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RESUMO

As nanoparticulas (NPs) tém sido usadas em diversas aplicacbes, devido a
propriedades exclusivas, como é&rea superficial elevada, condutividade e efeito
plasmoénico. As nanoparticulas metalicas, destacam-se 6xido de ferro, ouro, cobre e
prata, que possuem propriedades singulares, incluindo magnetismo, interacdo com
luz, condutividade térmica e propriedades antibacterianas. As NPs de prata (AgNPs)
tém se destacado especialmente por sua capacidade de inativar microrganismos,
tornando-as Uteis para a producdo de biomateriais. Entretanto, sua sintese costuma
ter como redutor o NaBH4 que é altamente toxico. Por conseguinte, o projeto propde
substituir o NaBH4 por acido ascérbico (AA) na sintese aquosa de AgNPs, seguindo
0s principios da quimica verde. Isso visa minimizar 0 impacto ambiental e garantir
um processo mais sustentavel. Para isso, foi utilizado AGNO3z como fonte de prata,
AA como redutor e testou-se dois estabilizantes separadamente: polifosfato (PP) e
alginato, nas condicées de sintese variando de acordo com o planejamento 24
realizado. A caracterizacdo por meio do UV-Vis indicou-se espectros com bandas de
absorcdo maxima em torno de 400 nm, indicando uma morfologia esférica das
AgNPs. Com base na intensidade dessas bandas, selecionaram-se os ensaios 8, 10,
15 e 16 por terem apresentado as melhores respostas. Os dados estatisticos
demonstraram que a temperatura exerce o menor impacto no processo de sintese,
enquanto o volume do AA e do polifosfato, tanto individualmente quanto em
conjunto, sdo determinantes para a eficacia da sintese. Essas AgNPs produzidas
apresentaram um diametro hidrodinamico variando de 30 a 120 nm, com indice de
polidispersividade (PDI)<0,7 demonstrando monodispersividade e um potencial zeta
demonstrando o aumento da estabilidade conforme o aumento do volume do AA e
do PP. Os ensaios foram os selecionados para realizar a comparacdo com NaBH4 e
a troca de estabilizante por alginato, demonstrando que é preciso um estudo
detalhado da metodologia e mais testes adicionais para otimizar o desempenho e

garantir boa reprodutibilidade da sintese coloidal aquosa.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata; acido ascorbico; metodologia; polifosfato.



ABSTRACT

Nanoparticles (NPs) have been used in various applications due to exclusive
properties such as high surface area, conductivity and plasmonic effect. Metallic
nanoparticles include iron oxide, gold, copper and silver, which have unique
properties, including magnetism, interaction with light, thermal conductivity and
antibacterial properties. Silver NPs (AgNPs) have stood out especially for their ability
to inactivate microorganisms, making them useful for the production of biomaterials.
However, its synthesis usually uses NaBH4 as a reductant, which is highly toxic.
Therefore, the project proposes to replace NaBH4 with ascorbic acid (AA) in the
aqueous synthesis of AgNPs, following the principles of green chemistry. This aims
to minimize environmental impact and ensure a more sustainable process. For this,
AgNOs was used as a source of silver, AA as a reductant and two stabilizers were
tested separately: polyphosphate (PP) and alginate, under synthesis conditions
varying according to the planning 24 carried out. Characterization using UV-Vis
indicated spectra with maximum absorption bands around 400 nm, indicating a
spherical morphology of the AgNPs. Based on the intensity of these bands, tests 8,
10, 15 and 16 were selected as they presented the best responses. Statistical data
demonstrated that temperature has the least impact on the synthesis process, while
the volume of AA and polyphosphate, both individually and together, are decisive for
the effectiveness of the synthesis. These AgNPs produced presented a
hydrodynamic diameter ranging from 30 to 120 nm, with polydispersity index
(PDI)<0.7 demonstrating monodispersivity and a zeta potential demonstrating
increased stability as the volume of AA and PP increased. The tests were selected to
carry out the comparison with NaBH4 and the exchange of stabilizer for alginate,
demonstrating that a detailed study of the methodology and additional tests are
needed to optimize performance and guarantee good reproducibility of aqueous

colloidal synthesis.

Keywords: silver nanoparticles; ascorbic acid; methodology; polyphosphate.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia refere-se a manipulacdo de materiais em uma escala
nanométrica que varia de 1 a 100 nm (Emami Moghaddam et al., 2022). E
empregada para o desenvolvimento, sintese e caracterizacdes de sistemas
inovadores em nivel atbmico que apresentam diversas propriedades fisico-quimicas
e moleculares, como boa condutividade, maior relagdo &rea superficial/volume,
possibilidade de funcionalizacdo de superficie, porosidade ajustavel comparado a
escala macroscopica (Harish, 2022). Somado a isto, 0 avancgo cientifico proporcionou
o desenvolvimento de novas estruturas para potenciais aplicacdes em diversas
areas, como na induastria téxtil, de cosméticos e medicinal. A literatura reporta
diversos sistemas nanométricos que visam tais aplicacbes, nos quais as
nanoparticulas (NPs) metélicas sdo amplamente difundidas, tais como as NPs de
oxido de ferro, tendo propriedades magnéticas e biocompatibilidade, as NPs de
ouro, com a propriedade principal de interacdo com a luz, as NPs de cobre,
possuindo alta condutividade térmica, e as NPs de prata (AgNPs), com propriedades
antibacterianas (Mody, 2022). Essas nanoparticulas oferecem propriedades distintas
comparadas a escala macro, possuindo caracteristicas fisico-quimicas e biologicas,
apresentando uma maior eficiéncia e velocidade de formacdo mesmo em pequenas
proporcdes (Jeevanandam et al., 2018).

As AgNPs possuem propriedades anti-inflamatorias, antivirais,
antibacterianas e desinfectantes (Ninan; Chandran; Arputha Sundar et al, 2018). O
mecanismo de acdo das NPs nas bactérias, por exemplo, envolve um ataque
antibacteriano direcionado ao sistema respiratério da bactéria ou a intervencdo no
mecanismo de divisdo celular, conhecido como meiose (Panpaliya et al., 2019).
Entdo, os ions de prata demonstram capacidade de interagcdo com as bases moles
dos acidos nucleicos, que contém fosforo e enxofre, RNA e DNA. Sem a resisténcia
das células bacterianas, os ions de prata ao ter contato com a parede celular
causam a ruptura (Karunakaran et al., 2023), penetrando e modificando a morfologia
da membrana plasmatica, desestabiliza e, por fim, induz a apoptose celular
(Panpaliya et al., 2019).
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A sintese biogénica que utiliza o metabolismo de organismos vivos, como
microrganismos e extratos vegetais, para realizar a reducao da prata (Sharma et al.,
2009); a ablacdo a laser baseada na exposicdo da agua e o alvo metalico a luz
(Simakin et al., 2001); a sintese por microemulsdo que utiliza surfactantes (Zhang;
Qiao; Chen, 2006) e a reducdo quimica que utliza agentes redutores, como 0
borohidreto de sddio (Khan et al., 2011). Apesar de tantos métodos, alguns podem
apresentar subprodutos toxicos, gerando uma preocupac¢do da poluicdo presente,
por isso foram criados principios para a diminuicdo do impacto negativo para o meio
ambiente.

Diante da crescente apreensao em relacdo ao meio ambiente, a quimica
verde estd sendo cada vez mais explorada com um intuito de obter um custo
ambiental-beneficio satisfatério para a obtencdo de NPs de maneira sustentavel em
um unico processo (Ninan; Chandran; Arputha Sunda et al, 2018). A abordagem da
guimica verde direciona-se o0 desenvolvimento de metodologias de sinteses que
fazem uso de reagentes disponiveis na natureza, promovendo uma abordagem
econdmica e sustentavel, com énfase na reutilizacdo ou reducdo de residuos
(Aswathi et al., 2023). Essa perspectiva ndo apenas atende a demanda por
inovacbes ambientalmente responsaveis, mas também se alinha com a busca por
solucdes que sejam economicamente viaveis e ecologicamente sustentaveis.

No ambito da quimica verde, a sintese de AgNPs visa minimizar toxicidade
desses sistemas através do uso de reagentes naturais que atuem como
estabilizantes e/ou redutores. Com isso, € obtido um nanomaterial de forma
econdmica, pois utiliza poucos reagentes, natural e com um menor impacto
ambiental e na saude humana, sem o0 uso de reagentes com subprodutos reativos e
toxicos (Duran, 2018). Essas NPs, de carater ndo-tdéxico, podem ser sintetizadas
utilizando, por exemplo, redutores antioxidantes (Lakkim et al., 2023).

Dentre os produtos naturais, o &acido ascérbico (AA) surge como uma
alternativa de agente redutor da sintese de AgNPs, conforme relata Guzman et al
(2022) ao sintetizar e avaliar o uso de AA na producdo de AgNPs . O AA é bem
absorvido e metabolizado, além de ser uma molécula abundante, pois pode ser
obtida a partir das frutas. Tornou-se, por iSSo, uma opc¢ao para atuar na quimica

verde na producéo de NPs (Gour; Jain, 2019).
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Com isso, 0 presente projeto tem como objetivo a substituicdo do
borohidreto de sodio (NaBH4) pelo AA para a obtencdo de AgNPs, seguindo os
principios da quimica verde. Para estabelecer a obtencdo de uma rota sintética
satisfatoria, econdmica, realizada em uma Unica etapa e minimizacdo de
subprodutos téxicos. Ou seja, esta iniciativa evidencia a possibilidade de sintetizar
AgNPs minimizando a utilizacdo de reagentes reativos e agressivos ao meio
ambiente, por meio da reducdo quimica, utilizando um agente redutor abundante de

origem natural.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Introducdo a Nanotecnologia

A nanotecnologia € um campo multidisciplinar dedicado ao estudo de
materiais em uma escala molecular e atbmica, especificamente na faixa de 1 a 100
nm. As NPs emergem como protagonistas nesse contexto devido as suas
propriedades distintas, as quais séo influenciadas pela morfologia e tamanho
(Jeevanandam et al., 2018). No ambito das propriedades fisico-quimicas, destacam-
se caracteristicas como elevada razao area superficial/volume, estabilidade coloidal,
baixa citotoxicidade e elevada condutividade, os quais variam conforme a natureza
das NPs (De Jesus et al., 2024).

De maneira geral, as NPs proporcionam a possibilidade de funcionalizacao
da superficie, decorrente da elevada razdo entre a area superficial e o volume,
devido a concentracdo de atomos na superficie. Consequentemente, apresenta
maior reatividade quimica e capacidade catalitica (Bagci, 2023). A diversidade de
classes de NPs € vasta, sendo as metalicas especialmente destacadas na literatura
devido as propriedades associadas ao metal presente (Nazir et al., 2024). No ambito
da quimica verde, as NPs de ferro (Ikhuoria et al., 2023), ouro (Lee et al., 2020),
cobre (Humphreys Salas et al., 2023) e prata (Ahmed; Bilal Tahir; Sagir et al., 2024)
tém atuacdes proeminentes nas pesquisas atuais. As NPs de ferro, por exemplo,
apresentam biocompatibilidade e propriedades antioxidantes (Suppiah et al., 2023).
Ja as NPs de ouro apresentam inércia quimica e propriedades Opticas (Pereira et al.,
2007). Por sua vez, as NPs de cobre exibem capacidades fotovoltaicas, de deteccdo
e superconducdo (Bagci, 2023), enquanto as NPs de prata sao reconhecidas por
sua estabilidade, bem como por sua capacidade antifungica, antiviral e
antimicrobiana (Arshad et al., 2023).

Dentre as NPs metalicas, destaca-se o efeito plasmbnico, o qual ocorre
devido a interacdo da luz com a alta densidade de elétrons, causando a absorcao
parcial da luz pelas NPs metéalicas em um determinado comprimento de onda e a
percepcao na cor complementar (Tabela 1), dependendo do tamanho ou morfologia
da NP (Luo et al., 2017). Nas suspensodes coloidais de AgNPs, por exemplo, o efeito
plasmbénico € observavel através da variagdo de cores que apresenta o sistema,

podendo ter coloragéo castanha, alaranjada e amarelada (Loiseau et al., 2019).



Tabela 1: Representagéo do Circulo Cromatico em tabela.

Comprimento de Cor absorvida Cor complementar
onda
650 - 780
595 - 650 Laranja Azul esverdeado
560 - 595 Amarelo esverdeado
500 - 560 Verde
490 - 500
480 - 490 Azul esverdeado Laranja
435 - 480 Amarelo
380 - 435 Amarelo esverdeado

Fonte: Adaptado de Owen (2000)
Com a incidéncia da luz, os elétrons ficam confinados, gerando uma oscilacéo

coletiva dos elétrons, conhecida como ressonancia plasmoénica de superficie (SPR),
resultando um campo elétrico localizado nas NPs. Com a oscilacdo dos elétrons na
camada de valéncia, pode ocorrer a SPR polarizada, a qual ocorre em superficies
metéalicas maiores. Enquanto a SPR localizada (LSPR), ocorre com o confinamento
guantico quando o raio da nanoestrutura € muito menor que o comprimento de onda
(Loiseau et al., 2019).

Das NPs metdlicas, as AgNPs se destacam por possuir maior sensibilidade
no indice de refracdo para permitir a deteccdo colorimétrica de biomoléculas por
meio da analise da posicdo da banda de LSPR, tamanho da NP, morfologia,
dispersdo e composicdo (Loiseau et al.,, 2019). Além disso, as AgNPs se
sobressaem devido a sua notavel atividade biocida. Essas caracteristicas tornam-se
de suma importancia para aplicacdes terapéuticas no campo biomédico (Lee; Jun,
2019).

Um exemplo notavel reside na aplicacdo do efeito plasménico da prata em
técnicas ndo invasivas, como a terapia fotodinamica, por causa da funcéo dielétrica
e o caminho livre médio, que propiciam uma forte interacdo com a luz. A prata
permite a alteracdo de sua cor conforme os parametros estabelecidos, suscetiveis a

ajustes para o aumento da LSPR, possibilitando assim o rastreamento e a analise
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celular direcionada ao cancer por meio dessa técnica combinada com AgNPs (Kah;
Chandran; Abrahamse, 2023).

2.2 AgNPs: Propriedades, Caracterizagcbes Optica e Estrutural e suas
Aplicagdes

As AgNPs possuem propriedades fisico-quimicas e biolégicas, destacando-
se por suas capacidades cataliticas, condutoras, estabilidade térmica, efeito
plasmoénico e potencial fungicida e antimicrobiano. Além disso, as AgNPs possuem
uma diversidade morfoldgica, dimensional e de revestimento. Entre as possiveis
configuracBes, encontram-se as AgNPs esféricas, cubicas e prismaticas. As
esféricas, em particular, representam as de metodologia sintética mais simples,
apresentando um tamanho que varia de 1 a 50 nm (Kaushal et al., 2023).

Por meio de investigacbes cientificas, demonstrou-se diversas formas de
caracterizar essas nanoparticulas, levando em consideracao sua forma, distribuicéo
de tamanho, dimenséo, dispersibilidade, composicdo e area superficial. As técnicas
frequentemente empregadas incluem a determinacdo das caracteristicas citadas
anteriormente por potencial Zeta, espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis, difracédo
de raios-X (DRX), microscopia eletronica de transmissao (MET), espectroscopia de
emissdo optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e espalhamento
dinamico de luz (DLS) (Mourdikoudis; Pallares; Thanh, 2018).

Dentre as técnicas, o0 potencial Zeta é uma técnica que avalia a
determinacdo de carga na superficie, sendo introduzida uma amostra usando dois
eletrodos de um potencial eletrocinético em dispersdes coloidais. O mais usado é
eletroforese doppler a laser, na qual, ao ser aplicado um campo elétrico, particulas
positivas vdo em direcdo ao anodo e as negativas sdo atraidas para o catodo,
indicando assim a mobilidade das NPs (Bhattacharjee, 2016). Por meio da
viscosidade, mobilidade e constante dielétrica, € possivel quantificar a interacédo
eletrostatica de atracdo e repulsdo em uma suspensao (Sandri, 2010). Dessa forma,
guanto maior o valor obtido, em mddulo, no potencial Zeta, maior sera a
estabilidade, pois significa que as repulsdes eletrostaticas estdo presentes para
evitar agregacoes (Lunardi et al., 2021).

Adicionalmente, a técnica predominante para andlise de NPs em suspensao

€, geralmente, a espectroscopia de absorcdo no UV-VIS, pois permite 0
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fornecimento de informacdes sobre a forma, distribuicdo de tamanho e presenca das
nanoparticulas dispersas, por meio do comprimento de onda de absorcdo, assim
como a intensidade da banda observada (Mourdikoudis; Pallares; Thanh, 2018).
Essas propriedades podem ser determinadas pela presenga de luz incidente nas
AgNPs, ocasionando a excitacdo de elétrons livres na superficie do metal (Luo et al.,
2017). O processo gera uma oscilacdo coletiva conhecida como plasmon de
superficie ou efeito plasmoénico, no qual os elétrons ressoam em frequéncias
significativas, levando ao desenvolvimento de picos de absor¢cdo na regido do
espectro UV-VIS. A andlise do espectro UV-VIS permite caracterizar, detectar a
presenca e estimar NPs metalicas por meio da banda de absorcdo maxima.
Consequentemente, a interagdo da luz com a matéria, na faixa do ultravioleta ao
visivel, possibilita a correlacdo do perfil espectral, incluindo a posicdo e forma da
banda, com a morfologia das NPs, as quais podem apresentar configuracdes
esféricas, prismaticas, cubicas, em forma de bastédo, triangular ou em plaquetas
(Rodrigues et al, 2024). Cada morfologia caracteristica possui um comprimento de
onda de absorcédo diferente (Figura 1), como no caso das NPs esféricas que
apresentam uma banda com maxima absorcdo em aproximadamente 400 nm e

possuem um tamanho de 5 a 50 nm (Duran, 2018).

Figura 1: Correlagdo entre a morfologia das AgNPs com o perfil espectral de absor¢éo

Y

Normalized extinction

Wavelength (nm)

Fonte: Rodrigues et al, 2024
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J& o ICP-OES é uma técnica empregada na determinagcdo da concentracdo
e na deteccdo da presenca da prata das AgNPs. Esta técnica utiliza uma fonte de
plasma para excitar os atomos presentes na amostra, 0s quais, ao retornar ao nivel
mais baixo de energia, estado fundamental, emite fotons em comprimentos de onda
especificos, possibilitando a andlise qualitativa e quantitativa dos elementos
presentes (Gasbarri et al., 2019). O ICP-OES é capaz de fornecer informacdes
precisas sobre a concentracdo de ions dissolvidos de prata na amostra por meio da
analise dos sinais de emisséo gerados durante a excitacdo dos atomos no plasma. A
concentracdo de prata nas AgNPs pode ser determinada mediante célculos,
utilizando a densidade da prata, o volume da amostra e o teor do elemento, para
calcular a quantidade de prata presente em relacdo ao volume total da amostra.

Por fim, a DLS € uma técnica utilizada para a analise e distribuicdo de
tamanhos das AgNPs, por meio do espalhamento de luz. Esta abordagem busca
estimar a distribuicdo e o tamanho dos aglomerados por meio da alteracdo da
intensidade da luz, a qual esta relacionada ao movimento dos coloides, conhecido
como andlise das flutuacdes de intensidade (Nomoura et al, 2013).

Devido as suas propriedades interessantes ja citadas, as AgNPs tém
despertado o interesse em profissionais de areas multidisciplinares. As aplicacdes
dessas nanoparticulas sdo amplas, abrangendo desde componentes para implantes
O0sseos até aplicacbes em odontologia para combate a céarie (De Andrade;
Rosenblatt; Galembeck, 2022), bem como na industria de bebidas e alimentos, com

0 objetivo de reduzir as infeccbes patogénicas (Rana; Parmar, 2023).

2.3 Abordagens Sintéticas para Obtencao das AgNPs

Alguns métodos de sintese apresentam um tempo prolongado,
nanotoxicidade, custo elevado ou/e menor rendimento de AgNPs. Dentre os
métodos, dispdem-se na literatura dois principais (Figura 2): o top-down, no qual o
material solido é usado como precursor do processo, nesse se aplicam os métodos
fisicos; e o bottom-up, que consiste em usar atomos ou moléculas e, geralmente, um
ambiente em solucdo para obter o sistema, se enquadrando nesta classificacdo os
métodos quimicos (Nazir et al., 2024). Dentre os top-down destacam-se a ablacéo a

laser, irradiacdo por raios y, entre outros; e dentre as abordagens bottom-up,
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encontram-se diversas técnicas de sintese, que englobam rotas sintéticas como
microemulsdes, biogénica, sintese por redugéo quimica, etc.

Figura 2: Esquema sobre top-down e bottom-up

Top-Down
/—\ ’/—_\\ Aglomerados Atomos
) ) O 0% %
OO0 @ o° %%
Bloco de massa Po e ii\___/ \_/
Bottom-up

Fonte: A autora (2024)

Dentre os top-down, o método de ablacdo a laser destaca-se pela sua
abordagem direcionada a obtencdo de NPs com a utilizacdo minima de reagentes. O
procedimento € caracterizado por sua simplicidade, exigindo apenas agua destilada,
uma placa metalica de Ag em formato de disco, imersa, como alvo e um laser de
alcance visivel (Figura 3). A radiacdo a laser € realizada através de pulsos de
energia, elevando a temperatura do material até atingir o ponto de ebulicdo ou fuséo
(Simakin et al., 2001). Este método dispensa a inclusdo de estabilizantes, néo
resulta na formacao de subprodutos e transcorre em uma Unica etapa. Entretanto, é
importante ressaltar que a aquisicdo do laser para a implementacdo desse método
esta associada a um custo elevado, além disso as NPs sdo obtidas com elevada

polidispersividade (Nyabadza; Vazquez; Brabazon, 2023).
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Figura 3: Incidéncia do laser durante a sintese de AgNPs no método de ablacédo a laser

Fonte: A autora (2024)

No contexto dos bottom-up, ha a obtencdo de AgNPs por meio do método de
microemulsédo. Esta metodologia envolve a utilizacdo de 6leo, agua e surfactante
(Nguyen et al., 2023). A microemulsdo é constituida em goticulas nanométricas
dispersas em uma fase continua e uma fase dispersa imiscivel (Silva et al, 2015).
Estas goticulas sdo formadas através de utilizacdo simultdanea de solventes
hidrofébicos e hidrofilicos, permitindo a centralizacdo de uma das fases por meio
dessas interacdes hidrofébicas e hidrofilicas (Figura 4). Entdo para formar AgNPs,
utiliza-se a solubilizacdo do nitrato de prata em agua, ou seja, na fase hidrofilica,

para originar emulsées com AgNPs coloidais (Zhang; Qiao; Chen, 2006).
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Figura 4: Estrutura das microemulsdes

Microemulsao A/D Microemulsao 0/ A

Fonte: Oliveira, 2014
Quando a agua estd presente na fase dispersa, uma interacdo com as

hidroxilas ocorre por meio de ligagdes de hidrogénio, possibilitando a dispersédo da
emulsdo (Garavand et al.,, 2021). Por outro lado, quando o 6leo esta na fase
dispersa, sua interacdo ocorre com a cadeia carbdnica apolar atraves de ligagdes de
Van Der Waals. Esse processo contribui para a eficiéncia do rendimento das AgNPs
(Zhang; Qiao; Chen, 2006). Exemplos do uso do método de microemulsdo séo a
analise do comportamento da curcumina utilizando AgNPs (Ghosh et al., 2020), na
incorporacao de AgNPs para o desenvolvimento de agrido (Sedyakina et al., 2021) e
a sintese e caracterizacéo da base tinta de AgNPs automontadas (Hu et al., 2020).

Assim, esse € um meétodo que fornece estabilidade para as NPs, reacdes em
condi¢cbes ambiente, além de rapido. No entanto, necessita de grandes quantidades
de tensoativos e surfactantes para obter suspensfes estaveis, promovendo grande
dificuldade de retirar os solventes organicos (Zhang; Qiao; Chen, 2006).
Consequentemente, quando aplicadas para a area farmacéutica, por exemplo, pode
causar irritacdo local devido a concentracao necessaria do surfactante para garantir
a estabilidade. Além disso, o método de microemulsdo geralmente resulta em
nanoparticulas com tamanhos diversos e tem tendéncia a formar aglomerados (Silva
et al., 2015).

Adicionalmente ao supracitado, é relevante mencionar o método de sintese
biogénica, que utiliza extratos vegetais (lravani, 2011), fungos (Chauhan et al.,
2023), bactérias (Singh et al., 2015), algas (Choudhary et al., 2023) e leveduras

(Salem, 2022) para a obtencéo, estabilizagcdo e bio-reducdo dos ions de prata para a
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formacdo de AgNPs (Kher et al., 2024). Este método se destaca por sua
caracteristica sustentavel e de custo reduzido (Irshad et al., 2021). Entretanto, é
essencial considerar algumas limitacbes associadas a este processo, sendo um
método que necessita de cautela do experimentador devido ao risco potencial de
contaminacao bioldgica cruzada (Hosseini et al., 2024). Além disso, a padronizacdo
ainda possui dificil devido a variabilidade dos extratos de plantas e as condi¢bes de
crescimento dos microrganismos, 0 que torna complexa a reproducéo dos resultados
pela necessidade de compreender os mecanismos biologicos envolvidos (Velidandi
et al., 2020).

O método de sintese por reducdo quimica € comumente utilizado para
produzir NPs em uma sintese coloidal aquosa. As NPs sédo geralmente produzidas
da técnica de sintese por reducdo quimica por meio da utilizacdo de agentes
redutores, estabilizantes e um sal metalico. Para sintese de AgNPs, € empregada
uma solucdo de AgNOs, onde os ions de prata (Ag*) sdo convertidos em prata
metdlica (Ag®) por meio de reacdes de reducdo. Normalmente, o NaBHs é
frequentemente escolhido nesse processo como agente redutor devido a sua
eficacia, simplicidade e reprodutibilidade nas etapas (Duran, 2018). Representado
pela equacao (I) abaixo a reacdo redox do borohidreto de sédio com o nitrato de
prata (Garcia, 2011):

NaBH4 (s) + AGNO3 (ag) —> AQP (aq) + %2 Ha (g) + % B2He () + NaNOs ag) )

No entanto, é importante considerar que o reagente redutor NaBH4 € toxico
por formar hidretos altamente reativos (Wei et al., 2015). Com isso, a selecdo
adequada dos parametros de sintese € essencial para obter um impacto positivo e
desejavel na producédo de AgNPs.

No processo de sintese, os parametros possuem grande importancia no
desenvolvimento da reacdo. Alguns dos parametros empregados para a sintese
coloidal de AgNPs, sdo a natureza do agente redutor, a concentracdo do
estabilizante, a temperatura e o pH (Solis-Sandi et al., 2023).

Assim, redutores distintos podem ser usados, dependendo de qual o método
abordado para promover uma suspensdo coloidal (Szczyglewska; Feliczak-Guzik;
Nowak, 2023). O redutor € fundamental na sintese de AgNPs para que seja iniciada
a etapa de nucleagdo e permitir o crescimento das nanoparticulas (Nguyen et al.,

2023). Quanto maior o poder redutor, maior sera a produgédo de prata metalica no
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meio, pois mais Ag* reagird para Ag® no meio, gerando, consequentemente, uma
formacdo de mais nanoparticulas.

Todavia, a sua utilizacdo pode levar a subprodutos téxicos e reativos, como
a formacdo de hidretos. Diante dessas problematicas, estudos recentes vém
abordando a utilizacdo de produtos naturais como agentes redutores na sintese de
AgNPs. Exemplos séo a utilizacdo da glicose (Elumalai; Kayalvizhi; Silvan, 2014),
acido lalico (Yin; Chen; Wu, 2010), extratos de vegetais (Puranik; Patel, 2023) e
acido ascorbico (Lakkim et al., 2023). E para garantir uma nucleacdo sem
aglomerados, além de um agente redutor, necessita-se de um estabilizante.

Os estabilizantes sdo 0s responsaveis por manter a estrutura coloidal do
sistema por meio de repulsdes eletrostaticas, impedindo a agregacao das espécies
em suspensao e subsequente precipitacdo (Massironi et al., 2022). Diversos agentes
estabilizadores séo aplicados na sintese de AgNPs, sendo os polimeros a classe de
compostos mais utilizados para esta finalidade. A literatura apresenta alguns
polimeros que atuam como estalibizantes, como poli(vinilpirrolidona) (Filimon et al.,
2023), alcool polivinilico (Bashir et al., 2022), polietilenoglicol (Suk et al., 2016),
alginato (Venkatesan et al., 2017) e polifosfato (Monte, 2021). Observou-se que
essas moléculas de estabilizantes interagem com os ions Ag*, causando
impedimento estérico ou repulsdo eletrostatica. E, consequentemente, evitando a
interacdo entre elas, por isso os estabilizantes tém a funcdo de promover uma
melhor dispersdo coloidal (Melo Jr., 2012). O aumento ou diminuicdo da
concentracdo do estabilizante pode influenciar diretamente na disperséo, pois este
fator € o maior responsavel para evitar agregacoes e garantir as repulsdes entre as
AgNPs (Polte, 2015).

Com relacdo a temperatura, a solucdo de AgNO: sofre aguecimento,
afetando o crescimento das nanoparticulas e a monodispersdo (Kim; Jeong; Moon,
2006).

Ja o ajuste de pH é uma etapa fundamental, na qual deve ser feita para
evitar a agregacdo de NPs, a qual pode causar irregularidades na morfologia,
nucleacao e polidispersao (Poudel et al., 2022).

Por isso, as sinteses quimicas se destacam, por causa dos seus resultados
promissores, rendimento e possivel controle de reprodutibilidade do produto. Porém

uma preocupacgdo global é a poluicdo causada por efluentes toxicos das grandes
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induUstrias. Esses reagentes toxicos podem gerar maleficios ao meio ambiente e,
consequentemente, aos seres humanos. Devido a isso, surgiu-se o conceito de
quimica verde para diminuir a quantidade de reagentes e a busca por substituintes
Menos NocCivos aos seres vivos (Armenta et al., 2023).

Abordagens baseadas nos principios da quimica verde visam analisar os
possiveis impactos causados no ambiente, eliminar a toxicidade e diminuir a
poluicdo (Sheldon, 2018). Eles, quando aplicados, utiliza-se da reducdo da
toxicidade para obter NPs, em uma Unica etapa, evitando a utilizacdo de solventes
ou mais reagentes, apresentando uma eficiéncia atbmica, além de uma rota sintética
biodegradavel e sustentavel (Prediger et al., 2022). A modificacdo experimental de
um redutor toxico por um reagente verde reflete nos parametros das AgNPs, como a
mudanca de cor, tamanho e forma e por meio da influéncia dos reagentes,
consequentemente, sdo modificadas as propriedades cataliticas e Opticas
(Velgosova et al., 2022).

2.4 Quimica Verde

A quimica verde constitui um conjunto de principios direcionados a reducao
da poluicdo no atual contexto global. Essa abordagem permeia os dominios
cientificos, sociais e econdmicos, mitigando de maneira sustentavel o impacto de
substancias toxicas. A aplicacdo da quimica verde incentiva a implantacdo desses

principios nas esferas cientifica, comercial e industrial (Armenta et al., 2023).

Os 12 principios da quimica verde (Figura 5) abordam os seguintes
aspectos: 1) o desenvolvimento com menor consumo de energia, 2) prevencao a
formacdo de residuos toxicos, 3) a utilizacdo da catalise, 4) a reducdo da
derivatizac&o para evitar o uso de reagentes adicionais, 5) a preferéncia pelo uso de
substancias recicladas para possibilitar a reutilizacdo de subprodutos no processo,
6) a escolha de sustancias seguras para evitar danos ambientais, 7) a minimizacao
de acidentes, 8) a producéo de produtos quimicos biodegradaveis, 9) processos em
condicBes energéticas mais benignas e econbmicas, 10) evitar a utlizacdo de
solventes e substancias auxiliares, 11) o desenvolvimento de sinteses que

minimizem o uso de atomos dos reagentes de partida no para obter o produto final, e
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12) a realizacdo de sinteses com compostos de menor toxicidade, substituindo os de

alto poder toxicoldgico por alternativas mais brandos (Prado, 2003).

Figura 5: Os 12 principios da quimica verde
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Fonte: Adaptado de Prado, 2003

No contexto desse projeto, 0s principios destacados incluem a
implementacdo do desenvolvimento de uma sintese segura, caracterizada pela
auséncia de reagentes toxicos e temperaturas baixas. Ademais, € notavel o uso de
solventes e auxiliares, por meio do uso de agua para realizar uma sintese coloidal
aquosa. Além disso, ressalta-se a importancia da eficiéncia atbmica, por meio da
utilizacdo de um planejamento fatorial completo, visando reduzir a quantidade de

reagentes e otimizar a eficacia do processo de sintese (Armenta et al., 2023).

Nesse contexto, a sintese de AgNPs com a aplicacdo dos principios da
guimica verde tem sido desenvolvida com redutores ndo-téxicos. Dentre eles, a
literatura destaca a glicose (Peng; Yang; Xiong, 2013), citrato de sédio (Zhang et al.,
2018) e acido ascorbico (AA) o (Sondi; Goia; Matijevi¢, 2003).

O AA emergiu como uma alternativa viavel de agente redutor devido a sua
capacidade de promover a reducdo da prata. Além disso, sua disponibilidade
econdmica e suas propriedades antioxidantes contribuem para sua atratividade

nesse contexto. O AA é capaz de gerar um estresse oxidativo equilibrado, facilitando
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a formacdo de reacdes redox complexas ndo-enzimaticas que estabilizam radicais
livres. O AA também é conhecido comumente por vitamina C, a qual é usada para
fortalecer o sistema imunologico e potencializa a absorcdo do ferro por formar um
quelato soluvel (Garcia-Casal et al., 1998). Portanto, € pertinente considerar que
caso residuos de AA resultem da sintese, no organismo nao trara maleficios, se
fundamentando na ampla gama vantagens assertivas associadas ao AA, como a

biocompatibilidade.

O AA é um hidroxiacido que possui uma quantidade consideravel de
hidroxilas (OH) (Figura 7). Estes grupos podem ser desprotonados em pH basico, o
gue contribui para uma menor dispersdo do tamanho, maior estabilidade e alta
eficiéncia na nucleacdo das NPs (Marciniak et al., 2020). A molécula perde um
préton (H*) na presenca da base forte (NaOH), no ajuste do pH, formando ions
carboxilatos. Os elétrons sdo doados para a prata ao ter contato com a solucao de
AgNOs3, sendo o pH um dos fatores criticos para a cinética e tamanhos das AgNPs.
Além do pH, existem os parametros de temperatura, concentracdo e os tipos de
estabilizantes (Srikar, 2016).

Figura 6: A formula estrutural do acido ascorbico

HO

i

HO @)

HO OH
Fonte: A autora (2024)

Na literatura, exemplificam-se a obtencdo de NPs mediante a aplicacdo da
guimica verde por meio do método de sintese por reducdo quimica, como
demonstrado na pesquisa do uso de acido ascoérbico para o controle de AgNPs
esféricas (Qin et al, 2010), para a obtencdo de AgNPs de diferentes formatos contra
Streptococcus mutans (Dos Santos Junior et al, 2017) e para a formacédo de AgNPs

revestidas com tartarato de sédio (Janah; Roto; Siswanta, 2022).
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No contexto deste trabalho, as principais incertezas envolvem questdes
fundamentais, tais como a eficiéncia da substituicdo de borohidreto de sdodio pelo
acido ascorbico e a previsdo de alcancar resultados promissores, equivalentes ou
superiores aos obtidos com o NaBHi. Com base no levantamento bibliogréfico
anterior, formula-se a hipétese de que é possivel produzir AQNPs utilizando o &cido
ascorbico como substituinte do agente redutor, seguindo os principios da quimica
verde.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma rota sintética para a obtencao de nanoparticulas de prata,
usando &cido ascérbico como agente redutor, por meio dos principios da quimica

verde.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar a preparagdo AgNPs esféricas com polifosfato em agua com uso do
AA.

e Caracterizar as AgNPs por meio da espectroscopia de absorcédo eletronica
UV-VIS.

e Preparar o planejamento fatorial completo 24 e observar o comportamento
experimental com base na quimiometria.

e Preparar as AQNPs com NaBH4 para fins de comparagéo.

e Usar as melhores condi¢cdes com o alginato como estabilizante.

e Determinar as melhores condi¢cdes de sintese por meio de caracterizacfes

Opticas por potencial zeta e espalhamento dinamico de luz.

4 METODOLOGIA
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4.1 Materiais e Método
4.1.1 Reagentes

A sintese foi realizada com o uso de nitrato de prata (AgNO3, Vetec Quimica
Fina, 99%), hidroxido de sodio (NaOH, Dinamica, 98%), hematofosfato de sédio
((NaPOz3)s, Aldrich, 96%), alginato de sodio (CgH;NaOg)n, Dinamica, 90%),
borohidreto de sddio (NaBH4, Sigma, 99%), acido ascorbico (CsHgOs, Vetec, 99%) e

agua ultrapura.

4.1.2 Procedimento Experimental

Antes de iniciar a sintese das AgNPs, uma solucéo resultante foi preparada
combinando solugbes do redutor, AA ou NaBH4, e do estabilizante, alginato ou
polifosfato. Ambas as solucdes foram previamente preparadas a 27,5 mmol.L! e
uma aliquota de 0,1 ou 0,3 ml foi retirada, conforme o planejamento fatorial completo
realizado. Essas aliquotas foram transferidas para um baldo volumétrico de 25 ml e
o volume foi completado até o menisco com agua Mili-Q. Em seguida, a solucéo
resultante foi transferida para um baldo de fundo redondo para o pH ser ajustado
com a adicdo de NaOH a 0,5 mol. L, sendo este ajuste para pH 9 ou 11, conforme
determinado pelo planejamento fatorial, sob a agitacdo magnética. Posteriormente, a
solucdo foi aquecida e agitada e foram adicionados 50 uL a 50 mmol.L* da solucéo
de AgNO3 e assim iniciar a sintese de 30 minutos. Entdo, a amostra foi reservada,
sem contato com a luz solar, em um vidro de penicilina fechado com hydrofilm para
ser caracterizada posteriormente no UV-VIS e, assim, comprovar a formacédo de
AgNPs esféricas através da absorcdo na banda 400 nm. A figura 7 representa o

procedimento experimental realizado em duplicata.

Figura 7: Procedimento experimental para obtencéo de AgNPs.

Acido ascorbico
Estabilizante CM‘ AgNO;
01— 03 mL 0.1-0.3 mL D 50 pL
27,5 mM 27.5 mM OO0

<
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Fonte: A autora

4.1.3 Planejamento Fatorial Completo

Com o objetivo de substituir o borohidreto de sédio por acido ascérbico para
a obtencdo de AgNPs de maneira igualmente ou mais eficaz, foi realizado um
planejamento fatorial completo para determinar quais fatores influenciaram na
sintese e permitindo a correlagdo dos efeitos com as respostas obtidas. Entédo
variou-se 0s niveis dos seguintes fatores: temperatura, pH, volume de acido
ascorbico e do estabilizante (Tabela 2). Por meio da organizacdo desse esquema,

obteve-se o planejamento fatorial completo 24.

Tabela 2: Fatores e niveis determinados para o planejamento fatorial completo 2%,

NIVEL

FATORES ~ NIVELINFERIOR () ¢ pERIOR +)

Temperatura

o 30 70

(°C)
pH 9 11
Volume do AA 01 0.3

(mL)

Volume do

estabilizante 0,1 0,3

(mL)

Fonte: A autora

O procedimento experimental foi realizado em triplicata no ponto central

determinado (Tabela 3).

Tabela 3: Fatores e valores determinados para o ponto central.

FATORES PONTO CENTRAL
Temperatura (°C) 50
pH 10
Volume do AA (mL) 0,2

Volume do estabilizante

(mL) 0,2

Fonte: A autora
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4.1.4 Caracterizacdes Opticas
4.1.4.1 Espectroscopia de absorc¢édo ultravioleta-visivel (UV-Vis)

As AgNPs foram caracterizadas por meio da espectroscopia de absor¢éo na
regido do UV-Vis, compreendendo uma faixa entre 250-800 nm, por meio do
espectrofotometro modelo Evolution 600s (Thermo Scientific®) usando o software
Perkin EImer-Lambda 650.

4.1.4.2 Potencial Zeta e Espalhamento Dinamico de Luz

Foram determinados os potenciais zeta de superficie e a distribuicdo de
tamanho por espalhamento dindmico de luz (DLS) das AgNPs por meio do
equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Analitica). Para realizar as analises,
cerca de 1 mL das AgNPs foram dissolvidas em 10 mL de agua ultrapura e levadas

para analise do potencial zeta e DLS.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Preparacao das AgNPs

A rota sintética para a obtencdo de AgNPs nessa metodologia é por meio da
reducdo quimica dos ions Ag* para Ag° utilizando o AA como agente redutor,

resultando na reacdo quimica descrita na equacao (II) abaixo.

CeHgOs (s) + 2Ag" (ag) = 2AQ° (aq) + CeH6O6 (aq) + 2H" (aq) (I
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O mecanismo descrito na figura 9 (a) ilustra a reacédo de oxidorreducao do
acido ascorbico, convertendo-o em sua forma oxidada, acido dehidroascorbico, que
exibe maior reatividade em um ambiente alcalino, facilitada pela desprotonacéao.

Esta reacao ocorre em conjunto com a reducado da prata descrita na figura 9 (b).

Figura 8: Mecanismo de a) reacdo de oxidacéo do AA e b) reacdo do AA com a prata

a) Oxidacao do AA:

HO
= HO
< (@) =
HO j 0 o-
HO
0 OH
L- acido ascérbico
HO HO
g O _ :' (0)
HO 0 o
/ + 1€
o OH © 0

Acido dehidroascérbico

b) Reagdo com a prata

T

e
I
WO

- 0
HO © HO 0
.
+ 2Ag7 + 2Ag®  + 2H*
HO OH 0 o)

L- &cido ascorbico Acido dehidroascérbico
Fonte: Adaptado de Janah, Roto, Siswanta (2022)

Para estabilizar, utilizou-se dois polimeros para prevenir futuras agregacoes
entre as AgNPs: polifosfato e alginato de sddio. Esses foram escolhidos por causa
das vantagens como boa estabilidade coloidal por serem polimeros que formam
complexos com os ions da prata, por serem biodegradaveis e biocompativeis em um
organismo vivo (Oc¢wieja; Barbasz, 2020). Com o polifosfato, descrito na figura 10
(a), foi realizado o planejamento e com o alginato, descrito na figura 10 (b), foi

realizado os testes com 0s ensaios que deram melhores resultados 6pticos.
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Figura 9: Formula estrutural do a) polifosfato e b) do alginato.

0 OH oM
” ~To Ji/o OH
HO——F|>—O-—H HO -0 ,
OH o o o ©
a) L Jn ) i In
Polifosfato Alginato

Fonte: A autora

5.2 Planejamento fatorial

As AgNPs podem apresentar morfologias distintas, de acordo com o0s
reagentes e circunstancias da rota de sintese utilizada. Uma maneira de indicar a
morfologia é por meio do comprimento de onda da banda de absor¢cdo maxima
apresentada. Segundo a literatura, a banda de absor¢cdo maxima no UV-Vis em
aproximadamente 400 nm indica a presenca e formacdo de AgNPs esféricas
(Rodrigues et al, 2024). Além disso, a intensidade de absorcdo é proporcional
guantitativamente aos ions de prata reduzidos e as AgNPs formadas. Nesse
contexto, para obter uma substituicdo do NaBHa4 por AA de forma eficaz foi realizado
um planejamento fatorial completo do tipo 2* com um ponto central (Tabela 4), tendo
como resposta a intensidade da absorbancia em 400 nm das AgNPs na

espectroscopia de absorcédo no UV-Vis.

Tabela 4: Planejamento fatorial completo 24 com ponto central (P.C.), sendo indicada por “.1 e .2

as duplicatas dos ensaios para a obtencao da resposta (absorbancia).

Ensaios Temperatura pH Volume de AA  Volume do estabilizante Respostas
1.1 -1 -1 -1 -1 0,07
1.2 1 -1 -1 -1 0,04

2.1 -1 1 -1 -1 0,05
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2.2 1 1 -1 -1 0,05
3.1 -1 -1 1 -1 0,05
3.2 1 -1 1 -1 0,06
4.1 -1 1 1 -1 0,17
4.2 1 1 1 -1 0,08
5.1 -1 -1 -1 1 0,08
5.2 1 -1 -1 1 0,07
6.1 -1 1 -1 1 0,16
6.2 1 1 -1 1 0,09
7.1 -1 -1 1 1 0,09
7.2 1 -1 1 1 0,29
8.1 -1 1 1 1 0,60
8.2 1 1 1 1 0,82
9.1 -1 -1 -1 -1 0,11
9.2 1 -1 -1 -1 0,12
10.1 -1 1 -1 -1 0,79
10.2 1 1 -1 -1 0,67
111 -1 -1 1 -1 0,22
11.2 1 -1 1 -1 0,54
12.1 -1 1 1 -1 0,21
12.2 1 1 1 -1 0,19
13.1 -1 -1 -1 1 0,13
13.2 1 -1 -1 1 0,12
14.1 -1 1 -1 1 0,19
14.2 1 1 -1 1 0,21
15.1 -1 -1 1 1 1,11
15.2 1 -1 1 1 0,97
16.1 -1 1 1 1 0,80
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16.2 1 1 1 1 1,04
P.C.1 0 0 0 0 0,24
P.C.2 0 0 0 0 0,19
P.C.3 0 0 0 0 0,20

Fonte: A autora

O planejamento fatorial realiza o estudo de forma multivariavel, isto é, todos
os fatores sdo avaliados concomitantemente. Com isso ha a reducdo do tempo e
custo da andlise, uma vez que é necessaria uma menor quantidade de experimentos
a fim de avaliar os fatores que influenciam significativamente no ensaio, além de
permitir a analise dos efeitos das interacbes das variaveis independentes. (Luiz
Caleffo Piva Bigao et al., 2024). No planejamento fatorial completo, foi realizada a
analise das absorbancias das duplicatas na Tabela 4, tendo na aplicacdo do
software as absorbancias de todas amostras. A Figura 11 apresenta 0s espectros
das metodologias de 1 a 5, com suas designadas duplicatas, de acordo com a
distribuicdo dos niveis por meio da caracterizacao realizada no UV-Vis. Os espectros
demonstraram que a intensidade da absorbancia foi baixa e pouco significativa, sem
formacéo de banda e pico em 400 nm, indicando que a capacidade redutora, nesse
caso, foi insuficiente para formar AgNPs esféricas. Além disso, obteve um pequeno
aumento de intensidade no ensaio 4 houve formacdo de banda com maximo de
absorcao em, aproximadamente, 400 nm, indicando a presenca de AgNPs esféricas,
porém este ndo apresentou reprodutibilidade, ja que somente uma das replicatas

(4.1) apresentou esse comportamento.

Figura 10: Espectros de absorcdo das AgNPs dos ensaios 1 ao 5, sendo indicada por “.1 e .2” as

duplicatas para fornecer a resposta
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Fonte: A autora

Ja os espectros de 6 a 10 apresentaram bandas definidas e de absorcao
maxima em, aproximadamente, 400 nm, indicando a presenca de AgNPs esféricas
(Figura 12). Dentre eles, os ensaios 8 e 10, e suas respectivas duplicatas,
apresentaram intensidades acima de 0,5 de absorbancia. Ja os ensaios 6 e 9 néao
apresentaram bandas, portanto ndo formaram AgNPs e o0 ensaio 7 formou bandas,

porém com intensidades muito baixas.

Figura 11: Espectros de absorcdo das AgNPs dos ensaios de 6 a 10, sendo indicada por “.1 e .2” as
duplicatas para fornecer a resposta

Absorbancia

’ T
300 400 500
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Fonte: A autora
Enquanto os espectros de absor¢do das AgNPs dos ensaios de 11 a 16,

apresentaram maiores bandas de absor¢do em 400 nm das amostras 15 e 16, com

suas duplicatas com valores acima de 0,8 de absorbéancia (Figura 13).

Figura 12: Espectro de absorcdo das AgNPs dos ensaios de 11 a 16, sendo indicada por “.1 e .2” as
duplicatas para fornecer a resposta

15

Absorbancia

A (nm)

Fonte: A autora

Os pontos centrais foram feitos em triplicata com o intuito de estimar o erro,
entdo os pontos centrais sédo codificados em (0,0) na escala de niveis (-1, +1), entédo
eles ndo interferem na estimativa dos efeitos. De acordo com os espectros na figura
14, os pontos centrais indicam linearidade, sendo consistentes e precisos, indicando

gue os resultados podem ser reproduziveis com confianca.
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Figura 13: Espectros de absorcdo das AgNPs no ponto central
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Fonte: A autora

Os melhores resultados foram obtidos com os ensaios/amostras 8, 10, 15 e
16 com os niveis indicados na tabela 5 por terem apresentado maiores intensidades
e bandas definidas em aproximadamente 400 nm. Observou-se, em todos o0s
ensaios, que tanto o volume do AA quanto do polifosfato atingiram valores maximos
em comparacdo com as demais condi¢cdes experimentais dos ensaios previstas no
planejamento. Notavelmente, conforme ambos o0s volumes aumentaram em
conjunto, verificou-se uma correspondente intensificacdo das bandas observadas.
Esse fenbmeno é atribuido ao aumento da reducédo da prata, consequentemente
maior formacdo de AgNPs. E importante destacar que o AA pode apresentar
desafios a nucleacdo de AgNPs em decorréncia da quantidade de Ag° (Yang; Jiang;
Ran, 2023). Por outro lado, no que concerne ao estabilizante, é possivel que um
mecanismo similar possa ter ocorrido o mesmo, conforme observado por Mc Clary et
al (2013) que utilizou o citrato como estabilizante e notaram que o aumento da

concentracdo pode proporcionar um LSTR aprimorado por causa da forca iénica.

Tabela 5: Sele¢do dos melhores resultados conforme os niveis e resposta indicado

Volume do Volume do

Amostras Temperatura (°C) pH AA (ML)  estabilizante (mL)

8 70 11 0,3 0,1
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10 70 9 0,1 0,3
15 30 11 0,3 0,3
16 70 11 0,3 0,3

Fonte: A autora

A selecdo dos melhores resultados demonstrou que, além de uma
intensidade de absorbancia significativa, os espectros das amostras selecionadas 8,
10, 15 e 16 (Figura 15) apresentaram a média da largura a meia altura (FWHM) da
banda de absor¢cdo maxima das duplicatas, respectivamente: 131,17 nm; 152,41 nm;
145,44 nm; e 121,26 nm. Quanto menor o valor de FWHM, menor sera a distribuicédo
de tamanho das AgNPs (Janah; Roto; Siswanta, 2022), indicando uma
homogeneidade e monodispersividade. Além disso, quanto mais estreita a banda de

absorcao, menor sera a indicacao de defeitos na superficie das NPs.

Figura 14: Espectro de absorcao dos melhores ensaios das amostras de AgNPs.
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Fonte: A autora

Apés uma analise estatistica do planejamento experimental, foi avaliado o
grafico de Pareto (Figura 16), tendo a linha vermelha tracejada representando a
linha de referéncia com o valor do desvio padrdo calculado a um nivel de
significancia de 0,05.Neste gréfico, € possivel observar que o0 aumento na proporgao

do volume do acido ascoérbico (AA) com o estabilizante, neste caso o polifosfato,
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assim como o volume do &cido ascorbico e o volume do polifosfato, considerados
como variaveis independentes, exercem uma influéncia significativa no aumento da

intensidade da banda de absorcéao.

Notavelmente, o pH demonstrou uma relacéo importante, uma vez que 0sS
ensaios que apresentaram as melhores respostas no espectrofotometro UV-Vis
foram aqueles realizados em pH 11. Isso indica que um meio alcalino é necessario
para a desprotonacdo do acido ascérbico, possibilitando sua reatividade e
subsequente reacdo com a prata, 0 que representa um efeito altamente significativo.
Por outro lado, a temperatura exibiu um dos menores efeitos, tanto de forma

independente quanto combinada com outros parametros.

Figura 15: Grafico de Pareto dos efeitos padronizados do planejamento das AgNPs.
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Fonte: A autora

O gréfico de tendéncia dos efeitos principais nos resultados abordados
demonstra, por meio da inclinacdo da reta, quais os fatores sdo mais significativos.
De acordo com esse contexto, o gréafico fornecido pelo software Minitab Statistical
9.0 (Figura 17) indicou que quanto maior o volume de AA, mais significativo sera o
efeito. Seguido do maior volume do polifosfato para assegurar a distribuicdo de

tamanhos sem agregacfes, sendo importante para a sintese, e com o pH em
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aproximadamente 11 pode fornecer uma reatividade do AA para as reagdes de

oxirredugao.

Figura 16: Grafico dos efeitos principais para os resultados das AgNPs.
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Fonte: A autora

Por fim, o grafico de contorno é uma representacdo visual de um quadrado
com curvas de niveis codificadas, onde a resposta dependente € representada por
variagcbes de cores. Ele desempenha um papel importante na identificacdo das
regides dessa superficie que podem ser exploradas para otimizar a resposta do
sistema (NATHANAEL et al., 2023). Ao analisar o grafico, é possivel discernir que é
necessario ampliar a faixa de variacdo tanto do volume de AA quanto do
estabilizante para a regido verde escura. Isso se justifica pelo fato de que a resposta
ainda se encontra na extremidade do quadrado, representada pelo azul escuro,
indicando que nado atingiu o ponto ideal. Portanto, é essencial aumentar
proporcionalmente esses parametros para alcancar o ponto ideal, ou seja, o centro

do quadrado do grafico de contorno (Figura 18).



32

Figura 17: Gréfico de contorno da relagdo do AA com o estabilizante.
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Fonte: A autora

O borohidreto de sodio € um redutor eficiente amplamente utilizado na
sintese por reducdo quimica, entédo foi realizada a comparacdo com o AA, usando a
mesma metodologia com os parametros referentes aos ensaios 8 e 15 por ser a
menor e a maior resposta dentre os melhores resultados apresentados. Porém o
resultado apresentou um desempenho relativamente baixo para o que se esperava,
pois 0 espectro apresentou bandas de absorcdo maximas abaixo de 1,5, apesar de
se apresentarem bem definidas no ensaio 8 (Figura 19). Com isso, indica que a
metodologia ndo favoreceu a capacidade redutora do NaBH4 por ser acrescentado
previamente em conjunto com o estabilizante, pois ele € higroscépico. Apesar do
conhecimento prévio disso, foi realizado o teste para fim de comparacao impondo os
mesmos fatores e condicBes que o AA para observar se iriam se comportar de forma
parecida, tanto na intensidade da absorbancia como na largura das bandas

apresentadas.

A analise comparativa do NaBH4 e AA indicou que a metodologia deve ser
ajustada, pois mesmo um reagente com alta capacidade redutora apresentou um
resultado menor do que o esperado ja que ficou exposto e misturado ao estabilizante

por um tempo, para o ajuste do pH, antes de ser iniciada a sintese. E provavel que
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os resultados apresentados pelo AA também pudessem atingir maiores respostas se
ele fosse aplicado por ultimo, tendo uma menor exposi¢do a luz e ao ar atmosférico

até que iniciasse a sintese.

Figura 18: Espectro de absorcao das AgNPs com borohidreto de sédio
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Fonte: A autora

Ao observar os melhores resultados do planejamento do experimento, foi
realizada a substituicido do polifosfato por alginato para a analise da influéncia do
estabilizante nas AgNPs com os mesmos parametros abordados anteriormente nos
ensaios 8, 10, 15 e 16 tendo o AA como redutor. A analise dos espectros por meio
do UV-Vis (Figura 20), demonstrou uma menor intensidade das bandas de absorc¢éo
maxima das AgNPs, além do aumento da largura da banda e a auséncia da
formacdo de AgNPs de uma das replicatas da amostra 15. A diminuicdo da
absorbancia se deve as possibilidades de interacées com as hidroxilas do alginato,
gerando diferentes interacfes. Além disso, seria necessario realizar uma triplicata
para confirmar a reprodutibilidade da sintese com esse estabilizante. Com isso, o
polifosfato demonstrou uma atuacdo melhor como estabilizante, entdo continuou-se

as caracterizagﬁes com seus ensaios.
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Figura 19: Espectro de absorcdo das AgNPs com o estabilizante alginato.
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Fonte: A autora

5.3 Caracterizacdes das AgNPs com Potencial Zeta e DLS

Para as caracterizacbes foram selecionadas as amostras do planejamento
gue apresentaram espectros com absorbancias mais intensas, nas quais foram: 8.2,
10.1, 15.1 e 16.1. A analise foi realizada em triplicata para a obtencéo de resultados

gue apresentem confianga e precisao.

O DLS é uma técnica que demonstra o tamanho médio das particulas
formadas, por meio do diametro hidrodinamico (Dh). Este parametro representa o
tamanho da circunferéncia aparentes da NPs em suspensdo em uma solugéo. Além
disso, o DLS permite avaliar se a dispersdo é monodispersa ou polidispersa pelo
indice de polidispersividade (PDI). Uma amostra que apresenta PDI de 0,0 a 0,4
apresenta homogeneidade na distribuicdo e monodispersividade (Amin et al, 2024).
Um valor de PDI > 0,7 indica polidispersividade e alta distribuicdo de tamanho das
AgNPs (Toledo et al, 2020). Diante disso, a Tabela 6 indica a amostra 15.1 PP
reproduz NPs com tamanhos maiores e 8.2 com 0s menores tamanhos. Diante
disso, todos os resultados demonstraram dispersdes aceitaveis em AgNPs. Diante
dessa informacdo, o maior PDI foi da amostra 10.1 por apresentar uma média de

0,616, indicando proximo ao valor limite. JA o menor PDI foi da amostra 8.2 por
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apresentar uma média de 0,485, sendo o mais proximo de apresentar tamanhos
similares por ser monodisperso. Enquanto isso, o Dh das amostras apresentou
variagdes de 30,97 a 128,67 nm. Entdo observou-se que a amostra com maior Dh foi
0 ensaio com pH 9, podendo ter influenciado também na distribuicdo de tamanhos.
De acordo com a literatura (Guzman et al., 2022; Rastegarzadeh; Hashemi, 2014),
foram obtidos resultados com Dh acima do que é esperado tendo o AA como redutor
eopHem1l.

Com relacdo ao potencial zeta (PZ), € uma medida que demonstra a atracao
ou repulsado eletrostatica para manter a estabilidade das AgNPs em suspensao. De
acordo com a literatura (Bhattacharjee, 2016; Patel, Agrawal, 2011), se o PZ
demonstra valores de 0-10 mV classifica como altamente instaveis, de 10-20 mV sao
relativamente estaveis, 20-30 mV moderadamente estaveis e acima de 30 mV
altamente estaveis. Dos resultados analisados, as amostras expostas na tabela 6
indicam a média do PZ e desvio padréo, respectivamente: -5,35 + 8,59 mV; -11,8 *
0,9 mv; -18,93 + 2,12 mV e -21,6 + 4,37 mV. Com isso, foi realizada a analise em
triplicata das amostras que apresentaram maiores absorbancias. Nesse caso, 0 8.2
demonstrou cargas mais proximas do neutro, sendo instavel e podendo indicar
agregacOes das AgNPs. Ja a amostra 16.1 demonstrou maiores cargas e mais
estabilidade devido a repulsdo (Tabela 6), por isso € moderadamente estavel. Por
causa disso, é possivel perceber a relacdo de aumento de estabilidade proporcional
ao aumento de AA e PP. As cargas negativas sdo correspondentes aos grupos
funcionais do estabilizante.

Tabela 6: Valores do raio hidrodinamico e PDI medido por DLS e potencial zeta (PZ), como as
analises foram realizadas em triplicata entao estao representadas por 1,2 e 3.

Amostras Dh PDI PZ
8.2 PP1 29,28 0,528 -14,9
8.2 PP2 33,08 0,5 -2,89
8.2 PP3 30,56 0,426 1,74

10.1PP1 164,7 0,482 -10,9

10.1 PP 2 111 0,714 -12,7

10.1 PP 3 110,3 0,653 -11,8

15.1PP1 42,65 0,459 -20,4

15.1PP2 39,21 0,546 -16,5

15.1PP3 39,36 0,575 -19,9
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16.1 PP 1 93,13 0,258 -19,7
16.1 PP 2 67,68 0,674 -26,6
16.1 PP 3 68,3 0,481 -18,5

Fonte: A autora

Os resultados alcancados evidenciaram que o Dh apresentou dimensdes
superiores as expectativas, em conformidade com a reviséo bibliografica realizada, e
um PZ mais estavel a medida que aumentava do volume do AA e do PP. Torna-se
necessario a realizacao de estudos adicionais para analisar se aconteceria 0 mesmo

ao utilizar alginato como estabilizante.
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6 CONCLUSAO

A sintese de AgNPs esféricas foi realizada por meio da técnica de sintese
por reducdo quimica pela atuacdo do AA como redutor verde. As AgNPs foram
estabilizadas com o polifosfato, o qual foi utilizado para fazer um planejamento
fatorial 24, e o alginato sob as melhores condi¢cdes de sintese dos ensaios. Os dados
estatisticos do planejamento indicaram que o volume do AA e do polifosfato, com
efeito em conjunto e individual, sdo determinantes para a sintese ser otimizada. As
caracterizacoes indicaram a intensidades dos espectros das bandas de absorcéo
maximas foram maiores nas amostras 8, 10, 15 e 16, com FWHM, respectivamente,
131,17 nm, 152,41 nm, 145,44 nm e 121,26 nm, sendo a Ultima amostra evidenciada
por demonstrar menor distribuicdo de tamanhos. Além disso, apresentou Dh
variando de 30 a 128 nm, enquanto o PDI apresentou valores abaixo de 0,7
indicando monodispersidade. J4 os valores de PZ demonstraram uma
proporcionalidade com o volume de AA e PP.

A comparacdo com o borohidreto de sodio nos ensaios especificos, ja
mencionados, apresentou variagbes significativas nas respostas, sugerindo a
necessidade de ajustes na metodologia.

Com relacdo as AgNPs estabilizadas por alginato, os resultados obtidos
indicaram uma menor resposta, atribuida as interacfes distintas do alginato e as
AgNPs nas condicdes especifica de cada ensaio. Recomenda-se um estudo futuro
mais aprofundado e testes em triplicatas para avaliar a reprodutibilidade das
respostas.

Portanto, obteve-se AgNPs esféricas por meio da sintese verde tendo como
redutor o AA, porém mais estudos e ajustes acerca da metodologia devem ser

realizados para a obtencédo de melhores resultados.
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7 Perspectivas
(a) Avaliar metodologias distintas de sintese
(b) Adicionar citrato de s6dio em conjunto com AA
(c) Aumentar a faixa de niveis para realizar a otimizacéo e atingir o ponto ideal
(d) Realizar a sintese adicionando o redutor por ultimo e testar com diferentes
polimeros como redutor, como PVP e PEG
(e) Realizar caracterizacdes estruturais das AgNPs como analise de MEV
() Realizar testes microbiolégicos
(9) Realizar um planejamento estrela como comparativo

(h) Realizacédo da sintese por meio da incidéncia da luz
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