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Resumo

Nanoparticulas metalicas (NPMs) vém sendo estudadas como uma opg¢do aos agentes
antibacterianos convencionais. Para a obtencdo de NPMs por métodos bottom-up comumente
sdo utilizados sais metalicos precursores de ions prata e cobre. Diversos estudos tém
associado esses metais em nanoparticulas bimetalicas (NPBMs) com o objetivo de unir
vantagens e obter possiveis efeitos sinérgicos contra bactérias. O presente estudo teve como
objetivo sintetizar quatro tipos de NPMs sendo elas: nanoparticulas de cobre (CuNPs),
nanoparticulas de prata (AgNPs) e dois tipos de NPBMs: AgCuNPs e CuAgNPs a partir de
extrato aquoso de acesso de planta do género Cucurbita. Para as reac6es de sintese das NPMs
foi preparado extrato aquoso na concentragdo de 20 mg/mL, para as solugdes de sais
metalicos foram utilizados o nitrato de prata (AgNO3) e sulfato de cobre (CuSO4) ambos a 1
mM. Nas reacOes de sintese das NPBMs foram utilizados os produtos das reac6es de sintese
das NPMs com ajustes de volume. Para a caracterizacdo das NPMs foram realizadas as
medicBes de didmetros hidrodindmicos (HD), potenciais Zeta (PZ) e indices de
polidispersividade (Pdl). Foi realizado um ensaio de concentracdo inibitéria minima (C1M)
contra cepas bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Durante as reacdes de
sintese de AgNPs, AgCuNP e CuAgNPs observou-se visualmente uma mudanca na coloracédo
que indica a formacdo de NPMs. Ja durante a reacéo de sintese de CuNPs ndo houve mudanca
de colorag@o. O DH das NPMs foi na faixa compreendida entre 104 e 357 nm; PdlI entre 0,245
e 0,515; e PZ entre -21 e -27 mV, o que evidencia variacdes nas caracteristicas entre as
NPMs, mas que em geral foram nanométricas; levemente a moderadamente polidispersas; e
com baixa a moderada estabilidade coloidal. As NPBMs apresentaram melhores resultados
com relagdo ao ensaio de CIM a 256 uM e 128 uM contra E. coli e em S. aureus, em relagédo
as demais NPMs. Conclui-se entdo que as NPBMs apresentam uma atividade antimicrobiana
mais pronunciada do que as nanoparticulas monometalicas avaliadas, sugerindo um efeito

sinérgico dos metais.

Palavra-chave: Sintese verde; nanotecnologia; nanoparticulas bimetalicas; Cucurbita



Abstract

Metallic nanoparticles (NPMs) have been studied as an alternative to conventional
antibacterial agents. To obtain NPMs by bottom-up methods, precursor metallic salts of silver
and copper ions are commonly used. Several studies have associated these metals in
bimetallic nanoparticles (NPBMs) in order to combine advantages and obtain possible
synergistic effects against bacteria. The present study aimed to synthesize four types of
NPMs: copper nanoparticles (CuNPs), silver nanoparticles (AgNPs) and two types of
NPBMs: AgCuNPs and CuAgNPs from aqueous extract of plant accession of the genus
Cucurbita. For the synthesis reactions of NPMs, an aqueous extract was prepared at a
concentration of 20 mg/mL, for metallic salt solutions, silver nitrate (AgNQOs3) and copper
sulfate (CuSO4) both at 1 mM were used. In the synthesis reactions of NPBMs, the products
of the synthesis reactions of NPMs with volume adjustments were used. For the
characterization of NPMs, measurements of hydrodynamic diameters (HD), Zeta potentials
(PZ), and polydispersity indexes (Pdl) were performed. A minimum inhibitory concentration
(MIC) assay was performed against bacterial strains of Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. During the synthesis reactions of AgNPs, AgCuNP and CuAgNPs, a change in color
was visually observed, indicating the formation of NPMs. However, during the synthesis
reaction of CuNPs, there was no change in color. The DH of the NPMs was in the range
between 104 and 357 nm; Pdl between 0.245 and 0.515; and PZ between -21 and -27 mV,
which shows variations in the characteristics between the NPMs, but which were generally
nanometric; slightly to moderately polydispersed; and with low to moderate colloidal
stability. The NPBMs showed better results in relation to the MIC assay at 256 pM and 128
uM against E. coli and in S. aureus, in relation to the other NPMs. It is then concluded that
the NPBMs present a more pronounced antimicrobial activity than the evaluated
monometallic nanoparticles, suggesting a synergistic effect of the metals.

Keywords: Green synthesis; nanotechnology; bimetallic nanoparticles; Cucurbita.
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1. Introducéo

1.1. Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos (RAM) emergiu como uma das principais
ameacas a saude publica do século XXI (Murray et al., 2022). A RAM diminui a eficicia na
prevencdo e tratamento de uma gama cada vez maior de infeccdes e € um problema cada vez
mais sério em relacdo a saude publica global que requer acdo imediata, pois afeta todas as
partes do mundo devido aos novos mecanismos de resisténcia que surgem e se espalham
rapidamente (World Health Organization, 2014).

A compreensdo tradicional da resisténcia aos antibiéticos trata de como esse mecanismo
ocorre dentro de uma célula microbiana individual. Historicamente, a maioria das pesquisas
tem sido focada na acdo celular e inclui mecanismos classicos como: inativacdo via hidrélise
(por exemplo, via B-lactamase) ou modificacdo (por exemplo, resisténcia a aminoglicosideos);
alteracdo do sitio de ligacdo dentro das células, tornando-os irreconheciveis para o
medicamento (por exemplo, por mutacdo de DNA girase em resisténcia a fluoroquinolona) ou
contornar o alvo do medicamento; o uso de barreiras de permeacdo, evitando acesso da
substancia ao alvo (por exemplo, a membrana externa Gram negativa); e efluxo ativo do
antibiodtico para fora da célula através de transportadores ligados a membrana (World Health
Organization, 2014; Penesyan et al., 2015; Nikaido, 1998).

O desenvolvimento de resisténcia celular ocorre como resultado de mutacdes em
genes enddgenos, e via transferéncia lateral de genes determinantes de resisténcia de outros
microrganismos. Avancos recentes em gendmica e metagendmica revelaram que muitos
ecossistemas naturais, incluindo diversos ambientes como o intestino humano e o solo,
contém grande numero de genes cujas fun¢Ges podem ser cooptadas para conferir resisténcia
aos antimicrobianos. Esses genes sdo conhecidos coletivamente como o resistoma (D’Costa et
al., 2006; Martinez et al., 2015; Perry et al., 2014; Plata et al., 2009; Sommer et al., 2009;
Wright, 2007;).

No pool genético das enterobactérias, a Escherichia coli atua como uma doadora e
como receptora de genes de resisténcia e, assim, pode adquiri-los de outras bactérias, mas

também pode transmitir seus genes a outras bactérias e por isso representa um importante
16



reservatorio de genes de resisténcia que podem ser responsaveis por falhas de tratamentos na
medicina humana e veterinaria. Um numero crescente de genes de resisténcia foram
identificados e isolados em E. coli durante as Gltimas décadas, e muitos desses genes foram

adquiridos pelo mecanismo de transferéncia horizontal de genes.

A resisténcia antimicrobiana em E. coli € considerada um dos maiores desafios em
humanos e animais em escala mundial e precisa ser considerada como uma preocupacgéo de
salde publica visto que é uma bactéria que pode causar infecgdes graves em humanos e
animais, mas que também representa uma parte expressiva da microbiota autoctone em
diferentes hospedeiros. Uma das principais preocupacdes é a possivel transmissao de E. coli
virulenta e/ou resistente entre animais e humanos por meio de vérias vias, como contato

direto, contato com excrecdes de animais ou via a cadeia alimentar (Agbo et al., 2022).

Diferentemente da E. coli., Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram positiva que
apesar de colonizar assintomaticamente aproximadamente 30% dos individuos pode causar
uma variedade de doengas em humanos e animais, incluindo abscessos cutaneos, pneumonia,
endocardite e osteomielite (Plata et al., 2009). S. aureus é amplamente encontrada no meio
ambiente, na pele e superficies mucosas de humanos e animais; no entanto, esta documentado
que sua eliminacdo é desafiadora. Além disso, cepas multirresistentes geralmente levam a
uma taxa de mortalidade alta e representam ameacas sérias a salide de humanos e animais
(Agbo et al., 2022; Ford et al., 2020).

Em funcdo de caracteristicas estruturais e composicdo de suas paredes celulares, as
bactérias sdo tradicionalmente divididas em dois grupos principais, sendo elas Gram negativas
(E. coli) e Gram positivas (S. aureus), com base em sua coloracdo de Gram. Em comparacéo
com as bactérias Gram positivas, as bactérias Gram negativas sdo mais resistentes aos
anticorpos por causa de sua parede celular dificil de ser penetrada, devido a uma membrana

externa adicional (Poirel et al., 2018).

Esse fato aumentou o interesse em estudos de compostos alternativos com potencial
bactericida. Nesse contexto, 0 uso de nanoparticulas (NPs) vem sendo amplamente estudado
como uma opcdo de potenciais agentes antibacterianos pelas suas propriedades fisico-

quimicas contra infeccdes clinicas (Rezk et al., 2022).
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1.2. Sistemas nanoestruturados

A nanotecnologia é um ramo moderno da pesquisa e inovacao cientifica que consiste,
entre outros aspectos, na sintese e manipulacdo de particulas com estruturas em escala
nanométrica. As NPs exibem propriedades baseadas em caracteristicas especificas como o
tamanho, distribuicdo de tamanhos e morfologia, e sdo definidas como naturais, acidentais ou
materiais fabricados que contenham particulas, no estado ndo ligado, como agregado ou
aglomerado em que 50% das particulas, ou mais na distribuicdo de tamanho numérico, em
uma ou mais dimensdes externas, estd na faixa tipicamente de 1-100 nm (Hood, 2004; The
European Commission, 2011).

O prefixo ‘nano’ ¢ referido a um prefixo grego que significa ‘ando’ ou algo muito
pequeno e representa um bilionésimo de um metro (10° m). A Nanotecnologia comegou a ser
discutida em 1959, pelo fisico Richard Feynman, mas s0 pdde ter avangos realmente
expressivos em suas aplicacbes a partir da década de 80 do século XX com o

desenvolvimento de microscopios especiais (Bayda et al., 2019; Instituto Inovacéao, 2005).

A Nacional Nanotechnology Initiative (NNI) nos Estados Unidos da América (EUA)
definiu a nanotecnologia como “uma ciéncia, engenharia, ¢ tecnologia conduzida em
nanoescala (1 a 100 nm), onde fendmenos Unicos permitem novas aplicacdes em uma ampla

gama de campos, desde quimica, fisica e biologia, até medicina, engenharia e eletronica”.

Esta definicdo sugere a presenca de duas condi¢bes para a nanotecnologia. A
primeira € uma questdo de escala: a nanotecnologia se preocupa em utilizar estruturas
controlando sua forma e tamanho em escala nanométrica. A segunda questdo tem a ver com a
novidade: a nanotecnologia deve lidar com coisas pequenas de uma forma que aproveite

algumas propriedades por causa da nanoescala (Allhoff , 2007;Bayda et al., 2019).

As aplicacBes se encontram em diversas areas, tais como: medicina, cosmetologia,
quimica, agricultura, materiais, ciéncias dos alimentos, meio ambiente, energia, seguranca,
eletrbnica, entre outras (Bowman, 2007). A sintese de NPs pode ser realizada por duas

abordagens, sendo elas top-down e bottom-up.

Os métodos top-down envolvem a redu¢do mecanica, do macro para 0 nano por meio
de técnicas como ablacdo a laser. Estes métodos tendem a gerar pds nanoestruturados,

entretanto esta abordagem possibilita menos controle sobre parametros fisicos importantes,

como o tamanho e a forma finais das particulas (Fabrega et al., 2011). Os métodos bottom-up
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envolvem a formagdo de nanoestruturas a partir da agregacdo ou aglomeracdo de atomos ou
moléculas, possibilitando um controle fino do tamanho e/ou com base nas condicOes
reacionais como temperatura e concentracdo de reagentes. Sistemas nanoestruturados
apresentam caracteristicas fisico-quimico-biologicas dependentes da sua composicéo,
tamanho e forma, sendo que um exemplo deles sdo as nanoparticulas metélicas (NPMs)
(Bruna et al., 2021; Silva et al., 2017). A sintese de NPMs foi realizada de modo intencional
pela primeira vez em 1857, quando o fisico e quimico Michael Faraday produziu
nanoparticulas de ouro (AuNPs) dispersas em suspensdo coloidal (Albernaz, 2014). Para a
obtencdo das NPMs sdo utilizados sais metalicos que, de acordo com as suas propriedades,
determinam as caracteristicas de cada particula, como é o caso das de prata e cobre.
Tipicamente por meio de métodos bottom-up, NPMs sdo formadas pela dissolucdo de sais
metalicos como por exemplo o nitrato de prata (AgNO3) em um meio reacional (solvente),
seqguida da adicdo de um agente redutor e posteriormente de um agente estabilizante para
possibilitar a formagdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) (Reidy et al., 2013).

1.3. Nanoparticulas metalicas (NPMs)

A prata em todas as suas formas tém sido historicamente utilizada como agente
antimicrobiano por si s6 ou combinada com outras tecnologias (Bruna et al., 2021). A
utilizacdo da prata remonta desde cerca de 4000 anos a.C., sobretudo na Grécia e Roma. Este
metal era rotineiramente utilizado devido, sobretudo, as suas propriedades antimicrobianas.
Embora nesta altura ndo se soubesse que eram o foco das infec¢es e, portanto, 0 uso da prata
fosse empregado de forma empirica por conhecimento tradicional, sabe-se que a prata era
muito utilizada em recipientes para o0 armazenamento de agua potavel, bem como em suturas
para fechar feridas e evitar infeccdes. Tendo por base os beneficios da prata, juntamente com

0s avancos da nanotecnologia, surgem entdo as AgNPs (Sousa et al., 2022).

As AgNPs sdo de grande interesse cientifico-tecnolégico por conta de suas
propriedades Unicas (por exemplo, tamanho e forma, que influenciam em propriedades
oOpticas, elétricas e biologicas) e tem chamado aten¢do de muitos pesquisadores por conta de
suas adequacdes as diferentes areas como a eletronica, ciéncia de materiais e a medicina. A
prata é reconhecida como tendo efeitos inibitérios em microorganismos (Ahamed et al.,
2010). O potencial das AgNPs como agente antimicrobiano esté relacionado aos seus diversos

mecanismos de acdo, que atuam nos microrganismos em mdaltiplas estruturas simultaneamente
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conferindo-lhes a capacidade de inibir o crescimento de vérios tipos de bactérias (Cheng et
al., 2016).

Alguns mecanismos das AgNPs se resumem em afetar a permeabilidade bacteriana
ligando-se a superficie da membrana celular e modificando o potencial celular; podem causar
dano oxidativo pela producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Kim et al., 2007; Xu
et al., 2012); podem interagir com 0s grupos tidis de proteinas de membrana e proteinas
intracelulares bacteriana; e podem ainda interagir com os residuos de fosfato em DNA,

interferindo assim com a sintese e funcédo de proteinas e divisdo celular (Duran et al.,2016).

Outro metal reconhecido por suas propriedades antimicrobianas, o cobre por sua vez,
quando entra em contato com o0s microrganismos, leva a distor¢do repentina da parede e
disruptura da membrana celular. Além disso, pode inibir a funcdo de enzimas respiratorias
préximas das membranas celulares, ligando-se aos seus grupamentos tiol. Alguns estudos
demonstraram que a ac¢do antimicrobiana do cobre (inclusive na forma nanoparticulada) tem
sido associada a toxicidades multiplas em bactérias, como a geracdo de EROs, a peroxidagédo
lipidica, a oxidacdo proteica e a degradacdo do DNA demonstrado em bactérias Gram
negativas como E. coli (Costa, 2018) e propriedades inibitérias principalmente contra

bactérias Gram positivas, como S. aureus (Keihan et al., 2017).

Além das NPMs de metais puros ou nanoparticulas monometélicas (NPMMs), as
nanoparticulas bimetalicas (NPBMs) tém despertado mais interesse porque apresentam
melhor ou variadas propriedades quimica (Sao-Joao et al., 2005), magnética (Dupuis et al.,
2004; Zeng et al., 2004; Zhang et al., 2007), déptica (Basu et al., 2006; Gaudry et al., 2003) e
catalitica (Harada et al., 1993; Wang et al., 2009) em comparagdo com NPMMs (Banik et
al., 2018). Estudos recentes tém associado sais de prata e cobre no desenvolvimento de
NPBMs com o objetivo de associar vantagens e obter um efeito mais pronunciado contra
bactérias, visto que alguns compostos apresentam propriedades contra diferentes

microrganismos e, sobretudo, por diferentes mecanismos.

As NPBMs séo formadas pela combinacdo de dois diferentes metais (Sharma et al.,
2017), podendo ser classificadas em: (I) ligas bimetalicas, cujos componentes estdo
uniformemente distribuidos, de forma ordenada ou aleatéria; (I11) dimeros bimetalicos,
contendo aglomerados de diferentes composic¢des quimicas, por exemplo, NPMs de elementos

imisciveis; (I11) estruturas core-shell, sendo um nucleo interno de forma arbitraria (metal M)
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revestido com um involucro de outro metal (N) (Gilroy et al., 2016; Januszewska et al., 2015;
Kovacs et al., 2017; Liu, 2012; Sharma et al., 2017) tipicamente denotado por M@N; e (1V)

sistema multicamada (Olekszyszen, 2019).

E sabido que NPMs podem ser sintetizadas por diferentes métodos de sintese, dentre
eles os fisicos e 0s quimicos, os quais agora vém dividindo espaco com a sintese bioldgica,
que demanda um menor custo efetivo, além de gerar menos impacto ao meio ambiente (Silva
etal., 2017; Ovais et al., 2018).

Métodos quimicos sdo muito utilizados na sintese de NPMs, sédo exemplos de técnicas
desse tipo a reducdo, técnicas eletroquimicas e a reducdo fotoquimica. No entanto, nessas
metodologias costuma-se utilizar solventes organicos e é comum a producdo de residuos
potencialmente tdxicos e prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente. Por notavel
necessidade de abordagens mais sustentaveis, nos Gltimos anos houve o desenvolvimento da

sintese de NPMs utilizando meios bioldgicos, chamada de sintese verde.
1.4. Sintese verde

A ideia de quimica verde foi desenvolvida inicialmente como uma resposta a Lei de
Prevencdo da Poluicdo de 1990, a qual declarou que a politica nacional dos EUA deveria
eliminar a poluigdo por meio de um design aprimorado, incluindo mudangas econdmicas em
produtos, processos, uso de matérias-primas renovaveis e reciclagem, em vez de tratamento e
descarte (Paris, 2000).

A sintese verde vem se destacando nos ultimos anos principalmente pelo seu custo de
producdo mais baixo e pelo uso de recursos bioldgicos (como plantas, algas, fungos e
bactérias), que promove uma baixa na utilizacdo de solventes toxicos e justifica o fato de ser
uma via com menor impacto ambiental (Silva et al., 2017; Ovais et al., 2018), recebendo uma
maior atengcdo como alternativa adequada aos procedimentos quimicos e fisicos, além de estar

sempre em expansao devido a variedade de espécies disponiveis.

Essa rota de producdo biologica € uma de abordagem bottom-up que emprega um
sistema bioldgico ou seus componentes para a formacdo de NPs, onde no caso de NPMs a
principal reacdo é a biorredugdo do metal para a formacdo das NPs. O processo acontece
devido a presenca de substancias na planta (metabdlitos priméarios e secundarios), como a

presenca de biomoléculas como proteinas, aminoacidos, vitaminas, polissacarideos,
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polifendis, terpendides e &cidos organicos, incluindo citratos, por exemplo (Baker, 2013), que
atuam como agentes ndo apenas biorredutores, mas também estabilizantes das NPMs.

As moléculas presentes nos extratos de plantas podem atuar tanto como agentes
biorredutores e como agentes estabilizantes na sintese de NPMs. A biorreducdo de NPMs por
combinagBes de biomoléculas encontradas em extratos de plantas é ambientalmente benigna,
mas quimicamente complexa (Iravani, 2011). Essa complexidade também é considerada

devido a variedade de compostos disponiveis em cada espécie de planta utilizada.
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Figura 1: Esquema representativo da biorreducéo para formagéo de nanoparticulas metélicas, em que compostos
organicos presentes em extratos de plantas atuam reduzindo sais metalicos e formando nanoparticulas metalicas
(NPMs) como produto do processo.

1.4.1. Cucurbitaceae

A familia Cucurbitaceae compreende aproximadamente 118 géneros e 825 espécies,
com distribuicdo predominantemente tropical, sendo que destes, nove géneros e 30 espécies
sdo cultivados. Abdboras (Cucurbita), chuchus (Sechium edule), melancias (Citrullus
lanatus), melb6es (Cucumis melo), pepinos (Cucumis sativus), bucha-vegetal (Luffa
cylindrica), porongos e cabacas (Lagenaria siceraria), e outras culturas menos expressivas,
como kino ou kiwano (Cucumis metuliferus), maxixe (Cucumis anguria), meldo-de-cheiro
(Sicana odorifera) e meldo-de-séo caetano (Momordica charantia) sdo cultivados no Brasil

para fins alimentares, ornamentais ou como fonte de matérias primas (Heiden et al., 2007).
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As Cucurbitas sdo trepadeiras herbaceas, sensiveis ao gelo, rastejantes e com
gavinhas, com grandes folhas palmadas e frutos proeminentes. A maioria das espécies de
Cucurbita sdo mesofitas, tém sistemas radiculares fibrosos e sdo mondicas, com grandes,
flores intensamente amarelo-alaranjadas, produtoras de néctar, unissexuais que s&o
forrageadas por abelhas. A Cucurbita é uma das espécies economicamente mais importantes
do género de hortalicas, com trés de suas espécies amplamente distribuidas no cultivo (Paris,
2000).

O presente estudo utilizou acessos da colecdo de base da Embrapa (Colbase) do
género Cucurbita disponibilizados na forma de plantas pelo Laboratério de Sementes da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver nanoparticulas de cobre (CuNPs), nanoparticulas de prata (AgNPs) e dois
tipos de nanoparticulas bimetalicas (NPBMSs) a partir de extrato de acesso vegetal de espécie

do género Cucurbita e avaliar quanto a atividades bioldgicas.

2.2. Objetivos especificos

- Sintetizar e caracterizar fisicoquimicamente e estruturalmente AgNPs, CuNPs
e NPBMs obtidas por rotas de sintese verde a partir de extratos aquosos de

plantas do género Cucurbita;

- Avaliar o possivel efeito sinérgico quanto a associacdo de dois sais metalicos

na sintese de NPMs por rotas de sintese verde utilizando extratos vegetais;

- Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana in vitro das NPMs sintetizadas

contra bactérias Gram negativa e Gram positiva.
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3. Material e métodos

3.1. Equipamentos e materiais

Agitador magnético com aquecimento (modelo Q261, Quimis, Brasil); Autoclave
(modelo Idealclave, Stermax, Brasil); Balanca analitica (Quimis, Brasil); Banho Maria
(Quimis, Brasil); Biofotometro (modelo Plus, Eppendorf, Alemanha); Capela de fluxo
laminar unidirecional (modelo CFLV 12, Veco); Copos de Becker de vidro com capacidade
para 5, 50 e 200 mL; Estufa de secagem e esterilizacdo (Lucadema, Brasil); Estufa
bacterioldgica (Lucadema, Brasil); Frascos do tipo Erlenmeyer de 200 mL; Funil de vidro;
Incubadora (modelo shaker Luca-222, Lucadema, Brasil); Leitora de microplacas (modelo
EL808, BioTek, Estados Unidos); Microplacas de 96 pocos de fundo chato; Microscépio de
forca atbmica (modelo SPM 9600, Shimadzu, Japdo); Papel filtro qualitativo 80GR (Qualy,
Brasil); ZetaSizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido).

3.2. Producédo do extrato vegetal

Para a sintese das NPMs foram preparados extratos aquosos na concentracao inicial de
20 mg/mL (equivalente em material fresco em agua), a partir de material botanico congelado
proveniente de cinco acessos vegetais do género Cucurbita disponibilizados a partir de testes
de germinacdo realizados pela equipe da Colbase (Colecdo de base) da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, os acessos foram identificados por meio de codigos: 00141096-8;
00141688-2; 00141804-5; 00141934-0 e 001416701-2 nos quais podem ser consultados por
meio do link https://alelo.cenargen.embrapa.br/ Cada acesso vegetal na forma de planta foi

pesado e cortado em tamanhos menores, a fim de obter um aumento da superficie de contato
para um maior proveito na extracdo dos compostos organicos que sdo Uteis como redutores de

fons e estabilizantes de NPMs.

Em uma chapa pré-aquecida, foi colocado um béquer com volume de agua calculado
para a concentragéo inicial de extrato de 20 mg/mL a partir do peso obtido previamente do
material bioldgico de cada acesso vegetal. A agua em ebuligcdo foi adicionada ao béquer, em
que a planta ja estava cortada, e colocado novamente na chapa de aquecimento por 2 minutos

para producdo de um extrato.

Apos o tempo de decocgdo para extragdo dos compostos organicos em agua, o extrato

foi filtrado com auxilio de papel filtro qualitativo (80 GR) com auxilio de um funil em frasco
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de vidro Erlenmeyer. Apos filtrado, o extrato foi separado e foi utilizado o volume de acordo
com cada tipo de NPM a ser sintetizada. Foi utilizado 1 mL de extrato inicial para as NPBMs
e ao finalizar a primeira reacdo de sintese, sendo elas AgNPs e CuNPs, separadamente. Em
seguida para cada uma foi adicionado mais 1 mL do extrato para finalizar a reacdo de sintese
de NPBM s alternando a solucédo de ions metalicos a ser adicionada. Sendo assim foi realizado
0 seguinte fluxo para o uso de extrato nas NPBMs:

- ImL de extrato + 2 mL solucdo de sal metalico AgNOs = AgNP*

AgNP*+ 1mL de extrato + 2 mL de solucéo de sal metalico CuSO4 = Cu@AgNP
- ImL de extrato + 2 mL soluc¢do de sal metélico CuSO4= CuNP*

CuNP* + 1mL de extrato + 2 mL de solucédo de sal metalico AgNOs= Ag@CuNP

Para as NPMMs foram utilizados 2 mL de extrato em tubo de ensaio. Seguindo o

seguinte fluxo:
- 2 mL de extrato + 2 mL de solucéo de ion metalico AQNOs = AgNP

- 2 mL de extrato + 2 mL de solucéo de ion metélico CuSO4= CuNP

3.3. Solucbes de ions metalicos

No preparo das solucdes de ions metalicos foram utilizados o nitrato de prata (AgNO:3)
e sulfato de cobre (CuSOa). Primeiramente, os sais AgNOz e o CuSOs foram pesados
separadamente em balanca analitica e o volume de agua ultrapura (tipo 1) ajustado para a
obtencg&o de solugbes com concentracdo final de 2 mM. O material pesado foi transferido para
um béquer, com o volume de agua ja ajustado para concentracdo desejada, e reservado. Foi
separado um volume da solucdo como um controle com 2 mL da solucdo iénica e 2 mL de

agua tipo | para cada um dos compostos.

3.4. Sintese de Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

Foram colocados em um tubo de ensaio de vidro, 2 mL da solu¢do de AgNOz a2 mM
e 2 mL de extrato a 20 mg/mL e em outro tubo de ensaio 2 mL de solugéo de AgNOz e 1 mL
de extrato para sintese de AgNPs que foram utilizadas na sintese da NPBMs, conforme sera
descrito no item 3.6. A solucdo final foi colocada em banho-maria a 75°C e a sintese foi

monitorada espectrofotometricamente em uma leitora de microplaca no comprimento de onda
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de 450 nm, nos tempos 0 h (TO); 0,5h (T1); 1 h (T2); 1,5h (T3); 2 h (T4) e 2,5 h (T5). Para
tal, 200 pL de cada amostra foram adicionados em uma placa de 96 pogos. A primeira leitura
(TO) foi realizada antes da incubacdo das amostras em banho-maria e a ultima leitura (T5)
apos a conclusdo do tempo de reacdo de sintese. Como controles do processo de sintese, 0s

mesmos volumes, da solugdo de extrato ou de AgNO3z foram substituidos por &gua ultrapura
(tipo I).

Foram preparados dois tipos adicionais de controle sendo um de extrato e o outro da
solucdo de AgNOs. Para o controle de extrato foi colocado em um tubo de ensaio 2 mL de
extrato a 20 mg/mL e 2 mL de &gua ultrapura (tipo I), para o controle de metal foi adicionado
em outro tubo de ensaio 2 mL de solucdo de AgNOza 2 mM e 2 mL de agua ultrapura (tipo 1).
Ambos os controles foram expostos as mesmas condicBes que as reacGes para sintese de
AgNPs.

Apo6s a ultima analise em leitora de microplacas, as amostras e os controles foram
acondicionados em geladeira (4°C) até o uso para as etapas de caracterizacdo e ensaios de

atividade antimicrobiana.

3.5. Sintese de Nanoparticulas de Cobre (CuNPs)

Para as reacdes de sintese de CuNPs, 2 mL da solucdo de CuSOs a2 mM e 2 mL de
extrato aquoso a 20 mg/mL foram adicionados em um tubo de ensaio de vidro, sendo que em
outro tubo foram adicionados 2 mL da solucdo de CuSOase 1 mL de extrato para a sintese de
CuNPs que foram utilizadas na sintese de NPBMs descrita no item 3.6. Posteriormente, 0s
tubos foram acondicionados em banho-maria a 75°C por 10 minutos. Apds esse periodo, a
solucdo foi transferida para uma incubadora a temperatura de 25°C por 24 horas (overnight).
Como controles do processo de sintese foram colocados em tubo de ensaio para controle de
extrato 2 mL de &gua ultrapura (tipo 1) e 2 mL do extrato vegetal a 20 mg/mL. Para controle

de metal 2 mL da solugdo de CuSO4foram colocados junto a 2 mL de agua ultrapura (tipo I).

3.6. Sintese de Nanoparticulas Bimetalicas (Ag@CuNPs e Cu@AgNPs)

Para a sintese das NPBMs de Ag@CuNPs foram utilizados os produtos da reagéo de
sintese das CuNPs com 1 mL de extrato e adicionados 2 mL AgNO3z e mais 1 mL de extrato
conforme descrito no item 3.2. Dessa forma as NPBMs tiveram o mesmo volume final de

extrato adicionado para a sintese que as NPMMs, variando entre elas apenas a adi¢do da
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solucdo de ions metalicos.. Apos a adi¢do da solugdo de AgNO3 o tubo de ensaio de vidro foi
mantido em banho-maria a 75°C durante 2,5 h, tendo sido realizadas leituras em microplacas
em comprimentos de onda de 450 nm e 630 nm nos tempos 0 h (T0); 0,5 h (T1); 1 h(T2); 1,5
h(T3);2h (T4) e 2,5h (T5).

Para a sintese das NPBMs de Cu@AgNPs foram utilizados os produtos da reacdo de
sintese das AgNPs com 1 mL de extrato e adicionados 2 mL da solugdo de CuSO4 e mais 1
mL de extrato, conforme descrito no item 3.2. Sendo assim, as NPBMs tiveram 0 mesmo
volume de extrato para a sintese que as NPMMs variando apenas a adi¢do da solugédo de ions
metalicos de acordo com cada NPM.. Apos a adicdo da solugdo de CuSOs, 0 tubo de ensaio
foi incubado em banho-maria a 75°C por 10 min e em seguida deixado overnight em

temperatura de 25°C em incubadora de bancada.

3.7. Caracterizagéo das NPMs por espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta (PZ)

As medicbes de diametros hidrodindmicos (DH), potenciais Zeta (PZ) e indices de
polidispersividade (Pdl) foram realizadas utilizando o instrumento ZetaSizer Nano ZS
(Malvern, Reino Unido) com laser He-Ne (4 mW) operado a 633 nm para o espalhamento de
luz dindmico (DLS), técnica para determinacdo de HD e Pdl; e mobilidade eletroforética
visando a determinacdo do PZ, utilizando célula capilar (DTS1070). Para cada andlise, as
amostras foram diluidas em agua tipo | na proporcdo de 1:10. As amostras foram analisadas
em triplicata, 0 nimero de passos em automatico e o angulo de espalhamento fixado em 173°
a 25°C. Os dados foram analisados usando o software ZetaSizer 8.00.4813 (ZetaSizer,

Malvern) que acompanha o equipamento.

3.8. Concentragdo inibitoria minima (CIM)

Para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) das NPMs, cepas bacterianas de
Escherichia coli (ATCC®8739) e Staphylococcus aureus (ATCC®25923) foram cultivadas em
meio liquido Luria Bertani (LB) liquido por 12 h a 37°C. As suspensdes celulares foram
ajustadas para obter DOsoo= 0,05 com um biofotdmetro (Eppendorf). Em seguida, as bactérias
foram expostas a diferentes concentragdes de NPMs (16, 32, 64, 128, 256 uM) em microplaca
de 96 pocos de fundo chato. Agua destilada esterilizada foi utilizada como controle negativo,
alem de controles de meio LB e antibi6tico penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100
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pug/mL). Para as NPBMs foram feitos controles de osmolaridade com duas concentragdes
diferentes, sendo elas em 128 ¢ 256 uM. A CIM foi testada em trés réplicas e uma réplica foi
considerada um poco na microplaca. As microplacas foram seladas com plastico filme e
mantidas a 37°C em estufa por até 72 h. As placas foram avaliadas por inspecdo visual
diariamente nos tempos de 24, 48 e 72 h e a CIM foi considerada quando ndo foi observado

crescimento visual.

3.9. Microscopia de Forca Atomica (MFA)

Para realizacdo das analises de microscopia de forca atbmica (MFA) foi selecionada
uma amostra dentre todas as sintetizadas, sendo que se utilizou como critério de selecdo uma
das NPMs que apresentou maior efeito bactericida no ensaio de CIM. Para cada analise, 1 puL
da suspensao de NPMs diluida 10x em agua tipo | foi depositada sobre a superficie de mica
muscovita recém clivada, e deixou-se secar ao ar em ambiente protegido da deposicdo de
particulas atmosféricas. Posteriormente, a amostra foi montada em porta-amostra metélico em
formato de moeda utilizando fita dupla-face e acondicionada na base do equipamento. As
analises foram realizadas utilizando um microscépio de forca atbmica SPM-9600 (Shimadzu)
em modo de operagdo dindmico (fase-viscoelasticidade) utilizando um cantilever (haste)
retangular integrado com ponteira cénica de silicio com constante mola de 10-130 N/m
(tipicamente em torno de 42 N/m) e frequéncia de ressonancia de 204-497 kHz (tipicamente
em torno de 250 kHz), e utilizando frequéncia de varredura de 1 Hz. As imagens foram
adquiridas em resolucdo de 512 x 512 pixels e processadas no préprio software do
equipamento (SPM Manager 3.0, Shimadzu) para correcdo do plano de varredura. As
distribuicbes do diametro (altura) foram determinadas por meio da especificacdo da altura

média, dado representativo para nanoparticulas esféricas.
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Figura 2: Esquema representativo de parte da metodologia. Primeiro, foi feito um decocto (2) com a planta do
género Cucurbita (1). O produto da decocgdo foi filtrado (3) e adicionado a uma solucéo idnica de AgNO; para
as duas AgNPs sendo uma delas foi utilizada para em seguida formar CU@AgNP; e CuSO, para as duas CuNPs
sendo que em seguida uma delas foi utilizada em seguida para formar AG@CuNP (4). As solucbes foram
colocadas em banho-maria (5) e a sintese foi monitorada por leitora de microplaca (6). Apos as reacdes de
sintese, as NPMs foram caracterizadas no DLS (7) com rela¢do ao seu didmetro hidrodindmico (DH), indice de
polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta (PZ. Ainda foram obtidas imagens em microscopia de forca atbmica
(8) e analisadas com relacdo a atividade biolégica por meios de ensaio de concentracdo inibitéria minima (9).

MEA (8] CIM (@)

3.10. Anélises dos dados

As analises graficas dos dados obtidos nas descri¢es dos topicos anteriores foram
realizadas utilizando o software SciDAVis (versdo 5.2.3). Os fluxogramas ou imagens
ilustrativas foram construidos utilizando programa Word (versdo Officel6). Para a obtencédo
de médias e desvios foi utilizado o programa Microsoft Excel (versdo Officel6). Para a
analise estatistica foi utilizado o software Past (versdo 4.09) por analise de variancia
(ANOVA).

3.11. Referéncias bibliogréaficas

As referéncias apresentadas nesse documento foram processadas e geradas utilizando

o software Mendeley Reference Manager (versdo 2.77.0).
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4. Resultados e discussao

4.1. Sintese das nanoparticulas metalicas (NPMs)

As AgNPs, CuNPs, Ag@CuNPs e Cu@AgNPs foram obtidas por sintese verde
utilizando extrato aquoso obtido a partir de plantas de cinco acessos de amostras bioldgicas do
género Cucurbita, sendo que eles foram identificados como Cucurbita 457; Cucurbita 600;
Cucurbita 699; Cucurbita 1582 e Cucurbita 2924. Cada acesso corresponde a uma espécie do

género, neste trabalho as NPMs serdo identificadas com base no nimero dos acessos.

As reacdes entre 0s extratos aquosos das plantas de diferentes acessos e as diferentes
solucBes de sais metélicos acarretaram mudancas na coloragdo dos meios reacionais. Para as
reacOes de sintese das AgNPs ocorreu mudanca na coloracdo das reacdes de transllcida para
marrom-acastanhado, sendo que as intensidades das coloracGes variaram de acordo com o
acesso utilizado, indicando a formacdo das NPMs para todos os acessos testados. A fim de
caracterizar as NPMs a partir do perfil de absorcéo de cada uma delas foi utilizada a técnica

de espectroscopia na regido ultravioleta-visivel.

A espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) é uma das técnicas
analiticas mais utilizadas em estudos envolvendo a caracterizacdo de NPMs porque é muito
versatil e possibilita detectar varios tipos de moléculas com base no perfil de absorcdo. Na
espectroscopia UV-Vis, a radiacdo eletromagnética no intervalo UV-Vis (geralmente com
comprimento de onda entre 200 e 800 nm) é transmitida através de uma amostra e a
transmissao da luz por uma amostra é medida. A partir da transmissdo, a absorbancia pode ser
calculada. Um espectro de absorbancia da amostra é comumente entdo obtido em diferentes
comprimentos de onda, assim, a intensidade da absorbancia em cada comprimento de onda
pode ser relacionada a estrutura quimica das moléculas presentes na amostra (Rodrigues,
2022; Perkampus, 1992). Com base nisso, analises espectroscopicas podem ser utilizadas para
deteccdo de um metal quando este se encontra estruturado sob a forma metalica como NPMs,
sendo representado por um pico de absorcdo caracteristico resultante que envolve a excitago
coletiva dos elétrons presentes na superficie em um fendmeno denominado ressonancia
plasmonica de superficie. Sendo assim, a espectroscopia UV-Vis tem sido utilizada como um

parametro indicativo do rendimento da formac&o de NPMs.

De fato, diferentes estudos relatam que durante o processo de sintese verde ocorrem

fendmenos visiveis a olho nu que indicam a sintese de NPMs como uma fungéo do efeito de
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ressonancia plasménica de superficie. A ressonancia plasménica de superficie (RPS) é um
fendmeno fisico que ocorre com materiais que apresentam uma nuvem eletrénica maleével e
de dimensdes especificas, tais que, as ondas eletromagnéticas da luz visivel sdo maiores do
que as particulas (Mattos, 2022). O sucesso na etapa de sintese pode ser observado
visualmente pela mudanca de coloracdo das solucdes que, com o passar do tempo, sendo
expostas a temperaturas mais elevadas, formam NPMs (Veisi et al., 1983). Estudos
demonstram que CuNPs apresentam espectro de absor¢do nos comprimentos de onda de 580 a
610 nm (Rajesh et al., 2018; Ramyadevi et al., 2012); enquanto para as AgNPs o espectro de
absorcéo esta entre 400 e 500 nm (Araujo et al., 2020).

A AgNP 600, dentre os cinco acessos testados, foi a que apresentou o0 maior aumento
de absorcdo no comprimento de onda de 450 nm durante o periodo de sintese, indicando uma
a formacdo de NPMs mais pronunciada ou com forma diferente das demais. A Figura 3
corresponde ao grafico de desempenho do acesso Cucurbita 600 durante o periodo de sintese
e como controle foi realizada a curva do extrato e da solugdo com AgNOza fim de demonstrar
a interacdo entre 0 acesso e 0s ions do sal metalico.
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Figura 3: Cinética de formacao de nanoparticulas de prata (AgNPs) obtidas por sintese verde a partir do extrato aquoso de
plantas do acesso Cucurbita 600.

Para a AgNP 699 a sintese teve um bom desempenho, porém, inferior ao da Cucurbita
600. A Figura 4 representa a curva cinética de sintese da AgNP 699. Pode-se observar que a
curva de absorbancia ndo foi linear como a AgNP 600 apresentando um decaimento ao longo
do intervalo de tempo de sintese. Pode-se inferir que a diminuicdo da taxa de sintese no
periodo de 2 h pode ser devido as caracteristicas do perfil fitoquimico do extrato aquoso

obtido a partir do acesso de Cucurbita 699, o que ndo ocorreu, por exemplo, com o de
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Cucurbita 600, possivelmente por caracteristicas distintas do extrato, mas que precisardo ser

futuramente compreendidas em outros estudos.
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Figura 4: Cinética de formagdo de nanoparticula de prata (AgNP) obtidas por sintese verde a partir do extrato aquoso de
plantas do acesso Cucurbita 699.

Dentre 0s extratos de plantas dos acessos utilizados para a sintese de NPMs, 0 acesso
Cucurbita 2924 apresentou um desempenho inferior aos que ja foram demonstrados
anteriormente, como pode ser observado na Figura 5 em que representa por meio de um
gréfico a curva de sintese da AgNP 2924 ao longo do periodo de 2,5 h. A ascensao da curva é
observada, porém durante o periodo de sintese a absorbancia nao teve valor tdo expressivo se

comparado aos graficos demonstrados nas Figuras 3 e 4.
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Figura 5: Cinética de formagdo de nanoparticula de prata (AgNP) obtidas por sintese verde a partir do extrato aquoso de
plantas do acesso Cucurbita 2924.
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A AgNP 1582, referente as AgNPs produzidas com o extrato das plantas do acesso de
Cucurbita 1582 teve sua sintese com resultado superior aquele observado para a AgNP 2924,
mas ainda inferior as AgNP 600 e AgNP 699. Ao final do periodo de sintese, a AgNP 1582
teve sua absorbancia maxima no comprimento de onda de 450 nm em 0,345. A Figura 6
demonstra o grafico de curva de sintese da AgNP 1582, com os controles de extrato e solucao

de AgNO:g para fins de comparagéo.
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Figura 6: Cinética de formagdo de nanoparticula de prata (AgNP) obtidas por sintese verde a partir do extrato aquoso de
plantas do acesso Cucurbita 1582.

A AgNP 457 teve ao final do periodo de sintese uma absorbancia de 0,232 no
comprimento de onda de 450 nm. A Figura 7 representa o grafico de sintese da AgNP 457 em
decorréncia do tempo de reacdo em horas, comparada a absorbancia dos controles de extrato e
da solugéo de AgNO:s.
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Figura 7: Cinética de formagdo de nanoparticula de prata (AgNP) obtidas por sintese verde a partir do extrato aquoso de
plantas do acesso Cucurbita 457.

A Tabela 1 sumariza os resultados das absorbancias das CuNPs no tempo inicial (0
h) e final da sintese (24 h) no comprimento de onda de 630 nm que tipicamente apresenta
proximo da méxima de absor¢do desse tipo de NPM. Por meio dos resultados obtidos é
possivel inferir que o potencial de sintese das CuNPs a partir do precursor metélico CuSOs,
guando em incubado com extratos aquosos de plantas dos acessos do género Cucurbita, €

baixo quando comparado aos resultados obtidos para as reacGes de sintese utilizando AgNOs.

Tabela 1: Avaliacdo espectrofotométrica das sinteses de nanoparticulas de cobre (CuNPs) por rotas de sintese
verde utilizando extratos aquosos obtidos a partir de plantas de cinco diferentes acessos de Cucurbita, durante 24
horas em comprimento de onda de 630 nm.

CuNP 600 CuNP 699 CuNP 2924  CuNP 1582  CuNP 457
Oh 0,056 0,042 0,038 0,046 0,036
24h 0,052 0,089 0,039 0,049 0,053

Dentre os acessos utilizados, o0 acesso Cucurbita 699 demonstrou um pouco mais de
potencial para sintese de CuNPs quando comparado aos demais acessos, ainda que incipiente.
Ja 0 acesso Cucurbita 600, que havia demonstrado um alto potencial para a sintese de AgNPs,
ndo teve efeito expressivo para sintese de CuNPs, inclusive demonstrando um decaimento no

valor de absorbancia se comparado ao valor em O h.
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A sintese das NPMs deste estudo consiste na dissolu¢do de sais metélicos, no caso
AgNO3 e CuSO4, em um meio reacional (solvente) e adicdo de um agente redutor. O cobre
(Cu) tem um maior potencial oxidante do que a prata (Ag), isso que explica os diferentes
potenciais biorredutores e estabilizantes dos extratos para a formacdo de NPMs quando
associados com o0s sais metalicos. 1sso porque cada extrato é composto por diferentes
biomoléculas (como metabdlicos primério e secundarios) e cada uma deles pode interagir de
maneira distinta com o AgNOs e CuSOs, sendo o potencial de sintese dependente desta

interacdo molecular.

Estudos recentes demonstram que além da reacdo de sintese ser dependente da
interacdo entre o agente oxidante e o agente redutor, o meio reacional no qual a sintese esta
condicionada também interfere em sua cinética de formacdo. Biswal et al., 2020 relatam que 0
pH das solucdes afetam a estabilidade, influenciando a formacdo, a forma e o tamanho delas.
Fernando et al. também relata sobre o impacto do pH nas caracteristicas das NPMs tendo
alteracdo na carga de superficie das NPMs. Em pH &cido e neutro, as particulas foram
desestabilizando, resultando em maior taxa de agregacdo enguanto em meio alcalino as
condicdes das particulas foram reestabilizadas devido a presenca de ions hidroxila resultando

em suspensdes mais estaveis.

Além de NPMMs como as AgNPs e CuNPs, NPBMs tém despertado interesse
crescente, pois apresentam variadas caracteristicas magnéticas, quimicas, opticas e cataliticas
guando comparadas a NPMMs (Banik et. al, 2018). No presente estudo foram sintetizados
dois tipos de NPBMs sendo elas Ag@CuNPs e Cu@AgNPs com plantas de cinco diferentes

acessos de Cucurbita como mencionado no item 3.

Alguns estudos demonstram a sintese de NPMs com AgNOs e CuSO4 de diferentes
formas. Banik et al., 2020 demonstram a sintese de NPBMs do tipo Cu@AgNP por rota de
sintese quimica com polivinilpirrolidona (PVP). Asghar et al., 2018 descreve a sintese de
NPMs por via de sintese verde, mas apenas de NPMMs demonstrando separadamente a
sintese de NPMs de AgNOsz e CuSO4 com extratos de folhas de cha preto. Dessa forma foi
importante verificar o comportamento da combinacdo reacional de AgNOs e CuSO4 quando

incubados com os extratos vegetais formando NPBMs a partir de rota de sintese verde.

As Ag@CuNPs tiveram os resultados comparados com as AgNPs equivalentes

(mesmos acessos) em graficos que serdo demonstrados a seguir. A Figura 8 demonstra o
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resultado da sintese de Ag@CuNP 600 comparada a AgNP 600. Pode-se observar que a
AgNP 600 tem uma absorbéancia maior no comprimento de onda de 450 nm se comparada a
Ag@CuNP 600.
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Figura 8: Cinética de formagdo de nanoparticulas bimetalicas Ag@CUuNP obtidas por sintese verde a partir do
extrato aquoso de planta do acesso Cucurbita 600. O monitoramento das reacdes de sintese foi realizado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 450 nm em funcéo do tempo em horas.

A Figura 9 ilustra as curvas de formagdo de Ag@CuNP 699 e AgNP 699 comparando
as curvas entre as NPMs e os controles de extrato e de solugdo de AgNOs. E possivel
observar, analisando o gréafico, que apesar de ter apresentado valor maior por volta de 1,5 h, a

AgNP 699 teve absorbancia final similar aquela observada para a Ag@CuNP 699.
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Figura 9: Cinética de formacdo de nanoparticulas bimetéalicas Ag@CuNP obtidas por sintese verde a partir do
extrato aquoso de plantlas do acesso Cucurbita 699. O monitoramento das reacdes de sintese foi realizado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 450 nm em fun¢do do tempo em horas.
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Adicionalmente, a Ag@CuNP 699 teve maior absorbancia se comparada a Ag@CuNP
600. Apesar da AgNP 699 ter apresentado similaridade de absorbancia no ponto final, de
modo geral as demais AgNPs tiveram suas curvas de formagdo durante as reacdes de sintese
com valores superiores aquelas observados para as Ag@CuNPs. Apesar de ter uma melhor
sintese na forma de AgNPs, 0 acesso 600 teve sua absorbancia reduzida se comparada as
demais. Banik et al., 2018 relatam que para NPMs a propor¢do de cada solucdo de ions
metalicos que é adicionada confere uma curva de sintese diferente devido a propriedade de
fluorescéncia individual ou combinada que as diferentes NPMs podem ter. A partir disso
pode-se inferir que os potenciais de sintese além de estarem relacionados aos diferentes
extratos, como mencionado anteriormente, também estdo intimamente ligados a quantidade de
solucdo de ions metalicos que foi disponibilizada para a formacdo de cada NPM. As Figuras
10, 11 e 12 demonstram os resultados das Ag@CuNP com relacdo as AgNPs nos demais

acessos testados.
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Figura 10: Cinética de formacdo de nanoparticulas bimetalicas Ag@CuNP obtidas por sintese verde a partir do
extrato aquoso de plantas do acesso Cucurbita 2924. O monitoramento das reacBes de sintese foi realizado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 450 nm em fun¢do do tempo em horas.
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Figura 11: Cinética de formacdo de nanoparticulas bimetalicas Ag@CuNP obtidas por sintese verde a partir do
extrato aquoso de plantas do acesso Cucurbita 1582. O monitoramento das reacBes de sintese foi realizado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 450 nm em funcéo do tempo em horas.
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Figura 12: Cinética de formacdo de nanoparticulas bimetalicas Ag@CuNP obtidas por sintese verde a partir do
extrato aquoso de plantas do acesso Cucurbita 457. O monitoramento das reagdes de sintese foi realizado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 450 nm em funcéo do tempo em horas.

Os resultados sugerem que a associacdo de ions prata ap6s a sintese de CuNPs
diminui o potencial de sintese das NPMs e é possivel inferir que isso esta associado ao fato do
baixo potencial de sintese da CuNPs. A partir da inspecdo visual da CuNPs observou-se que 0
aspecto translucido das amostras que, ao adicionar a AgNOs torna a coloracdo mais

translucida e consequentemente com menor absorbancia final.

Durante o periodo de sintese da AgNPs e de Cu@AgNPs observou-se visualmente
uma mudanca na coloracdo da solucdo de translicido para marrom, o que indica a formagéo

de NPMs. As coloragdes das suspensdes de AgNPs ficaram levemente mais escuras, mas
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pode-se observar que as curvas de sintese as AgNPs tiveram valores de absorbancia maiores
do que a Ag@CuNPs em que a coloragdo ficou amarelada, confirmando que a sintese esta
correlacionada com o aspecto visual das amostras. Com relacdo a CuNPs ndo houve mudanca
de coloragdo como é observado na Figura 15 em que se pode perceber visualmente a diferenca

entre a coloragdo das particulas obtidas.

A sintese pode ser observada pelas Figuras 13 e 14 que representam as curvas de
formacdo caracterizadas pelo aumento da absorbancia em comprimento de onda de 450 nm
para AgNP e Ag@CuNP e em 630nm para CuNP e Cu@AgNP em decorréncia do tempo em
horas das NPMs de Cucurbita 1582. De acordo com a literatura, o potencial de sintese do
extrato e a eficiéncia das NPMs formadas dependem da interagdo entre os constituintes

bioquimicos da planta e a interacdo com os ions metalicos (Kumar et al., 2010).

Isso explica os diferentes resultados na sintese das NPMs demonstradas nas Figuras
13 e 14, pois apesar de terem os mesmos constituintes bioquimicos da planta devido ao
extrato ser do mesmo acesso (1582), a interacdo é dependente da exposi¢do ao ion metélico
que variou entre CuSOs e AgNOz além do efeito sinérgico entre os dois ions quando

associados na formacédo das NPBMs.
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Figura 13: Cinética de formacdo de nanoparticulas de prata (AgNP) e nanoparticulas bimetélicas (Ag@CuNP)
obtidas por sintese verde a partir do extrato aquoso de plantas do acesso Cucurbita 1582 . O monitoramento das
reacGes de sintese foi realizado por espectrofotometria no comprimento de onda de 450 nm em func¢éo do tempo
em horas.
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Figura 14: Curva de sintese de nanoparticulas de cobre (CuNP) e nanoparticulas bimetalicas (Cu@AgNP)
obtidas por sintese verde a partir do extrato aquoso de plantas do acesso Cucurbita 1582. O monitoramento das
reacGes de sintese foi realizado por espectrofotometria no comprimento de onda de 630 nm em fun¢do do tempo
em horas.

=l

Figura 15: Suspensdes coloidais de nanoparticulas metalicas. Da esquerda para direita: Nanoparticulas de prata
(AgNP 600), nanoparticulas de prata e cobre (Ag@CuNP 600), nanoparticulas de cobre (CuNP 600) e
nanoparticulas de cobre e prata (Cu@AgNP 600).

O potencial de sintese das NPMs potencialmente revestidas por ions cobre oriundos de
CuSO0qs, classificadas no estudo como Cu@AgNPs ndo foi tdo expressivo. Pode-se inferir uma
reacdo ndo significante com os resultados da interagdo dos ions cobre com as biomoléculas
provenientes dos acessos de Cucurbita, visto que as CuNPs ndo tiveram formagéo expressiva.
Na andlise do grafico demonstrado na Figura 16, é possivel perceber que algumas curvas
tiveram decaimento durante o periodo de sintese o que demonstra uma possivel alteragdo do
ambiente reacional de modo inesperado ou de uma interacdo com biomoléculas presentes nos

extratos de Cucurbita levando a formacao de um complexo que n&o era nanoparticulado.
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Figura 16: Curva de sinteses de nanoparticulas bimetalicas Cu@AgNP obtidas por sintese verde a partir de
diferentes extratos aquosos de plantas de acessos de Cucurbita (457, 600, 690, 2924 e 1582). O monitoramento da
sintese foi realizado por espectrofotometria no comprimento de onda de 630 nm em fungéo do tempo em horas.

O potencial de sintese de cada NPM sendo elas monometéalicas (AgNPs e CuNPs) ou
bimetalicas (Ag@CuNP e Cu@AgNP) variou de acordo com a interacdo das biomoléculas de
cada acesso com as soluc@es idnicas sendo elas de nitrato de prata (AgNO3) e sulfato de cobre

(CuSOQg) adicionados de maneira isolada ou combinados.
4.2. Diametros hidrodinamicos, indices de polidispersividade e potenciais Zeta das NPMs

A metodologia de DLS fornece informagdes quanto ao didametro hidrodindmico (DH)
das particulas em suspensdo por meio do espalhamento de luz. Uma determinada particula
suspensa em meio liquido forma uma camada de solvatacdo ao seu redor. Assim, a medida do
DH permite estimar um valor incluindo essa camada de solvatacdo e por isso pode ser um
valor impreciso se comparado a técnicas que permitem determinar o didmetro seco médio,
como a MFA. As andlises por DLS também fornecem informacBes sobre o indice de
polidispersividade (Pdl) das particulas medidas. O Pdl avalia a dispersdo dos tamanhos das
NPs em uma amostra com relagdo a sua distribuigéo por intensidade, sua medida varia de O a
1 sendo que quanto menor o seu valor menos heterogéneo € a amostra, ou seja, mais proxima

de monodispersa (Albernaz, 2014).

Além dos parametros de DH (Z-Ave) e Pdl obtidos por DLS, comumente pode ser
realizado paralelamente a medida quanto a mobilidade eletroforética fornecendo informacoes
sobre o potencial Zeta (PZ) de superficie das NPs. Esses valores se referem a bicamada

elétrica que recobre cada particula o que se relaciona com a estabilidade coloidal da particula
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com base no valor das cargas em milivolts, sendo que quanto maior esse valor em maédulo,
maior € a repulsdo eletrostética entre as particulas e, consequentemente, menor a tendéncia de

agregacao entre elas (Neumann et al., 2002).

Foram comparados os resultados obtidos por DLS com base nos parametros descritos
anteriormente. Para cada acesso foram realizadas as leituras e comparados os resultados de
acordo com o tipo de NPMs, sendo elas AgNPs, CuNPs, Cu@AgNPs e Ag@CuNPs.

A Figura 17 apresenta os valores referentes as médias e desvios padrdo da média de
trés leituras independentes em DLS- Zeta de acordo com cada extrato utilizado na sintese das
AgNPs. A AgNP 2924 apresentou 0 menor DH médio com 90,00 + 4,10 nm e o maior da
AgNP 457 com 1705,00 + 45,00 nm, sendo ambos os valores maiores em relacdo ao
apresentado em estudo realizado por Araujo et al., 2020 em que ao final da sintese de AgNPs
com extrato de casca de banana o DH médio foi de 33,60 £+ 7,50 nm essa diferenca pode ser
justificada pela interacdo entre ions prata e as biomoléculas que variam de acordo com cada

extrato utilizado.

A AgNP 600 teve o menor Pdl dentre as AgNPs, com o valor em 0,442 + 0,021
sendo entdo, entre as AgNPs a menos polidispersa. Em estudo realizado por Guimarées et al.
a acdo estabilizante de um 6leo essencial equilibrou o crescimento de AgNP pela estabilizacédo
eletrostatica da dupla camada elétrica na superficie das AgNPs, consequentemente
diminuindo o Pdl. Pode-se sugerir que para a AgNP 600 o extrato de Cucurbita 600 pode

apresentar também essa acdo estabilizante por meio das biomoléculas presentes nesta planta.

Por ter seu maior valor em médulo de PZ com -32,5 = 0,7 mV, a AgNP 457
demonstrou ter maior estabilidade coloidal, visto que, quanto maior esse valor em mddulo,
maior a repulsdo eletrostatica e menor a tendéncia a agregacao entre as particulas. Todos 0s
valores de PZ para as AgNPs foram negativos, ja haviam sido retratados em estudo realizado

por Araujo et al. em que NPMs de casca de banana tiveram o PZ para AgNPs de -11 mV.
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Figura 17: Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas de prata (AgNP) obtidas por rotas de sintese verde
utilizando extratos aquosos obtidos a partir de plantas do acesso Cucurbita 2924, Cucurbita 699, Cucurbita 457,
Cucurbita 1582 e Cucurbita 600. Os graficos representam os resultados de (A) Diametro médio (Z-Ave), (B)
indice de polidispersividade (Pdl) e (C) Potencial Zeta (PZ). Valores referentes as médias e desvios padrio da
média de trés leituras independentes. Diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) em relacdo a
nanoparticula AgNP 2924 (a), AgNP 699 (b), AgNP 457 (c), AgNP 1582 (d) e AgNP 600 (e).
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Xie et al., 2022 demonstraram a sintese de CuNPs por rota de sintese verde com
extratos de Tragopogon collinus, sendo que os resultados de caracterizacdo apresentaram DH
em 83,31 nm, PZ de -39,91 mV e PdlI de 0,193. Quando comparado as CuNPs com 0s acessos
de Cucurbita é possivel observar que os valores obtidos, demonstrados na Figura 18 sdo
maiores do que os relatados no estudo com T. collinus e, quando comparados entre si, 0S
resultados para parametros de caracterizacdo sdo diferentes entre 0s cinco acessos de
Cucurbita utilizados na sintese das CuNPs. Tais resultados podem ser explicados pela
diversidade na classe de biomoléculas presentes nos extratos e sua interagdo com 0s ions
metélicos, indicando assim as diferentes caracteristicas de cada acesso com base nos seus

componentes que atuam como agentes biorredutores.

A Figura 18 mostra as caracteristicas fisico-quimicas das CuNPs obtidas por rota de
sintese verde em que representa na Figura 18 A os valores de Z-Ave, em Figura 18 B o Pdl e
em Figura 18 C o PZ das CuNPs produzidas a partir de cada acesso, sendo eles Cucurbita
2924, Cucurbita 699, Cucurbita 457, Cucurbita 1582 e Cucurbita 600.

Em Z-Ave, todas as CuNPs demonstraram ser estatisticamente diferentes entre si (P
< 0,05), dentre as cinco CuNPs sintetizadas a CuNP 457 demonstrou maior valor em 709,40
+ 25,84 nm; enquanto CuNP 699 demonstrou o menor com 385,00 = 10,56 nm. O Pdl das
cinco CuNPs ndo teve variacdo significativa tendo os valores obtidos na faixa de 0,377 *
0,028 e 0,543 + 0,026. O PZ de todas as CuNPs foi negativo variando entre -26,9 + 0,85 mV
para CuNP 457 e -6,78 +1,83 mV para CuNP 2924.
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Figura 18: Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas de cobre (CuNP) obtidas por rotas de sintese verde
utilizando extratos aquosos obtidos a partir de plantas do acesso Cucurbita 2924, Cucurbita 699, Cucurbita 457,
Cucurbita 1582 e Cucurbita 600. Os graficos representam os resultados de (A) Didmetro médio (Z-Ave), (B)
indice de polidispersividade (Pdl) e (C) Potencial Zeta (PZ). Valores referentes as médias e desvios padrio da
média de trés leituras independentes. Diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) em relacdo a
nanoparticula CuNP 2924 (a), CuNP 699 (b), CuNP 457 (c), CuNP 1582 (d) e CuNP 600 (e).
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Em estudo recente Banik et al., 2018 sintetizaram e caracterizaram NPBMs do tipo
Cu@AgNP. Na caracterizacdo das NPBMs obtiveram um resultado de PZ em -20 mV,
particulas com formato esférico e DH em 100 £ 10 nm. Os resultados obtidos na
caracterizacdo das NPBMs, do tipo Ag@CuNP e Cu@AgNP, sintetizadas com acessos de
Cucurbita quando comparadas ao estudo de Banik et al., 2018 mostraram similaridade de
carga, que ndo teve variagdo significativa em valor, mas quando comparadas em tamanho

demonstraram maior Z-Ave.

A diferenca entre os valores obtidos na caracterizagdo das Cu@AgNPs sintetizadas a
partir de extratos obtidos de plantas de diferentes acessos de Cucurbita e as NPBMs do tipo
Cu@AgNP demonstradas no estudo de Banik et al., 2018 pode ser decorrente das diferencas
entre as rotas de sintese utilizadas nos estudos. Visto que, em rota de sintese verde a
diversidade de biomoléculas interage com ions metalicos, e na rota quimica a reducéo é
realizada por um componente quimico, e em consequéncia o produto da sintese e suas

caracteristicas podem ser diferentes.

Na Figura 19 sdo apresentados os resultados das caracteristicas fisico-quimicas das
Ag@CuNPs, sendo que na Figura 19 A os resultados de Z-Ave variaram estatisticamente (P <
0,05) entre 251,80 + 0,87 nm para Ag@CuNP 600 e 1084,00 = 57,55 nm para Ag@CuNP
2924; na Figura 19 B mostra-se o Pdl variando entre 0,245 + 0,005 para Ag@CuNP 600 e
0,596 £ 0,033 para Ag@CuNP 2924; ja na Figura 19 C o PZ que teve a sua variacao entre -
25,50 £ 0,56 mV para AG@CuNP 457 e -16,80 + 1,82 mV para Ag@CuNP 2924,

Na Figura 20 A estdo os resultados de Z-Ave, sendo que a Figura 20 B apresenta o
Pdl e a Figura 20 C o PZ para as Cu@AgNPs. O Z-Ave variou estatisticamente (P < 0,05)
entre 483,90 + 6,42 nm para CU@AgNP 600 e 1229,00 + 185,40 nm para Cu@AgNP2924, o
Pdl em 0,336 + 0,013 para Cu@AgNP 600 e 0,689 + 0,138 para CU@AQGNP 1582 e 0 PZ teve
a sua variacéo entre -28,20 + 0,17 mV para Cu@AgNP 1582 e -11,90 = 1,43 mV para
Cu@AgNP 2924,
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Figura 19: Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas bimetalicas do tipo Ag@CuNP obtidas por rotas
de sintese verde utilizando extratos aquosos obtidos a partir de plantas do acesso Cucurbita 2924, Cucurbita 699,
Cucurbita 457, Cucurbita 1582 e Cucurbita 600. Os graficos representam os resultados de (A) Didmetro médio
(Z-Ave), (B) indice de polidispersividade (Pdl) e (C) Potencial Zeta (PZ). Valores referentes as médias e desvios
padrdo da média de trés leituras independentes. Diferenga estatisticamente significativa (P < 0,05) em relagdo a
nanoparticula Ag@CuNP 2924 (a), Ag@CuNP 699 (b), Ag@CuNP 457 (c), Ag@CuNP 1582 (d) e Ag@CuNP
600 (e).
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Figura 20: Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas bimetalicas do tipo Cu@AgNP obtidas por rotas
de sintese verde utilizando extratos aquosos obtidos a partir de plantas do acesso Cucurbita 2924, Cucurbita 699,
Cucurbita 457, Cucurbita 1582 e Cucurbita 600. Os graficos representam os resultados de (A) Didmetro médio
(Z-Ave), (B) indice de polidispersividade (Pdl) e (C) Potencial Zeta (PZ). Valores referentes as médias e desvios
padrdo da média de trés leituras independentes. Diferenga estatisticamente significativa (P < 0,05) em relagdo a
nanoparticula CU@AgNP 2924 (a), CU@AgNP 699 (b), CU@AgNP 457 (c), CU@AgNP 1582 (d) e CU@AgNP
600 (e).
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4.3. Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para a sintese de NPBMs como descrito no item 3.6. foi utilizada a mesma quantidade
de extrato aquoso das plantas de cada acesso que nas NPMMs e, por conta da maior
quantidade de solucéo idnica adicionada, sendo elas de CuSO4 e AgNOs3, a concentracdo final
das NPBMs foi de 0,6 mM enquanto das NPMMs foi de 1 mM. As quantidades adicionadas
foram as mesmas com o intuito de ndo condicionar as reacdes de sintese em um cenario ideal

e verificar o potencial de sintese e atividade biologica dos extratos testados.

Essa diferenca na concentracdo ndo interferiu nos resultados de CIM que foram
ajustados para as concentracdes efetivamente testadas. A AgNP 1582 e AgNP 699 inibiram o
crescimento de E.coli apds 72 h na concentra¢do de 128 uM ¢ de S. aureus em 256 uM. Nio
foi observada atividade antibacteriana para nenhuma das CuNPs sintetizadas. Em
contrapartida quando em associacao com AgNPs formando Ag@CuNP ou Cu@AgNP, estas
NPBMs tiveram atividade antibacteriana sendo, Ag@CuUNP 699 e Ag@CuNP 1582 com
atividade bactericida em E.coli e S. aureus na concentracdo de 128 uM. Ao associar CuSOs e
AgNOs na formacgdo das Ag@CuNPs obtiveram nas Ag@CuNP 699 e 1582 atividade
antibacteriana em 128 uM para S. aureus, sendo mais expressiva até mesmo do que a
atividade de AgNP produzidas com 0 mesmo acesso. E possivel inferir que houve um efeito
sinérgico na atividade da NPBM, melhorando o resultado da atividade em S. aureus se

comparada as demais NPMs sintetizadas.

Cada acesso representa uma espécie do género Cucurbita. Em pesquisa realizada na
Plataforma Alelo Recursos Genéticos foi identificado que a espécie referente ao acesso 1582 é
referente a abobora Cucurbita moschata, sendo essa espécie foi documentada como
apresentando um grande teor de fendlicos totais e potencial antioxidante (Guimaraes et al.,
2019), o que pode explicar o melhor desempenho na avaliagdo da CIM contra bactérias nas

NPMs obtidas com esse acesso.

Na Tabela 2 estdo os resultados de AgNP para cada acesso testado tanto para E. coli
quanto para S. aureus. Ao analisar a tabela é possivel perceber que AgNP 699 e AgNP 1582
tiveram efeito antibacteriano com CIM para E. coli na concentracdo de 128 UM e S. aureus

na concentracgao de 256 pM.

50



Tabela 2: Concentracdo inibitdria minima (CIM) das nanoparticulas de prata (AgNP) contra as bactérias
Escherichia. coli e Staphylococcus. aureus. Valores representados a condi¢do na qual ocorreu a inibigdo em pelo

menos duas réplicas. - : Nenhuma Atividade.

Concentracéo (UM)

E. coli S. aureus
AgNP 600 - -
AgNP 699 128 256
AgNP 2924 - -
AgNP 1582 128 256
AgNP 457 - .

Para as Ag@CuNP, as NPBMs produzidas com o0s extratos aquosos de plantas dos
acessos 699 e 1582 tiveram CIM de 128 uM para ambas as bactérias testadas, enquanto o
acesso 2924 teve CIM de 256 uM para E. coli, conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3: Concentracdo inibitéria minima (CIM) das nanoparticulas bimetélicas (Ag@CuNPs) contra as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Valores representados a condigdo na qual ocorreu a inibi¢do

em pelo menos duas réplicas. - : Nenhuma Atividade.

Concentracéo (UM)

E. coli S. aureus
Ag@CuNP 600 - -
Ag@CuNP 699 128 128
Ag@CuNP 2924 256 -
Ag@CuNP 1582 128 128

Ag@CuNP 457 -

Os resultados das NPBMs Cu@AgNP demonstraram que tanto o acesso 699 quanto o
acesso 1582 tiveram CIM de 256 UM para as duas bactérias e foram o0s Unicos acessos com

atividade anbtibacteriana nas NPMs do tipo Cu@AgNP, como consta na Tabela 4.
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Tabela 4: Concentracdo inibitéria minima (CIM) das nanoparticulas bimetalicas (CU@AgNPs) contra as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Valores representados a condi¢do na qual ocorreu a inibicéo
em pelo menos duas réplicas. - : Nenhuma Atividade

Concentracéo (UM)
E. coli S. aureus
Cu@AgNP 600 - -
Cu@AgNP 699 256 256
Cu@AgNP 2924 - -
Cu@AgNP 1582 256 256
Cu@AgNP 457 - .

Apos analise dos resultados de CIM das NPMs produzidas com os acessos testados
sendo elas NPMMs ou NPBMs é possivel inferir que houve um efeito sinérgico entre cobre e

prata quando associados na forma de NPBMs.

Ag@CuUNP 699 e a Ag@CuNP 1582 tiveram os mesmos resultados de CIM em
ambas as bactérias testadas. Com relagdo ao parametro de DLS Ag@CuNP 699 teve um
menor Z-Ave e por isso foi a NPM selecionada para ensaio de microscopia de forca atbmica a
fim de comparar os resultados de DH médio (Z-Ave) com o seu diametro seco, além de

avaliar a forma das NPs.
4.4. Microscopia de Forca Atomica (MFA)

Sempre que houver a necessidade de dispersar ou aglomerar particulas em liquidos,
ou para transportar as particulas de um lugar para outro, ha a necessidade de compreender a
maneira como as particulas se comportam e como o liquido modifica esse comportamento
(Hodges, 2002).

Como maneira de compreender esse comportamento por meio da investigacdo
morfoldgica qualitativa e quantitativa, a MFA proporciona medidas de das caracteristicas de
superficie de maneira notavel. Para a realizacdo dessa técnica foi selecionada Ag@CuNP 699
por ter seu menor Z-ave entre as NPMs que tiveram a melhor reposta com relacéo a atividade

antibacteriana na realizagdo do ensaio de CIM. A Figura 21 mostra uma imagem
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representativa obtida por MFA da Ag@CuNP 699, onde é possivel notar que as NPMs em sua
maioria tém formato esférico. O didmetro seco da Ag@CuNP 699 em MFA foi de 82,76 +
27,05 nm que corresponde a altura média da particula, quando comparado ao diametro
hidrodinamico médio de 251,2 d.nm. Conforme descrito no estudo realizado em 2015 por
Popiolski quanto mais clara é a regido, maior é a altura do ponto observado. Em estudo
prévio, Kokila et al. demonstraram que quanto menor o Pdl e menor Z-Ave, maior é 0
potencial antimicrobiano, os resultados obtidos pela Ag@CuNP 699 vdo de encontro ao
estudo, visto que, sua CIM apds 72 h foi de 128 uM tanto para E. coli quanto para S. aureus
sendo, dentre as demais nanoparticulas, a melhor em CIM e dentre as bimetélicas a com o

menor Z-Ave.

189.69

10.00 um 30.00 x 30.00 um

Figura 21: Imagem obtida por microscopia de forca atbmica em modo dindmico da suspensdo coloidal de
Ag@CuNP 699.
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5. Conclusao

No presente estudo foram sintetizados quatro diferentes tipos de NPMs sendo elas
monometéalicas (AgNPs e CuNPs) e bimetélicas (Ag@CuNP e Cu@AgNP) a partir de cinco
diferentes extratos aquosos de plantas do género Cucurbita. As biomoléculas presentes nos
extratos de Cucurbita foram responsaveis pela biorreducdo dos ions metalicos para formagéo
das NPMs sendo cada acesso vegetal responsavel por determinar as caracteristicas finais das
NPs devido a variabilidade de compostos presentes em cada extrato.

Os processos de sintese utilizados estdo de acordo com o0s principios de gquimica
verde sendo uma alternativa de baixo custo e ecoamigavel. As reacGes de sintese foram
realizadas com monitoramento de acordo com cada protocolo e as particulas caracterizadas de
acordo com parametros de DLS, tendo como resultado mais expressivo, entre as particulas
sintetizadas, considerando as caracteristicas fisico-quimicas, 0 Z-Ave da AgNP 2924 com
valor de 86,68 d.nm sendo o menor entre as NPMs sintetizadas, o0 maior PZ em mddulo foi
AgNP 457, ou seja, com menor potencial de agregacao entre as particulas, ja o0 menor Pdl foi
0,250 na Ag@CuNP 600.

Foram realizados ensaios de CIM em que as NPMs com melhor desempenho foram
Ag@CuUNP 699 e Ag@CuNP 1582 demonstrando efeito sinérgico quando o cobre esta
associado a prata visto que quando em forma de CuNPs ndo teve atividade antimicrobiana

para nenhuma das bactérias testadas.

O desempenho da Ag@CuNP 699 vai de encontro a estudos realizados em que 0
potencial antimicrobiano das NPMs estd associado ao seu tamanho, visto que, sua
concentracdo inibitéria minima apds 72 h foi de 128 uM tanto para E. coli quanto para S.
aureus sendo, dentre as demais NPMs, a melhor em CIM e dentre as bimetalicas a com o
menor Z-Ave que corresponde ao didmetro médio da particula.

Dessa forma é possivel concluir que os diferentes acessos de plantas do género
Cucurbita utilizados para as sinteses tem influéncia direta com as caracteristicas fisico-
quimicas que as NPMs apresentaram devido aos distintos e variados compostos organicos
presentes em cada um dos acessos de Cucurbita. Alem dos compostos organicos, o sal
metalico no qual atua como agente oxidante durante a sintese também influéncia nas
caracteristicas das NPMs por conta da interagdo com 0s compostos organicos e pode alterar a

taxa de sintese das NPMs por meio de seu potencial oxidante.
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Foi possivel observar um efeito sinérgico entre cobre e prata quando associados aos
compostos organicos de cada acesso de Cucurbita para formar NMPs visto que no ensaio de
CIM obtiveram efeito bactericida a AG@CuNP 699, Ag@CuNP 1582, CU@AgNP 699 e
Cu@AgNP 1582 quando comparadas as CuNPs que nao tiveram efeito bactericida em

nenhuma concentracdo apds as 72 h de ensaio.
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