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AgNPs foi avaliada contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O extrato etandlico das folhas
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sintetizadas a partir do extrato etanolico de D. odorata como agentes antibacterianos promissores.

3. PALAVRAS-CHAVE

Atividade antibacteriana. Atividade antioxidante. Cumaru. Dipteryx odorata. Extrato
etanolico.

4, TITULO EM INGLES
GREEN SYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES FROM CUMARU LEAF

EXTRACT (Dipteryx odorata)

5. ABSTRACT

This study investigated the chemical and biological properties of the ethanolic extract of the leaves
of the species Dipteryx odorata, also counting the ecological and botanical characteristics of the
species, the multiple uses of cumaru in the region and the relevance of the Amazon rainforest and
Amazonian resources for technological purposes. The extract was subjected to phytochemical
assays to identify the presence of secondary metabolites, and its antioxidant activity was evaluated
by determining the total phenolic and flavonoid contents, as well as through DPPH (free radicals)
and FRAP (ferric reducing antioxidant power) assays. Additionally, the study addressed the
synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using the leaf extracts of D. odorata. The formation of
AgNPs was monitored by UV/VIS spectroscopy and characterized by DLS, FTIR, and TEM to
analyze the chemical, structural and morphological properties of the nanoparticles. Finally, the
antibacterial activity of the AgNPs was evaluated against Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. The ethanolic extract of D. odorata leaves exhibited a variety of phytochemical compounds,
including phenolic compounds, tannins, flavonoids, and saponins, with the absence of alkaloids.

Additionally, the extract showed significant antioxidant activity, making it a potential source for



AgNPs synthesis. The analysis of AgNPs evidenced their spherical and monodisperse formation,
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RESUMO
Este estudo investigou as propriedades quimicas e biologicas do extrato etandlico das folhas da
espécie Dipteryx odorata, através da sintese de nanoparticulas de prata, contando também as
caracteristicas ecoldgicas e botanicas da especie, 0s usos multiplos do cumaru na regido e a
relevancia da floresta amazonica e recursos amazonicos com fins tecnoldgicos. Nesse contexto
as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém atraido cada vez mais o interesse entre 0s cientistas
devido ao seu potencial antimicrobiano contra uma ampla variedade de microrganismos.
Contudo, a sintese de AgNPs a partir de extratos de diferentes partes de plantas vem ganhando
destaque e o método de obtencdo de AgNPs é conhecido como sintese verde, pois permite uma
descricdo rapida gerando o minimo de danos ao meio ambiente. O extrato obtido das folhas do
cumaru foi submetido a ensaios fitoquimicos para identificar a presenca de metabolitos
secundarios, e sua atividade antioxidante foi avaliada pela determinacdo dos teores totais de
fendlicos e flavonoides, bem como por ensaios de DPPH (determinacdo da atividade
antioxidante) e FRAP (poder antioxidante redutor férrico). Além disso, o estudo abordou a
sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) usando os extratos das folhas de Dipteryx odorata.
A formacdo de AgNPs foi monitorada por espectroscopia UV/VIS (ultravioleta visivel) e
detalhada por DLS (dispersdo dindmica de luz), FTIR (Espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier) e MET (microscopia de transmissdo eletrbnica), para analisar as
propriedades quimicas, estruturais e morfoldgicas das nanoparticulas. O extrato etanolico das
folhas de Dipteryx odorata exibe uma variedade de compostos fitoquimicos, incluindo
compostos fendlicos, taninos, flavonoides e saponinas, com auséncia de alcal6ides. Além disso,
0 extrato apresentou atividade antioxidante significativa, tornando-se uma fonte potencial para
descricdes de AgNPs. A andlise das AgNPs evidenciou sua formacao esférica e monodispersa,
estabilizada por compostos fendlicos e flavonoides presentes no extrato. As propriedades
coloidais das AgNPs apresentaram tamanhos hidrodinamicos entre 130,3 e 143,5 nm, com boa
estabilidade em meio aquoso. A avaliacdo da atividade antibacteriana das AgNPs revelou
eficacia contra Escherichia coli, com menores valores de concentracao inibitoria minima (CIM)
e concentracdo bactericida minima (CBM) em comparagdo ao controle AgNOs. Esses
resultados indicam o potencial das AgNPs sintetizadas a partir do extrato etanolico de Dipteryx

odorata como agentes antibacterianos promissores.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Atividade antioxidante. Cumaru. Dipteryx odorata.
Extrato etandlico.



ABSTRACT
This study investigated the chemical and biological properties of the ethanolic extract from the
leaves of Dipteryx odorata, focusing on the synthesis of silver nanoparticles (AgNPs), it also
examined the ecological and botanical characteristics of the species, the various uses of cumaru
in the region, and the significance of the Amazon rainforest and its resources for technological
purposes. Silver nanoparticles (AgNPs) have gained increasing attention from scientists due to
their antimicrobial potential against a broad range of microorganisms. In this regard, the
synthesis of AgNPs using plant extracts has become a key area of interest, with the green
synthesis method standing out for its rapid process and minimal environmental impact. The
ethanolic extract was subjected to phytochemical analysis to identify secondary metabolites,
while its antioxidant activity was assessed by determining the total phenolic and flavonoid
contents, as well as through DPPH (antioxidant activity) and FRAP (ferric reducing antioxidant
power) assays. Additionally, the study explored the synthesis of silver nanoparticles (AgNPS)
using the leaves of Dipteryx odorata. The formation of AgNPs was monitored through UV/VIS
spectroscopy and further characterized by dynamic light scattering (DLS), Fourier-transform
infrared spectroscopy (FTIR), and transmission electron microscopy (TEM) to analyze their
chemical, structural, and morphological properties. Finally, the antibacterial activity of the
synthesized AgNPs was tested against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The
ethanolic extract of Dipteryx odorata leaves was found to contain a variety of phytochemical
compounds, including phenolics, tannins, flavonoids, and saponins, with no alkaloids detected.
The extract also exhibited significant antioxidant activity, making it a promising source for
AgNP synthesis. The analysis of the AgNPs revealed their spherical and monodisperse shape,
stabilized by phenolic compounds and flavonoids present in the extract. The colloidal properties
of the AgNPs showed hydrodynamic sizes ranging from 130.3 to 143.5 nm, with good stability
in agueous solution. The antibacterial tests demonstrated that the AgNPs were particularly
effective against Escherichia coli, with lower minimum inhibitory concentrations (MIC) and
minimum bactericidal concentrations (MBC) compared to the AgNOs control. These findings
highlight the potential of AgNPs synthesized from Dipteryx odorata ethanolic extract as

promising antibacterial agents.

Keywords: Antibacterial activity. Antioxidant activity. Cumaru. Dipteryx odorata. Ethanolic

extract.
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1 INTRODUCAO

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém atraido cada vez mais interesse entre 0s
cientistas devido ao seu potencial antimicrobiano contra uma ampla variedade de
microrganismos. Essa propriedade tem sido amplamente investigada e documentada em
diversos artigos cientificos, que destacam sua relevancia e a eficacia das AgNPs como agentes
antimicrobianos em diversas aplicacdes. Por exemplo, essas nanoparticulas tém sido usadas
como antimicrobianos contra varias bactérias, fungos, agentes resistentes a antibioticos. Além
disso, as AgNPs tém sido empregadas como em agentes de preservacdo em embalagens de
alimentos (Rai et al., 2012; Hosseini et al., 2017; McGillicuddy et al., 2017, Galucio et al.,
2022). Além disso, as AgNPs apresentam baixa toxicidade e boa estabilidade (Das et al., 2021;
Nguyen; Lai, 2022).

As AgNPs podem ser sintetizadas por meio de varios métodos fisico-quimicos; no
entanto, essas metodologias geralmente envolvem reagentes caros e/ou toxicos (Tortella et al.,
2020; Zhang et al., 2021). Nesse contexto, a sintese de AgNPs a partir de extratos de diferentes
partes de plantas vem ganhando destaque. O método de obtencdo de AgNPs é conhecido como
sintese verde, pois permite uma descricéo rapida gerando o minimo de danos ao meio ambiente
(Kaviya et al., 2011; Chand et al., 2020; Aboyewa et al., 2021).

Diferentes partes de uma planta, como folhas, cascas, flores, sementes, frutos, rizomas
e caules, podem ser exploradas para preparar as AgNPs, cada uma conferindo caracteristicas
especificas as nanoparticulas produzidas (Bouafia et al., 2021). No entanto, as folhas sdo
particularmente valorizadas devido ao seu alto volume de destribui¢éo e acimulo significativo
de biomoléculas em sua composi¢éo, tornando-o um dos materiais mais eficazes e comumente
usados na sintese de AgNPs (Zhang et al., 2023).

Uma variedade de compostos fitoquimicos pode ser utilizada em reacdes de sintese
verde de AgNPs). Os compostos incluem alcaloides, flavonoides, polissacarideos, vitaminas,
aminoacidos, proteinas, taninos, saponinas, terpenoides, carboidratos e acidos organicos. Tais
compostos podem ser identificados em extratos vegetais por meio de triagem fitoquimica de
varias técnicas analiticas, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
cromatografia gasosa (CG), associadas a diferentes detectores (fluorescéncia, massa, UV, entre
outros) (Fenfen et al., 2014; Mendes et al., 2018; Hassan et al., 2020; Santos et al., 2020).

Neste contexto, a floresta amazonica apresenta uma vasta variedade de plantas ricas em
diversos metabdlitos secundarios capazes de reduzir Ag* Ag° e estabilizar AgNPs. O cumaru

(Dipteryx odorata), pertencente a familia Fabaceae (Carvalho, 2009; Souza; Lorenzi, 2019),
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possui sementes utilizadas para extracdo de 6leo, o qual é empregado como agente anti-
inflamatdrio e antimicrobiano na medicina popular (Carvalho, 2009).

As diversas propriedades medicinais do cumaru também s&o relatadas por Blundell e
Gieleta (2023), tais como, analgésicas, anticoagulantes, com aplicacdo na reducdo de
hematomas e aceleramento de cicatrizac6es de feridas e cortes profundos, controle da pressao
arterial e prevencdo de trombose. O estudo de Silva et al. (2021) buscou avaliar o potencial
antibacteriano da cumarina extraida das sementes e das folhas do cumaru no tratamento de
doencas infecciosas causadas por bactérias, além da elaboracdo de um produto biotecnoldgico,
tendo como resultado a inibicdo da acdo de bactérias Staphylococcus aureus, destacando o
potencial farmacolégico dos extrativos da espécie, e ainda a fabricacdo de um hidratante
produzido a partir do éleo obtido da semente.

Entre seus metabdlitos secundarios, a cumarina esta presente em todas as partes da
planta (Silva et al., 2021). O extrato aquoso da casca de Dipteyx odorata € tradicionalmente
usado como antiespasmadico e ténico (Rios; Pastore Janior, 2011). Segundo Silva e Silva
(2017), os extratos foliares de Dipteryx odorata (Aubl) Willd. contém taninos, sesquiterpeno,
lactonas, esteroides e triterpenoides.

Como hipotese, as AgNPs sintetizadas apresentam melhor potencial antimicrobiano,
que o extrato puro? Como hipdtese verdadeira, o estudo descreve que o extrato da Dipteryx
odorata possui acdo antioxidante e antimicrobiana e como hipotese nula, o extrato de Dipteryx
odorata ndo possui acdo antioxidante e antimicrobiana.

O cumaru é uma espécie vegetal, onde sua exploracdo estd associada a atividade
extrativista na regido oeste do Pard. Conhecida popularmente pelas propriedades expectorante
e anti-inflamatoria essa espécie tem sido estudada, e considerando que, o conhecimento popular
embora vélido e importante e precisa de comprovacdo cientifica. Acredita-se que tanto o 6leo
quanto o extrato da Dipteryx odorata apresentam variedades de compostos cujo a¢do bioldgica
pode ser benéfica ao organismo, h& relatos na literatura a respeito do uso desta planta no
tratamento da hipertenséo, pneumonia, doengas renais e até mesmo o cancer.

Os estudos biotecnologicos com espécies vegetais tém ganhado destaque, uma vez que
se trata de um processo onde a geragdo de residuos quimicos toxicos sdo minimos Cruz; Gallio;
Gatto (2020). Na pesquisa cientifica de Oliveira Junior e Cabreira (2012), realizaran um
levantamento do potencial econdmico da diversidade vegetal no pais, baseado no conhecimento
dos povos tradicionais, tendo como resultado a identificacdo de oito categorias de uso, dentre

elas, alimenticio e medicinal, tendo esta Gltima apresentando o maior nimero de espécies. As
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familias boténicas que mais se destacaram nesse estudo para o bioma da Amazonia foram
Fabaceae, Lecythidaceae, Chrysobalanaceae e Sapotaceae.

O trabalho realizado por Silva et al. (2021), consistiu em um estudo quimico e
antimicrobiano dos extratos de sementes e folhas da espécie cumaru (Dipteryx odorata), da
familia Fabaceae, para a elaboracdo de um produto tecnologico. Tendo como resultado a
demonstracdo efetiva das propriedades antibacterianas do 6leo de cumaru, apontando o
potencial dos extrativos desta espécie no desenvolvimento de novos farmacos.

Uma atencdo maior deve ser dada ao estudo presente, pois 0 mesmo é de grande valor
para 0s avancos da pesquisa em relacdo a efetividade de um medicamento que pode ser
comprovado e validado cientificamente para o tratamento efetivo e seguro de diversas doengas,
sendo também de facil acesso a baixo custo para a populagao.

O estudo visa avaliar o potencial antioxidante do extrato etandlico das folhas de
Dipteryx odorata, assim como o potencial das nanoparticulas quanto a sua atividade
antibacteriana contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Como objetivos especificos,
preparar o extrato etanolico das folhas do Dipteryx odorata; Identificar por meio de testes
fitoquimicos as classes de metabolitos secundarios presentes nos extratos da espécie trabalhada;
Identificar por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a
espectrometria as classes dos metabolitos secundarios presentes no extrato; Determinar a
capacidade antioxidante do extrato pelo método ABTS, DPPH e FRAP e realizar os testes por

meio da sintese verde de AgNPs.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem do Cumaru (Dipteryx odorata)

A subfamilia Papilionoideae possui 530 géneros no total e no Brasil é representada por
152 destes generos. As espécies de Dipteryx Schreb. estdo distribuidas no Brasil nas regies
Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, com ocorréncias confirmadas na Floresta Amazonica,
Caatinga, Savana Central Brasileira e Mata Atlantica. Sao aceitas 11 espécies (Carvalho et al.,
2024).

As espécies do género Dipteryx Schreb sdo: Dipteryx alata VVogel, Dipteryx charapilla
(J.B.Macbr.) Ducke, Dipteryx ferrea (Ducke) Ducke, Dipteryx hermetopascoaliana C.S.
Carvalho, H.C. Lima & D.B.O.S. Cardoso, Dipteryx lacunifera Ducke, Dipteryx magnifica
(Ducke) Ducke, Dipteryx micrantha Harms, Dipteryx odorata (Aubl.) Forsyth f., Dipteryx
polyphylla Huber, Dipteryx punctata (S.F. Blanke) Amshoff e Dipteryx rosea Sprice ex Benth
(BFG, 2020; 2021; Carvalho et al., 2024).

As plantas da espécie Dipteryx odorata (Aubl.) Forsyth f. possui diversos nomes
vernaculares no Brasil como: cumaru, baunilha do Brasil, cumaru ferro, cumaru da folha
grande, cumaru amarelo, cumaru roxo, e cumarurana (Sampaio, 1993; Souza, 2017; Sousa et
al., 2023). Dipteryx odorata é uma espécie nativa, mas ndo endémica do Brasil, com
ocorréncias confirmadas na regido Norte, nos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Para,
Rond6nia e Roraima. Na regido Nordeste no estado do Maranhdo e na regido Centro-Oeste no
estado de Mato Grosso, com dominio fitogeografico na Floresta Amazo6nica, mais
especificamente na Floresta de Terra Firme, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta
Tropical Ombrofila e em Floresta de Varzea (Nascimento et al., 2022; Carvalho et al., 2024).
O nome do género “Dipteryx” refere-se as folhas que se manifestam na forma de duas asas e 0
epiteto especifico “odorata” significa perfumado, devido ao forte aroma de cumarina

(Carvalho, 2009).

2.2 Caracteristicas ecoldgicas e botanicas

O cumaru € uma arvore perenifélia, de porte elevado com altura entre 20-30 m (Figura
1), podendo as arvores maiores em mata primaria alcancar 40 m de altura com copa globosa,
tronco geralmente reto e cilindrico com 50-70 cm de DAP (didametro a altura do peito, medido

a 1,30 m do solo). E uma espécie emergente, climax e exigente em luz, com baixa densidade
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populacional, menos de 0,2 individuos ha? com DAP > 10 cm (Herrero-Jauregui, 2009). O
cumaru por ter um rapido periodo de germinacgdo e emergéncia, entre a 3% e 82 semana apoés a
semeadura e por apresentar frutificacdo precoce iniciando aos 4 anos de idade e considerada
uma 6tima opc¢éo para reflorestamento (Carvalho, 2009; Sampaio, 1993).

Figura 1 - Altura do cumaru

A floracdo no estado do Paré ocorre entre os meses de agosto a outubro e a polinizagdo
é realizada essencialmente por abelha (Carvalho, 2009; Pesce, 2009). O seu fruto é de drupa
(que apresenta uma Unica semente), lenhoso, oblongo-oval e quando maduro com coloracao
verde-amarelada, com mesocarpo carnudo e endocarpo lenhoso cuja abertura de suas duas
valvas s6 ocorre quando o mesocarpo € decomposto para a liberacdo da Unica semente (Pesce,
2009; Sousa, 2017). A semente € oleosa, de coloracdo roxo-escura e aromatica (Loureiro et al.,

1979; Prance; Silva, 1975), um exemplo do cumaru, é apresentado na figura 2.

Figura 2 — Semente de cumaru

2.3 Utilizacdo do cumaru

O cumaru,(Dipteryx odorata), € uma espécie arbdrea nobre e nativa da floresta
amazonica, com usos associados a diferentes partes da planta, como utilizagdo na industria
madeireira, devido a alta resisténcia estrutural apresentada, além de suas sementes, conhecidas

internacionalmente por fava tonka, (Benevides Janior et al., 2020), e “baunilha da Amaz6nia”
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(Soares et al., 2017), serem utilizadas para fins cosméticos e de perfumaria desde o século XIX,
devido ao odor natural proveniente da cumarina presente em sua composicao (Teixeira et al.,
2021).

Na industria madeireira, a madeira de cumaru é caracterizada por sua densidade, tenaz,
altamente duravel e resistente as fissuras provenientes da exposicédo intensa a luz solar, (Araujo
et al, 2016; Pereira et al., 2017; Azevedo; Barbosa; Mendonca, 2018).

Na regido do Marajo, a espécie foi considerada a de maior valor comercial madeireiro e
demais usos entre os anos de 2006 a 2016, tendo valor comercial equivalente a R$ 172, 13 por
metro cubico da madeira. A fava tonka fora do Brasil, em paises como a Franca, é empregada
tanto na culindria, na producdo de sobremesas e ensopados, quanto na industria de
medicamentos, além de ser ingeridas diariamente em casos de espasmos, nauseas, tosse,
convulsBes, tuberculose, inchago, linfedema e no tratamento da doenga parasitaria
esquistossomose (Kim; Lida, 2022).

O emprego da fava do cumaru em alimentos na empresa NAYAH Sabores da Amazonia
se da na producdo de chocolates com o intuito de oferecer ao produto sabor e aromatizagdo mais
agradavel (Soares et al., 2017). A semente do cumaru, devido ao alto teor de cumarina, com
rendimento do 6leo essencial que varia entre 3 a 10% por améndoa (Teixeira et al, 2021) confere
a semente um sabor amargo, pode causar hemorragias, danos ao figado ou ataque cardiaco
quando ingeridas em grandes doses, por isso apresenta uso controlado como aditivo alimentar
em alguns paises, no entanto, para que a ingestdo de cumarina se torne prejudicial a satde é
necessaria a ingestdo de pelo menos 30 semente do cumaru (Kim; Lida, 2022).

Na industria cosmética é citado o uso da semente de cumaru como aromatizante na
producdo de hidratantes, 6leos e xampus (Azevedo; Barbosa; Mendonca, 2018; Brasil Neto et
al., 2021) e ainda aplicacdo na industria de tabaco (Jankowsky et al., 2017; Azevedo; Barbosa;
Mendonga, 2018) e fabricacdo de licores, whisky e vermute (Azevedo; Barbosa; Mendongca,
2018). O uso da semente do cumaru em perfumaria € amplo, e de acordo com Blundell e Gieleta
(2023), 90% dos perfumes contém a cumarina em sua composi¢ao, em teores maiores que 1%,
citando o perfume Shalimar da marca Guerlain. Os autores também destacam o uso da cumarina
na industria cosmética, na producdo de cremes hidratantes e xampus cujo intuito é tratar
inflamacdes do couro cabeludo e a queda de cabelo.

A regido do Baixo Amazonas € tida como a protagonista na producdo de sementes de
cumaru, onde os municipios de Alenquer, Altamira, Curua, Obidos, Oriximina e Santarém so

conhecidos como o0s maiores produtores, tendo a semente uma notdvel participacdo na
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economia regional, com valores chegando a R$ 45,00 por kg da semente seca e sendo
provenientes de florestas nativas e plantios agroflorestais (SAFs) (Lameira et al., 2022).

O potencial medicinal do cumaru também esta relacionado as suas sementes, de onde se
extrai 0 Oleo essencial, a cumarina, e é relatado em estudo de Kim e Lida (2022) os quais
explicam que essas sementes ao serem consumidas agem no nosso corpo ajudando a remover
bactérias e limpando o nosso sistema bioldgico, uma vez que, com a ingestdo de cumarina, a
secrecdo corpdrea aumenta (expectoracdo) e as bactérias sdo expelidas pela mucosa nasal,
sendo um importante componente empregado em casos de acimulo de muco no pulmao e alivio
de crises asmaticas.

Os residuos madeireiros de Dipteryx odorata juntamente com mais duas espécies
pertencentes a familia Fabaceae foram avaliados no estudo de Jankowsky et al. (2017) quanto
a atividades antiproliferativas em células cancerigenas humanas, tendo como resultado
atividade citocida seletiva em linhagens celulares de leucemia e cancer de ovario, ressaltando
0S autores que pesquisas anteriores ja haviam relatado a acdo dos flavonoides presentes na
composicao quimica de extratos da espécie como contribuintes para a atividade cancerigena
apresentada.

As diversas propriedades medicinais do cumaru também sdo relatadas por Blundell e
Gieleta (2023), dentre elas propriedades analgésicas, anticoagulantes, com aplicacéo na reducéo
de hematomas e aceleramento de cicatrizacGes de feridas e cortes profundos, controle da
pressdo arterial e prevencdo de trombose.

O estudo de Silva et al. (2021) buscou avaliar o potencial antibacteriano da cumarina
extraida das sementes e das folhas do cumaru no tratamento de doengas infecciosas causadas
por bactérias, além da elaboracdo de um produto biotecnoldgico, tendo como resultado a
inibicdo da acdo de bactérias Staphylococcus aureus, destacando o potencial farmacoldgico dos
extrativos da espécie, e ainda a fabricagdo de um hidratante produzido a partir do 6leo obtido

da semente.

2.4 Propriedades antimicrobianas e antioxidantes do cumaru

No Brasil, encontra-se 25% da flora mundial; no entanto, menos de 1% das espécies que
apresentam propriedades medicinais possuem comprovacao e validacdo cientifica (Evangelista
et al., 2013). O estudo de Silva et al. (2021) buscou avaliar o potencial antibacteriano da
cumarina extraida das sementes e das folhas do cumaru no tratamento de doencas infecciosas

causadas por bactérias, além da elaboracéo de um produto biotecnolégico, tendo como resultado
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a inibicdo da acdo de bactérias Staphylococcus aureus, destacando o potencial farmacoldgico
dos extrativos da espécie, e ainda a fabricagdo de um hidratante produzido a partir do 6leo
obtido da semente.

Com relacdo a atividade antioxidantes do oOleo essencial de cumaru, o estudo de
Paumgartten et al. (2021) objetivou desenvolver uma embalagem biodegradavel incorporada
com 6leo vegetal de cumaru, tendo como resultado um efeito linear positivo do 6leo, permitindo
inferir que quanto maior sua concentracdo, maior a quantidade de compostos fendlicos e maior
a possibilidade de atividade antioxidante, ressaltando no entanto a necessidade de mais estudos

para caracterizar a atividade antioxidante do 6leo de cumaru.

2.5 Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma area de ponta com inimeras aplicacdes industriais e abriu
novas fronteiras aplicadas em biotecnologia, biociéncias, ciéncia de materiais e engenharia
(Magro et al., 2020). Segundo Tripathi et al. (2018), nanoparticulas sdo estruturas com
dimensBes que variam de 1 a 100 nm as quais apresentam propriedades mecanicas, opticas,
elétricas e quimicas significativamente diferentes e superiores quando comparadas com suas
estruturas equivalentes maiores (Rana et al., 2020; Sim et al., 2019).

Apesar dos métodos tradicionais de sintese de nanoparticulas baseados nas abordagens
descendentes (top-down) e ascendentes (bottom-up) terem atraido interesse crescente devido a
sua adaptabilidade aos processos industriais, esses métodos sdo considerados caros e complexos
devido ao uso de técnicas, como ablagdo a laser, litografia e deposicdo de vapor (abordagem
descendente); bem como espalhamento de plasma e pirdlise a laser (abordagem ascendente).
Além disso, esses métodos na sua maior parte geram diferentes residuos quimicos que
representam riscos ao meio ambiente e a saide humana (Mahesh et al., 2014).

Com base nesses preceitos, 0s métodos de sintese verde surgiram como alternativas
ecoldgicas, de baixo custo e sustentaveis aos métodos tradicionais (Balasooriya et al., 2017;
Mohammadlou et al., 2016). Além disso, a biossintese de nanoparticulas metalicas tem sido
apontada como uma abordagem viavel para a reciclagem de sais metalicos que sdo usados como
precursores organometalicos das nanoestruturas (Hussain et al., 2016).

Métodos de sintese verde tém sido amplamente aplicados para obter nanoparticulas
metalicas e, dependendo da natureza do metal, diferentes compostos orgénicos sdo mais
funcionais para a formacgdo dessas nanoestruturas (Loo et al., 2010; Liu et al., 2020). Rotas

sintéticas que utilizam fontes naturais, como extratos de plantas e microrganismos, mel e
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enzimas sdo abordagens ecologicamente corretas, as quais estdo se tornando mais populares, e
a busca por fontes naturais de biomoléculas que atuem como redutores, estabilizadores e
descobertos na historia dessas nanoparticulas € um dos principais campos de pesquisa
relacionados ao desenvolvimento da quimica verde (Ahmad et al., 2019; Rasheed et al., 2021,
Bankalgi et al., 2016). Dentre as principais classes quimicas de compostos naturais aplicadas
para reducdo de ions metalicos, bem como estabilizacdo de nanoparticulas, podemos citar
polissacarideos, polifendis, terpenoides, alcaloides, flavonoides, carotenoides, catequinas,
antocianinas e esterois (Reverberi et al., 2017; Swathi et al., 2019).

Além disso, os métodos de sintese verde que utilizam plantas, tém se mostrado
adequados para adaptacdo em larga escala, devido a estabilidade dos produtos e a maior
velocidade da sintese (Reverberi et al., 2017; Iravani, 2011). Quanto a identificacdo e
caracterizagdo destas nanoparticulas, sdo utilizados métodos analiticos como, andlise
ultravioleta visivel (UV/VIS), (Nasrollahzadeh et al., 2019; Filipe et al., 2011) dispersao
dindmica de luz (DLS), (Sapsford et al., 2011; Roy et al., 2015). Difracdo de raios X (XDR),
(Lin et al., 2014; Sal&o et al., 2000) microscopia eletrénica de varredura (MEV), (Fissan et al.,
2014; Mondal et al., 2014), microscopia eletrénica de transmissdao (MET), (Pirz et al., 2008;
Asoro et al., 2013).

As técnicas que permitem quantificar e avaliar a formacdo das nanoestruturas, bem
como analisar seu tamanho, morfologia, didmetro e grupos funcionais quimicos envolvidos com
sua estabilizacdo, podem ser: espectrofotometria infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) (Meng et al., 2014; Shang et al., 2007), espectroscopia de raios X de dispersédo de
energia (EDXS), (Nasrollahzadeh et al., 2019). Espectroscopia Raman (Mohammadlou et al.,
2016; Kora et al., 2012; Jaworska et al., 2014). E espectroscopia de massa com acoplamento
de plasma (ICP-MS), (Beckhoff et al.,, 2006; Amigo; 2007), calorimetria diferencial de
varredura (DSC), (Krishnaswamy et al., 2015), andlise termogravimétrica (TGA),
(Nasrollahzadeh et al., 2019; Rossi et al., 2018) e espectroscopia de fotoelétrons de raios X
(XPS) (Joshi et al., 2018; Manna et al., 2001; Ashida et al., 2007).

A utilizacdo de nanoparticulas contendo biomoléculas tem um amplo espectro de
aplicacdo bioldgicas, como atividades antioxidantes, antifungicas, antibacterianas, antivirais e
anticancerigenas (Jasuja et al., 2014; Hemlata et al., 2020), exibindo assim potenciais usos nas
industrias farmacéuticas, biotecnologicas, cosméticas e alimenticias. Devido a sua grande razdo
entre area de superficie e volume e a capacidade de constituicao de substancias bioativas, essas
nanoestruturas também foram exploradas como sistemas de entrega de moléculas terapéuticas
(Ahmad et al., 2010).
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Em relacéo as atividades antimicrobianas diferentes estudos investigaram suas acoes
contra bactérias (Bardania et al., 2020; Nazer et al., 2020; Panacek et al., 2009) e espécies de
protozoérios (Adeyemi et al, 2018) que apresentam utilizagbes importantes no
desenvolvimento de novas tecnologias antimicrobianas e técnicas de biorremediacao.

Apesar dos nanomateriais terem sido aplicados em setores industriais muito diversos,
diferentes estudos tém demonstrado seus efeitos contra a sadde humana, animal (Martinez-
Zapata et al., 2020; Choi et al., 2016) e contra 0 meio ambiente (Canesi et al., 2015; Khosravi-
Katuli et al., 2017). Essas nanoestruturas podem ser bioacumuladas, causando varios efeitos
toxicos, os quais dependem diretamente de seu tamanho, forma, grau de hidrofobicidade e
hidrofilicidade da superficie, razdo massa/volume (densidade) e concentragdo. A producéo
causada por radicais livres, que estd envolvida com o estresse oxidativo nas células, tem sido
um dos efeitos mais relatados das nanoparticulas metélicas aplicadas aos organismos Vvivos
(Louro et al., 2013; Hussain et al., 2009).

O presente trabalho tem como objetivo apresentar uma visdo geral das aplicacdes,
propriedades estruturais e métodos de sintese verde utilizados para obter nanoparticulas, bem

como os métodos analiticos aplicados para analisa-los, quantifica-los e caracteriza-los.

2.6 Sintese verde

A quimica verde € um campo significativo de pesquisa, oferecendo solucdes simples,
econdmicas, com metodologia simplificada, biocompativel e ecologicamente amigavel para a
sintese de nanomateriais (Arif; Uddin, 2020). O termo “quimica verde” vem se popularizando
desde a década de 1990, motivado pelo interesse dos pesquisadores em encontrar métodos mais
ecoldgicos e sustentaveis, na sintese de nanoparticulas de prata (Bamal, et al., 2021).

Ao se tratar de nanoparticulas, a sintese dessas estruturas pode ocorrer por trés métodos:
quimico, fisico e bioldgico (Das et al., 2020). No método fisico, sdo mantidas a temperatura, a
pressao e a energia, o que demanda uma grande quantidade de energia, tornando esse método
menos econdémico. Ja no método quimico, sdo utilizados mecanismos como pirolise a laser,
condensacdo atdmica ou molecular, ataque quimico, pulverizacdo catodica, dentre outros. Os
produtos quimicos utilizados tendem a ser perigosos para a natureza, podendo causar danos
ambientais (Das et al., 2020; Saranavan et al., 2020).

J& a sintese por método bioldgico, sintese verde ou biossintese de nanoparticulas, ao

utilizar componentes organicos, torna-se uma alternativa mais viavel, uma vez que é menos
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prejudicial ao meio ambiente, ja& que ndo utiliza produtos quimicos toxicos, ou fontes de
energias (Cruz; Gallio; Gatto, 2020; Saranavan et al., 2020; Sena et al., 2022).

O processo de sintese de nanoparticulas pelo método biolégico, com a utilizacdo de
extratos de origem vegetal ainda ndo é totalmente esclarecido, entretanto, subentende-se que as
proteinas, vitaminas, aminoacidos, &cidos organicos e 0s metabolitos secundarios, como
polifendis e polissacarideos presentes nesses extratos sao 0s responsaveis pela reducdo dos sais
metalicos e pela estabilizacdo das nanoparticulas, realizando estes dois processos
concomitantemente (Cruz; Gallio; Gatto, 2020).

Os autores supracitados também citam como vantagem da sintese verde, a maior
seguranca do processo ao utilizar material organico, sendo mais adequado para producdo em
menor tempo para a realizacdo da sintese, em detrimento do emprego de microrganismos, que
além de serem potencialmente patogénicos, levam dias para realizar a reducéo de sais metalicos.

Na biossintese sdo utilizadas véarias fontes, como bactérias, algas, fungos e plantas
(Bamal, 2021), e, no caso da biomassa vegetal, sdo utilizadas as enzimas, proteinas,
polissacarideos, aminoacidos e metabdlitos secundarios presentes em cascas, folhas, sementes
e polpa (Viana, etal., 2021). Nessa sintese a &gua é aplicada como um solvente, em substituicao
aos solventes organicos com teor de toxicidade, e os compostos biolégicos atuam como agentes
redutores e estabilizadores das nanoparticulas metalicas utilizadas (Medeiros et al. 2021).

As propriedades antimicrobianas, anti-reumaticas, antivirais, bactericidas, diuréticas,
expectorantes, hipertensivas e inseticidas e muitos extratos de origem vegetal sdo amplamente
estudadas, tornando relevante pesquisas que busquem caracterizar e entender a sintese biolégica
de nanoparticulas, utilizando produtos de origem vegetal, buscando principalmente a origem
antimicrobiana (Qamer et al., 2021).

A selecdo de espécies vegetais a serem utilizadas para a sintese de nanoparticulas
magnéticas (NPMs) pela sintese bioldgica é baseada em alguns critérios como: plantas com
maior distribuicdo geografica, com propriedades antimicrobiana, antitumoral, antidiabética,
contendo perfil fitoquimico, que fornece informacdes cruciais para determinacdo de seu poder
redutor (Ombredane, 2016).

Pensando em um desenvolvimento bioeconémico que valorize e utilize 0s recursos
naturais da floresta amazonica, deve-se considerar o potencial da diversidade da flora
amazdnica, com géneros e espécies gue apresentam constituintes fitoquimicos com possiveis
acOes bactericidas, antifangicas, antiinflamatdrias, entre outras propriedades medicinais, a

serem utilizados como agentes redutores em processos de biossintese (Sena et al., 2022).
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2.6.1 Sintese Verde Usando Microrganismos

Microrganismos, como (algas, bactérias e fungos.) tém sido usados como
“bionanorreatores” para a sintese de nanoparticulas usando métodos intracelulares e
extracelulares (Reverberi et al., 2017). A sintese extracelular € menos demorada, pois nao €
necessario romper a membrana celular para extrair as nanoparticulas. Na visao extracelular, os
ions metalicos sdo atraidos para grupos especificos presentes na superficie da membrana celular
ou por moléculas que sdo secretadas pela célula do microrganismo. Esses grupos sdo
responsaveis por reduzir os ions metalicos e estabilizar as nanoparticulas.

Em contraste, a sintese intracelular consiste em transportar ions para dentro da célula
microbiana para formar as nanoparticulas na presenca de enzimas produzidas pelo
microrganismo (Reverberi et al., 2017). Métodos que empregam linhagens de fungos e
bactérias na biossintese, quando comparado as algas, demonstraram gque esses microrganismos
apresentam melhor tolerancia relacionada a bioacumulacéo de metais (Ahmad et al., 2019).

Varios mecanismos de biossintese de nanoparticulas envolvendo biomoléculas foram
propostos, mas 0 mais aceito envolve a reducdo de ions de prata dependente da enzima nitrato
redutase (Kumar et al., 2007; Kalimuthu et al., 2008). A nitrato redutase € uma enzima
dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) envolvida na conversdo de nitrato
no ciclo do nitrato (Kumar et al., 2007; Duran et al., 2005).

Este mecanismo enzimatico de redutase de nitrato dependente de NADH em ions de
prata também foi observado em Bacillus licheniformis. Extratos extras e intracelulares de
fungos permitem a formacé&o de estruturas variando de 6 a 40 nm de diametro, dependendo das
condi¢Oes experimentais e caracteristicas do fungo (Molnar et al., 2018).

Algumas espécies bacterianas, como Pseudomonas aeruginosa e Rhodopseudomonas
capsulata, também tém sido aplicadas na sintese extracelular de nanoparticulas metalicas com

tamanhos variando entre 20 e 80 nm de diametro (Kumar et al., 2011; Singh et al., 2014).

2.6.2 Sintese Verde Usando Extratos Vegetais

A sintese verde de nanoparticulas tem sido usada por fitomoléculas obtidas de diferentes
fontes vegetais. As plantas conttm compostos bioativos, como alcaloides, flavonoides,
polifendis e terpenos (Nascimento et al., 2020) que possuem um forte potencial redutor de ions
metalicos (Rasheed et al., 2017; Bankalgi et al., 2016; Kuppusamy et al., 2016; Sukumar et al.,

2020). Além disso, alguns desses compostos, assim como polissacarideos e oligopeptideos,



28

podem atuar como protetores e estabilizadores (Rasheed et al., 2017); Kuppusamy et al., 2016;
Uthaman et al., 2018).

Todas as partes das plantas tém sido utilizadas satisfatoriamente na reserva de
nanoparticulas, como caules, folhas, frutos e sementes, bem como diferentes espécies de
plantas, como Hibiscus rosa-sinensis, Ocimum tenuiflorum, Azadirachta indica, Mentha
spicata, Maduca longifolia e Abelmoschus esculentus (Philip et al., 2009; Jayaseelan et al.,
2012). Rotas de sintese verde que empregam material botanico tém exigido a utilizacdo de
agentes protetores e redutores obtidos de espécies vegetais, que ajudam a melhorar a
biocompatibilidade de nanoestruturas sintetizadas e substituir os agentes sintéticos classicos,
como o borohidreto de sddio e o citrato de sodio (Elia et al., 2014).

Extratos das sementes de Alpinia katsumadai, uma espécie nativa da India, foram
recentemente utilizados na sintese verde de AgNPs. Os autores obtiveram estruturas com
formato esférico, com didmetro médio de 12,6 nm que continham radicais livres, atividade
antimicrobiana e atividade citotoxica contra linhagens celulares de carcinoma gastrico humano
SGC-7901 (He et al., 2017). Da mesma forma, os extratos das partes aéreas de Lippia nodiflora
foram aplicados na sintese verde de AgNPs. Os autores obtiveram AgNPs com tamanhos
variando entre 30 e 60 nm e reforca que a atividade inibitdria contra 02,2-difenil-1-picril-
hidrazil-hidrato. Os radicais (DPPH) aumentaram com a concentracdo das nanoparticulas, que
tiveram atividade antioxidante de 67% na concentracdo de 500 pug mL-1. Essas estruturas
também apresentaram atividade antioxidante contra o radical superoxido de aproximadamente
70% de inibicdo e o radical hidroxila de 75% na concentracdo de 500 pg mL-! (Sudha et al.,
2017).

Recentemente, um estudo realizou a sintese de nanoparticulas derivadas de 6xido de
cobre (CuONPs) usando o extrato aquoso de Isatis tinctoria. As nanoparticulas sintetizadas
foram descobertas em uma forma esférica (Priya et al., 2020). Nanoparticulas de CuO também
foram sintetizadas sob baixa temperatura usando folhas de Caesalpinia spinosa sem 0 uso de
agentes redutores/estabilizadores especificos. Outro estudo sintetizou AgNPs usando um
extrato aquoso obtido de partes aéreas de Salvia leriifolia. Nesta sintese, 0s componentes
organicos presentes no extrato da planta, como fendis, aminas e acidos citricos, sdo usados
como agentes redutores (Taghavizadeh et al., 2019).

Rehana et al. (2017) sintetizaram CuONPs utilizando diferentes extratos das folhas de
Azadirachta indica, Hibiscus rosa-sinensis, Murraya koenigii, Moringa oleifera e Tamarindus
indica e avaliaram suas atividades antioxidantes usando DPPH, Acido 2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), e ensaios de eliminagdo de perdxido de hidrogénio. Os
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CuONPs sintetizados exibiram maior atividade antioxidante do que os extratos puros. Além
disso, as nanoparticulas apresentaram variag@es nas atividades antioxidantes devido a variagcdo
da composicdo quimica dos extratos (carboidratos, flavonoides, compostos fendlicos,
glicosideos, saponinas e taninos) (Rehana et al., 2017).

Nanoparticulas de ouro foram sintetizadas usando uma grande variedade de extratos
vegetais (Sukumar et al., 2020). Recentemente, Euphrasia officinalis foi aplicada
satisfatoriamente para a sintese de AuNP (Liu et al., 2019). O latex desta espécie atingiu
condicOes ideais para a sintese de AuNP; como pH 7,0; a temperatura de 85° C, tempo de
reducdo de 120 minutos, concentracdo de 3,3 mg-mL-! e concentracdo de precursor de 5,0
mmol-L-* (Santos et al., (2019). Da mesma forma, AuNPs foram sintetizadas usando extrato de
Sumac (Rhuscoriaria L., familia Anacardiaceae) sem adi¢éo de agentes protetores. Os autores
obtiveram nanoestruturas em esferas com tamanho médio de 20,83 nm e verificaram a
estabilidade dos sistemas de nanoparticulas pelo potencial zeta, o qual apresentou valor igual a
-25,3 mV. As NPs também apresentaram atividades antioxidantes dose-dependentes: inibicao
de DPPH igual a 13,43% na concentracdo de 25 pumol; e 85,73% na concentragdo de 800 pmol
L-1. O ensaio de sequestro de radicais ABTS apresentou 96,83% de inibicdo na concentracao
de 800 pmol L-* (Shabestarian et al., 2017).

2.6.3 Sintese Mediada por Polimeros e Biomodelos

Polimeros (por exemplo: oligopeptideos e poli 4-vinilpiridina) e biomodelos (por
exemplo: capsideos virais ou particulas semelhantes ao virus) ja foram usados como modelos
para controlar a sintese de NPs e para definir suas formas finais. Chen et al. (2017) sintetizaram
nanoanéis de ouro usando litografia coloidal e nanoparticulas de automontagem assistida por
polimero usando o polimero poli(4-vinilpiridina). Este método de descri¢do permite a producao
em larga escala de nanoanéis e outras estruturas semelhantes controlando o diametro, altura e
espacamento dos anéis de ouro. Curiosamente, a sintese também conservou as caracteristicas
Opticas de ressonancia plasmatica e infravermelha das nanoparticulas (Chen et al., 2017).

Os capsideos virais sdo estruturas formadas por proteinas que protegem o material
genético dos virus e essas estruturas também tém sido usadas para a sintese de nanoparticulas
metalicas. Esses capsideos contém sequéncias de oligopeptideos com residuos de aminoacidos
ionizaveis em sua superficie, como cisteina, lisina e arginina, que atuam como agentes redutores
de ions metalicos em pH alto, que facilitam a formacdo de aglomerados de nanoparticulas
(Slocik et al., 2005; Liu et al., 2016).
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Em relacdo a esta técnica, Zhang et al. (2017), demonstraram que nanocages de
proteinas virais (VPNSs) sdo recipientes interessantes para encapsular nanomateriais por meio
de encapsulamento de automontagem e mineralizagdo. No caso da mineralizacdo, a cavidade
interna de VNPSs serve como um nanorreator para a sintese de nanomateriais inorganicos com
tamanhos controlaveis. Neste estudo, nanoparticulas hibridas de ouro-prata foram
biossintetizadas em virus simio 40 (Céapsulas de proteina viral SV40) pelo método de
automontagem usando como sementes, nanoparticulas de ouro com 5,1 nm. Os autores
obtiveram AuNPs e Au/AgNPs com diametro menor que 10 nm (Zhang et al., 2017).

A aplicacdo de moleculas de DNA como nanomoldes na sintese de nanoparticulas
inorganicas estd na vanguarda dos métodos de sintese verde (Ahmad et al., 2019). Esses
métodos tém sido explorados para obter nanoestruturas metalicas na superficie da molécula de
DNA, permitindo o agrupamento controlado por formar ions. A técnica de origami de DNA,
por exemplo, usa uma semente de nucleagdo interna do metal que orienta o agrupamento
limitando seu crescimento. Essa técnica € usada para obter nanoparticulas de diferentes
dimens@es e formas (Sim et al., 2019). Alguns métodos de sintese usam moléculas de DNA
como agentes redutores, e nesses métodos, os ions metalicos carregados positivamente sdo
adsorvidos na superficie da molécula de DNA. Os parametros usados para controlar a sintese,
como concentracdo de DNA e tempo de ocorréncia, sdo relevantes para a formacdo de
nanoestruturas (Ahmad et al., 2019; Wei et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de pesquisa

A pesquisa foi experimental, exploratéria e quantitativa. Tal pesquisa procurou
responder a questdes de maneira atualizada, oferecendo uma perspectiva sobre temas ainda ndo
definidos, além disso a pesquisa exploratdria fornece mais informacgées sobre o tema.

Para o delineamento do estudo, serd utilizado as folhas e sementes da espécie Dipteryx
odorata para a extracdo de extrato etandlico, partes da espécie serdo armazenadas no herbario
da Universidade Federal do Oeste do Pard. O projeto foi atenciosamente cadastrado no
SISGEN.

3.2 Area de estudo

As amostras foram obtidas por meio da coleta de folhas, flores e frutos da arvore cumaru
durante o periodo chuvoso de margo de 2020, época de floragdo na comunidade Vila Nova em
Santarém-PA (2°30'32" S, 54°49' 38" W). Apds a obtencdo das amostras, elas foram
transportadas para o herbario da UFOPA, onde a Dr. Cristina Aledi Falsemburgh identificou
como Dipteryx odorata, pertencente ao grupo Dipterixeae do género Taralea dentro da
subfamilia Papilionoideae, familia Leguminosaeae. Apos identificacdo cientifica da espécie, as

folhas foram escolhidas e separadas para preparacdo do extrato etanolico e serem feito os testes.

3.3 Preparacéo do Extrato Etandlico das Folhas de Cumaru

O extrato etandlico das folhas de Dipteryx odorata foi preparado adicionando 150 g de
folhas secas e trituradas a um frasco ambar. Foi adicionado etanol (96,9%) para atingir um
volume total de 1,00 L. A mistura foi deixada para reagir por 7 dias. Apds esse periodo, 0
extrato final foi separado das partes solidas por filtracdo, a quantidade de 750 ml de extrato foi
armazenada em um frasco &mbar para posterior anélise (Carlos et al., 2005).

3.4 Ensaios fitoquimicos do extrato etandlico
O objetivo dos ensaios fitoquimicos € realizar testes visuais com base em especificacdes
que determinados grupos apresentam, com resultados indicados como presentes ou ausentes

(positivos ou negativos).
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As fragdes do extrato alcodlico de Dipteryx odorata foram submetidas a investigacoes
fitoquimicas baseadas nas metodologias de Moreira (1979), Costa (1986), Petrovick (2007) e
Matos (2009). Os grupos quimicos avaliados foram taninos e fendis, flavonoides, saponinas e
alcaloides.

3.5 Teste para taninos e fendis

Teste 1: Em um tubo de ensaio, 2,0 mL do extrato etandlico das folhas de Dipteryx
odorata foram misturados com 3 gotas de uma solucdo metanodlica de FeCls (3%, m/v). A
mistura foi deixada reagir por 10 min a temperatura ambiente de 37° C. A presenca de fendis e
taninos foi determinada por uma mudanca na coloragéo.

Teste 2: Em um tubo de ensaio, 2,0 mL do extrato etandlico das folhas de Dipteryx
odorata foram misturados com 2 gotas de HCI (1 mol L-*) e 1 mL de solucédo de gelatina (2,5%,
m /v) adicionada gota a gota. A formacdo de um precipitado indica ocorréncia positiva para
taninos.

3.6 Teste para flavonoides

Neste procedimento, diferentes areas de um papel filtro foram umedecidas com o extrato
etandlico das folhas de Dipteryx. odorata. Uma gota de solugao etanolica de AICIL (5%, m/v)
foi entdo colocada em um dos pontos, e a observagédo foi feita sob luz UV. Os flavonoides

aparecem como manchas de fluorescéncia amarela e/ou verde.

3.7 Teste para saponinas

2,0 g de folhas secas e trituradas de cumaru, foram fervidas com 10,0 mL de agua
destilada por 3 min. A solucédo foi entdo agitada vigorosamente na direcdo vertical por 15 s.
Deixou-se em repouso por 15 min, e a altura da espuma foi marcada com caneta. A presenca

de espuma persistente indica a presenca de saponinas.
3.8 Teste para alcaloides
O extrato etanolico de folhas de Dipteryx odorata foi concentrado e dissolvido em 3,0

mL de HCI (2%, 0,25 mol L-1). Esta solucdo foi entdo dividida em trés porcdes iguais, e

reagente de Mayer, reagente de Dragendorff e solucéo de &cido silicotingico foram adicionados
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gota a gota a cada porgdo, respectivamente. ApOs 0 progresso, 0 aparecimento de um

precipitado indicava resultado positivo.

3.9 Atividade antioxidante do extrato etanolico de Dipteryx Odorata folhas

3.9.1 Determinacdo do teor de fendlicos totais sem extrato

A determinacdo do teor total de fenolicos do extrato etandlico de folhas de Dipteryx
odorata foi realizado de acordo com as metodologias de Sousa et al. (2007) e dos Santos et al.
(2016). Em tubos de ensaio, 100 uL do extrato etanélico das folhas de cumaru (0,015 mg mL™")
foram adicionados a 500 pL de reagente Folin-Ciocalteu 10% (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)
e 6,0 mL de agua destilada. A mistura foi deixada reagir por 10 min, administrada pela adi¢do
de 2,0 mL de solugdo umida de Naz COs 15%. A solucdo foi homogeneizada novamente, os
tubos foram envoltos em papel aluminio e folhas em repouso por 2 h. As absorbancias das
amostras foram entdo medidas usando um espectrofotometro UV/VIS (NOVA 3300, Brasil) a
760 nm, com etanol como branco. Todas as conclusdes foram realizadas em triplicata. O
contetdo fendlico total foi determinado usando uma curva de &cido galico como padrdo e
expresso em mg de equivalentes de acido galico por grama de folha (mg equiv. GA g-).

3.9.2 Determinagdo do teor total de flavonoides

A determinacdo do teor de flavonoides totais foi realizada de acordo com as
metodologias de Chang et al. (2002) e Salgueiro et al. (2014) com algumas modifica¢cdes. Em
um tubo de ensaio, 2 mL de solugdo etanolica de AICl: 2,0% (m/v) foram aumentados a 1 mL
do extrato etandlico de folhas de Dipteryx odorata (0,015 mg mL™") e 1 mL de agua destilada.
Apds 30 min, as absorbancias das amostras foram medidas usando um espectrofotémetro
UV/VIS (NOVA 3300, Brasil) a 415 nm, com etanol como branco. Todas as conclusdes foram
realizadas em triplicata. O conteudo total de flavondides foi determinado usando uma curva de

quercetina como padrdo e expresso em mg de equivalentes de quercetina por grama de folha

(mg equiv. Q g -Y).

3.10 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos pelo método DPPH
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A atividade antioxidante foi avaliada com base na doagéo de hidrogénio ou capacidade
de sequestro de radicais dos extratos. Para esta avaliagdo, 200 pL do extrato etandlico de folhas
de Dipteryx odorata (15 mg mL™", 0,015 g mL™") foi adicionado a 2,8 mL de solucdo etanolica
de DPPH (6 x 10~° mol L-%, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). A diminuicdo da absor¢do em
517 nm foi medida usando um espectrofotometro UV-VIS (NOVA 3300, Brasil) até que a
ocorréncia atingisse um estado estacionario no escuro, de acordo com a metodologia de Bhakya
et al. (2016). A atividade de eliminacao de radicais livres foi expressa como uma porcentagem
de inibicdo, especifica usando a equacdol:

Abscrontrole—Absamostra

%Inibigao de radicais livres =100 — [ xlOO] 1)

Abscontrole

Foi elaborado uma curva utilizando diferentes concentragdes de extrato (0,01875 a
0,1500 g mL?) para determinar a concentracdo de compostos de teste que podem inibir os
radicais livres em até 50% dos radicais DPPH iniciais (IC50) (y=455,827161x+21,877279,
R2=0,9520). Os resultados também foram calculados a partir de uma curva analitica usando
Trolox como padrdo. Os resultados foram expressos em miligramas de Trolox por grama de
folha seca (mg equiv. T g-1).

3.11 Poder antioxidante redutor de ferro (FRAP) dos extratos

O poder antioxidante redutor férrico € um método utilizado para medir a capacidade dos
antioxidantes apresentado no extrato estudado de reducédo do ferro (Fe**) para a forma Fe2+,
que complexo com TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) formando um complexo azul intenso
Fe2+—TPTZ (a absorcéo € lida a 593 nm), seguindo uma metodologia adaptada de Salari et al.
(2019). O reagente FRAP foi preparado conforme descrito por Rufino et al. (2006), adicionando
25 mL de solucéo aquosa de acetato 0,3 mol L-%, 2,5 mL de solugdo de TPTZ 10 mmol L-* em
HCI 40 mmol L-* (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e 2,5 mL de solucdo aquosa de FeCls 20
mmol L-1.

Para o procedimento, foram utilizados 2,7 mL do reagente FRAP e 300 pL. do extrato
etanolico de Dipteryx odorata (15 mg mL-t) foram adicionadas a um tubo de ensaio, que foi
entdo colocado em banho-maria por 15 min a 37° C e posteriormente lido em espectrofotdmetro
UV-VIS (NOVA 3300, Brasil) a 593 nm. A absorbancia das amostras foi comparada a uma
curva padrdo de FeSO4 (0,00 a 2,00 mmol L-1), e os valores de FRAP foram expressos em mmol
Fe(ll) g-* de extrato. Além disso, foi utilizada uma curva padrao de Trolox (0,00 a 0,233 mg

mL-1), e os valores de FRAP foram expressos em mg equiv. T g-* ¢ umol equiv. T g- de folhas.
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3.12 Sintese verde de AgNPs

Em relacdo a etapa de otimizacdo da sintese verde, diferentes pardmetros foram
avaliados para determinar a condicéo ideal levando em consideracdo a possivel influéncia de
concentracdo do extrato aquoso e equipamento e/ou fonte de energia utilizada durante uma
sintese que pode estar correlacionado com as caracteristicas finais das AgNPs sintetizadas pela
rota biogénica.

Inicialmente, o efeito da concentracdo do extrato foi avaliado por meio de dois metodos:
(1) 100 puL de extrato etanolico de cumaru (0,15 g mL-%) e 9,90 mL de AgNO3 1,0 mmol L-t e
(11) 200 uL Foi utilizado 1 L de extrato etandlico de cumaru (0,15 g mL-1) e 9,80 mL de AgNO?
1,0 mmol L-%, resultando em um volume final de 10 mL.

O efeito da fonte de energia durante o experimento foi avaliado utilizando as duas
concentracdes do extrato mencionado acima, juntamente com duas fontes de energia diferentes:
luz solar (AgNP-S) (com temperatura entre 26 a 32° C) e banho-maria (AgNP-BM) (50° C). A
formacdo de AgNPs foi avaliada usando um espectrofotdmetro (NOVA 3300, Brasil) em um

comprimento de onda de 450 nm durante a sintese inicial e a cada 30 min ao longo de 180 min.

3.13 Caracterizacdo de AgNPs

3.13.1 Espectroscopia UV/VIS

Apos a concluséo dos testes, medidas espectrofotométricas foram realizadas para todas
as amostras e controles experimentais dentro de uma faixa de 350-500 nm, com intervalos de
10 nm, para construir curvas de avaliacdo e identificar as bandas de avaliagdo maximas dos
AgNPs potencialmente formados. Os dados adquiridos foram analisados usando o software
Microsoft Excel, versao 2016.

3.13.2 Analise de espectroscopia infravermelha por transformada de Fourier (FTIR)

Os perfis de ligacdo quimica/interacdes de grupos funcionais presentes na superficie de
AgNPs foram analisados usando um espectrofotdmetro infravermelho de transformada de
Fourier (FTIR) (Shimadzu, IR Prestige), no modo de reflectancia total atenuada (ATR). Uma
pequena quantidade da amostra de AgNPs (1 gota) foi depositada diretamente na placa de cristal



36

de ATR de diamante, o qual foi cuidadosamente limpa com cloroférmio para eliminar a
presenca de residuos de 0leo entre a concentragdo e seca com nitrogénio gasoso apds cada
experimento para garantir uma superficie de cristal limpa e obter os melhores espectros de

amostra possiveis.

3.13.3 Analise por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As AgNPs-S (sintetizadas usando luz solar) foram submetidas a analise MET para
identificacdo morfolégica. Em resumo, 10 pLL de suspensdo de AgNPs foram depositados em
um grau revestido de Formvar/carbono e colocados sobre papel filtro dentro de placas de Petri,
as quais foram entdo colocados em uma estufa a 60° C por 20 min para facilitar a secagem.
Apds esse tempo e atualizacdo das notas, as imagens foram adquiridas usando um microscopio
eletronico de transmissédo (Tecnai 12 - FEI 120 kV) no Instituto de Estudos Avancados do Mar
da Unesp (IEAMar/UNESP, SP). Seis regides diferentes de cada grau foram evidenciadas e o
diametro das AgNPs foi medido usando o software Image J para analisar 6 imagens. O diametro
de 52 AgNPs foi medido, e os valores foram usados para construir o grafico de distribuicdo de
tamanho de frequéncia e para calcular a distribuicdo normal para a média e o desvio padréo

usando o software Microsoft Excel.

3.13.4 Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) de
AgNPs

A determinacdo de CIM e CBM foi realizada em triplicata por ensaios de microdiluigédo
em microplacas de 96 pocos (Corning®), seguindo a padronizacdo do Clinical Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2015) contra Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 29213).) no Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual de
Londrina (UEL), em Londrina/PR, Brasil.

As bactérias foram cultivadas em Agar Muller-Hinton (MH) (Difco®), com incubag&o
a 37° C por 24 h. Posteriormente, 2 a 5 col6nias bacterianas foram coletadas das placas e
colocadas em solucéo salina (0,85% NaCl) até atingir turbidez de 0,5 na escala de McFarland
ou 1,5 x 108 UFC mL-L

A microdiluicdo em caldo consistiu na adi¢cdo de 50 pL de MH em pocos de uma
microplaca de 96 pocos, seguida da adi¢do de 50 L de cada amostra no primeiro poco da placa,
totalizando 100 pL. Em seguida, 50 pL desta solugdo foram transferidos para o préximo poco,
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e assim por diante, resultando em uma dilui¢do seriada com sete faixas de dilui¢do tanto para
AgNPs quanto para AgNO3z(42,5 — 0,33 pg mL-t). Uma solucéo salina contendo bactérias foi
diluida para uma concentracdo de 1 x 10° UFC mL-t em MH. 50 pL desta solucdo bacteriana
foram aumentados em cada pogo, completando o volume das amostras em cada pogo.

As placas foram incubadas a 37° C por 18 a 24 h, e entdo as leituras foram avaliadas
visualmente com base na turbidez do meio de cultura, onde a auséncia de turbidez indicou
efeitos positivo na inibicdo do crescimento microbiano. Todos os testes foram realizados em
triplicata para cada concentracdo, com controle positivo (somente bactérias) e controle negativo
(somente meio de cultura). Além disso, foi realizada a determinacdo do CBM, considerando a
CBM como a concentragdo onde a morte bacteriana foi > 99,9% apos 24 h de tratamento. A
CIM corresponde a menor concentracdo de AgNPs em que nenhum crescimento bacteriano

visivel (turbidez) foi observado.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Testes fitoquimicos do extrato etanolico das folhas de Dipteryx odorata
Os resultados dos testes fitoquimicos para identificacdo de grupos de metabolitos

secundarios presentes e ausentes no extrato etandlico de folhas de Dipteryx odorata séo

mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Resultados de testes fitoquimicos para identificacdo de grupos de metabolitos
secundarios presentes e ausentes no extrato etanélico de folhas de Dipteryx odorata.

Amostras Compostos Taninos Flavonoides | Alcaloides | Saponinas
fenolicos
Extrato etandlico + + + - +

*Na tabela, "+" indica presenca; "+/-" presenca indica falha e "-" indica auséncia.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Foi constatada a presenca de compostos fendlicos como, taninos, flavonoides e
saponinas no extrato etanélico de folhas de Dipteryx odorata; no entanto, alcaloides ndo foram
identificados. Estudos confirmaram a presenca desses compostos no género Hymenaea
(Jatoba), o qual é fonte de compostos fendlicos (Miranda et al., 2014). A planta aroeira também
contém essas substancias, com evidéncias da presenca de taninos, flavonoides e éleos essenciais
(dos Santos et al., 2007).

Nos ensaios de ocorréncia da gelatina para identificacdo de taninos, o extrato etanolico
de Dipteryx odorata apresentou resultado positivo com alta intensidade. Entretanto, para 0s
testes de flavonoides e alcaloides, os resultados foram menos pronunciados. Lucca et al. (2012)
utilizaram o mesmo teste (PEW) para determinar flavonoides em plantas de Solidago chilensis
(Arnica) e obtiveram resultados negativos para esta espécie.

Freitas e Naves (2010) realizaram o teste de Indice de Espuma para validar a presenca
de saponinas em sua amostra por meio da observacdo da persisténcia da espuma, 0 que se
mostrou altamente eficaz. Na pesquisa de Teixeira et al. (2021), o teste de coloracao e variacao
dos extratos utilizando o reagente de Drangendorff foi utilizado para a deteccdo de alcaloides

nas amostras obtidas em seu estudo.

4.2 Atividade antioxidante do extrato etandlico de Dipteryx odorata folhas

O extrato etandlico de folhas de Dipteryx odorata teve um teor total de compostos
fendlicos de 55,04 + 4,80 mg equiv. GA g-! de folha. Sousa et al. (2023) avaliaram os teores de
compostos fendlicos em extratos etandlicos de folhas, ramos e frutos de Dipteryx punctata
encontrados em Mojui dos Campos (02°68'472"S e 54°54'31"W) e obtiveram valores de 51,76,
48,45 e 25,07 mg equiv. GA g-%, respectivamente.
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Valores muito proximos aos encontrados neste estudo. Souza et al. (2007)
determinaram os teores totais de compostos fendlicos em extratos etandlicos de diferentes
espécies de plantas medicinais e obtiveram valores de 66,14, 38,53 e 38,70 mg equiv. GA g-!
de folha para Cenostigma macrophyllum Tul, Terminalia brasiliensis Camb e Qualea
grandiflora Mart, respectivamente.

De acordo com Scroccarello et al. (2021), os teores totais de compostos fenolicos e as
espécies de compostos fendlicos sdo importantes para gerar e estabilizar AgNPs, pois, 0s teores
totais de compostos fendlicos e as espécies de compostos fendlicos desempenham um papel
crucial na sintese e estabilizacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) devido as suas
propriedades redutoras e estabilizadoras.

Compostos fenolicos, como flavonoides e taninos, possuem grupos hidroxila (-OH) em
sua estrutura, os quais tém capacidade de doar elétrons. Esse processo de doagdo de elétrons
ajuda na redug@o dos ions prata (Ag") em prata metalica (Ag°), promovendo a formagdo das
AgNPs. Quanto maior a concentracdo de compostos fendlicos, maior é o potencial redutor,
facilitando a formacdo de nanoparticulas de prata.

O teor total de flavonoides no extrato etanolico das folhas de Dipteryx odorata foi de
53,12 + 1,41 mg de equivalente a quercetina por grama de folha. Souza et al. (2023), utilizando
rutina (Ru) como padrdo, obteve valores de 115,41 mg equiv. Ru g-! de folha para Dipteryx.
punctata. O extrato etandlico de folhas Dipteryx odorata apresentou boa atividade antioxidante
pelo método DPPH, com IC50 de 61,70 ug mL-t, enquanto o padrdo Trolox apresentou um
IC50 de 333,46 pug mL-*. Expressando os resultados em mg equivalentes de Trolox por grama
de folha seca, obteve-se um valor de 5,16 + 1,49 mg equiv. g-*.

Gonzales et al. (2005) encontraram valores de 1Cso de 69,50 e 85,50 pg mL-! para
extratos aquosos de Stevia macbridei e Ageratina sternbergiana, respectivamente. Guchu et al.
(2020) avaliaram as atividades antioxidantes de extratos metandlicos de Caesalpinia volkensii,
Vernonia lasiopus e Acacia hockii e encontraram valores de 1Cso maiores que o0s deste estudo
(250,00, 240,00 e 120 pug mL-1, respectivamente).

Scapin et al. (2024), avaliando uma atividade antioxidante do extrato etandlico de folhas
de Dipteryx odorata, encontrou valores inferiores aos especificos em outros estudos, com ICsg
de 2,98 png mL-t, enquanto o valor de 1Cso para o padrdo Rutina foi de 11,92 pg mL-%. Coco et
al. (2022) avaliaram a atividade antioxidante do extrato etanolico de nozes de Dipteryx alata e
obtiveram I1Csg de 80,00 pg mL-.

O poder antioxidante redutor do ferro do extrato etanélico de folhas de Dipteryx odorata

foi de 89,30 + 3,66 mmol Fe?+ por grama de folha. Esses valores foram semelhantes a muitos
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estudos na literatura para diferentes espécies de plantas, apesar de esse extrato ter boa atividade
redutora para a propriedade de AgNPs.

Al-Mansoub et al. (2021) avaliaram a composi¢do quimica e a atividade antioxidante
do extrato etandlico de sedimentos resinosos de inflorescéncias jovens de Etlingera elatiore
encontrou os seguintes resultados: teor total de compostos fendlicos de 65,95 mg equiv. GA g-
! de extrato, teor total de flavonoides de 20,53 mg equiv. Q g-! de extrato e atividade
antioxidante redutora de ferro de 281,79 umol Fe?+ por grama de extrato.

O extrato etandlico de folhas de Dipteryx odorata apresenta excelente potencial para

reduzir Ag+ a Ag®, bem como estabilizar os AgNPs sintetizados.

4.3 Caracterizacéo de AgNPs
4.3.1 Analise espectrofotométrica UV/VIS

As curvas cinéticas de sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs), produzidas a partir
dos extratos aquosos das folhas de Dipteryx odorata, e seus controles experimentais, foram
avaliadas por espectroscopia UV/VIS. A absorbancia foi medida a 450 nm durante 180 min,
conforme apresentado na Figura 3.

Figura 3 - Curvas cinéticas de monitoramento das reacdes de sintese de AgNPs a partir do
extrato aquoso das folhas de Dipteryx odorata e seus controles durante 180 min a 450 nm. A
sintese foi realizada em banho-maria a 70° C, com 1 mmol L de AgNOs e 0,15 g mL™?) de
extrato aquoso.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Ao longo do tempo, observou-se um aumento da absorcdo das AgNPs sintetizadas, sem
tendéncia a estabilizacdo das linhas de absor¢do, o que nédo foi observado para os controles (1
mmol LAgNO; e extrato etandlico). Nesse sentido, é possivel inferir que o processo de
reducdo dos ions Ag+ a AgP (prata coloidal) esta ocorrendo concomitantemente ao estagio de
crescimento do AgNPs (Patil et al., 2017).
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Os espectros de absorbancia das AgNPs e seus respectivos controles na faixa entre 350
e 500 nm registrados logo apds o tempo para averiguar a banda de maxima absor¢do das
amostras sdo mostrados na Figura 4.

Figura 4 - Curvas de absor¢do na regido do UV/VIS das AgNPs sintetizadas a partir do extrato
aquoso das folhas de Dipteryx odorata e seus controles ap6s 180 minutos de reacdo. A sintese
foi realizada em banho-maria a 70° C, com 1 mmol L™ de AgNO3 e 0,15 g mL™ de extrato
aquoso.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Agnihotri et al. (2018) sintetizaram AgNPs a partir de abacaxi e obtiveram bandas de
absorcdo mais intensas em 411 nm. Essa maior absorbancia na regido em torno de 410 a 440
nm esta associada a ressonancia plasménica de superficie (RPS). A RPS pode ser descrita como
a flutuacdo aleatoria dos elétrons livres nas AgNPs, resultante da interacdo com a luz incidente.
Esse fendmeno é responsavel pelas mudancas de cor observadas durante a reacdo e pelo
aumento da absorgdo das AgNPs. Sua manifestacdo pode ser influenciada por uma variedade
de fatores, incluindo o tamanho, a forma e a concentracdo dos componentes na suspensdo, bem

como a temperatura utilizada na sintese (Behravan et al., 2019; Vanlalveni et al., 2018).

4.3.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A analize de FTIR foi realizada para identificar os grupamentos funcionais com
possibilidade de estarem envolvidos na sintese das AgNPs. Os espectros de FTIR das AgNPs
exibiram bandas de absorbancia entre 3250 e 3500 cm™ (referente ao estiramento de ligagdo O-
H/N-H de compostos fenolicos), entre 3050 e 3150 cm™ (referente ao estiramento de ligagio C-
H de compostos aromaticos), 2904 e 2950 cm™ (referente ao estiramento de ligagio C-H de
grupos metineno ou alifaticos), 1693 e 1591 cm™ (referente a estiramento de grupos carbonila
(C=0) de anéis aromaticos, mas também pode corresponder a aminas aromaticas (N-H) e
ligacBes carbono-carbono (C=C) de compostos aromaticos). Um pico em 1638 cm * indica a
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formacdo de AgNPs, sendo que a oxidagdo de grupos poliol em grupos carbonila insaturados
leva aparecimento de uma banda na regido de 1640 cm™ devido a reducio de ions Ag* (Singh
et al., 2015) (Figura 5).

Figura 5 - Espectro de FTIR das AgNPs sintetizadas a partir do extrato etandlico das folhas da

Dipteryx odorata.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Os flavonoides sdo reconhecidos como os principais agentes de reducdo biol6gica
encontrados em extratos vegetais. Essa caracteristica esta ligada a sua capacidade de fazer
elétrons reativos ou atomos de hidrogénio durante processos como a conversdo de ceto-enol de
certas moléculas dentro dessa classe. Além disso, eles podem oxidar grupos hidroxila em
grupos carbonila, contribuindo para sua atividade redutora (Ghoreishi; Behpour;
Khayatkashani, 2011; Ahmad et al., 2019).

Por outro lado, os acidos fenolicos, os quais fazem parte da familia dos polifendis, tém
uma estrutura quimica que facilita a formacdo de complexos com ions metalicos através do
efeito de ressonéncia de elétrons livres. Além disso, podem ocorrer interacdes entre ions de
prata e os grupos hidroxila (OH) presentes nos anéis aromaticos dos acidos fenolicos. Esses
processos podem resultar em oxidacdo seguida de biorreducdo desses ions (Edison e
Sethuraman, 2012; Wang et al., 2007).

4.3.3 Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

As AgNPs foram caracterizadas quanto ao tamanho e a morfologia por meio de

microscopia eletronica de transmissdao (MET). As micrografias obtidas (Figura 6) revelaram
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que as AgNPs possuem uma forma predominantemente esférica, com tamanhos bastante
homogéneos. Além disso, ndo foram observados aglomerados nas imagens, 0 que sugere que a
suspensdo de AgNPs manteve sua estabilidade coloidal durante a analise. A curva de
distribuicdo de tamanhos indicou que a maioria das nanoparticulas apresentava didmetros
variando entre 7 e 12 nm, evidenciando a consisténcia na sintese das AgNPs.

Figura 6 - Micrografia de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) das AgNPs e curva
de distribuicdo de tamanhos encontrados medindo 52 nm, particulas de diferentes micrografias
usando o software Image J. As colunas indicam a frequéncia, e a linha preta mostra a
distribuicdo normal para a média (8 nm) e desvio padrdo (4 nm) dos diametros de AgNPs
medidos. A sintese foi produzida em luz solar (AgNP-S) (com temperatura entre 26 a 32° C),
com 1 mmol L-! de AgNO3; e (a) 100uL de extrato etanélico (0,15 g mL-) e (b) 200uL de
extrato etandlico (0,15 g mL-1).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

4.4 Propriedades coloidais (DLS) e potencial Zeta de superficie

A técnica DLS foi empregada para avaliar as diferencas de tamanho de particulas em
meio aquoso, e o0 potencial Zeta foi usado para analisar sua carga superficial no meio em cada
uma das sinteses, conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Diametro hidrodindmico, indice de polidisperséo e potencial Zeta de AgNPs
sintetizados.

Amostras Diametro indice de polidispersdo  Potencial Zeta (mV)
hidrodindmico (HD) (PdI)
(nm)
AgNPs (BM) 130+4 0.113 +0.05 -7.2+0,9

AgNPs (UV) 1435 +1 0.206 +0.03 9+1
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Uma analise DLS das AgNPs sintetizadas revelou um tamanho hidrodinamico entre
130,3 e 143,5 nm e valores de PDI de 0,113 e 0,206, respectivamente para a sintese em banho-
maria e sob luz solar. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Asong et al.
(2023) ao sintetizar AgNPs a partir do extrato da folha de Cullen Tomentoso (DH de 145 nm e
valor de PdI de 0,236) bem como por Banerjee et al. (2017) ao sintetizar AgNPs do extrato da
folha de Mentha arvensis (DH de 145 nm e valor de Pdl de 0,226). Quando os valores de Pdl
estdo abaixo de 0,3, as amostras sdo consideradas aceitaveis para administragdo como
medicamento e sugerem gue a suspensao é dinamica (Asong et al., 2023).

El Khoury et al. (2015) sintetizaram AgNPs a partir da curcumina, que foram
posteriormente estabilizadas com um revestimento de polivinilpirrolidona (PVP), apresentando
um didmetro hidrodindamico préximo a 294 nm com uma polidispersividade de 0,302. Essa
maior polidispersividade é esperada quando os AgNPs ndo apresentam homogeneidade de
tamanho.

O potencial Zeta indica carga superficial de particulas em suspensdo. Os dados do
potencial Zeta de superficie das AgNPs sintetizadas indicaram que todas as particulas
continham niveis em meio aquoso, com valores variando de-7,17 a -9,06 mV. Essa medigdo é
feita pela presenca de grupos ionizaveis ou adsorvidos na superficie das particulas e se
correlaciona com a repulsdo eletrostatica entre as diferentes cargas presentes no sistema e
consequente estabilidade (Ghaffari-Moghaddam et al., 2014). Segundo Gengan et al. (2013),
um potencial Zeta proximo de + 30 mV indica um sistema estavel. Entretanto, quanto mais
préximo o potencial Zeta for de 0 mV, maior a chance de aglomeragéo de particulas (Hanaor et
al., 2012).

Singh et al. (2015) obtiveram AgNPs sintetizados com extrato de folhas de Lantana
camara com um potencial Zeta de -36,6 mV. Al-Brahim e Mohammed (2020) sintetizaram
AgNPs a partir de mel da especie Ziziphus spina-christi L e gerrardii Acacia, e os resultados
mostraram nanoestruturas com didmetros entre 50,5 e 78,2 nm, com potencial Zeta proximo do
neutro. Sarkar et al. (2018) sintetizaram AgNPs a partir de extratos de folhas de Madhuca
longifolia e obtiveram cerdmicos hidrodindmicos de 103,5 nm e potenciais Zeta de -9,57 mV,
valores muito proximos aos encontrados neste estudo.

De acordo com Albernaz (2014), um alto valor de modulo do potencial Zeta, combinado
com um Pdl moderado ou baixo, pode ser considerado evidéncia de alta estabilidade coloidal

de AgNPs e, portanto, baixa incidéncia de agregacdo de NPs. Aqui, apesar dos valores baixos
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do potencial Zeta, o Pdl foi baixo, o que ocorre com as micrografias MET em que nenhum
agregado de AgNPs foi apresentado.

4.5 Concentracao inibitoéria minima (CIM) e concentragéo bactericida minima (CBM) de
AgNPs

A CIM e a CBM das AgNPs foram determinadas para as cepas Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. As AgNPs-BM (sintetizadas em banho maria, 70° C) e as AgNPs-S
(sintetizadas sob radiacdo solar) apresentaram melhores atividades antibacterianas frente a
Escherichia coli (Gram-negativa) em relacdo a Staphylococcus aureus (Gram-positiva). As
AgNPs-S apresentaram menores valores de CIM e CBM (2.65 e 2.65 pg mL™) em relagdo as
AgNPs-BM (3.90 e 5.27 pug mL) frente a Escherichia coli. Em relagdo a Staphylococcus
aureus nio houve diferenca entre a CIM (5.27 ug mL ™) e CBM (21.25 pg mL™1) para ambas as
AgNPs (Tabela 3). Nossos resultados foram mais satisfatorios do que os relatados em um estudo
recente onde AgNPs biogénicas sintetizadas por rotas utilizando banho-maria e luz solar e
explorando o extrato foliar de Paullinia cupana, outra planta com ocorréncia na Amazonia,
apresentaram CIM entre 5.31 e 21.25 pg mL™ para a bactéria Escherichia coli e entre 10.62 e
21.25 pug mL* para Staphylococcus aureus (Lima et al., 2024).

Em relagéo ao controle AgNOz quando exposto a Escherichia coli (CBM: 21,25 pug mL-
1), este apresentou maior resisténcia em comparacgdo ao Staphylococcus aureus (CBM: 10,60
ug mL-1). Em relagdo a bactéria Staphylococcus aureus, 0 AgNO3 apresentou maior atividade
antibacteriana do que as AgNPs. Esses achados sdo consistentes com estudos anteriores que
indicam maior sensibilidade de bactérias Gram-negativas aos AgNPs. Isso ocorre porque a
parede celular dessas bactérias é composta por uma espessa e Unica camada de peptidoglicano,
tornando-a menos rigida e facilitando a penetracdo de agentes em nanoescala, como 0s AgNPs
(Veeramani et al., 2018; Yin et al., 2020).

Tabela 3 - Concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM)
das AgNPs sintetizadas a partir do extrato aquoso das folhas de D. odorata.

CIM/CBM (ug mL-1)

Microrganismo AgNPs-BM AgNPs-UV AgNOs3
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
E. coli 3,90 5,27 2,65 2,65 10,60 21,25

S. aureus 5,27 21,25 5,27 21,25 10,60 10,60
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*AgNPs-BM (sintetizados em banho-maria, 70°C) e AgNPs-S (sintetizados sob radiagéo solar
uv).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Loo et al. (2018) avaliaram as atividades antibacterianas de AgNPs sintetizadas a partir
do extrato aquoso de folhas de cha Pu-erh (Camélia sinensis) contra bactérias patogénicas
transmitidas por alimentos. O CIM e CBM desses AgNPs contra Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae foram de 7,80 ug mL-!. Gomma (2017) avaliou a atividade de AgNPs contra o
crescimento de bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus e descobriu que uma dose
de 25 ug mL-* de AgNPs prejudicava o crescimento melhorando menor do que o controle,
enquanto o tratamento com 50 e 100 pug mL-! de AgNPs inibiu o crescimento bacteriano.
Kaweeteerawat et al. (2017) observaram a possibilidade do surgimento de cepas resistentes a
AgNPs apos exposi¢io a doses subletais (menos de 12 ug mL-1).

Panacek et al. (2018) observaram o0 aumento da resisténcia de Escherichia coli
anteriormente exposta a doses subletais de AgNPs, refletido principalmente no valor de seu
CIM, que aumentou de 3,38 para 13,5 pg mL-! apds replicacdes de cultura. A concentragio de
AgNPs desempenha um papel importante na atividade antimicrobiana; no entanto, € importante
notar que essa atividade aumenta com a diminui¢do do tamanho dessas nanoparticulas (aumento
da razdo superficie-volume) (Azam et al., 2012). Souza et al. (2022) descobriram que extratos
obtidos das folhas de Dipteryx odorata e Dipteryx punctata ndo apresentaram atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia e
Pseudomonas aeruginosa. Em relagdo ao controle AgNOs quando exposto a Escherichia coli
(CBM: 21.25 pg mL-1) apresentou maior resisténcia em comparagdo a Staphylococcus aureus
(CBM: 10.60 pg mL-Y). Em relagdo a bactéria Staphylococcus aureus, 0 AgNO3 apresentou
maior atividade antibacteriana do que as AgNPs. Esses achados corroboram com estudos
anteriores que indicam uma maior sensibilidade das bactérias Gram-negativas as AgNPs. 1sso
se deve ao fato de que a parede celular dessas bactérias é constituida por uma Gnica camada de
peptidoglicano, tornando-a menos rigida e facilitando a penetracdo de agentes nanoescala,
como as AgNPs (Veeramani et al., 2018; Yin et al., 2020).
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5 CONCLUSAO

Os ensaios fitoquimicos do extrato etanolico de Dipteryx odorata folhas revelaram a
presenca de compostos fendlicos, taninos, flavonoides e saponinas, enquanto alcaldides néo
foram identificados. O extrato mostrou atividade antioxidante significativa, com altos teores
totais de fendlicos e flavonoides, indicando seu potencial para varias aplicacdes, incluindo a
sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs).

A caracterizacdo das AgNPs sintetizadas confirmou sua formagdo bem-sucedida, as
quais exibiram formas esféricas com bordas bem definidas e monodispersivas. Compostos
fenolicos e flavonoides do extrato estabilizaram as AgNPs, contribuindo para sua estabilidade
coloidal. As AgNPs apresentaram tamanhos hidrodinamicos entre 130,3 e 143,5 nm, baixos
valores de indice de polidispersdao (PDI) e potencial Zeta negativo, indicando suspensfes
dindmicas e derivadas em meios aquosos.

Os testes de atividade antibacteriana mostraram que os AgNPs foram eficazes contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com valores mais baixos de CIM e CBM para
Escherichia coli. Isso destaca o potencial das AgNPs sintetizadas a partir do extrato de Dipteryx
odorata como agentes antibacterianos eficazes, especialmente contra bactérias Gram-negativas.
No geral, o estudo sublinha Dipteryx odorata como um recurso valioso para sintetizar AgNPs
com aplicagdes promissoras em biomedicina e outros campos, contribuindo para o
conhecimento da bioatividade e do potencial terapéutico de produtos vegetais naturais.

Esse estudo se torna primordial para nos dar opgdes para continuarmos a pesquisa,
utilizando novos métodos que venham contribuir com a melhoria na sintese e na eficiéncia das
nanoparticulas de prata, além de explorar mais fundo das propriedades bioativas do Dipteryx

odorata.
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