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RESUMO

O uso da nanobiotecnologia vem alterando a maneira com que diversos tipos de materiais sao
utilizados. A biossintese de nanoparticulas ¢ um método bastante simples, eficaz e de custo
relativamente baixo comparado a outros métodos de producdao de nanoparticulas metalicas
(NPs). Seu comportamento esta relacionado ao meio reacional em que se encontra, estabilidade,
composi¢dao quimica, grau de agregacao, morfologia e tamanho, e por isso modulagdes no
momento da sintese sdo determinantes para a atividade bioldgica. Grande parte das rotas
tradicionalmente utilizadas para a producdo de nanoparticulas metalicas, utilizam solventes
toxicos, que geram residuos nocivos a saude ¢ ao meio ambiente. Estudos com NPs vém
mostrando que elas apresentam elevado potencial antimicrobiano, entrega de farmacos, dentre
outros. O estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia sustentavel para
a sintese de nanoparticulas de ouro, utilizando como agente redutor extrato aquoso de folhas de
Anacardium occidentale, e posterior avaliacdo da atividade antimicrobiana. As nanoparticulas
de ouro (AuNPs) foram sintetizadas por oxirredu¢do, com base em um planejamento onde a
variavel observada foi a concentracdo do agente redutor. A caracterizacdo foi realizada com
analises de UV-Vis, Microscopia, Potencial Zeta, ICP-MS ¢ Infravermelho. A atividade
antibacteriana foi testada contra Staphylococcus aureus 1117 e Escherichia coli DH5a pela
técnica de microdiluicdo em caldo, e a interagdo rapida por agitacdo, seguidas de analises de
Microscopia Eletronica de Transmissdo. O extrato liofilizado de folhas do cajueiro foi capaz de
reduzir o ouro de modo tdo eficaz quanto o citrato de sodio (agente redutor comumente
utilizado). A concentragdo do agente redutor foi relevante para determinar as caracteristicas das
nanoparticulas. O pico de absorbancia ocorreu entre 519 e 529nm. Juntamente com tais dados
as imagens de microscopia confirmam a presenca de nanoparticulas de ouro com tamanho
médio de 13 - 23 nm. A partir da sintese verde as AuNPs tinham formas variadas e potencial
zeta mostrou que as AuNPs eram estdveis. As analises de ICP-MS mostraram que a
concentracdo de AuNP com a sintese verde foi maior que com citrato. As nanoparticulas de
ouro apresentaram potencial antibacteriano e foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus
por interagdo com a membrana. O extrato vegetal mostrou-se uma 6tima alternativa para a
sintese de AuNPs, dando origem a particulas com atividade antimicrobiana eficaz na inibigao

de S. aureus.

Palavras-chave: nanoparticulas; sintese verde; Anacardium occidentale; potencial

antimicrobiano.



ABSTRACT

The use of nanobiotechnology is changing the way in which various types of materials are used.
The biosynthesis of nanoparticles is a very simple, effective, and relatively low-cost method
compared to other methods of producing metallic nanoparticles (NPs). Their behavior is related
to the reaction medium in which they are found, their stability, chemical composition, degree
of aggregation, morphology, and size, which is why modulations at the time of synthesis are
decisive for their biological activity. Most of the routes traditionally used to produce metal
nanoparticles use toxic solvents, which generate waste that is harmful to health and the
environment. Studies on NPs have shown that they have high antimicrobial potential, drug
delivery, among others. The aim of this study was to develop a sustainable methodology for the
synthesis of gold nanoparticles, using an aqueous extract of Anacardium occidentale leaves as
a reducing agent, and to evaluate their antimicrobial activity. The gold nanoparticles (AuNPs)
were synthesized by oxirreduction, based on a design in which the variable observed was the
concentration of the reducing agent. Characterization was carried out using UV-Vis,
microscopy, zeta potential, ICP-MS and infrared analyses. Antibacterial activity was tested
against Staphylococcus aureus 1117 and Escherichia coli DH5a using the broth microdilution
technique, and rapid interaction by shaking, followed by Transmission Electron Microscopy
analysis. The lyophilized cashew leaf extract was able to reduce gold as effectively as sodium
citrate (the commonly used reducing agent). The concentration of the reducing agent was
relevant in determining the characteristics of the nanoparticles. The absorbance peak occurred
between 519 and 529nm. Together with this data, the microscopy images confirm the presence
of gold nanoparticles with an average size of 13 - 23 nm. From the green synthesis the AuNPs
had varied shapes and the zeta potential showed that the AuNPs were stable. ICP-MS analysis
showed that the concentration of AuNPs with the green synthesis was higher than with citrate.
The gold nanoparticles showed antibacterial potential and were able to inhibit the growth of S.
aureus by interacting with the membrane. The plant extract proved to be an excellent alternative
for the synthesis of AuNPs, resulting in particles with effective antimicrobial activity in

inhibiting S. aureus.

Keywords: nanoparticles; green synthesis; Anacardium occidentale; antimicrobial potential.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

LISTA DE FIGURAS

— Representacdo esquematica de diferentes tipos de nanoparticulas (NPs)

divididas em categorias organicas € iNOTZANIiCas..........cceeevvreerrvveerveeenns

— [A]:Solugdes de nanoparticulas de ouro de coloragdes diferentes do
ouro metalico. [B] Esquema das ressonancias localizadas de plasmon

de superficie (LSPR) em nanoparticulas de ouro...........ccccceeeveecveennnnne.

— Representacdo esquematica das abordagens fop-down e bottom-up para

a fabricagdo de NANOEStIULUIAS. .........cccvveeeiieeciiie e

— Representacdo para sintese verde de nanoparticulas metélicas de
plantas, bactérias e fungos com possiveis mecanismos de morte celular

oY Te10c =) 4 - VOO

— [a] Estrutura celular de Gram positivos. [b] Estrutura celular de Gram

NEZALIVOS Luviieurieeiieeieeeiieeteeeteeteeeseesseeesseeseeasseesseeesseeseeesseenssesnseenseeanns

— Micrografia eletronica de varredura (MEV) mostra uma cepa da

DACTEIIA S, GUFCUS ..o et e e e e e e

— Micrografia eletronica de varredura colorida mostrando um nimero de

bactérias Gram-negativas Escherichia cOli.................cccueveuveveuueennne...
— Cajueiro com seus pseudofrutos e frutos (castanha)...........cccceveveernnennne

— Esquema de NP em solugdao com destaque para as medidas de didmetro

hidrodindmico e potencial Zeta ...........c.cccveeeviieeiiieeniieciee e

— Esquema do principio da espectroscopia de energia dispersiva de raios

X (EDX) em microscopio eletronico de varredura (MEV)......................
— Principio de funcionamento do Microscopio Eletronico de Transmissao

— [a] Solucdo de HAuCls (2,5 x 10* mol/L). [b] Filtragdo do extrato

aquoso das folhas do 4. occidentale................ccocceevceiecieiieiiiniaaeenen.

— Folhas recém-colhidas. [b] Folhas secas. [c] Amostra da folha apos o

ProcessO d€ MOAZEIM ......couueruieruiriiriienieeieeitente et siee it ete st eteeeeseeesaeeaeens

24

25

26

31

32

34

39

43

46

48

52



Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

— [a] Liofilizado ressuspendido. [b] HAuCl4 (2,5 x 10 mol/L). [c]

Solucdo de AUNPS .......ooovviiiiiiiiiieeies

— Solugdo de HAuCl4 (2,5 x 10 mol/L) e citrato de sodio (1 x 10g/mL).
[b] Adi¢do do citrato de sédio. [c] AuNP formadas pelo método do

CILLATO et e e

— 1: AuNP sintetizada com E1. 2: AuNP sintetizada com E2. 3: AuNP

sintetizada com E3. 4: AuNP sintetizada com de citrato de soédio............

— Imagens das AuNPs com histograma com distribui¢do de tamanho das

AuNPs + E1 (1 mg/mL) ......cccoviiiiene

— Imagens de MET da Amostra 2 (A2) e histograma com distribui¢do de

tamanho das AuNPs + E2 (5mg/mL) .........

— MET da Amostra 3 (A3) com histograma com distribui¢do de tamanho

das nanoparticulas ..........cccceeeverieiriieenieenns

— MET de AuNPs sintetizadas com citrato de sddio com histograma com

distribui¢ao de tamanho das nanoparticulas ..........c..ccccceeevviieniieienneenne.

— [a] EDS AuNP com extrato de 4. occidentale. [b] EDS AuNP com

CItrato d€ SOAIO wuuueeeeeeeeeeeeeee e eeeeeee

— Controle: imagem de MET de Staphylococcus aureus sem

Processamento ...........ooeeevviiiiiniiiiiiiiiinnnnn.

— Imagem de MET em diferentes aumentos, para interagdo entre S. aureus

EAUNPS oo

— Controle: imagem de MET de E. coli .......

— Imagem de MET em diferentes aumentos, para interacao entre E. coli

EAUNPS oo

— Imagem de MET de S. aureus apos processamento ............ccceeeeeveeernvennne

— Imagem de MET de AuNPs com S. aureus

54

55

62

64

65

65

66

67

72

72

73



Grafico 1

Gréfico 2

Grafico 3

Gréfico 4

Grafico 5

Grafico 6

LISTA DE GRAFICOS

— Absorbancia solu¢do de HAuCls (2,5 x 10 mol/L). [B] Absorbancia do

extrato de A. occidentale na concentracao utilizada na sintese da amostra

— UV-Vis das AuNPs com extrato aquoso das folhas de A. occidentale com

diferentes concentracdes (E3, E2 e E1 de extrato) ........cccoeceeevvvevveeieennnnnn

— Espectro de Infravermelho do extrato das folhas do A. occidentale e das

nanoparticulas de ouro funcionalizadas com 0 eXtrato .............cceeeveeveenne.

— Regido do espectro FTIR correspondente a assinatura molecular, das

bandas COrreSPONACNLES ........cccvieruieeiieiieeieeieeete et e e eieeseeeebeeseeeeaeeseneens

— [a] Crescimento de E. coli frente a nanoparticulas de ouro sintetizadas com
extrato em concentragdes diferentes. [b] Crescimento de E. coli com o

EXETATO. .. ettt et et et e e e ran e

— Crescimento de S. aureus frente a nanoparticulas de ouro sintetizadas com
extrato em concentragdes diferentes. [b] Crescimento de S. aureus com o

()8 2 1 (N

60

61

69

70

75



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Relagdo entre valores de potencial Zeta grau de agregacio do coloide......... 44
Tabela 2 — Planejamento de experimento com variagdo de massa do agente redutor...... 53
Tabela 3 — Estabilidade das nanoparticulas com base em valores de potencial Zeta...... 63

Tabela4 — Concentragdo de AuNPs (mg/L) por ICP-MS .......cccoceeiririeeeiiieiereeeens 71



Abs
AFM
AuNPs
DLS
DRX
EDS
FTIR
HAuCl4
HNOs3
HCI

IR
ICP-MS
LEMSS
MET
MEV
NP

pH

Pz

RPS

UFC
UV-Vis

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Absorbancia

Microscopio de For¢a Atdmica

Nanoparticulas de ouro

Espalhamento de luz dinamico

Difragao por raio-x

Espectroscopia de raios X por dispersao em energia
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
Acido tetracloroaurico

Acido nitrico

Acido cloridrico

Infravermelho (do inglés Infrared)

Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado
Laboratorio de Engenharia de Materiais e Simulagao de Sobral
Microscopia eletronica de transmissao

Microscopia eletronica de varredura

Nanoparticula

Potencial hidrogenionico

Potencial Zeta

Ressonancia Plasmonica de Superficie

Transmitancia

Universidade Federal do Ceara

Espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel



LISTA DE SIMBOLOS

A Angstrom (1071°)

nm  Nanoémetro (10?)

g Forca g (aceleracdo da gravidade)

rpm  Rotagdes por minuto

um Micrometro

A Comprimento de onda

cm'  Centimetro reciproco (nimero de onda)
% Porcentagem

Hz Hertz

N/m  Newton por metro

Au™  Atomo de ouro oxidado
Au’  Atomo de ouro reduzido
mL Mililitros

pL Microlitros

mg Miligramas

°C Graus Celsius
M Molar

2D Duas dimensdes

3D Trés dimensoes



2.1

2.2

2.3

24

2.5

2.6
2.6.1
2.6.1.1
2.6.1.2
2.6.1.3
2.6.2
2.7

2.8
2.8.1
2.8.2
2.8.3
2.8.4
2.8.5

2.8.6

3.1
3.2

4.1

4.2
4.2.1

SUMARIO

INTRODUQGAO ... e ettt eeeeeeae 17
REFERENCIAL TEORICO.............coviviiiiriieriineeioeeeeiessssessesesessessssne 21
NaNoOtecnologia .............cooiiiiiiiiiieie e 21
NaNOPArtiCUIAS. .........c.ooiiiiieieeee e e e 22
Nanoparticulas de OUIO.................cccuveeiiiiiiiieceece e e 23
Sintese de Nanoparticulas...................ccooiiiiiiiiiiiiiie e 24
Biossintese de nanoparticulas .................ccooooiiiiiiiiniiiin e, 25
Atividade Biologica de AUNPS............ccoooiiiiiiiiii e 28
Potencial Antimicrobiano de Nanoparticulas de Ouro..................................... 30
Microrganismos Gram positivos e Gram ReZaAtIVOS.............ccccueeeeeeeeceeeenireennneens 31
SLAPIYIOCOCCUS QUFCUS .........eveeeeeeieeeeeeeee et e e e e e 32
ESCREVICHIA COLi......oooeeeeeeeeeeee ettt e aae e s aaeaen 34
Resisténcia microbiana ........................ccoccoovvuiiiiiiiniiiiiniiiiiieeete et 36
Vegetal de interesse: Anacardium occidentale L. .............................c.cccouu....... 38
Métodos de Caracterizacdo das Nanoparticulas ................ccccooovviriinennnnnne. 40
Espectroscopia UV — VISIVel ................ccccoueeeoiieiciiieiiieesieeesieeeeieeeve e 40
Espectrometro de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)..... 41
Potencial Zeta () .............oooueeeueeeeeieeeeeeeeeeeeeeee et 42
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)..... 44
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com Espectroscopia de energia

dispersiva de raios-X (EDS ..............ccccoooiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeee et 45
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) ................ccccccoocevvevvvinnveennnnen. 47
OBJIETIVOS .ottt ettt 50
ODJetivo eral............cooooviiiiiiiiie e e 50
ODbjetivos eSPeCIfiCo .........coceeiiiiiiiiiii e 50
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL .....ccccccoooiiiiiiiiinienieieneeeeeeee 51

Otimizacdo de sintese de AuNP com extrato aquoso das folhas de A.

OCCIACRIALE ...t e e e a e 51
Coleta das Folhas e Preparacio do EXtrato ...............cccccoceeniniiininncnnnen. 52
Protocolo de trabalho e biossintese das AUNPS ...................cccouueeeeeeeveeeeennnnnn. 53



4.2.2
4.3

4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4
4.3.5
4.4

4.4.1
4.4.2
4.4.3

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.7.1
5.7.2
5.7.3
5.74

Sintese das Nanoparticulas de Ouro com citrato de sodio ............................... 54
Caracterizacao das Nanoparticulas .................ccccoooiiiiiiiiniiiinie e, 55
Espectroscopia UV — ViSIVel ..............ccccoueeeeeiuiieeeiiiiee e eseee e 55
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) —EDS ................ccccovvvvveveeeann. 55
Potenci@l Zeta@ () .........uueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 56
Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) .....................ccccoevveeeincieeniieaneeaanns 56
Espectrometria de Massa com Fonte de Plasma (ICP-MS) ............................. 56
Avaliacao do Potencial Antimicrobiano ........................ccooeiiiiiiinii, 57
Cepas ULIIZAAAS .....................coccoeviiiiiiiiiiiiiiieeieee et 57
Esterilidade das AUNPS ....................ooucueeecueeeeciieeiiieeeiieeeiieeeeessieeesieeesniaeeens 57
Anadlise da Interacdo entre AuNPs e as Bacterias ........................uueeeeeeeennnn. 57
RESULTADOS E DISCUSSOES ........oooiiiiiniineineieeireiseieeiss s 60
Otimizacao da Biossintese .................cccooviiiiiiiiiii e 60
Potencial Zeta (§) .......oooeviieiiiieieee e e e 62
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) ...........cccocoviieiiiiniiieeciene, 64
Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) .........c.ccccoiiiiiiens 67

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) .... 68

Espectrometro de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) 71

Atividade Antibacteriana .................cc.cooiiiii 71
Esterilidade das AUNPS ....................cccccocueeveiniiiiniiniiieiiieiteseesie et 71
Interac@o RAPIAa .......................cc.ococveeeiiniiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeee s 71
Concentracdo Inibitoria MInima .........................ccccccocevueeeeeeieeeeeecieeeeeeiiieeeeaenns 74
Analise da Interacdo entre AuNPs e as Bactérias .............................cc.uue....... 78
CONCLUSOES ..ottt 80

REFERENCIAS oo, 81



17

1 INTRODUCAO

A nanotecnologia ¢ um campo de conhecimento em constante evolugdo que permite a
criagdo ¢ manipulacdo de materiais e dispositivos em escala nanométrica. O termo
nanotecnologia foi cunhado por Norio Taniguchi, pesquisador da universidade de Téquio
(Taniguchi, 1974). Suas ideias remontam ao século XIX, quando as propriedades do ouro e da
prata foram exploradas pela primeira vez. As propriedades das nanoparticulas de ouro e prata
foram descritas pela primeira vez em 1857 por Michael Faraday em sua publicacdo
“Experimental Relationships of Gold and Other Metals to Light” (Faraday, 1857). O debate
pioneiro sobre nanotecnologia comegou em 1959, Richard Feynman em uma palestra intitulada
"There's Plenty of Room at the Bottom" (Feynman, 1960), sugeriu a manipulagdo dos 4&tomos
como forma de construir novos materiais. Esta palestra ¢ considerada como o ponto inicial da
nanociéncia ou nanotecnologia. Mais tarde, o foco da nanotecnologia foi direcionado para o
uso de nanoparticulas em medicamentos e na administracio de medicamentos. “Uma
abordagem para o desenvolvimento de capacidades gerais para manipulagdo molecular” de Eric
Drexler foi uma das primeiras publicagcdes em 1981 que abriu as portas para a revolucao da
nanotecnologia (El-Burm, 2023).

A nanotecnologia, nos ultimos anos, tornou-se o foco principal de muitos pesquisadores
(Chakravarty; Vora, 2021). A nanotecnologia envolve o estudo da criacdo, caracterizagdo e
aplicacdo de nanomateriais. Em sistemas biologicos, a nanotecnologia pode ser usada para
explorar processos muito delicados (Chaikittisilp; Yamauchi; Ariga, 2022) e para investigagao
nas ciéncias biomédicas (Rennick; Johnston; Parton, 2021).

O termo "nano" se refere a bilionésima parte do metro ou 10 m (Xakimovna, 2023).
Dentro dessa faixa de tamanho, existem nanoparticulas com pelo menos duas dimensdes na
escala nanométrica (Findik, 2021). Os materiais com pelo menos uma de suas dimensdes entre
1-100 nm sdo geralmente chamados de nanoparticulas (NPs) (Dolai; Mandal; Jana, 2021). E
importante observar que uma variedade de materiais em massa pode ser usada para fabricar
nanoparticulas. A acdo das nanoparticulas depende de sua quimica, morfologia e tamanho
(Saleh, 2020).

Tradicionalmente, o ouro metalico € considerado um sinal de poder e riqueza desde
tempos pré-historicos. Entre varias nanoparticulas, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) possuem
uma natureza mais estdvel, geometria bem ordenada e morfologias de superficie bastante

diferentes (Sarfraz; Khan, 2021). O ouro metélico tem sido utilizado de muitas maneiras para
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melhorar a sautde humana desde tempos antigos (Balfourier et al., 2020). Comparado aos
materiais em massa, as AuNPs exibem propriedades cataliticas, eletronicas e dpticas inicas em
tamanhos menores, variando de 1-100 nm, sendo nao toxicas e biocompativeis (Hassan, et al.,
2022). As AuNPs sdo preciosas e inertes, nao se oxidando facilmente quando expostas ao
oxigénio ou a ambientes altamente acidos (Ishida et al., 2019). Seu tamanho menor e com maior
area superficial as tornam adequadas para inimeras aplicagcdes biomédicas (Kannan et al.,
2020). Devido as suas conhecidas aplicacdes em diferentes areas, como eletronica,
biotecnologia e medicina, a sintese de nanoparticulas de ouro tem recebido grande interesse de
pesquisadores (Hammami et al., 2021). Desde entdo, as AuNPs vém sendo exploradas em
diversas aplicagdes, incluindo atividade antimicrobiana (Sathiyaraj et al., 2021). No entanto, as
AuNPs sao comumente fabricadas usando diferentes técnicas quimicas e fisicas, que sao
custosas e envolvem o uso de produtos quimicos toxicos que nao sao apropriados para usos
medicinais (Hano; Abbasi, 2021). Varios microrganismos ¢ extratos de plantas também sao
utilizados na fabricagdo de AuNPs (Dash; Sen; Dash, 2022). Portanto, ¢ interessante que se
desenvolva métodos inovadores e ecologicamente aceitos para sintetizar AuNPs, a fim de
aumentar seus beneficios para a sociedade. As propriedades Unicas das AuNPs as tornam
vidveis para uso em diversos campos.

De acordo com Abid e colaboradores (2022), existem duas abordagens principais para
sintetizar nanoparticulas, conhecidas como método "de cima para baixo" (Top-down) e "de
baixo para cima (Bottom-up). Na abordagem Top-down ou rota fisica, as nanoparticulas
metalicas sdo sintetizadas a partir de reagentes de grande tamanho, e, portanto, o tamanho das
nanoparticulas é comparativamente maior. Para reduzir o tamanho, € necessario um processo
mecanico ou a adicao de acidos fortes (Jiang, et al., 2022). Na abordagem Bottom-up ou rota
quimica, as nanoparticulas sdo sintetizadas a partir do nivel atomico, formando aglomerados
supramoleculares (Camargos; Rezende, 2021). As nanoparticulas metélicas sdo sintetizadas por
diferentes métodos, tais como métodos fisicos, quimicos, enzimaticos e biologicos (Shnoudeh
et al., 2019). Alguns dos métodos fisicos usados para sintetizar nanoparticulas incluem
deposicdo por pulverizagdo, técnicas litograficas, arco de plasma, adsor¢do a laser pulsado,
pirdlise por pulverizagdo, moagem de bolas e evaporacdo térmica, entre outros (Dang-Bao;
Favier; Gomez, 2021). Da mesma forma, diferentes métodos quimicos estdo atualmente em
pratica para sintetizar nanoparticulas de metal, tais como o processo sol-gel, eletrodeposicao,
deposicdo quimica de vapor e deposi¢do quimica de solugido (Cook; Clemons, 2022), método
quimico suave, método Langmuir-Blodgett, rota catalitica, hidrdlise (Santhosh; Genova;

Chamati, 2022), método de co-precipitagdo e método quimico umido (Sharma et al., 2021).
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As metodologias convencionais para preparar nanoparticulas apresentam varias
ameagas ao meio ambiente (Saravanakumar, et al., 2022). Para mitigar essas ameacas, rotas
alternativas para sintetizar nanoparticulas estdo sendo atualmente implementadas, incluindo a
rota de sintese verde, que ¢ ecologicamente amigavel e econdmica (KUMAR et al., 2021). A
fitossintese € uma abordagem ecologicamente viavel usado para a produg@o de nanoparticulas
em grande escala (Bala; Rani, 2020). O método de sintese verde tem vantagens sobre outros
métodos convencionais devido a natureza renovavel dos extratos de plantas, as condigdes
suaves de reagdo e a natureza amigavel ao meio ambiente do meio aquoso (Ameen et al., 2019).

Os metabdlitos das plantas desempenham um papel na reducao de ions metalicos para
nanoparticulas e na sua estabilizagdo (Sanjivkumar; Silambarasan, 2023). Além disso, varios
grupos funcionais, como 4cidos carboxilicos e polidis, sdo considerados responsaveis pela
sintese de nanoparticulas (Sheny et al., 2011) e as tornam mais estaveis (Sharma et al., 2015).
O uso de partes de plantas com o objetivo de produzir nanoparticulas ¢ ecologicamente
amigavel, economico e eficaz em termos de custos (Santhosh; Genova; Chamati, 2022)

As nanoparticulas tém potencial para atividades antibacterianas e antifingicas. O
primeiro potencial medicinal das AuNPs foi relatado por Robert Koch (Dehghan et al., 2023).
Desde entdo, as AuNPs estdo sendo exploradas em muitas aplicagdes, incluindo atividade
antimicrobiana (Mehravani; Ribeiro; Zille, 2021). Tem sido investigado nos ultimos anos que
varias bactérias patogénicas humanas aumentaram sua resisténcia a diversos medicamentos
sintéticos (Mobed; Hasanzadeh; Seidi, 2021). Devido ao surgimento de cepas resistentes e ao
aumento da resisténcia microbiana a ions metalicos e antibidticos, as nanoparticulas sdo hoje o
foco intenso de pesquisadores, uma vez que possuem potencial antibacteriano aprimorado
devido a maior relagdo area de superficie/volume (Mat’atkova et al., 2022). A quimica da
superficie e o tamanho das nanoparticulas afetam a propriedade antimicrobiana (Abdalla et al.,
2020.), pois tamanhos maiores tendem a minimizar a atividade, enquanto tamanhos menores a
aprimoram (Osonga et al., 2020). O aumento na atividade antibacteriana de AuNPs mediadas
por plantas pode ser devido ao revestimento com extratos de plantas (Nguyen et al., 2022). Os
agentes infecciosos podem contaminar a dgua e os alimentos consumidos por seres humanos e
todos os seres vivos. Bactérias gram-positivas, como Staphylococcus aureus, e bactérias gram-
negativas, como Escherichia coli, t€ém sido encontradas desenvolvendo resisténcia a
antibioticos convencionais (Tavares et al., 2020). Portanto, ¢ imprescindivel desenvolver novos
agentes antibacterianos para tratar infecg¢des resistentes a antibioticos. No presente estudo, foi
investigado o efeito de AuNPs contra essas duas bactérias (Staphylococcus aureus e

Escherichia coli).
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As AuNPs foram sintetizadas a partir de extratos de folhas de Anacardium occidentale.
O cajueiro, Anacardium occidentale L., Unica espécie cultivada e a mais dispersa do género,
pertence a familia Anacardiaceae, que compreende cerca de 60 a 70 géneros ¢ 400 a 600
espécies (Novaes; Novaes, 2021). Contudo, a maior diversidade de 4. occidentale L, encontra-
se no nordeste brasileiro (Padilha et al., 2020), regido responsavel por cerca de 94% da
producdo de caju, principalmente nos estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte, sobretudo
nas faixas litoranea e de transicdo com outros ecossistemas (Novaes; Novaes, 2021).

O A. occidentale possui diversos efeitos biologicos comprovados, tais como:
antioxidante, anti-inflamatério, antimicrobiano e inibidor de enzimas farmacologicamente
importantes (Ribeiro et al., 2020). A. occidentale contém vérios fitoquimicos, como
triterpenoides, saponinas, acido tanico, aminoacidos, alcaloides, resveratrol, antraquinonas,
flavonoides (Costa et al., 2020) e muitos outros (Khayruzamri; Samsudin, 2023). Possui
propriedades antioxidantes, antibacterianas e purgativas (Naka et al., 2019). A medida que a
pesquisa com AuNPs estd se expandindo a cada dia, € necessario investigar o papel das plantas
na sintese de AuNPs (Kumar et al., 2019).

Neste trabalho, estudamos a sintese de nanoparticulas de ouro com o extrato de A.
occidentale utilizando um planejamento prévio a fim de verificar as variaveis que interferem
no processo e otimizar uma rota de sintese reprodutivel de nanoparticulas monodispersas. Os
nanomateriais foram caracterizados por técnicas de espectroscopia (UV-vis, FTIR, IC-PS e

EDS), microscopia eletronica de transmissdo, potencial Zeta e sua atividade antimicrobiana.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia ¢ a ciéncia da producdo, engenharia e utilizagdo de materiais na faixa
de tamanho de 1-100 nm (Srivastava et al. 2022a). A nanotecnologia ¢ um conhecimento
multidisciplinar que abrange fisica, quimica, biologia e ciéncias dos materiais, ¢ desenvolve
materiais terapéuticos Unicos em tamanho na escala nano para aplicacdes biomédicas
(Ikumapayi et al., 2021). O uso da nanotecnologia esta se desenvolvendo rapidamente
comercial e industrialmente, o que levou a emissao de nanoparticulas no ambiente, afetando os
organismos (Sun et al., 2022). A nanotecnologia tem impacto em todas as dreas da vida. Nos
ultimos anos, o foco dos pesquisadores se voltou para a fabricacdo de AuNPs, uma vez que elas
tém aplicagdes inovadoras em diversas areas de contato humano. Devido as amplas aplicagdes
de nanoparticulas em diferentes areas, como eletronica, catdlise, quimica, energia e medicina,
a demanda por nanoparticulas esta crescendo a cada dia (Fonseca, 2022). Tradicionalmente, a
tecnologia quimica umida ¢ usada para produzir nanoparticulas metalicas, o que envolve o uso
de produtos quimicos muitas vezes toxicos (Samuel ef al., 2022.). Os nanomateriais possuem
atributos Unicos em contraste com seus equivalentes em massa devido as suas dimensdes
nanométricas especiais (Saleh, 2020). No caminho para fabricar novos materiais em escala
nanométrica, devido a sua proeminente aplicacao na ciéncia e tecnologia, a nanotecnologia esta
se desenvolvendo como um campo emergente (Ahmed et al., 2021).

Isso ocorre devido a ampla aplicabilidade das nanoparticulas em diferentes areas, como
eletronica, catalise, quimica, energia e medicina, o que estad gerando uma demanda comercial
continua por nanoparticulas (Shah et al., 2021). Nos ultimos anos, o foco principal da
nanotecnologia tem sido criar nanoparticulas a partir de diversas substancias com aplicacdes
diversas em saiide e meio ambiente (Martinez ef al., 2020). A nanotecnologia tem muitas
aplicagdes promissoras em design estrutural, diagndstico médico e imagem (Dessale; Mengistu;
Mengist, 2022). As metodologias convencionais para preparar nanoparticulas apresentam

varias ameacas ao meio ambiente (Kong; Zhang; Wang, 2021).
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2.2 Nanoparticulas

As nanoparticulas sdo agregados atdomicos ou moleculares com pelo menos uma
dimensdo na faixa de tamanho de 1-100 nm (Jaswal; Gupta, 2023), que podem mudar
radicalmente suas propriedades fisico-quimicas em comparagdo com o material em massa do
tamanho natural (Liu ef al., 2023). A defini¢ao exata de nanoparticulas ainda estd em processo
de evolugao e, atualmente, as nanoparticulas sao consideradas como entidades de material
biopersistente ou insoluvel fabricadas intencionalmente (Yin ef al., 2023). Para ilustrar isso, um
fio de cabelo humano tem aproximadamente 50000 nm de didmetro enquanto um virus tem
cerca de 100 nm de largura. Um atomo tem 0,1 nm, portanto, aproximadamente dez atomos em
linha sdo iguais a um nandmetro (Sorbiun et al., 2018). As nanoparticulas formam um material
intermediario entre moléculas individuais e seus materiais em massa, portanto, suas
propriedades sdo bastante diferentes das de suas contrapartes moleculares € em massa (Hueckel
et al., 2023). Devido ao tamanho extremamente reduzido, as propriedades relacionadas ao
tamanho das nanoparticulas podem diferir consideravelmente de seus materiais em massa
(Szczyglewska; Feliczak-Guzik; Nowak, 2023). As nanoparticulas estdo sendo consideradas
como blocos fundamentais da nanotecnologia. Nos ultimos anos, as nanoparticulas tornaram-
se candidatos paralelos a outros recursos convencionais com intimeras aplicagdes no campo da
engenharia e da ciéncia (Mohajerani et al., 2019). As propriedades distintivas das
nanoparticulas sdo atribuidas a alta energia superficial, a area superficial especifica muito
grande e ao confinamento quantico (Hossain et al., 2023). As nanoparticulas sdo de intenso
interesse para os pesquisadores devido a sua ampla aplica¢do em diversos campos da ciéncia e
tecnologia, como quimica, medicina, biotecnologia e agricultura (Sorbiun et al., 2018).

As nanoparticulas sdo divididas em classes organicas e inorganicas, incluindo
nanoparticulados de carbono e metalicas (ouro e prata, por exemplo), respectivamente ilustrado

na Figura 1.
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Figura — 1: Representagdo esquematica de diferentes tipos de nanoparticulas (NPs) divididas
em categorias organicas € inorganicas.
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Fonte: adaptado de Silva; Almeida; Vale, (2019).

Entre ambas as classes, as nanoparticulas de origem inorganica t€ém uma importancia
primordial devido as suas propriedades funcionais especiais. Essas nanoparticulas metélicas sdo
de grande importancia em entrega de medicamentos, medicina e cosméticos devido a excelente
biocompatibilidade, grande funcionalidade e acessibilidade conveniente (Bagheri ef al., 2020).
Em aplicagdes biologicas, as nanoparticulas de metais nobres, como ouro, platina, chumbo e
prata, sdo amplamente desenvolvidas devido as suas propriedades fisico-quimicas especiais
(Aboyewa et al., 2021a). Essas nanoparticulas ganharam uma importancia particular devido as

suas propriedades compostas e Opticas (Wang; Kafshgari; Meunier, 2020).

2.3 Nanoparticulas de ouro

Nouri ¢ Wen (2021) descrevem o ouro (Au), cujo numero atomico ¢ 79 na tabela
perioddica, ¢ um metal de brilho dourado notdvel, conhecido por sua resisténcia a corrosao,
maleabilidade e ductilidade. Na escala nanométrica, as propriedades do ouro sdo muito
diferentes das do material massivo, pois 0 ouro em massa ¢ de cor amarela e tem uma massa
solida, enquanto no caso de solugdes de AuNPs, a cor da solugdo ¢ vermelho vinho (Alizadeh;
Nazari, 2020). As AuNPs sd3o os materiais nanométricos mais aceitos para a preparacao de
plataformas nanométricas projetadas em dispositivos de deteccao inteligente (Ziai et al., 2022).

Isso se deve a propriedade de ressonancia plasmoénica de superficie das AuNPs, como
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exemplificado na Figura 2, que as torna o material nanométrico mais apropriado para

terapéutica biomédica, bioimagem e ferramentas biodiagndsticas (Sarfraz; Khan, 2021).

Figura —2: [A]: Solucdes de nanoparticulas de ouro de coloragdes diferentes do ouro metalico.
[B]: Esquema das ressonancias localizadas de plasmon de superficie (LSPR) em nanoparticulas
de ouro.
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Fonte: adaptado de Abadeer e Murphy (2016)

As AuNPs tém cativado o mundo cientifico devido as suas distintas propriedades
fisiologicas e biologicas desde o inicio do Século XX (Mughal, 2022). Devido a esses atributos
unicos, muitos pesquisadores tém utilizado as AuNPs para abordar questdes socioeconomicas
em diversos dominios, incluindo biologia (Almanghadim et al., 2021), farmacologia (Akintelu;
Yao; Folorunso, 2021), medicina (Dheyab et al., 2022), cosmetologia (Paiva-Santos ef al, 2021)
e quimica clinica (Anselmo; Mitragotri, 2019). Ao mesmo tempo, as AuNPs também sao usadas
em muitos outros campos, como catalise, eletronica, eletrodos enzimaticos, supercondutores,

biossensores e terapia contra o cancer, entre outros (Sanati ef al., 2019).

2.4 Sintese de Nanoparticulas

Geralmente, os protocolos usados para a sintese de nanoparticulas sao classificados em
duas categorias principais: fisicos e quimicos (Saleh, 2021), Figura 3. O método fisico (7Top-
Down) inclui moagem de alta energia, dispersdo ultrassonica, degradacao plastica severa e
condensacdo de gas inerte (Adhikari; Sarkar, 2019). O método fisico € trabalhoso, caro para
producao em grande escala e as nanoparticulas produzidas geralmente sdo maiores em tamanho

(Harish et al., 2022).
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Figura — 3: Representacdo esquematica das abordagens top-down e bottom-up para a fabricagao
de nanoestruturas.
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Fonte: adaptado de Galstyan (2018).

Os métodos quimicos (Bottom-up) para a sintese de nanoparticulas incluem co-
precipitacdo quimica, condensagdo quimica a vapor, microemulsdo, pulso de eletrodeposi¢ao
(jaz et al., 2020). O método quimico também inclui a redugdo quimica (Gebre; Sendeku, 2019),
procedimentos eletroquimicos (John ef al. 2021) e reducdo fitoquimica (Shaikh et al., 2021).
Nos tempos recentes, a abordagem da quimica verde visa reduzir ou eliminar materiais
prejudiciais a saude humana e ao ecossistema durante o design, desenvolvimento e
implementagdo de processos e produtos quimicos (Pradeep et al., 2021). A etapa preliminar na
criagio de AuNPs inclui a reducgdo do ouro idnico (Au**) para dtomos neutros (Au’) usando um
agente redutor forte (Pakrieva et al. 2020). Redutores sintéticos nao sdo ideais para criar AuNPs
porque tracos desses redutores permanecem ligados a superficie das AuNPs, o que pode ser
prejudicial durante aplicacdes biomédicas (Bawazeer et al., 2021). Portanto, abordagens
alternativas para substituir redutores quimicos sintéticos na fabricacdo de AuNPs tém sido

exploradas recentemente.

2.5 Biossintese de nanoparticulas

Recentemente, a nanotecnologia tem se destacado como um dominio essencial da
ciéncia em que a interagdo entre materiais biologicos e sintéticos € explorada e controlada em
nivel celular usando particulas em escala nano (Rauta; Mohanta; Nayak, 2019). Os métodos
convencionais para a sintese de nanoparticulas envolvem alta radiacdo e agentes redutores
altamente concentrados e agentes estabilizantes que sdo perigosos tanto para a saude humana

quanto para o meio ambiente (Dawson; Yan, 2021). Os recursos biologicos para a sintese de
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nanoparticulas estdo ganhando consideravel atencdo dos pesquisadores para desenvolver um
protocolo limpo, ecologicamente correto e inofensivo. Portanto, a sintese de nanoparticulas por
meio de métodos biologicos, sendo um método de biorredugao em etapa unica e ecologicamente
aceito, ¢ a melhor alternativa aos métodos convencionais. (Bao; Lan, 2019). Além disso, essa
abordagem para a sintese de nanoparticulas ¢ eficiente em termos energéticos (Soni et al.,
2021). Além disso, as técnicas baseadas em biologia envolvem fontes ambientalmente
amigaveis, como bactérias, cianobactérias, microalgas, algas marinhas, enzimas, fungos e
plantas (Chopra et al., 2022).

Varios meios biologicos tém sido adotados para sintetizar nanoparticulas, mas dentre
todos, o método baseado em plantas tem se mostrado o mais apropriado. Extratos de plantas
reduzem metais i0nicos em atomos a uma taxa mais rapida em condi¢des normais de pressao e
temperatura (Shafey, 2020). Uma variedade de plantas e microrganismos provou ser uma
excelente fonte de redutores naturais (Mayegowda et al., 2023), como simplificado na Figura
4. Se as nanoparticulas forem usadas na fabricagdo e aplicagdo terapéutica, ¢ imperativo projetar
um protocolo ecologicamente correto para fabrica-las. Esse objetivo pode ser alcancado
substituindo compostos quimicos tradicionais que sdo utilizados como agentes redutores
durante a conversdo do ouro idnico em Au’ na fabricacio de AuNPs. As melhores e mais baratas

alternativas sdo extratos naturais de plantas (Nayak et al., 2022).

Figura — 4: Representacgao para sintese verde de nanoparticulas metalicas de plantas, bactérias
e fungos com possiveis mecanismos de morte celular bacteriana.
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A fabricacdao de nanoparticulas metalicas por meio de rotas ecologicas depende de trés
etapas com base nas abordagens da quimica verde, que incluem a selegdo de agentes redutores
ambientalmente favoraveis, substancias ndo toxicas para a estabilizagdo, meio solvente
biocompativel e nao toxico (Berta et al. 2021). Atualmente, as nanoparticulas estdo sendo
sintetizadas usando diferentes micro e macroorganismos, como procariotos simples (Mustapha
et al., 2022), organismos eucaridticos complexos, como fungos, algas marinhas, microalgas
(Bachheti et al., 2021) e até mesmo plantas angiospermas complexas estao sendo utilizadas na
criacdo de nanoparticulas baseadas em rotas biologicas (Srivastava et al. 2022b). Dentre esses
organismos, as plantas sdo os melhores candidatos a serem explorados para a sintese de
nanoparticulas, porque sdo ricas em compostos naturais, como alcaloides, flavonoides, taninos,
saponinas e esteroides (Ishak; Kamarudin; Timmiati, 2019). Esses produtos vegetais sdo
derivados de varias partes da planta. Muitos pesquisadores descobriram que as plantas oferecem
uma alternativa ecologicamente correta e ndo toxica para a sintese de materiais em tamanho
nano, em comparacao com outros métodos convencionais, pois os extratos de plantas contém
muitos fitoquimicos importantes que atuam como agentes redutores e estabilizadores em
reagoes de biorreducdo na sintese de nanoparticulas (Barathikannan et al., 2023).

Nos sistemas baseados em plantas para a sintese de nanoparticulas, tanto o poder de
redugdo quanto o poder de estabilizacdo sdao fornecidos pelos extratos de plantas. A reducao e
estabilizacdo das nanoparticulas sdo fornecidas por diversos fitoquimicos das plantas
(Chutoprapat; Kopongpanich; Chan, 2022). Além disso, a taxa de rea¢do ¢ mais rapida quando
extratos de plantas sdo usados como poder redutor a temperatura e pressdo ambiente
(Pyrzynska; Sentkowska, 2021). Nesse procedimento baseado em sistemas biologicos, ¢
vantajoso em relacdo aos métodos convencionais, pois os extratos de plantas proporcionam um
meio de reacdo ndo toxico (Hammami ef al., 2021). Os sistemas baseados em plantas oferecem
uma alternativa mais barata, eficiente em termos energéticos e amiga do meio ambiente em
relagdo aos outros métodos convencionais, ganhando assim uma atencdo tremenda dos
cientistas nos dias de hoje (Velidandi et al., 2020). Varias nanoparticulas metalicas, incluindo
ouro, foram sintetizadas com sucesso usando plantas, com potencial para tratar varias doencas
(Al-Khattaf, 2021).

Um estudo paramétrico sobre a sintese de AuNPs usando extrato aquoso de folhas de
Elaise guineensis foi realizado por Ahmad e colaboradores (2016), e foi investigado que
compostos carboxilicos e fendlicos desempenharam seu papel na redugdo e estabilizagdo. As
AuNPs foram sintetizadas por meio de um método verde e amigédvel ao meio ambiente, usando

o extrato de pétalas de Elaichi como agente redutor e estabilizador. Foi observado que a reagao
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¢ rapida e concluida em cinco minutos a temperatura ambiente (Rajan; Rajan; Philip, 2017). A
sintese de AuNPs usando extrato etanolico das folhas de Amaranthus spinosus e o estudo de
suas propriedades Opticas foram investigados (Boro et al., 2023). Diospyros ferrea foi usado
para fabricar AuNPs com tamanho variando de 70 a 90 nm. As AuNPs sintetizadas
apresentaram consideravel eficdcia anticancer e antibacteriana (Muddapur et al., 2022). Um
extrato aquoso de Gymnema sylvestre foi usado para sintetizar AuNPs, e as AuNPs
funcionalizadas foram caracterizadas quanto ao tamanho e forma e testadas em linhas de células
de carcinoma do célon humano (Aljarba et al., 2022).

AuNPs foram sintetizadas usando extratos da camada epicotilar de sementes de
Aachyranthes aspera e investigada sua atividade anticancer, constatando-se que as AuNPs
exibem atividade anticancer significativa contra linhas de células de cancer cervical
(Muthusamy; Pottail, 2021). Babu e colegas (2013) sintetizaram AuNPs usando flores de
Couroupita guianensis ¢ investigaram sua atividade anticancer usando o ensaio MTT,
constatando que as AuNPs tém forte potencial anticincer. AuNPs foram sintetizadas usando
extrato de cebola e caracterizadas usando métodos UV-visivel, XRD ¢ SEM, TEM, por
Hatipoglu (2021). Alshameri e Owais, (2022) sintetizaram AuNPs usando Bauhinia tomentosa
e confirmaram sua atividade anticancer in vitro.

Sistemas baseados em plantas necessitam de menos tempo de incubagdo em comparagao
com micro-organismos €, a0 mesmo tempo, podem ser escalados para producao comercial
(Masri et al., 2019). Assim, o foco se voltou para a nanotecnologia verde. Muitas tentativas
foram feitas para fabricar nanoparticulas metalicas usando extratos de plantas, pois as plantas
contém uma variedade de fitoquimicos. Essas AuNPs mediadas por plantas foram encontradas

eficazes contra varias doengas, incluindo o cancer (Husen et al., 2019).

2.6 Atividade biologica de AulNPs

Recentemente, a nanotecnologia verde e as nanociéncias estabeleceram-se para oferecer
e superar oportunidades de explorar a influéncia de nanoparticulas metalicas em atividades
antimicrobianas (Sahu et al., 2021). As nanoparticulas de ouro possuem diversas aplicagdes nas
ciéncias biomédicas. A area mais promissora na pesquisa de nanotecnologia ¢ a entrega de
medicamentos anticancerigenos a tumores usando nanoparticulas (Hussain; Amjad, 2021). As
AuNPs, entre outras nanoparticulas de metais nobres, possuem mais importancia devido a sua

longa histéria de uso médico, como no tratamento do cancer e da artrite (Yaqoob et al., 2020).
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Com maior eficidcia e menos efeitos colaterais em comparacdo com outros medicamentos
comerciais contra o cancer, as nanoparticulas que direcionam vias bioldgicas se tornaram
tremendamente importantes (Raj et al., 2021). As nanoparticulas distorcem a membrana devido
ao fluxo eletrostatico (Gopmandal; Duval, 2022).

AuNPs com consideraveis atividades bioldgicas foram sintetizadas com sucesso por
meio de uma rota verde usando diferentes partes de plantas. A sintese e caracteriza¢do de
AuNPs por meio de uma rota verde foram relatadas utilizando Camellia sinensis (Pirko et al.,
2021) e Juniperus communis (Mariychuk et al., 2020). Nanoparticulas de ouro e prata foram
sintetizadas usando casca de Plumbago zeylanica, e suas atividades antioxidantes,
antimicrobianas e citotoxicas foram avaliadas (Bloch et al., 2022). Foi constatado que as NPs
apresentam forte atividade antioxidante, antibacteriana e citotoxica (Jalilian et al., 2020). A
eficicia antibacteriana de AuNPs derivadas de Gomphrena celosioides e folhas de Prunus
amygdalus (améndoa) em patogenos bacterianos selecionados foi investigada, e foi constatado
que as AuNPs exibem forte inibicdo contra os patogenos testados (Malaikozhundan et al.,
2023). As AuNPs foram sintetizadas usando extratos de Rhus chinensis e seu efeito citotoxico
foi avaliado, observando-se que as AuNPs induziram citotoxicidade de maneira dose-
dependente (Liu et al., 2020). Foi relatada a sintese de nanoparticulas de ouro e prata usando
extrato aquoso de Commelina nudiflora L. e sua atividade anticancer contra células de cancer
de colorretal, constatando-se que as nanoparticulas de ouro e prata biossintetizadas apresentam
significativa atividade anticancer (Mesas et al., 2023). Trabalhos semelhantes foram realizados
para avaliar a atividade anticancer e antioxidante das AuNPs revestidas com extrato de folhas
de Cassia tora em células de cancer de colon, e verificou-se que as AuNPs mostraram forte
atividade anticancer contra as c€lulas tumorais (Sargazi et al., 2022). Nadaf e colaboradores
(2022) sintetizaram AuNPs utilizando extratos de folhas de Carica papaya e Catharanthus
roseus. Foi descoberto que flavonoides, alcaloides e proteinas adsorvidas na superficie das
AuNPs eram responsaveis pela sua estabilizacdo e ndo aglomeragao (Ahmad et al., 2021. Os
extratos contendo nanoparticulas mostraram atividades antibacterianas e anticancerigenas
ampliadas devido ao seu efeito sinérgico (Aboyewa et al., 2021b). Huo e colaboradores (2018)
relataram um método econdmico e ecoldgico para a sintese de AuNPs usando extratos de frutas
de Citrus maxima. Foi constatado que as AuNPs produzidas com o extrato de frutas de C.
maxima apresentam atividade catalitica aprimorada. Além disso, extratos de plantas foram
encontrados como uma fonte melhor para a reducdo e estabilizagdo das AuNPs. Nanoparticulas
de ouro e prata foram sintetizadas usando plantas e suas atividades potenciais contra patdgenos

alimentares foram avaliadas (Ali et al., 2021). Descobriu-se que as AuNPs tém um forte
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potencial contra células cancerosas, patdgenos bacterianos e fungicos (Clarance et al., 2020).
Nanoparticulas de ouro e prata foram sintetizadas usando extrato de folhas de Gymnema
sylvester e sua atividade antioxidante e antiproliferativa foi investigada, constatando-se que as
AuNPs apresentam forte atividade antiproliferativa contra células Hep2 (Malik et al., 2023).
Foi desenvolvido um método simples, eficiente e ecoldgico para a sintese de AuNPs usando
extrato de folhas de Nepenthes khasiana, e sua atividade antimicrobiana também foi avaliada.
Verificou-se que as AuNPs biossintetizadas mostraram atividade antimicrobiana significativa
(Botteon et al., 2021). A propriedade de biorreducao de ions de ouro em AuNPs foi estudada
por espectroscopia UV-Vis, FTIR, MET e MEV (WAHAB et al., 2018).

2.6.1 Potencial Antimicrobiano de Nanoparticulas de Ouro

As nanoparticulas de ouro estdo atraindo consideravel interesse cientifico como uma
nova geracdo de agentes antimicrobianos devido a crescente resisténcia das bactérias aos
antibioticos (Costa et al., 2022). Estudos mostram que as bactérias tém mais dificuldade em
adquirir resisténcia a eles (Christaki; Marcou; Tofarides, 2020). Varios estudos confirmaram
que os AuNPs sdo uma boa alternativa para o controle de microrganismos. AuNPs obtidos por
sintese verde (extrato do fruto de Ananas comosus como agente redutor) foram capazes de
diminuir o crescimento de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosas (Singh et al.,
2020). Em 2020, Parvekar e colaboradores conduziram um trabalho sobre a atividade
antimicrobiana de nanoparticulas e confirmaram o efeito bactericida contra S. aureus. A
combina¢cdo de nanoparticulas de ouro sintetizadas pela quimica verde com diferentes
antibioticos foi capaz de aumentar o efeito antibacteriano do antibiotico. (Nishanthi, R. et al.,
2019).

A agdo antibacteriana das nanoparticulas de ouro pode ser por diversos fatores. Quando
carregadas, podem ser atraidas pela carga negativa das bactérias. Nanoparticulas de ouro com
tamanho menor, sdo capazes de alcancar o interior das bactérias com mais facilidade,

ocasionando um dano celular (Hameed et al., 2020).



31

2.6.1.1 Microrganismos Gram positivos e Gram negativos

A parede celular ¢ a estrutura rigida que envolve a célula bacteriana, desempenhando o
papel crucial na determinagao de sua morfologia, seja ela cocoide, bacilar ou espiralada (Cylke;
Si; Banerjee, 2022). Formada principalmente por peptidoglicano, constituido de unidades
repetidas de dissacarideo de acido N-acetilmuramico e glucosamina-N-acetil, ligadas por
cadeias laterais pentapeptidicas (Gabanyi et al., 2022.), ela circunda tanto a membrana
plasmatica quanto a célula em sua totalidade. Originalmente categorizadas por Hans Christian
Gram ha mais de um século com base em sua capacidade de reter o violeta de cristal (Ruhal;
Kataria, 2021), essas bactérias se dividem em dois grupos principais, de acordo com as
variagdes na organizacdo da parede celular. Um desses agrupamentos foi denominado Gram-
positivo, devido a sua afinidade pela coloragdo violeta, enquanto o outro foi batizado de Gram-
negativo, devido a sua incapacidade de reter a coloracdo. A diferenciagdo entre essas categorias
se deve, sobretudo, as diferengas estruturais fundamentais na parede celular dessas duas classes

bacterianas (Briaud; Carroll, 2020).

Figura — 5: [a]: Estrutura celular de Gram positivos; [b]: Estrutura celular de Gram negativos.
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A Figura 5 ilustra as diferencas na estrutura da parede celular entre bactérias Gram
positivas e Gram negativas. Na Figura 5a, € visivel a parede celular dos micro-organismos Gram
positivos, que compreende multiplas camadas de peptidoglicano (com espessura variando de
20 a 80 nm), conectadas aos acidos lipoteicoicos que se estendem até a membrana plasmatica e

acidos teicoicos. Esses polissacarideos carregados negativamente sdo vitais para a



32

sobrevivéncia bacteriana e desempenham um papel substancial na conformacgao celular (Qiao,
etal., 2022.).

Por contraste, na Figura 5b, pode-se examinar a parede celular das bactérias Gram
negativas, composta por uma fina camada de peptidoglicano, localizada no espago
periplasmatico, que fica entre as membranas interna e externa. A segunda membrana externa
estd ancorada ao peptidoglicano por meio de lipoproteinas (com espessura de 7,5 a 10 nm). A
membrana externa esta associada a lipopolissacarideos que se estendem para o espago
extracelular e incluem porinas, que facilitam a passagem de pequenas moléculas hidrossoluveis

(Berini et al., 2022).

2.6.1.2 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria que se apresenta na forma de cocos Gram-
positivos e pertence a familia Staphylococcaceae, ilustrado na Figura 6. Essas bactérias t€ém um
diametro que varia de 0,5 a 1,5 pm e podem ser encontradas isoladamente, em pares ou em
pequenas cadeias compostas por 3 ou 4 células, formando aglomerados irregulares ou as vezes
regulares. Sdo imoveis, podem viver sem oxigénio, resistem a bacitracina, ndo produzem
esporos, geralmente possuem a enzima catalase e tém a capacidade de se desenvolver em
ambientes altamente salinos (Zhang ef al., 2022). A temperatura ideal para seu crescimento

situa-se entre 30 °C e 37 °C (Naomi-Matsuoka et al., 2021).

Figura — 6: Micrografia eletronica de varredura (MEV) mostra uma cepa da bactéria S. aureus
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A parede celular dessas bactérias ¢ composta essencialmente por ribitol e acido teicoico,
que estdo ligados covalentemente ao peptidoglicano. O acido lipoteicoico ¢ um polimero de
fosfato de glicerol anexado a um extremo de glicolipidios ancorados na membrana
citoplasmadtica (Satyra ef al., 2021). O peptidoglicano, que constitui 50% da parede celular, tem
a capacidade de estimular a liberacdo de citocinas pelos macrofagos, ativar o sistema
complemento e causar a agregagao de plaquetas (Serwecinska, 2020).

Desde a sua descoberta em 1880, S. aureus tém assumido papel de destaque no que
tange ao desenvolvimento de infec¢des. Podem afetar varios locais como corrente sanguinea,
trato respiratorio, pele, tecidos moles, bem como causar infecgdes de feridas pds-operatodrias,
pneumonia necrotizante, ¢ bacteremia associada a cateter central (Toledo, 2021), além de ser
uma das principais causas mundiais de surtos de doengas relacionadas com o consumo de
alimentos (Bencardino; Amagliani; Brandi, 2021). Trata-se de uma das principais causas de
hospitalizagao e infecgdes adquiridas na comunidade, e pode resultar em consequéncias graves
(Da Silva, et al., 2020). Sua importancia enquanto patégeno humano esta relacionada ndo s6 a
sua capacidade de causar varias doengas, mas também ao seu grande potencial para
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos (Botelho, et al. 2022), o que aumenta a
demanda pela descoberta de novos antibidticos.

A resisténcia do S. aureus esta relacionada principalmente a produgdo de B-lactamase
(Cussolim, ef al., 2021). Atualmente cerca de 90% dos isolados produzem tal enzima, que ¢
capaz de inativar os antibidticos B-lactdmicos. Como alternativa, em 1961 foi introduzido a
Meticilina (De Oliveira ef al., 2022), mas rapidamente a resisténcia foi relatada (LEE et al.,
2018). Essas cepas foram denominadas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) e sao resistentes a todos os antimicrobianos B-lactamicos (Da Cunha; Baiense, 2023).
O mecanismo de acdo dos B-lactdmicos esta relacionado a capacidade de se ligar a proteinas
que participam da sintese da parede celular (Proteinas Ligadoras de Penicilina - PBPs),
impedindo assim a formagdo de parede, resultando em lise e morte bacteriana (Fisher;
Mobashery, 2020). A resisténcia a meticilina esta relacionada ao desenvolvimento de uma PBP
2a, que ndo tém afinidade pelo antimicrobianos. A codificacdo dessas proteinas torna o
patdgeno resistente, e estd relacionada a aquisi¢do do gene mecA "Cassete Cromossdmico

Estafilococico mec - SCCmec" detectavel em isolados de MRSA (Naorem et al., 2020).
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2.6.1.3 Escherichia coli

A Escherichia coli, ¢ uma bactéria gram-negativa, anaerdbia facultativa, em forma de
bastonete e pertence a familia Enterobacteriaceae. Ela foi descoberta e isolada pela primeira
vez em 1885 pelo médico alemdo Theodor Escherich, pioneiro em seus métodos de cultivo
anaerdbico e utilizou a nova técnica de coloragdao desenvolvida por Hans Christian Gram para
isolar uma variedade de bactérias a partir de amostras fecais infantis. Esses métodos permitiram
a Escherich realizar estudos mais aprofundados sobre a E. coli e suas caracteristicas (Denamur

etal., 2021).

Figura — 7: Micrografia eletronica de varredura colorida mostrando um nimero de
bactérias Gram-negativas Escherichia coli.
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Sua morfologia é a de um bacilo (forma de bastdo), e ela é caracterizada por ser
anaerobica facultativa, o que significa que ela pode crescer tanto na presenga quanto na auséncia
de oxigénio. Possui uma ampla gama de sorotipos com diferentes propriedades, mas a maioria
deles ¢ considerada inofensiva para os seres humanos (Pitout et al., 2022). A E. coli
desempenhou um papel crucial no desenvolvimento da genética. Em 1946, o cientista norte-
americano George W. Beadle demonstrou que as mutagdes genéticas ocorrem nas bactérias,
usando a E. coli como organismo de estudo. Esta descoberta revolucionou a compreensao da
genética e desempenhou um papel significativo na fundacao da genética molecular (Bonten et

al., 2021).
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Ela possui uma parede celular fina composta por peptidoglicano, que ¢ envolvida por
uma membrana plasmatica € uma membrana externa que contém lipopolissacarideos (LPS),
além disso, a E. coli tem um unico cromossomo circular composto por DNA de fita dupla (Yang
et al., 2020). A E. coli possui apéndices externos que desempenham papéis importantes em sua
patogenicidade. As fimbrias, também conhecidas como pili, sdo estruturas semelhantes a pelos
que possibilitam a bactéria aderir as superficies hospedeiras, facilitando a coloniza¢do. Além
disso, pode ser flagelada, o que lhe confere a capacidade de se mover, o que ¢ importante para
encontrar novos locais de colonizagao (Liu et al., 2020).

Embora muitas cepas de E. coli sejam inofensivas, algumas se destacam por sua
patogenicidade, ou seja, sua capacidade de causar doencas em seres humanos e outros animais
(Liu et al., 2020). A patogenicidade da E. coli depende de uma variedade de fatores virulentos,
que incluem toxinas, proteinas de aderéncia, sistemas de secre¢ao e capacidade de invasao de
tecidos. Além disso, frequentemente desenvolve resisténcia a antibioticos, tornando o
tratamento de infecgOes cada vez mais desafiador (Denamur ez al., 2021). As toxinas produzidas
por cepas patogénicas de E. coli sdo essenciais para causar doencas. A toxina Shiga produzida
por Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC) ¢ uma das mais estudadas e perigosas. Ela
causa danos as células intestinais e pode levar a complicagdes graves (Dos Santos et al., 2023).

As fimbrias e outras proteinas de aderéncia permitem que a E. coli se fixe a células
hospedeiras, iniciando a colonizacao. Isso € essencial para a infec¢ao do trato gastrointestinal e
urindrio. A E. coli possui sistemas de secre¢do que lhe permitem injetar proteinas efetoras nas
células hospedeiras, alterando sua funcdo e promovendo a infeccdo (Aleksandrowicz et al.,
2021).

Além dos mecanismos diretos de patogenicidade, a capacidade da E. coli de adquirir
genes de viruléncia através da transferéncia horizontal de genes também desempenha um papel
fundamental na sua patogenicidade (Moralez ef al., 2021). Isso ¢ frequentemente facilitado por
plasmideos, elementos genéticos moveis que carregam genes de viruléncia e podem ser
transferidos entre bactérias. A aquisi¢ao de novos genes de viruléncia pode transformar uma
cepa aparentemente inofensiva de E. coli em um patdgeno perigoso (Lee et al., 2022).

Diversas cepas de E. coli sdo responsadveis por infecgdes gastrointestinais, causando
sintomas como diarreia, célicas abdominais, ndusea e vomito (Wei ef al., 2021). A gravidade
das infecg¢des varia dependendo da cepa envolvida. Em recém-nascidos, a E. coli pode causar
meningite, uma inflama¢do das membranas que envolvem o cérebro e a medula espinhal. Isso
¢ particularmente preocupante em bebés prematuros e de baixo peso ao nascer (Shekhar;

Merchant, 2022). A presenga de E. coli na corrente sanguinea pode levar a sepse, uma resposta
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inflamatoria sist€émica do corpo a uma infec¢do. A sepse € uma condicdo potencialmente letal
que pode levar a faléncia de 6rgdos e requer atencao médica urgente. A E. coli ¢ uma bactéria
comum no trato gastrointestinal humano e de outros animais. A transmissdo ocorre
principalmente por meio de alimentos ou agua contaminados (Procianoy; Silveira, 2020). O
consumo de alimentos crus ou mal cozidos, bem como a falta de higiene pessoal, podem
aumentar o risco de infeccdo (Khan; Gupta, 2020). A prevengdo de infecgdes por E. coli
patogénica envolve boas praticas de higiene e seguranca alimentar. Cozinhar alimentos de
origem animal completamente, lavar as maos regularmente e evitar o consumo de dgua nao
tratada s3o medidas eficazes para reduzir o risco de infecgao.

O tratamento de infec¢des por E. coli patogénica pode ser desafiador devido a crescente
resisténcia a antibioticos. Muitas cepas de E. coli adquiriram resisténcia a multiplos
antibioticos, tornando o tratamento comum menos eficaz. Portanto, a escolha de antibidticos ou
alternativas naturais aliadas a biotecnologia deve ser baseada em testes de sensibilidade, e o uso

responsavel de antibioticos ¢ fundamental para combater o desenvolvimento de resisténcia.

2.6.2 Resisténcia microbiana

A resisténcia microbiana ¢ um fendmeno que tem preocupado a comunidade cientifica
e a area da satide em todo o mundo, especialmente a resisténcia bacteriana tem se tornado cada
vez mais desafiadora no tratamento de infecgdes causadas por bactérias. A capacidade desses
microrganismos de resistir a acdo de medicagdes antibidticas tem levado a um aumento no
numero de infecgdes dificeis de tratar e a uma maior morbimortalidade (Luo et al., 2021).

O historico da resisténcia microbiana remonta ao surgimento dos antibioticos na década
de 1940. Naquela época, esses medicamentos revolucionaram o tratamento de infecgdes,
salvando milhdes de vidas. No entanto, o uso indiscriminado e inadequado dos antibidticos ao
longo dos anos levou ao desenvolvimento de bactérias resistentes (Hamel; Rolain; Baron,
2021).

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (2021), a resisténcia
antimicrobiana (RAM) coloca em risco a eficacia da prevencao e do tratamento de um niimero
cada vez maior de infec¢des por virus, bactérias, fungos e outros microrganismos. A RAM ¢
um problema complexo e multifatorial que envolve diversos fatores, como o uso excessivo e

inadequado de antibioticos em humanos e animais, a falta de acesso a medicamentos de



37

qualidade, o uso de antimicrobianos na agricultura e a disseminagao global de microrganismos
resistentes (Dominguez; Chacon; Wallace, 2021).

No que diz respeito especificamente a resisténcia bacteriana, essa capacidade das
bactérias de resistirem a acdo de antibidticos ¢ adquirida por meio do desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia (Serwecinska, 2020). Segundo Baaloud; e colaboradores (2021), as
bactérias podem desenvolver diferentes estratégias para se protegerem dos efeitos dos
antibioticos. Um dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana ¢ a producao de enzimas
que inativam ou modificam os antibidticos. Um exemplo conhecido ¢ a beta-lactamase, uma
enzima produzida por algumas bactérias que degrada a estrutura dos antibidticos beta-
lactdmicos, como a penicilina. Essa enzima impede que o antibidtico exerca seu efeito
bactericida, tornando as bactérias resistentes (Fatima et al., 2021).

Outro mecanismo comum ¢ a modificacdo dos sitios-alvo dos antibidticos. As bactérias
podem alterar as estruturas das proteinas que sdo alvo dos antibioticos, tornando-as menos
suscetiveis aos seus efeitos (Pepi; Focardi, 2021). Esse € o caso, por exemplo, da resisténcia a
rifampicina em algumas cepas de Mycobacterium tuberculosis, causador da tuberculose (Feyisa
et al. 2019). Além disso, as bactérias também podem desenvolver sistemas de bombeamento
que as ajudam a eliminar os antibidticos de seu interior. Esses sistemas de efluxo sdo capazes
de bombear os antibidticos para fora da célula bacteriana, impedindo que eles alcancem
concentragoes suficientes para serem efetivos (Eddabra et al., 2020).

A resisténcia bacteriana também pode ser adquirida através da transferéncia de material
genético de outras bactérias. Esse processo, chamado de transferéncia horizontal de genes,
permite que as bactérias adquiram genes de resisténcia de outras espécies bacterianas (Li;
Zhang, 2022). Essa capacidade de troca genética contribui para a rapida disseminagdo da
resisténcia entre diferentes bactérias.

Atualmente, a resisténcia microbiana se tornou um desafio global. Estima-se que, até
2050, as infecgdes resistentes a antibioticos poderdo causar mais de 10 milhdes de mortes por
ano, superando o nimero de 6bitos por cancer (Mancuso et al., 2021). Isso ocorre porque as
opgdes terapéuticas estdo se esgotando, e muitas bactérias ja sdo resistentes a maioria dos
antibioticos existentes. O contexto atual da resisténcia microbiana envolve a disseminacao de
bactérias resistentes em diversos ambientes, como hospitais, comunidades e at¢ mesmo em
animais. Essa disseminagdo ocorre por meio do contato direto entre pessoas, da contaminagao
de alimentos e da dgua, bem como do uso indiscriminado de antibi6ticos na medicina humana
e veterindria. Além disso, a resisténcia bacteriana pode ser transmitida verticalmente, ou seja,

de mae para filho, aumentando ainda mais a disseminagdo dessa resisténcia (Fong, 2023).
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Diante desse cenario preocupante, ¢ fundamental adotar uma abordagem integrada para
combater a resisténcia microbiana. Isso envolve a implementacao de politicas de uso racional
de antibioticos, o fortalecimento dos sistemas de vigilancia e controle de infecgdes, o
desenvolvimento de novos antibidticos e alternativas terapéuticas, a promog¢ao de praticas
adequadas de higiene e biosseguranca, € o incentivo a pesquisa e desenvolvimento de vacinas
(Pulingam et al., 2022). Além disso, ¢ importante conscientizar a populacdo sobre a importancia
do uso adequado de antibioticos e da prevencao de infecgdes. A automedicagdo e a prescrigao
desnecessaria de antibidticos devem ser evitadas, pois contribuem para o surgimento e
disseminagdo da resisténcia bacteriana (Pereira ef al., 2022).

Em suma, a resisténcia microbiana, especialmente a resisténcia bacteriana, ¢ um
problema de saude publica mundial que vem crescendo de forma alarmante nas tltimas décadas.
As bactérias tém desenvolvido mecanismos para resistir aos antibioticos, tornando-se cada vez
mais dificeis de serem combatidas. E necessario unir esfor¢os de diferentes setores da sociedade
para enfrentar esse desafio, buscando solugdes sustentaveis e eficazes para garantir a eficacia

dos tratamentos antimicrobianos e preservar a satide da populagao.

2.7 Vegetal de interesse: Anacardium occidentale L.

A escolha do Anacardium occidentale como vegetal para a sintese verde de
nanoparticulas ndo foi aleatoria. A literatura relata suas atividades antimicrobianas (Rodrigues,
2023), anti-inflamatoria (Soares et al., 2022) e antioxidante (Chen ef al., 2023). Levou-se em
conta também, a disponibilidade estudos ja relatados sobre a aplicabilidade de insumos de
partes do cajueiro, utilizados na sintese de nanoparticulas (Sheny et al., 2011). Além disto, a
escolha do cajueiro ¢ devida sua ampla disponibilidade geografica no Nordeste e,
especialmente, sua importancia social € econdmica para o Estado do Ceara.

A cajucultura ¢ uma das principais atividades agricolas do nordeste brasileiro, onde os
estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte, lideram a produgdo de castanha, importante
objeto de exportacdo, gerando renda para a populacao rural. O cajueiro (Figura 8) pertence a
familia Anacardiaceae, género Anacardium. E uma planta tipicamente tropical, perene,
crescimento continuo, alcangando até 20 m de altura (Santos, 2007). E encontrado em varios

outros paises, como India, Brasil, Mogambique ¢ Tanzania (Padilha et al., 2020).
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Figura — 8: Cajueiro com seus pseudofrutos e frutos (castanha).

2
Fonte: autor (2022).

E inegavel a importancia da cultura do caju para avangos na pesquisa e possiveis
solugdes, especialmente na area da satide. No Nordeste brasileiro, uma regido economicamente
desfavorecida, a cajucultura ¢ uma das principais fontes desses compostos fenodlicos,
impulsionando a economia local, gerando empregos e renda (Xavier et al., 2022). O caju,
especificamente o pedunculo floral, é a parte mais atraente da arvore, com uma aparéncia
exdtica e uma variedade de cores, que vao do vermelho ao amarelo. Além disso, o caju possui
um alto teor de vitamina C e um valor nutricional significativo. No entanto, atualmente, had um
aproveitamento limitado do potencial disponivel dessa matéria-prima (Novaes; Novaes, 2021).

A améndoa da castanha do caju (ACC), que ¢ a verdadeira fruta do cajueiro, ¢
consumida pelas pessoas como alimento. Juntamente com o liquido da casca da castanha
(LCC), a améndoa constitui o principal produto de exportagdo. Além disso, os compostos
fenolicos extraidos dessas partes da planta sdo utilizados na industria automotiva e possuem
propriedades medicinais, como a¢do antisséptica, vesicante e vermifuga (Santos, 2007). A
composi¢ao do caju apresenta uma variedade de nutrientes, incluindo carboidratos, taninos, sais
minerais, vitaminas e acidos organicos. Segundo Rodrigues e colaboradores (2023), a casca da
castanha contém 4cido anacérdico, cardol, anacardol, taninos, flavonoides, acido galico e acido
siringico. A pelicula que envolve a améndoa possui epicatequina e beta-sitosterol. A semente
(améndoa) contém proteinas, minerais, esteroides, triterpenodides e tocoferdis. O pseudofruto
do caju apresenta concentragdes de taninos, agua, aglicares, proteinas, vitamina C, acidos

organicos, carotenoides e fibras. As cascas ¢ folhas do cajueiro contém fendis, flavonoides,
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esteroides, saponinas, gomas, catequinas, taninos, resinas e corantes. De acordo com De
Almeida (2022), A. occidentale possui onze classes distintas de metabdlitos secundarios, sendo
os taninos os principais responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas. O cajueiro ¢
popularmente utilizado como remédio anti-inflamatorio e contra disenteria (De Aratjo ef al.,
2020). Kustiawan (2023) relata propriedades antifungicas, antibacterianas e antitumorais.

Alguns fatores, como solo, safra, maturagdo e condigdes climaticas, podem afetar a
composi¢ao quimica e a qualidade nutricional do cajueiro (Aminu et al., 2021). Alteracdes
bioquimicas nos frutos também podem ocorrer durante a colheita como afirma Adiga e
colaboradores (2020).

Ao considerar uma planta como candidata para a biossintese, ¢ importante levar em
conta certos fatores. Uma revisdo da literatura para analisar estudos prévios € vantajosa, pois
contribui para a constru¢do de um banco de dados sobre o uso de plantas na sintese verde. E
interessante observar a eficacia do mecanismo de sintese e o potencial do extrato em atuar como
um biorredutor do sal metalico, além de sua capacidade de recobrir as particulas. Além disso,
o valor medicinal associado a planta e sua ampla distribui¢do geografica tornam seu uso ainda

mais atrativo (De Aratjo ef al., 2020).

2.8 Métodos de Caracteriza¢io das Nanoparticulas

2.8.1 Espectroscopia UV — Visivel

A técnica de fotometria de UV-Vis ¢ amplamente utilizada na caracterizagdao de
nanoparticulas (Sharma et al., 2022). Essa técnica envolve a absor¢cdo de radiacdo
ultravioleta/visivel (180 a 780 nm) pelo material, resultando na excita¢do dos elétrons do estado
fundamental para o estado excitado. O espectro de absor¢ao ¢ obtido iluminando a amostra (que
esta diluida em um liquido) com luz e determinando a relacdo entre a intensidade da radiagdo
que atravessa a amostra e uma referéncia (Vijayaram et al., 2023).

Normalmente, comprimentos de onda entre 400 e 800 nm sdo utilizados para a
caracterizagcdo de nanoparticulas metalicas com dimensdes entre 2 € 100 nm (Belardja et al.,
2020). A absorbancia ¢ altamente sensivel as propriedades do material, como sua natureza,
tamanho, forma e grau de agregacao das nanoparticulas (Aldabib; Edbeib, 2020). Estudos tém

analisado a absorbancia no espectro UV-Vis de nanoparticulas de ouro. De acordo com esses
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estudos, observa-se que a absorbancia estd diretamente relacionada ao tamanho, forma e
composicao das nanoparticulas de ouro (Panja et al., 2021).

Devadharshini e colaboradores (2023) relataram as propriedades Opticas das
nanoparticulas de ouro e constataram que o aumento do tamanho das particulas resultou em um
deslocamento para comprimentos de onda maiores no espectro de absorbancia. Além disso,
diferentes formas das nanoparticulas, como esféricas, triangulares e cilindricas, também
influenciaram a intensidade e a forma do espectro de absorbancia (Gunawan; Sardjono, 2022).

Estudos recentes também tém explorado as propriedades de nanoparticulas de prata com
revestimentos ou funcionalizagdes especificas. Khan e colaboradores (2018) investigaram o
efeito da modificagdo de superficie nas propriedades Opticas das nanoparticulas de prata e
observaram que a presenca de revestimentos organicos ou ligantes influenciou

significativamente a absorbancia no espectro UV-Vis.

2.8.2 Espectrometria de Massa com Fonte de Plasma (ICP-MS)

A caracterizagdo de nanoparticulas metalicas é de extrema importancia para
compreender suas propriedades e potenciais aplicagcdes em diferentes areas, como ciéncia dos
materiais, nanotecnologia e medicina. A técnica de Espectrometria de Massa com Fonte de
Plasma (ICP-MS) tem se destacado como uma poderosa ferramenta para essa caracterizagao,
permitindo a analise e quantificagdo dessas particulas com alta sensibilidade e precisdao
(Meermann; Nischwitz, 2018), além de ser sensivel a concentragdes na escala de ng/L.

A Espectrometria de Massa com Fonte de Plasma Indutiva (ICP-MS) utiliza um plasma
de argbnio para ionizar as amostras, permitindo a analise de uma ampla gama de elementos
quimicos presentes nas nanoparticulas metalicas (Witzler ef al., 2016). O plasma de argénio €
capaz de ionizar as particulas, convertendo-as em ions que podem ser detectados e quantificados
pelo espectrometro de massa. A intensidade do sinal ¢ determinada pelo tamanho da particula,
e a frequéncia das ondas ¢ diretamente proporcional a concentracdo das nanoparticulas
(Laycock, et al., 2022).

O espectrometro de massa ¢ composto por trés principais componentes: a fonte de
plasma, o sistema de separacao de ions e o detector. O plasma de argdnio, gerado pela fonte de
plasma, ioniza as particulas metdlicas presentes na amostra. Os ions sdo entdo separados de
acordo com sua massa e carga elétrica pelo sistema de separagdo de ions, e finalmente sao

detectados pelo detector, que gera um espectro de massa (Montaio et al., 2019). A técnica de
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ICP-MS possui diversas vantagens na caracterizacao de nanoparticulas. Ela ¢ capaz de fornecer
informacgdes precisas sobre a composi¢ao quimica das particulas, permitindo a identificagdo de
diferentes elementos presentes nas amostras (Fuentes-Cervantes et al., 2023). A ICP-MS
também pode fornecer informagdes sobre a valéncia dos elementos, o que € importante para
compreender suas propriedades e reatividade quimica (Tian ef al., 2022). Porém, a técnica de
ICP-MS também possui algumas limitagdes. E necessario um preparo adequado das amostras,
a fim de evitar contaminagdes e garantir resultados confidveis (Flores et al., 2021). Além disso,
a técnica pode ser onerosa devido ao custo dos equipamentos e reagentes utilizados, limitando
sua acessibilidade em alguns laboratérios (Flores ef al., 2021). A técnica ICP-MS possui uma
ampla gama de aplicagdes na caracterizacdo de nanoparticulas metélicas. Além das areas
mencionadas anteriormente, como ciéncia dos materiais, nanotecnologia e medicina, a técnica
também ¢ amplamente utilizada em estudos ambientais (Laycock et al., 2022).

A Espectrometria de Massa com Fonte de Plasma (ICP-MS) ¢ uma ferramenta poderosa
para a caracterizagdo de nanoparticulas metélicas. Ela permite a analise e quantificagdo dessas
particulas com alta sensibilidade e precisao, fornecendo informagdes sobre sua composi¢ao

quimica, distribui¢cdo de tamanho e estabilidade.

2.8.3 Potencial Zeta (()

Virios elementos exercem influéncia na estabilidade de um coloide. Uma medida
adequada para essa avaliacdo € a andlise do Potencial Eletrocinético (PE), ou seja, o exame do
potencial de superficie (Chandrasekaran; Kim; Chun, 2020). O PE corresponde ao potencial no
plano de deslizamento, que se situa a uma certa distancia da superficie. Esse plano ¢ definido
como a regido em que parcelas de fluido se movem em diregdes opostas em fendmenos fisicos,
como a eletroforese e a eletrosmose (Carvalho ef al., 2018).

De modo geral, sempre que um material entra em contato com um liquido, tende a
adquirir carga elétrica em sua superficie. A carga elétrica liquida na superficie das particulas
afeta a distribui¢ao de ions em sua proximidade, resultando em um aumento na concentragao
de ions de carga oposta (Kazemzadeh et al., 2019). Esse processo leva a formacdo de uma
camada elétrica dupla na interface entre a particula e o liquido, conforme ilustrado na Figura 7.

Essa dupla estrutura possui duas areas, uma interna, que engloba os ions fortemente
vinculados a superficie, que ndo ¢ impactada por movimentos térmicos, € uma regido externa,

conhecida como Camada de Stern, que neutraliza a maior parte da carga de superficie (Lunardi
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et al., 2021). Embora a maioria das cargas seja neutralizada, uma por¢do residual tem a
capacidade de atrair ions para o coloide, porém com menor intensidade e a uma distdncia maior
da superficie, resultando na formacado da camada dispersa, ou camada difusa (Kamble, ef al.,

2022).

Figura — 9: Esquema de NP em solucdo com destaque para as medidas de diametro
hidrodinamico e potencial Zeta.
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Fonte: Adaptado de Albernaz (2014).

A camada dispersa € suscetivel a alteragdes devido a agitagdo térmica, concentragao de
sais, entre outros fatores. A estabilidade das particulas coloidais ¢ determinada pela carga
exercida pelo coloide sobre a camada dispersa e pela distancia entre os ions nessa regido (Crist
et al., 2021. Em outras palavras, se a carga da superficie do coloide for alta e a distancia entre
os ions da superficie for grande, o coloide sera considerado estavel, evitando a aproximagao de
outras particulas (Mohammadi-Jam; Waters; Greenwood, 2022).

O potencial eletrocinético €, portanto, determinado com base na carga da superficie da
particula e na composi¢cdo do meio circundante. Ela pode ser obtida experimentalmente,
refletindo a carga efetiva das particulas, ou seja, estd relacionada a repulsdo eletrostética entre
elas e, consequentemente, a estabilidade da suspensdo (Carvalho et al., 2018). A medida do
potencial eletrocinético ¢ realizada de forma indireta, estimando-se o valor do potencial na

superficie, a técnica mais utilizada e aceita ¢ a mobilidade eletroforética. Neste método, uma
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suspensao coloidal diluida é colocada em uma célula de dois eletrodos e um potencial elétrico
¢ aplicado a suspensao.

Particulas eletricamente carregadas se movem em direcao ao eletrodo de carga oposta,
com maior velocidade a medida que sua carga elétrica e o campo elétrico aplicado aumentam
(Shrestha; Wang; Dutta, 2020). De acordo com Lu e Kessler (2006), o valor absoluto do
potencial eletrocinético deve ser superior a 25 mV para que um coloide seja considerado
estabilizado. A Tabela 1 lista os valores do potencial eletrocinético e a estabilidade

correspondente.

Tabela 1. Relagdo entre valores de potencial Zeta grau de agregacao do coloide.

Potencial Zeta (mV) Agregacio coloidal
>+30 Pouca ou nenhuma
>+15>+30 Agregacdo moderada
<£15 Agregacao intensa

Fonte: Adaptado de LU e KESSLER (2006).

2.8.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) ¢ uma técnica
poderosa e amplamente utilizada na caracterizacao de nanoparticulas sintetizadas por rota verde
(Johnson; Shanmugam; Lakshmi, 2022). A sintese de nanoparticulas de prata por métodos de
rota verde tem despertado grande interesse devido aos seus beneficios ambientais e a redugao
do uso de agentes toxicos na produ¢do desses materiais (Patil; Chougale, 2021).

A técnica FTIR baseia-se na interacdo das moléculas com a radiagdo infravermelha,
permitindo a andlise de suas vibragdes moleculares. No caso das nanoparticulas de ouro, a FTIR
pode fornecer informacdes valiosas sobre a presenca de grupos funcionais na superficie das
particulas, bem como sobre a formacdo de camadas organicas ou inorganicas adsorvidas
(Pandey et al., 2019). A coleta dos espectros de FTIR ¢ realizada por meio de um
interferdmetro, que gera um sinal interferométrico a partir da interferéncia de dois feixes de
radiacdo infravermelha. Esse sinal ¢ transformado em um espectro de transmissao ou absorg¢ao,
fornecendo informagdes sobre as frequéncias de vibragdo das moléculas presentes nas AgNPs

(Gong et al., 2020).
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Uma das principais vantagens da FTIR na caracterizacdo de nanoparticulas ¢ sua
capacidade de identificar e diferenciar os diferentes grupos funcionais presentes na superficie
dos nanoparticulados. Isso possibilita a analise das interagdes quimicas e da estabilidade das
nanoparticulas, além de fornecer informagdes sobre a presenca de impurezas ou residuos
provenientes do processo de sintese (Hu et al., 2017).

Além disso, a técnica FTIR permite a obtencdo de espectros de alta resolugdo e
sensibilidade, o que contribui para uma andlise precisa das caracteristicas estruturais e
composicionais das nanoparticulas de prata sintetizadas por rota verde (Kumari et al., 2019).
Em resumo, a Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier desempenha um
papel fundamental na caracterizagdo de nanoparticulas de prata sintetizadas por quimica verde,
fornecendo informagdes detalhadas sobre as propriedades quimicas, estruturais e de superficie
desses materiais. Essa técnica se mostra valiosa para o desenvolvimento e aplicacdo dessas
nanoparticulas em diversas areas, como a nanomedicina, catalise e eletronica (Huang et al.,

2020).

2.8.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com Espectroscopia de Energia Dispersiva

de raios-X (EDS).

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) acoplado & Espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios-X (EDS) ¢ uma técnica poderosa e versatil que combina a capacidade de
visualizagdo em alta resolugdo do MEV com a analise de composi¢do quimica elementar da
EDS (Gautam; Grady; Fernando, 2023). E uma ferramenta bastante utilizada tanto nas areas de
materiais quanto bioldgicas fornecendo informagdes sobre a morfologia e permite a
identificacao de elementos quimicos de uma amostra sélida.

O MEV ¢ uma ferramenta de imagem que utiliza elétrons no lugar de luz visivel para
alcangar uma resolucao muito maior do que a obtida com microscopios Opticos tradicionais. No
interior do MEV, uma fonte de elétrons emite um feixe de elétrons altamente energético
(Maesaroh et al., 2023). Essa fonte ¢ geralmente um filamento de tungsténio ou uma emissao
de campo. Os elétrons emitidos sdo acelerados e focalizados por um conjunto de lentes
eletromagnéticas, direcionando-os para a amostra de interesse, como ilustrado na Figura 10.
Quando o feixe de elétrons colide com a amostra, ocorre uma série de interagdes, incluindo
espalhamento eléstico e inelastico de elétrons, ionizacdo, emissdo de elétrons secundarios e a

emissao de raios-X caracteristicos (Naysmith; Mian; Rana, 2023).
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Essas interagdes sdo cruciais para a formagdo de imagens e analise de composi¢ao. Os
sinais gerados a partir das interagdes elétron-amostra sdo detectados e convertidos em
informacdes visuais, criando uma imagem de alta resolugdo da superficie da amostra (Khatami;

Alijani; Sharifi, 2018).

Figura — 10: Esquema do principio da espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS)
em microscopio eletronico de varredura (MEV).
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Fonte: adaptado de PICCINOTTTI (2018).

A Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS) ¢ uma técnica que permite
a analise quantitativa da composi¢ao elementar de uma amostra. O principio de funcionamento
da EDS envolve a deteccdao e andlise dos raios-X caracteristicos emitidos pelos atomos da
amostra quando sao excitados por elétrons de alta energia do MEV. Quando os elétrons de alta
energia do MEV interagem com os atomos da amostra, eles podem remover elétrons das
camadas internas dos dtomos, deixando espagos vazios nas camadas eletronicas (Mohammed;
Abdullah, 2018). Quando elétrons de camadas externas transicionam para as camadas vazias,
eles emitem raios-X caracteristicos com energias especificas, dependendo do elemento. Os
raios-X caracteristicos sao coletados por um detector de EDS. Este detector ¢ composto por um
cristal de detec¢do, geralmente de silicio ou germéanio, que converte os raios-X em impulsos

elétricos mensuraveis (Gentile et al., 2020).
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Os impulsos elétricos sdo analisados em termos de energia e intensidade. Isso permite a
identificacdo dos elementos presentes na amostra com base na energia caracteristica dos raios-
X. A intensidade dos picos de raios-X esta relacionada a concentragao dos elementos. Além da
analise espectral, a EDS-MEYV também pode ser usada para mapear a distribui¢ao dos elementos
na amostra, fazendo varreduras da amostra em uma grade e adquirindo espectros em diferentes
pontos. Isso cria mapas de composicao elementar que mostram onde cada elemento estd
localizado na amostra (Durdagi et al., 2023).

A combinacdo do MEV com a EDS oferece uma abordagem poderosa para a
caracterizagdo de materiais em escala nanométrica, permitindo a visualizagdo de estruturas e a
analise de composicao quimica com alta resolugdo espacial (Davies et al., 2022). Essa técnica
desempenha um papel fundamental em uma ampla gama de aplicacdes na nanotecnologia,
desde a pesquisa de materiais até a nanomedicina ¢ a fabricagdo de dispositivos eletronicos

avancados (Rompalski et al., 2019).

2.8.6 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) ¢ uma técnica avancada de imagem que
permite a caracterizagdo de nanoparticulas em detalhes estruturais, espectroscopicos,
composicionais e cristalograficos. A MET utiliza instrumentos modernos de microscopia
eletronica, que proporcionam muita resolu¢do e precisdo na visualizagdo dessas particulas
(Franken et al., 2020).

O principio de funcionamento da MET baseia-se na intera¢do dos elétrons com a
amostra a ser analisada. Um feixe de elétrons ¢ gerado por um canhdo de elétrons e acelerado
em dire¢do a amostra por meio de um sistema de lentes eletromagnéticas (Zhang et al., 2020).
Esse feixe de elétrons passa através da amostra e ¢ transmitido para um sistema de detecgao,
onde ¢ convertido em uma imagem. O MET possui uma série de componentes importantes que
contribuem para o seu funcionamento. Entre eles, destacam-se o canhdo de elétrons, que gera
o feixe eletronico, as lentes eletromagnéticas, que controlam o foco e a dire¢do do feixe, € o
sistema de deteccdo, que converte o sinal de elétrons em uma imagem visualizavel (De Jonge

etal., 2019).
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Figura — 11: Principio de funcionamento do Microscopio Eletronico de Transmissao
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Fonte: adaptado de Escalante e Escalante (2019).

Durante o processo de caracterizagdo de nanoparticulas por MET, algumas etapas sdo
realizadas. Primeiramente, a amostra ¢ preparada de forma a torné-la suficientemente fina para
a passagem dos elétrons. Isso € feito por meio de técnicas de preparagdo, como a laminagdo ou
a moagem (Shume; Murthy; Zereffa, 2020). Em seguida, a amostra ¢ colocada em um
microscopio eletronico de transmissdo, onde € submetida ao feixe de elétrons. Durante a analise,
sdo realizadas diversas imagens da amostra em diferentes regides, permitindo uma avaliagao
mais completa das nanoparticulas.

Um dos principais sinais utilizados na MET sdo os elétrons transmitidos, que fornecem
informagdes sobre a estrutura interna da amostra. Além disso, os elétrons dispersos também sao
utilizados na MET, fornecendo informacdes sobre a composi¢do e a forma das particulas. A
técnica de espectroscopia de elétrons dispersivos em energia (EDS) ¢ utilizada para analisar os
elétrons dispersos e determinar a composi¢ao quimica das nanoparticulas (Tang et al. 2020).

A resolugdo espacial da MET ¢ determinada pela distancia minima entre dois objetos
que podem ser distinguidos na imagem. Essa resoluc¢do ¢ influenciada por diversos fatores,
como a energia do feixe de elétrons, a qualidade das lentes magnéticas e a distancia entre a

amostra e o detector (Ijaz et al., 2020). Em geral, a MET possui uma resolugdo espacial da
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ordem de poucos nanometros, o que permite a visualizacdo e caracterizagdo de nanoparticulas
com grande detalhe.

Existem algumas limitacdes da MET, como a dificuldade de visualizagao de certas
particulas, como as de silica (Prabha et al., 2021). Nesses casos, medidas de microscopia
eletronica de varredura (MEV) podem ser mais adequadas. No entanto, a MET continua sendo
uma ferramenta valiosa na caracterizagdo de nanoparticulas, permitindo a anélise detalhada das
propriedades estruturais, composicionais ¢ morfologicas dessas particulas (Titus; Samuel;

Roopan, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Otimizacdo e caracterizagdo da biossintese de nanoparticulas de ouro com extrato
aquoso das folhas de Anacardium occidentale e investigagao do possivel efeito antibacteriano

contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver uma metodologia de sintese de nanoparticulas de ouro utilizando solucao
aquosa de folhas de A. occidentale como agente redutor;

e Produzir AuNPs variando as concentra¢des do extrato de acordo com um planejamento
experimental e otimizar uma condic¢ao de sintese;

e Sintese de nanoparticulas de ouro utilizando citrato de sddio como agente redutor;

e (Caracterizacao fisico-quimicas das nanoparticulas;

e Investigar uma possivel interacdo e atividade antimicrobiana das nanoparticulas frente

a uma bactéria Gram positiva e Gram negativa.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Uma parte dos equipamentos e procedimentos utilizados nesse trabalho foram
realizados no Departamento de Quimica do Programa de Pos-Graduagao de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) e andlises de imagem foram efetuadas no
Laboratério de Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSCar e do Laboratdrio
Arquimedes (LabArq), Curso de Engenharia da Computacdo, Campus Mucambinho, da
Universidade Federal do Ceara — UFC. Uma parte da sintese das AuNPs e dos testes biologicos
foram realizados no Laboratorio de Microbiologia do Curso de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Estadual Vale do Acarai — UVA. Os reagentes foram comprados da Sigma-

Aldrich.

4.1 Otimizacao de sintese de AuNP com extrato aquoso das folhas de A. occidentale

As AuNPs foram produzidas através do processo de oxirredugdo, empregando uma
solucdo de HAuCls com uma concentragdo de 2,5 x 10 mol/L, juntamente com um extrato
aquoso das folhas de 4. occidentale, atuando como agente redutor (Figura 12). A escolha do 4.
occidentale foi baseada na sua abundancia de compostos fendlicos, os quais desempenham um
papel crucial na reducdo dos ions metalicos (Viana et al., 2021) Além disso, essa planta
apresenta uma notavel atividade antibacteriana (Novaes; Novaes, 2021) conferindo
funcionalidade as particulas formadas. Todos os protocolos de pesagem de reagentes foram
feitos em ambiente climatizado, tarando-se a balanca antes de cada medi¢ao e utilizando luvas
e espatulas. Todas as solu¢des aquosas foram utilizadas dgua ultrapura. Todas as vidrarias,
assim como as barras magnéticas, foram devidamente limpas duas vezes com agua régia (HNO3
+ 3HCI) e enxaguadas cinco vezes com agua destilada para remog¢do de qualquer residuo
organico e secos em temperatura ambiente. Para evitar possiveis efeitos relacionados ao

armazenamento, as solugdes foram preparadas nas datas de uso nos respectivos experimentos.
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Figura — 12: [A]: Solugio de HAuCl4 (2,5 x 10 mol/L). [B]: Filtragdo do extrato aquoso das
folhas do A. occidentale.

Fonte: autor (2023).

4.2 Coleta das Folhas e Preparaciao do Extrato

As folhas de Anacardium occidentale foram coletadas de cinco arvores diferentes da
zona rural do municipio de Sobral — CE, no més de julho de 2023 as 10 h da manha. As amostras
foram identificadas e cadastradas no Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com o nimero AA2493A. As folhas foram
lavadas com agua destilada, seguida por cinco ciclos de lavagem e enxague com agua ultrapura.
Depois secas em temperatura ambiente por quatro a cinco dias, as folhas foram trituradas em
um pequeno moinho elétrico (Di Grano Cadence, MDR302), e transferidas para um recipiente

garrafa de vidro ambar e colocadas na geladeira antes do processo de extracao.

Figura — 13: [a]: Folhas recém-colhidas. [b]: Folhas secas. [¢]: Amostra da folha apds processo
de moagem.

Fonte: autor (2023).



53

Para o processo de extragdo foi utilizado o protocolo da Farmacopeia Brasileira
(ANVISA, 2010), onde 300 g de triturado de folhas secas foram colocadas no baldo de fundo
redondo com adi¢do de 2,5 L de agua destilada e submetidas a uma temperatura de 95 °C por
duas horas. O extrato aquoso presente no balao de fundo redondo, obtido por decoccao das
folhas, a soluc¢do foi filtrada com papel qualitativo 3um e com fibra de celulose 0,22 um e o
filtrado foi levado para o freezer -80 °C e apds 24 horas levado para ser liofilizado (Liofilizador
L101 da Liotop®) e armazenadas em frasco de vidro de cor ambar, protegido da luz e

armazenadas a -18° C, até o momento dos procedimentos e analises.

4.2.1 Protocolo de trabalho e biossintese das AuNPs

Para verificar o efeito das variaveis sobre a reacdo, bem como encontrar as condigoes
mais favordveis para a sintese das nanoparticulas, foi proposto um planejamento com trés
variacoes de concentragdo do extrato conforme Tabela 2. Tais variaveis foram estudadas pois
podem interferir no tamanho e na concentragdo das nanoparticulas. A concentracao de ouro foi
fixada em 2,5 x 10* mol/L por limitar a quantidade de precursores disponiveis no meio

reacional, visando a obten¢do de um processo de nucleagdo homogéneo (Cure et al, 2018)

Tabela 2. Planejamento de experimento com variagdo de massa do agente redutor.

Extrato/massa
Amostra  Solu¢ao de HAuCls (mL) adicionada/mL Tempo
Al 10 mL E1=01lmg/mL 10 min.
A2 10 mL E2 =05 mg/mL 10 min.
A3 10 mL E3 =10 mg/mL 10 min.

Fonte: autor (2023).

Inicialmente para a amostra 1 (Al) foi pesado 01 mg do extrato liofilizado e
ressuspendido em 1 mL de 4gua ultrapura e assim sucessivamente com as demais amostras (A2,
5 mg e A3 com 10 mg). Em um Erlenmeyer foram adicionados 10 mL da solucdo de HAuCly
(2,5 x 10* mol/L) e deixados sob agitacio em um agitador magnético (600 rpm). Na sequéncia
foram adicionados os extratos. Cada sintese teve sua etapa realizada separadamente e obtido as

trés amostras de AuNPs.
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Figura — 14: [a]: Liofilizado ressuspendido. [b]: HAuCl4 (2,5 x 10 mol/L). [c]: Solugdo de
AuNPs

Fonte: autor (2023).

Apos cada etapa de sintese o material foi filtrado com um auxilio de seringas e filtros
0,22 pm para remover particulados indesejados e posteriormente centrifugado a 10.000 rpm
por 20 minutos em centrifuga marca Ependorff modelo 5418. O sobrenadante foi descartado e
o pellet foi ressuspendido em 4gua ultrapura.

Os dados experimentais foram processados utilizando o software PAST (versao 2.17b,
Hammer & Harper, Noruega). As possiveis diferengas estatisticas entre os grupos foram
avaliadas pela analise de variancia (ANOVA) de um fator, considerando-se estatisticamente

significativo P<0,05. Os graficos foram plotados no programa Origin® 8.5 (Versdo Trial).

4.2.2 Sintese das Nanoparticulas de Ouro com citrato de sodio

Para fins de comparagdo, as AuNPs foram sintetizadas utilizando citrato de s6dio, um
agente redutor tradicionalmente utilizado, e 4cido tetraclorodurico (HAuCls Sigma-Aldrich)
conforme proposto por Turkevich e colaboradores (1951), com algumas adaptagdes. Assim
como para as AuNPs sintetizadas com extrato aquoso das folhas do cajueiro, todas as vidrarias
e materiais utilizados foram previamente lavados trés vezes em solucdo de agua régia e
posteriormente lavados quatro vezes com dgua destilada e secos em temperatura ambiente.

Em um Erlenmeyer foi adicionado 30 mL da solugio de HAuCls (2,5 x 10" mol/L) sob
aquecimento e agitacdao (600 rpm) até ebulicdo. Em seguida foi adicionado 3 mL da solugdo
aquosa de citrato de sédio (10 g/mL) e mantido a agitagdio e aquecimento por 10 minutos. A

mudanga da coloragdo para tom avermelhado indicou a formagao das nanoparticulas.
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Figura — 15: [A]: Solucdo de HAuCls (2,5 x 10 mol/L) e citrato de sodio (1 x 103g/mL). [B]:
Adigao do citrato de sédio. [C]: AuNP formadas pelo método do citrato.

Fonte: autor (2023).

4.3 Caracterizaciio das Nanoparticulas

4.3.1 Espectroscopia UV — Visivel

Foram feitas leituras de absorbancia das amostras de nanoparticulas utilizando um
espectrofotometro JASCO V-630 equipado com lampadas do tipo tungsténio-halogénio e
deutério. A leitura foi feita de 400 a 800 nm, com intervalo de 1 nm em 1nm, e velocidade de
varredura de 600nm/min. Como branco foi utilizado a solugdo de agente redutor, na
concentragdo utilizada para cada condi¢do de sintese. O resultado foi expresso por meio de
graficos de absorbancia por comprimento de onda (nm) obtidos pelo software OriginPro 8.5

(Versao Trial).

4.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As nanoparticulas foram analisadas em um microscopio eletronico de transmissdo
(JEM-1011 TEM) operando a 120 kv. SuL. das amostras foram gotejadas sobre grades de cobre
de 400 mesh, contendo um filme suporte de resina Formvar (Polivinyl Formal Resin) e secas a

temperatura ambiente. As imagens do MET foram obtidas em diferentes aumentos para se obter
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dados gerais da amostra, e imagens mais detalhadas das nanoparticulas quanto a forma e

tamanho.

4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) — EDS

Para essa analise, aliquotas foram centrifugadas (15000 rpm) durante 30 minutos € em
seguida foram desidratadas com auxilio de um centrifugo CentriVap® (LABCONCO). Apds
secas, as amostras foram destinadas as andlises utilizando um Microscopio Eletronico de
Varredura (JEOL JSM-6390LV, USA inc.) com area de dispersdo de energia espectroscopia de
raios —X (Oxford Instruments - EDS).

4.3.4 Distribui¢do de Tamanho das AuNPs

Com o auxilio do software livre Image J, que fornece informagdes de area de cada
nanoparticula, as imagens obtidas do MET foram analisadas para estimar o didmetro. Os dados

foram transferidos para o LibreOffice, e utilizando férmulas matematicas o raio (A = nr?) e

diametro (d = Vr2/2) foram calculados.
Os dados de didmetro foram plotados no software OriginPro 8.5 (Versdo Trial), e um

histograma de distribui¢do de tamanho foi obtido.

4.3.5 Potencial Zeta ({)

2 mL das nanoparticulas de ouro foi avaliado em um analisador de particulas Microtac

Zetatec System. Os valores sdo referentes a média de 10 leituras e foram expressos em mV.

4.3.6 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

O mesmo procedimento de secagem realizado no topico 4.3.4 foi utilizado nessa etapa.
A analise de infravermelho foi feita no modelo Bruker FT-IR Alpha. Todas as bandas foram

analisadas pelo software Origin Pro 8.5 (Versdo Trial).
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4.3.7 Espectrometro de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

As amostras foram destinadas a desidratagdo. Apds secas, as nanoparticulas foram
destinas a andlise, onde foi utilizado um Espectrometro de Massa com Plasma Indutivamente

Acoplado (ICP-MS) modelo NEXION300D (PerkinElmer). A concentragdo das nanoparticulas

de ouro foi determinada e os resultados foram expressos em mg/L.

4.4 Avaliaciao do Potencial Antimicrobiano

4.4.1 Cepas utilizadas

Foram escolhidas duas cepas de microrganismos, uma Gram negativa (Escherichia coli

DH5a) e uma Gram positiva (Staphylococcus aureus 1117).

4.4.2 Esterilidade das AuNPs

Aliquotas de nanoparticulas de ouro foram incubadas (37°C) em agar Miieller-Hington
(meio solido) e em caldo BHI (Brain Heart Infusion — meio liquido). Apos 24 horas, foi

realizado teste visual de crescimento bacteriano.

4.4.3 Interagao das Bactérias com as AuNPs

A interacdo a curto prazo das AuNPs com as bactérias foi avaliada, adaptando a
metodologia de Joshi (2020). O método de crescimento em placa de 4gar foi preparado para
cada in6culo de cada microrganismo. Uma aliquota de suspensao bacteriana foi transferida para
uma placa de dgar Miieller-Hinton e incubada em estufa bacteriologica (37°C) por 24 horas.
Em seguida, algumas colonias foram tocadas com o auxilio de uma alga estéril, e transferidas
para um tubo com solucdo salina estéril (0,9%), até atingir a turbidez semelhante a escala 0,5

de McFarland, (+ 1,5 x 10 UFC/mL).
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Foram adicionados 200 pL de suspensdo bacteriana e 800 pL de AuNPS em um
ependorff estéril. Para controle, 200 uLL de suspensdo bacteriana foi adicionado a 800 pL de
agua ultrapura. Com o auxilio de um vortex, a mistura foi agitada a 500 rpm por dez minutos.
Na sequéncia, 5 puL foi gotejado sobre uma grade de cobre 400 mesh, coberta com um filme
suporte de resina Formar (Polivinyl Formal Resin) e secas a temperatura ambiente e analisadas

por microscopia eletronica.

4.4 .4 Potencial antibacteriano

Seguindo protocolos e adaptacdes na metodologia do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), documento M07-A9 (2012), a acdo das AuNPs contra S. aureus e
E. coli foi avaliada empregando a técnica de microdiluicio em caldo. Indculos de cada
microrganismo foram preparados pelo método de crescimento em placa de agar Miieller-
Hinton. Com o auxilio de alga estéril, o indculo foi transferido para uma placa de agar nutriente
e incubado em estufa bacterioldgica (24h a 37 °C). Apds 24 horas, quatro a cinco coldnias
foram tocadas com o auxilio de uma al¢a de platina e transferidas para salina estéril, com
turbidez ajustada visualmente com a da solug¢do padrao de MacFarland 0,5.

O indculo teve sua concentragdo ajustada em caldo Miieller-Hinton para de 10*
UFC/mL. A solugdo estoque de cada nanoparticula estava na concentragdo resultante apos a
sintese (A1, A2, A3, conforme a Tabela 4). Em uma microplaca de 96 pogos, 100 uL. da mistura
de caldo e bactéria foi adiciona nos pocos juntamente com 100 uL de cada solugdo de AuNPs
nas devidas concentragdes. Para garantir que a possivel atividade antimicrobiana se deu devido
as nanoparticulas, os extratos das folhas do cajueiro foram testados nas mesmas concentragdes
utilizadas na sintese. Pogos contendo apenas meio e bactéria foram destinados ao controle
positivo e considerados como crescimento 100%. Pogos com meio e nanoparticulas foram
destinados ao controle de esterilidade delas, e pogos contendo nanoparticula e 4gua como
branco para a leitura da absorbancia.

A placa foi incubada em um agitador (200 rpm) por 24 horas a 37° C. A leitura inicial
dos resultados se fez de forma visual, seguida pela leitura da absorbancia dos pogos a 600 nm
por um leitor de placa de ELISA (EZ READ 400 — BIOCHROM). Todo experimento foi
realizado em triplicata, e os dados foram expressos em média de crescimento =+ desvio padrdo

da média (Kalmpourtzidou; Eilander; Talsma, 2020).
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4.4.5 Analise da Interagdo entre AuNPs ¢ as Bactérias

As amostras foram transferidas dos pogos para tubos (ependorff®) e lavadas trés vezes
em tampao fosfato (PBS) para remover o meio de cultura. As lavagens foram realizadas a 6000
rpm durante um minuto. O material foi fixado com glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato
de sodio (0,1M), por duas horas em temperatura ambiente. Apos fixagdo, trés novas lavagens
foram feitas com tampao cacodilato (0,1M) por dez minutos cada banho. Para a p6s-fixagao,
foi adicionando Tetréxido de Osmio (OsO4) em cacodilato 0,1M. A mistura foi deixada em
capela, no escuro por uma hora. Na sequéncia foi realizado uma nova série de lavagens: um em
tampao cacodilato 0,1 (pH 7,2-7,4) e duas vezes em agua destilada, onde cada banho foi de
aproximadamente dez minutos. O material foi desidratado com banhos de acetona com
concentragdes crescentes (30, 50, 70, 90 e 100%) de dez minutos cada. Apos a desidratagdo, a
amostra foi infiltrada com acetona 100% e Epon, na propor¢do de 1:1, por um dia.
Posteriormente foi feito a inclusdo em epon puro, por doze horas, para finalmente ser
emblocado em tubo beam, a 60°C em estufa por vinte quatro horas. Por fim, o material foi
cortado com um ultramicrétomo. Os cortes foram colocados sobre uma grade 400 mesh e
contrastados. Para E. coli, a contrastacdo se deu com vinte minutos de acetato de uranila 2% e
cinco minutos com citrato de chumbo. J& para S. aureus cinco minutos com acetato de uranila
2% e trés minutos com citrato de chumbo. As grades foram entdo destinas a Microscopia

Eletronica de Transmissdo, e as imagens foram feitas em diferentes aumentos, a 120kV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Otimizac¢ao da Biossintese

A otimizacdo da fitossintese se deu com base no planejamento fatorial, e a escolha dos
parametros de sintese foram determinados com base na absorbancia. O Grafico 1A trata-se do
espectro de absor¢ao do ouro na sua forma idnica. Nao ocorre absor¢do no visivel, e por isso
ndo sera considerado nos graficos de absor¢ao das nanoparticulas. Na mesma imagem mostra

os valores de absorbancia do extrato aquoso das folhas do cajueiro (Grafico 1B).

Grifico — 01: [A]:Absorbancia solugdo de HAuCls (2,5 x 10 mol/L). [B]: Absorbancia do
extrato de A. occidentale na concentragao utilizada na sintese da amostra A3.
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Fonte: autor (2023).

O Griéfico 1B ilustra o espectro de varredura da amostra E3 (10mg/mL) do extrato. As
outras amostras (E1 e E2) tiveram resultado semelhante, diferindo apenas um pouco na
intensidade de absor¢ao. Em complemento a este grafico, utilizando os valores de absorbancia
como variavel resposta, a analise estatistica revela que apenas a concentracdo foi significativa
para a reagdo. O desenvolvimento de metodologias de sintese de AuNPs utilizando extratos

naturais ¢ de extrema relevancia, principalmente no d&mbito ambiental (Ronavari ef al., 2021).
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Se compararmos o material vegetal com o citrato de sodio (um agente redutor
tradicionalmente utilizado) observamos que o extrato aquoso foi capaz de levar a formagao das
AuNPs de forma satisfatéria. Em todas as concentracdes testadas extrato aquoso das folhas do
cajueiro foi capaz de reduzir o sal metélico. A acdo redutora de compostos vegetais vem sendo
utilizada em diversos estudos que envolvem a sintese de nanoparticulas metélicas (Amini, 2019;
Soni et al., 2021). Quanto as condigdes de sintese, a andlise estatistica mostrou que apenas a
concentracao do agente redutor foi significativa para o processo, ou seja, a reacao se completou
em um tempo igual ou inferior a dez minutos, e por isso tempos maiores ndo modificaram as
caracteristicas das nanoparticulas. Com relagdo a concentragdo do extrato, foram observadas
alteragdes no padrao do espectro com as alteragdes de concentragdo. O Grafico 2 mostram que
quanto maior a concentracdo de agente redutor, maior intensidade de absorcdo. O espectro de
varredura mostrou ainda que as nanoparticulas de ouro sintetizadas pela rota verde tiverem pico
de absor¢do entre 519 e 529 nm. Tais bandas podem ser atribuidas a Ressonancia de Plasmonica
de Superficie Localizada (LSPR) de AuNPs (Lee; Link, 2021.). Uma vez que as propriedades
eletronicas e Opticas das nanoparticulas sdo determinados por seu tamanho e forma (Wang;
Hasanzadeh Kafshgari; Meunier, 2020), a posi¢cdo do pico SPR esta diretamente relacionada a
tais caracteristicas (Fahmy et al., 2019). A solug¢do precursora contendo ions de ouro nao
apresentou banda caracteristica SPR. Assim, pode concluir-se que a banda de SPR observada ¢
devido apenas a formagao de AuNPs (Kasthuri; Veerapandian; Rajendiran, 2009).

Grafico — 02: UV-Vis das AuNPs com extrato aquoso das folhas de A. occidentale com
diferentes concentragdes (E3, E2 ¢ E1 de extrato).
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Fonte: autor (2023).
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A Figura 16 ilustra a diferenca visual entre as solugdes coloidais obtidas pela rota citrato
de s6dio como agente redutor e a rota verde. As AuNPs sintetizadas com citrato formaram uma
solucao vermelho vivo, bem intenso, enquanto o obtido com o material vegetal obteve tons mais
proximos ao roxo. Quando comparamos a sintese verde com a rota tradicional, observamos que
ambas as reagdes ocorreram em intervalos de tempo semelhantes, no entanto o material vegetal
ndo necessita de energia térmica. Sem aquecimento o citrato de sodio necessita de um tempo
extremamente maior para completar a reagao, além de dar origem a nanoparticulas de maior
tamanho e com tendencia de formacao de aglomerados. Com extrato aquoso das folhas do
cajueiro a cor da solu¢do mudou para roxo dentro de quatro minutos, sem necessidade de
aquecimento, tempo curto se comparado a outras metodologias que utilizam materiais vegetais,
que chegam a levar horas e até dias (Banu ef al., 2023). A mudanca de cor para tons que variam
de vermelho a roxo confirma a formagao do coloide de nanoparticulas de ouro (Ribeiro et al.
2021), e ocorre devido a excita¢do de vibragdes de plasmon de superficie em nanoparticulas de

ouro, uma propriedade caracteristica (El-Borady et al., 2020).

Figura — 16: Nanoparticulas de ouro. [1]: AuNP sintetizada com E1. [2]: AuNP sintetizada
com E2. [3] AuNP sintetizada com E3. [4] AuNP sintetizada com de citrato de sédio.

Fonte: autor (2023).

5.2 Potencial Zeta ({)

Os resultados das analises de Potencial Zeta demostraram que as nanoparticulas
sintetizadas exibem uma estabilidade moderada (Skoog, 2002). As AuNPs produzidas com

amostra E1 de extrato exibiram pouca ou nenhuma agregacdo (-31,2 mV), assim como das
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demais nanoparticulas sintetizadas com as amostras E2, E3 e citrato de sddio. A Tabela 3 se
refere aos valores de potencial Zeta encontrados. Foi observado que o aumento da concentracao

do material vegetal ocorre redugao nos valores do potencial Zeta.

Tabela 3. Estabilidade das nanoparticulas com base em valores de potencial Zeta.

AuNPs Potencial Zeta (mV)
AuNP + E1 (Img/mL) -31,2

AuNP + E2 (5mg/mL) - 22,08

AuNP + E3 (10mg/mL) -17,12

AuNP + citrato ‘ +223
Fonte: autor (2023).

A estabilidade da solu¢do coloidal ¢ diretamente proporcional ao potencial Zeta (PZ). O
PZ reflete o potencial de superficie das particulas, o qual ¢ influenciado pelas mudangas na
interface com o meio dispersante, em razao da dissociagdo de grupos funcionais na superficie
da particula ou da adsor¢do de espécies iOnicas presentes no meio aquoso de dispersao
(Chandrasekaran; Kim; Chun, 2020). Foi observado que as nanoparticulas de ouro produzidas
utilizando o extrato aquoso das folhas do cajueiro exibem um valor negativo, ¢ com valor
absoluto maior, ou seja, apresentando maior estabilidade, se comparadas as sintetizadas com
citrato de sodio. O valor indicou que as moléculas presentes na superficie das AuNPs sdo
compostas principalmente de grupos carregados negativamente e responsavel pela moderada
estabilidade das nanoparticulas. Tal fato pode ser devido a presenga de polifendis, flavonoides
e proteinas que sao responsaveis pela estabilizacdo das AuNPs (Ahmed ef al., 2021). A carga
superficial de nanoparticulas a base de metal, seja mais negativa (-30) ou mais positiva (+30),
demonstrou ser mais estavel (Hemlata et al., 2020). Os flavonoides presentes no extrato de
folha sdo agentes redutores fortes, que podem ser responsaveis pela reducao do sal de ouro (Han
et al.,2022). O grupo carboxilico presente em proteinas pode atuar como um agente tensoativo
para fixar a superficie de AuNPs e estabiliza-la através de estabilizacdo eletrostatica. Desse
modo, verifica-se que folhas do A. occidentale tem a capacidade de executar fung¢des duplas de
reducdo e estabilizacdo da AuNP (Beurton, et al., 2020). A estabilidade das nanoparticulas ¢
fundamental, principalmente para aplicacdo em estudos farmacologicos e biomédicos

(Sangwan; Seth, 2021).



64

5.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As imagens de Microscopia demonstram a presenga das nanoparticulas metalicas. As
AuNPs formadas com E1 mostraram um tamanho médio de 14 - 24 nm. Com amostra E2 de
extrato, o tamanho médio das AuNPs foi de 14 - 20 nm e com E3 de 12 - 26nm.

A Microscopia Eletronica de Transmissao ¢ utilizada para estabelecer de o tamanho e a
forma da disposi¢ao de amostras cristalinas (Savitzky et al., 2021). De acordo com Folorunso
et al. (2019), o estudo por MET investiga o tamanho, estrutura e dispersdo das particulas de
AuNPs, que eram esféricas, com um tamanho médio de 37,7 nm. Prema et al. (2022) relataram
que 80% das nanoparticulas de ouro sintetizadas usando extrato de chd verde tinham um

tamanho de 20 nm.

Figura — 17: Imagens das AuNPs com histograma com distribui¢do de tamanho das AuNPs +
E1 (1 mg/mL).

10 Q§§§

44 z

N Q
2 §§\ %\\ N\ \ N\
0 k N NN
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Diametro (nm)

Frequégma

//
/
4,

Fonte: autor (2023).

Viérios estudos sobre sintese verde apoiam esses achados (Castillo-Henriquez et al.,
2020; Kumari; Meena, 2020; Thangamani; Bhuvaneshwari, 2019; Kamaraj et al., 2022;
Suriyakala et al., 2022). Resultados que mostram diferentes formas e tamanhos para as mesmas
condi¢des experimentais sdo frequentemente observados (Salem; Fouda, 2021). Embora haja
menos variacao no tamanho, a morfologia varia amplamente, incluindo formas triangulares, em
forma de bastdo e hexagonais. Por exemplo, em um estudo que utilizou extrato Citrus limetta
para sintetizar nanoparticulas de ouro, foram obtidas nanoparticulas de formato esférico e

hexagonal com didmetro médio de 64 nm (Sivakavinesan et al., 2022). Para se obter
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nanoparticulas com distribuicdo de tamanho uniforme, ¢ essencial que todos os nucleos se
formem simultaneamente (Heinemann et al., 2021). Quando os nucleos sdo formados nas
mesmas condic¢des, tendem a ter tamanhos muito semelhantes e crescer uniformemente (Taha,
2022).

Figura — 18: Imagens de MET da Amostra 2 (A2) e histograma com distribui¢do de tamanho
das AuNPs + E2 (5mg/mL).

¥ - = T T ¥ R
e g
W@yt e 10- ”
SR e e T ©
et 5 i,“_._._‘.-'._..e ;*?. g 84
DB R W ,J D 6
e ATt e 3
T .' te "'- : '.'__ '5:-. : ;‘«-_.'- f g 4
4T s $0i it !
S e
eo O \——
o PR e e .-~.%Z:. 12 14 16 18 20 2 24
B Shte Siae s Tatina g -
gﬁ e T Diametro (nm)

Fonte: autor (2023)

Figura — 19: MET da Amostra 3 (A3) com histograma com distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas.
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Em todas as condi¢des de sintese, o uso do extrato das folhas do cajueiro levou a
forma¢ao de nanoparticulas em formatos esféricos, triangulares, poucos bastonetes, e alguns
aglomerados amorfos. Dentre as AuNPs obtidas pela sintese verde, as maiores particulas foram

formadas com uma menor concentragdo de extrato liofilizado, enquanto as menores com E2.
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Figura — 20: MET de AuNPs sintetizadas com citrato de sédio com histograma com
distribuicao de tamanho das nanoparticulas.
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Fonte: autor (2023).

As imagens capturadas por MET revelam que as nanoparticulas de ouro produzidas
usando citrato de sddio apresentavam uma configura¢do esférica, distribuicio homogénea,
auséncia de aglomeragdo e uma discreta flutuacdo de dimensdes. Elas exibiam uma dimensao
média de 17 nm, variando entre 12 ¢ 22 nm, com a maioria situando-se na faixa de 16 a 18 nm.

Akintelu e colaboradores, (2021) sintetizaram nanoparticulas de ouro usando Garcinia
kola. Os resultados mostraram que a MET proporcionou uma caracterizagdo detalhada das
nanoparticulas, com tamanho médio de 28 nm. Além disso, a analise por MET permitiu
identificar a presenga de compostos organicos adsorvidos na superficie das nanoparticulas, o
que pode ter influéncia nas suas propriedades. Outro estudo conduzido por Gao e colaboradores
(2022), que utilizou extrato de Citrus sinensis para sintetizar nanoparticulas de ouro. A MET
foi empregada para avaliar a estrutura cristalina das nanoparticulas, revelando a formagao de
cristais de ouro com orientacdo preferencial. Além disso, a analise por MET evidenciou a
presenca de compostos fendlicos adsorvidos na superficie das nanoparticulas, o que pode ter
impacto nas suas propriedades antimicrobianas. Um terceiro estudo interessante ¢ o de Ahmeda,
Zangeneh e Zangeneh (2020), que investigou a sintese de nanoparticulas de ouro utilizando
extrato de Camellia sinensis. A MET foi utilizada para caracterizar as nanoparticulas, revelando

sua morfologia esférica e tamanho variando de 20 — 30 nm.
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5.4 Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS)

As imagens do EDS mostram picos referentes ao Au, além de outros, com menor
intensidade. Na Figura 21 também foram observados picos caracteristicos dos elementos
carbono, oxigénio, cobre, e cloro, assim como o observado na Figura 21 onde foram observados
os elementos carbono, oxigénio, sodio e cloro. Em ambas as AuNPs (extrato e citrato) foram
observadas picos por volta de 2,2 keV e outros de menor intensidade do elemento Au.

Figura — 21: [A]: EDS AuNP com extrato de 4. occidentale. [B]: EDS AuNP com citrato de
sodio.
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Fonte: autor (2023).

A espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) ¢ uma técnica analitica
amplamente utilizada na caracterizacdo de materiais, incluindo a analise de nanoparticulas de
ouro. Diversos estudos cientificos tém explorado a sintese de nanoparticulas de ouro utilizando
extratos vegetais como agentes redutores e estabilizadores, e a EDS tem sido empregada para
investigar as caracteristicas e composicao dessas nanoparticulas. Um exemplo de estudo que
utilizou a EDS na andlise de nanoparticulas de ouro sintetizadas com extratos vegetais € o
trabalho de Kumar, ef al. (2018). Os pesquisadores sintetizaram nanoparticulas de ouro
utilizando o extrato de folhas de Moringa oleifera como agente redutor. A analise por EDS
permitiu a confirmag¢ao da presenga de ouro nas nanoparticulas e contribuiu para a determinagao
da pureza e composicdo delas. Outro estudo relevante na area foi conduzido por Iravani, et al.
(2019). Nesse trabalho, extratos vegetais de varias espécies foram utilizados para sintetizar
nanoparticulas de ouro e a anélise por EDS foi empregada para avaliar a composicao quimica
dessas particulas. Os resultados obtidos por EDS revelaram a presenca de ouro nas
nanoparticulas e a presenca de outros elementos provenientes dos extratos vegetais, como

carbono, oxigénio e nitrogénio. Além disso, o estudo de Ashtari e colaboradores (2023)
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investigou a sintese de nanoparticulas de ouro utilizando o extrato de folhas de Suaeda
maritima. A andlise por EDS foi realizada para determinar a composi¢ao quimica das
nanoparticulas e confirmar a presenca de ouro. Os resultados indicaram que as nanoparticulas
eram compostas principalmente por ouro, mas também apresentavam a presenga de carbono e
oxigénio provenientes do extrato vegetal.

Esses estudos destacam a importincia da técnica de EDS na caracterizacdo de
nanoparticulas de ouro sintetizadas com extratos vegetais. A EDS fornece informacodes valiosas
sobre a composi¢ao quimica das particulas, permitindo uma melhor compreensao de suas

propriedades e aplicacdes potenciais.

5.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Para investigar possiveis interacdes entre as AuNPs e o extrato vegetal das folhas do
cajueiro, foram realizadas andlises de espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR). O Grafico 3 apresenta os espectros de FTIR com sobreposi¢do das duas
amostras, uma do liofilizado do extrato das folhas de A. occidentale e outra das nanoparticulas
produzidas com o material vegetal. As amostras foram submetidas a anélise de FTIR-ATR,
num espectrofotdometro BRUKER, modelo FT-IR Alpha, na faixa de 400 — 4000 cm e
resolugdio 0,8 cm™!, sendo o total de scans igual a 40. Nio houve qualquer tratamento adicional
nas amostras. Uma analise comparativa entre os espectros na regido do infravermelho indica a
presenca das principais bandas, com algumas pequenas distingdes oriundas do processo de
coordenagao.

Nota-se que a banda larga a 3600 a 3750cm-1 ¢ caracteristica do grupo funcional
hidroxi, presente em dgua, alcoois e compostos fendlicos. Pode-se observar a grande
semelhanca entre as duas amostras com algumas exce¢des. Ambas apresentaram bandas
principais de intensidade similar que variaram de 1611-1600, 1515, 14461440, 1319-1318,
1207-1199, 1103-1094 e 103-1029 cm™'. Os dois espectros sio muito parecidos entre si,
especialmente na regido correspondente a assinatura molecular. Dessa forma, a regidao dos
espectros de 1820 a 890 cm™! foi destacada (Grafico 4). Uma banda foi observada exatamente

no mesmo comprimento de onda nos dois espectros das amostras a 1515 cm™.
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Grafico — 03: Espectro de Infravermelho do extrato das folhas do 4. occidentale e das
nanoparticulas de ouro funcionalizadas com o extrato.
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Fonte: autor (2023).

O pico mais intenso ocorreu em 1031 cm™! (amida primaria). A banda a 1611 cm™!

devido a banda amida priméria mostrou uma mudanca para 1600 cm ™! no espectro IR de AuNPs
sugerindo proteinas como molécula de ligagdo (Droepenu et al., 2021). Vibracdo de
alongamento antissimétrico em cadeias de hidrocarbonetos C—H a 2916 cm™! e simétrico das

mesmas cadeias a 2849 cm™!

. Uma variedade de metabolitos secundarios, como taninos,
terpenoides, alcaloides, flavondis, fenois, glicosideos, estdo presentes na folha de caju (Taiwo
et al. 2020). H4 relatados que o caju possui acido galico, acido anacardico, anacardol, 4cido
hidroxilbenzodico, 4cido caprilico, acido gadoleico, 4cido laurico, leucina, leucocianetos,
ocimeno, limoneno, cariofileno e alfa-cadineno (Sousa, 2022). As bandas de 1726 cm™!
(estiramento C=0 de 4cido carboxilico), 1611 cm™' (amida priméria) e 1515 cm™' (amida

secundaria), tornaram-se, comparativamente, mais fracas no espectro das AuNPs, sugerindo

proteinas como agentes redutores de ouro.
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Grafico — 04: Regido do espectro FTIR correspondente a assinatura molecular, das bandas
correspondentes.
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O espectro de FTIR de AuNPs mostra bandas devido as vibragoes de C—O—C e C—OH
21029 cm !, vibracdes C—OH de dobramento a 1440 cm ™!, deformacao antissimétrica de amida
primaria de proteinas a 1600 cm™'. Adicionalmente, picos foram observados a 1515 cm™! devido
a vibragdes de estiramento de -C—C— em anéis aromadticos e 3100 cm ™! devido as vibra¢des de
alongamento —OH (Chikezie et al., 2019). Estes dados sugerem a presenga de proteinas, aminas
arométicas e polifendis, juntamente com os AuNPs (Sheny et al., 2012). A banda 1031 cm™! no
espectro da folha, devido a vibragao de estiramento C—N de aminas alifaticas foi deslocada para
1029 cm ! e a banda a 1319 cm ™! devido a vibragdes de estiramento C—N de aminas aromaticas
deslocadas para 1318 cm™! para nanoparticulas de ouro. A Figura 33 detalha uma sobreposicio
dos dois espectros obtidos. Nota-se uma grande similaridade entre os dois graficos,
especialmente na regio de 1890 a 820 cm™'.

Como os metabdlitos secundarios como flavondis, taninos, terpenoides, glicosideos,
alcaloides e fenois estdo presentes no p6 de folhas de A. occidentale (SHENY et al., 2011), o
mecanismo de redu¢do pode ser sugerido como os grupos hidroxila em polidis e glicosideos

foram oxidados a grupos carboxilo durante a redugao.



71

5.6 Espectrometro de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

Nas nanoparticulas de ouro produzidas com extrato aquoso das folhas do cajueiro, foi
observado que conforme o aumento a concentragao do agente redutor a concentragcdo de ouro
metalico foi aumentada (Tabela 5). A maior concentragdo de AuNPs (62,2 mg/L) foi obtido na
sintese com amostra E3 do extrato liofilizado de 4. occidentale, seguido de 57,4 mg/L (E2) e
52,2 mg/L (E1). Quando comparado a sintese verde com a redugdo pelo citrato de sodio,
percebe-se uma maior concentragdo (mg/L) de nanoparticulas quando se utiliza o material
vegetal. A sintese com citrato de sodio levou a formagdo de 32,4 mg/L de ouro metalico, cerca

de metade da concentracdo obtida com a sintese verde.

Tabela 4. Concentragdo de AuNPs (mg/L) por ICP-MS

Amostra Concentracdo mg/L
AuNP com E3 62,2
AuNP com E2 57,4
AuNP com E1 52,2
AuNP com citrato 32,4

Fonte: autor (2023).

5.7 Atividade Antibacteriana

5.7.1 Esterilidade das AuNPs

Como esperado, nenhuma amostra de AuNPs e de agente redutor estava contaminada.

5.7.2 Interagao Rapida

A observacao indica que existe uma boa interagao entre as bactérias e as nanoparticulas.
Em pouco tempo foi observado que as AuNPs tendem a se aproximarem da membrana dos
microrganismos. A Figura 22 ¢ referente ao controle da bactéria Gram positiva. Nota-se o

formato esférico caracteristico, a organizagdo em cachos, e a sua integridade. O controle da
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bactéria Gram negativa estd ilustrado adiante na Figura 24, onde percebe-se o formato de

bastonete, tamanho médio de 1,5 a 2 um, e que se encontravam de forma isolada.

Figura - 22: Controle: imagem de MET de Staphylococcus aureus sem processamento

200 nm.

Fonte: autor (2023)

A Figura 23 mostra a interacdo rapida (10 min, 500rpm) entre AuNPs e Staphylococcus
aureus. Nota-se uma tendéncia de aproximacdo entre a bactéria e as nanoparticulas, que
permanecem aderidas ou bem proximas. Um comportamento semelhante foi observado frente
a bactéria Gram negativa (Figura 25). Em relagdo a AuNP obtida com citrato, um
comportamento semelhante foi observado frente a S. aureus e E. coli. J4 frente a bactéria Gram
negativa, as bactérias se apresentaram proximas ao microrganismo, apesar de a interagdo com

a membrana ser aparentemente menor (Figura 25).

Figura —23: Imagem de MET em diferentes aumentos, para interagdo entre S. aureus e AuNPs.

Fonte: autor (2023).
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Figura — 24: Controle: imagem de MET de E. coli.
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Fonte: autor (2023).

Figura — 25: Imagem de MET em diferentes aumentos, para interacdo entre E. coli € AuNPs.

Fonte: autor (2023).

Nanoparticulas metélicas, como prata e ouro (Lopez-Lorente; Céardenas; Gonzélez-
Sanchez, 2019), demonstraram ter uma boa eficiéncia antifingica contra a cepa de C. albicans
e propriedades antibacterianas, especialmente aquelas produzidas por meio de uma quimica
verde. No entanto, o efeito antibacteriano depende do processo de sintese, forma, tamanho e
intensidade das AuNPs preparadas usando abordagem verde (Moustafa; Alomari, 2019). Elas
podem eliminar uma variedade de patdogenos bacterianos interagindo proativamente com eles
por meio de dois mecanismos principais: (1) efeito antibacteriano pelo contato direto, que
ocorre quando as nanoparticulas aderem a superficie da célula e a penetram, e (2) morte
mediada por ions (Jalilian et al., 2020).

Prema et al. (2022) revelaram que nanoparticulas de ouro fabricadas a partir de cha

verde como Unica fonte reduziram significativamente a propagacao celular (PC-3) a 10 pg/ml
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de forma dependente da dosagem (p < 0,001) em comparacao com as células cancerigenas. Um
relatorio anterior (Prema et al., 2022) indicou que a morfologia das células cancerigenas foi
drasticamente afetada de maneira dependente da dose, ¢ a morte celular foi observada em doses
mais elevadas, conforme observado pela falta de reatividade externa, contracdo celular e
deformagdo. Os resultados dos testes de interacdo rapida indicaram que as nanoparticulas
observadas tém uma propensao para se aproximarem da membrana das bactérias. Embora todas
tenham demonstrado esse comportamento, os resultados do ensaio bacteriano foram diferentes.
As nanoparticulas de ouro produzidas com citrato de sédio ndo conseguiram inibir o
crescimento das bactérias S. aureus e E. coli. Por outro lado, as nanoparticulas de ouro
sintetizadas utilizando extrato das folhas do cajueiro como agente redutor mostraram uma
atividade bacteriana significativa contra as cepas de S. aureus, que sdo microrganismos Gram
positivos, e praticamente nenhuma atividade contra E. coli, como ja foi comprovado em estudos
anteriores. Jaloot e colaboradores (2020) investiaram a atividade antibacteriana de
nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato aquoso de Inonotus obliquus, € observou maior
atividade antibacteriana contra S. aureus. Princy e colegas (2023), utilizando Hibiscus
cannabinus, sintetizou nanoparticulas de ouro com grande potencial antimicrobiano frente a S.
aureus.

As diferentes respostas das AuNPs frente as bactérias Gram positivas ¢ Gram negativas
possivelmente se da devido a sua estrutura celular, fisiologia, metabolismo e a sua interagao

com as AuNPs carregadas (Yu; Xianyu, 2021).

5.7.3 Concentracao Inibitéria Minima

O Grafico Samostra o crescimento de E. coli frente as nanoparticulas testadas. Nenhuma
nanoparticula foi capaz de inibir o crescimento do microrganismo. Com base nos dados obtidos
e plotados na Gréfico 5b, observamos que nem mesmo o extrato sozinho foi capaz de reduzir
ou inibir o crescimento da bactéria. Assim como constatado no estudo de Sanchez-Lopez ef al.
(2020) e Capeletti et al. (2019), esse resultado pode ser indicativo de que as cepas Gram-

negativas apresentam uma maior resisténcia/tolerancia contra nanomateriais.
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Grafico — 05: Absorbancia referente a taxa de crescimento de E. coli. [a]: Crescimento de E.
coli frente a nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato em concentragdes diferentes. [b]:
Crescimento de E. coli com o extrato.
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Fonte: autor (2023).

As nanoparticulas apresentaram atividade antibacteriana apenas para S. aureus. O
Grafico 6 mostra os valores de absorbancia obtidos em varios tratamentos em comparacao ao
controle positivo (crescimento maximo, 100% de S. aureus). As nanoparticulas sintetizadas
com citrato de sddio ndo inibiram o crescimento de nenhuma das cepas testadas. Dentre as
nanoparticulas obtidas pela sintese verde, observou que com o aumento na concentragdo de
extrato utilizado, maior foi a inibi¢do do crescimento de S. aureus, de modo que quando se
utilizou apenas amostra E1 da solu¢do de agente redutor ndo foi observado inibigdo
consideravel (4,05%). Com a amostra E2, a inibi¢ao foi de cerca de 39,29%. Ja com AuNPs
sintetizadas com E3 de extrato, a inibi¢do foi de 88,27% do crescimento da S. aureus (Tabela
6). O Grafico 6b compara a inibi¢do da nanoparticula com a do material vegetal puro, na mesma
concentragdo da utilizada para a sintese das AuNPs. Observa-se que ambas inibem com
similaridade de intensidade o crescimento da bactéria, com excec¢do da condi¢do utilizando a
amostra E1 do extrato, onde foi observado que o extrato sozinho, nessa concentracao, inibe

cerca de 23,78% do crescimento, enquanto a nanoparticula apenas 4,05%.
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Grafico — 06: Absorbancia referente a taxa de crescimento de S. aureus. [a]: Crescimento de
S. aureus frente a nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato em concentragdes diferentes.
[b]: Crescimento de S. aureus com o extrato. (% - diferenca significativa detectada pelo teste
ANOVA (p<0,05).
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Conforme houve aumento na concentracdo do extrato aumentou a atividade
antimicrobiana. No entanto, se observarmos os valores do potencial Zeta, quanto menor o valor,
ou seja, menos negativo era a particula, maior foi a atividade antibacteriana. Como os valores
foram negativos, e S. aureus possui carga negativa, devido a composi¢ao de sua parede, rica
em dacidos teicdicos, um menor valor favorece a interagdo entre as nanoparticulas e o
microrganismo (Suriyakala et al., 2022). Sathiyaraj e colaboradores (2021) observou que a
atividade bacteriana das AuNPs sintetizadas por uma rota verde, aumentou consideravelmente
com o aumento da concentragdo das AuNPs, o que ndo corroborou presente estudo. O fato de
a sintese com amostra E1 de extrato ndo ter inibido o crescimento de S. aureus como as demais
pode ter ocorrido ou pela menor concentragdo do agente redutor, que foi consumido durante a
reducdo do ouro ou devido ao valor mais alto de potencial Zeta, negativo, que pode ter impedido
que as particulas tenham se aproximado da bactéria, que também € negativa (Awad et al., 2019).

A Gréfico 6 compara a atividade antibacteriana das nanoparticulas com a do agente
redutor, na mesma concentragdo, € mostra que a atividade antibacteriana ¢ a mesma, ou seja,
mesmo apos reduzir o ouro, o extrato das folhas do A. occidentale funcionalizou de modo
efetivo a particula, que continua com alto poder antibacteriano. Uma vez que a atividade
bactericida foi diretamente proporcional a concentragdo do agente redutor, estd pode ser
atribuida ao material vegetal. Uma vantagem no uso das nanoparticulas ¢ que podem penetrar
as membranas celulares, aumentando o efeito bactericida e o direcionamento da droga,

aumentando assim sua atividade biologica e quimica (Fuster et al., 2020). Um possivel
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mecanismo esté relacionado a capacidade de as AuNPs gerarem furos nas paredes das células
bacterianas (Kamala Nalini; Vijayaraghavan, 2020). AuNPs menores sdo capazes de penetrar
no interior das bactérias com maior facilidade (Shah et al., 2022). Fato este observado nas
imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdao, onde ¢ evidente que AuNPs causaram
danos nas células por distorcer a parede celular bacteriana dando origem a furos e a deformagdes
da membrana celular, perturbando assim as fung¢des bacterianas como a respiragdo, €
permeabilidade, fato este ja observado em outros estudos com AuNPs (Nisar et al., 2019;
Mandhata; Sahoo; Padhy, 2022; Wahab et al., 2023). Mutakin e colaboradores (2022)
demonstrou atividade antibacteriana do extrato de folhas de Annona muricata preparado com
etanol e metanol contra S. aureus, ja o extrato aquoso nao apresentou atividade. O mesmo
estudo apresentou potenciacao da estreptomicina mais o extrato etanodlico de A. muricata contra
cepas multirresistentes de Escherichia coli e S. aureus. O estudo de Rao; Inwati e Singh (2017),
demonstrou potencial atividade antimicrobiana de AuNPs obtidas pelo método de sintese verde
contra as cepas de S. aureus. Prado e colaboradores (2022), usando a técnica da microdilui¢ao
contra cepas multirresistentes das S. aureus, o autor observou que o capim-cidreira possui
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas

Embora, com malha grossa como peptidoglicano da parede celular nas bactérias Gram-
positivas, as imagens do MET mostram uma acentuada destruicdo da membrana celular
bacteriana, quando tratados com AuNPs, fato este ja observado em outros estudos (Ghassemi
et al., 2021). As AuNPs podem inicialmente ficar ancorada na parede celular bacteriana,
interagindo assim com a camada de peptidoglicano causando a quebra de ligagdes e entrando
no interior da célula fazendo perfuragdes no exterior (Sarker et al., 2022; Khan et al., 2019).
Pode também ser possivel que as nanoparticulas de ouro se ligar ao DNA de bactérias e inibem
o desenrolamento e transcricdo de DNA, portanto, promover a morte das bactérias (Arafa; El-
Kased; Elmazar, 2018).

Devido ao seu tamanho e grande area de superficie, as AuNPs de produzir efeitos
eletronicos e estes efeitos podem aumentar a forca de ligagdo das nanoparticulas com as
bactérias. Assim, as nanoparticulas de ouro se ligam facilmente a membrana da célula e tém a
capacidade de penetrar no interior das bactérias, facilitando assim o contato com extrato vegetal
(Mikhailova, 2021). Especulamos que os seguintes mecanismos podem ser responsaveis pela
atividade antibacteriana das AuNPs. Sua acdo estd relacionada a concentracao de extrato
utilizado, pois a acdo inibitoria ndo depende s6 do tamanho e da area de superficie, mas também
do agente de protecdo que estabiliza e funcionaliza a AuNPs, como ja observado por Acay

(2021).
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5.7.4 Analise da Interagdo entre AuNPs e as Bactérias

Com o objetivo de avaliar possiveis danos na estrutura bacteriana, foram feitas imagens
de MET em S. aureus, apos tratamento com AuNPs por 24 horas. Para fins comparativos, uma
amostra contendo apenas S. aureus foi obtido ilustrada na Figura 26. Observa-se a membrana
intacta, sem qualquer tipo de alteracdo. Apds a incubacdo com AuNPs nota-se algumas
alteracdes estruturais. A Figura 27 mostra que as AuNPs foram capazes de gerar danos na

membrana da célula, e em alguns casos houve perda de conteudo citoplasmatico.

Figura — 26: Imagem de MET de S. aureus apds processamento.

500 Fi R 100 nm

Fonte: autor (2023).

Figura — 27: Imagem de MET de AuNP com S. aureus.

200 fim 2007 niw
£l

Fonte: autor (2023).

Os mecanismos de acao das nanoparticulas de ouro sobre células bacterianas devem-se
ao seu tamanho em nanoescala, podendo penetrar nas membranas celulares bacterianas,

potencialmente desestabilizando-as e causando o vazamento de componentes celulares. Quando
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expostas a luz ou a outros estimulos, essas nanoparticulas podem gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs), danificando proteinas, lipidios e acidos nucléicos no interior das células
bacterianas (Oliveira et al., 2023). Em particular, as nanoparticulas de ouro danificam proteinas
interferindo com pontes dissulfeto existentes ou grupos tidis nos varios sistemas biomoleculares
dentro das células (Gupta et al. 2019). Algumas nanoparticulas de ouro inibem o crescimento
bacteriano, interferindo com a replicagdo do DNA ou processos metabdlicos, enquanto outras
interrompem a respiragao celular, reduzindo a produgao de ATP (Godoy-Gallardo et al., 2021).
Eles podem induzir danos ao DNA, mutagdes genéticas e desregular a expressao génica.
Dependendo de seu revestimento, nanoparticulas de ouro podem se acumular em componentes
celulares especificos, causando danos localizados e induzindo estresse oxidativo. Além disso,
podem interagir com proteinas bacterianas, alterando sua estrutura e fun¢do (Hernandez-Diaz

etal., 2021).
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, AuNPs foram sintetizadas a partir de HAuCls utilizando o extrato
aquoso das folhas do Anacardium occidentale. As nanoparticulas sintetizadas com El1
mostraram um diametro médio de 14 - 24 nm, com amostra E2 de extrato, o tamanho médio foi
de 14 - 20 nm e com E3 de 12 - 26nm., medido por MET, com pico de absor¢ao de 529 nm no
UV-Vis. O potencial Zeta foi de aproximadamente -30 mV indicando boa estabilidade coloidal.
As biomoléculas presentes no extrato de A. occidentale foram responséaveis pela biorredugao e
possivelmente pelo recobrimento e estabilizacdo das AuNPs evidenciado pelo FTIR. O
processo de sintese apresentou uma alta reprodutibilidade e esta de acordo com os principios
da quimica verde, apresentando-se como uma alternativa sustentavel, ecologicamente aceita e
de custo baixo. A formacao das nanoparticulas foi dependente de parametros do processo, como
concentragdo do extrato. Entre as concentragdes do extrato de 10 mg/mL, observou-se pelas
maximas de absorbancia, que a formacdo de AuNPs foi mais eficiente. A atividade
antimicrobiana das AuNPs foi consideravel contra S. aureus, diminuindo sua viabilidade
celular, enquanto as AuNPs na concentragdo testada praticamente ndo apresentaram atividade

antimicrobiana contra E. coli.
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