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RESUMO
A síntese de nanopartículas metálicas tem despertado grande interesse devido ao pequeno tamanho e à grande área de superfície em relação ao seu volume. Nessa escala nanométrica, tais partículas passam a apresentar características muito diferentes de partículas maiores presentes do mesmo material em maior escala. A "síntese verde" consiste na utilização de extratos vegetais contendo moléculas capazes de reduzir íons metálicos como a Prata (Ag+2) a nanopartículas (NP) em apenas uma etapa em condições normais de temperatura e pressão. A síntese de AgNP possui várias vantagens, tais como a proteção do ambiente, passos reprodutíveis simples, produzem biomoléculas funcionais que aderem à superfície das nanopartículas  lhes conferindo propriedades farmacológicas, proteção e estabilidade. Nesse estudo foi possível obter nanoparticulas de prata (AgNP) por síntese verde em temperatura ambiente utilizando extrato aquoso da folha de Moringa oleifera como agente redutor , a síntese das AgNPs foi realizada seguindo a metodologia com  adaptações de Albernaz (2014). A caracterização das AgNPs foi realizada por meio de espectrofotometria UV-Visível, espalhamento de luz dinâmico (DLS) e potencial Zeta de superfície. As AgNP formadas apresentaram absorbância em torno de 97,40  nm, usando o extrato em uma concentrção de 5% e pH 9,0. Pesquisas iniciais sobre a Moringa oleifera isolaram o seu princípio ativo antimicrobiano,  denominado  benzil-isotiocianato (BITC) e outras substâncias presentes nos tecidos da planta capazes de inibir o crescimento microbiano, como os glicosídeos saponinas, niazirina, niaziridina, polifenóis (flavonóides) e alcalóides (moringina e moringinina). Assim espera-se que as AgNP obtidas por síntese verde usando extrato aquoso de  M. oleifera seguindo o mesmo proposito terão efeito bacteriostático e bactericida pronunciado frente algumas bacterias Gram positivas e Gram negativas. 
[bookmark: _GoBack]
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ABSTRACT

The synthesis of metallic nanoparticles has aroused great interest due to the small size and the large surface area in relation to their volume. On this nanoscale scale, these particles now have very different characteristics from larger particles present in the same material on a larger scale. The "green synthesis" consists of using plant extracts containing molecules capable of reducing metallic ions such as Silver (Ag + 2) to nanoparticles (NP) in just one step under normal conditions of temperature and pressure. The synthesis of AgNP has several advantages, such as environmental protection, simple reproducible steps, produce functional biomolecules that adhere to the surface of the nanoparticles, giving them pharmacological properties, protection and stability. In this study it was possible to obtain silver nanoparticles (AgNP) by green synthesis at room temperature using aqueous extract of the Moringa oleifera leaf as a reducing agent, the synthesis of the AgNPs was performed following the methodology with adaptations by Albernaz (2014). The characterization of AgNPs was performed using UV-Visible spectrophotometry, dynamic light scattering (DLS) and surface Zeta potential. The formed AgNP showed absorbance around 97.40 nm, using the extract in a concentration of 5% and pH 9.0. Initial research on Moringa oleifera isolated its antimicrobial active ingredient, called benzyl-isothiocyanate (BITC) and other substances present in plant tissues capable of inhibiting microbial growth, such as saponin glycosides, niazirine, niaziridine, polyphenols (flavonoids) and alkaloids (moringine and moringinine). Thus it is expected that AgNP obtained by green synthesis using aqueous extract of M. oleifera following the same purpose will have a pronounced bacteriostatic and bactericidal effect against some Gram positive and Gram negative bacteria.
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INTRODUÇÃO

A Nanobiotecnologia é uma área da nanotecnologia referente a criação, utilização e ao aprimoramento de nanoestruturas em processos biotecnológicos. Dentre os vários campos de pesquisa nessa área está a síntese, caracterização e aplicação de nanopartículas com diferentes tamanhos, formas e composições químicas. A síntese de nanopartículas metálicas (NPMs), por sua vez, entra nesse ramo de pesquisa e tem despertado grande interesse devido ao pequeno tamanho e à grande área de superfície em relação ao seu volume. Nessa escala nanométrica, tais partículas passam a apresentar características muito diferentes de partículas maiores presentes do mesmo material em maior escala (DASA et al., 2019).
A síntese de NPMs é realizada por redução de um íon metálico. Os métodos tradicionais utilizados para a síntese dessas nanopartículas são geralmente métodos químicos em que há utilização de solventes tóxicos (hidróxido de sódio, hidrato de hidrazina, borohidreto de sódio, dimetilformamida e etilenoglicol), que podem, inclusive, ser adsorvidos na superfície das NPMs. Além disso, pode ocorrer geração de subprodutos perigosos e envolver consumo de alta energia. Devido a esses fatores, há uma necessidade crescente em se desenvolver procedimentos não tóxicos e não agressivos ao meio ambiente com um rendimento alto e  baixo custo (JAMKHANDE et al., 2019). 
 A síntese verde de nanopartículas de prata (AgNP) consiste na utilização de extratos vegetais contendo moléculas capazes de reduzir íons metálicos a nanopartículas (NPs) em apenas uma etapa. Consiste na redução do íon (Ag+) para a sua forma metálica (Ag0), esta etapa é realizada de forma rápida em condições normais de temperatura e pressão. Alguns fatores como a natureza e concentração do extrato, a concentração do sal metálico, pH e temperatura podem afetar a velocidade de reação, a quantidade obtida, a estabilidade das NP bem como, outras características destas (REN et al., 2019).
Os agentes de redução de extratos vegetais envolvidos incluem metabólitos hidrossolúveis de plantas (como alcalóides, compostos fenólicos, terpenóides), enzimas, proteínas, aminoácidos, polissacarídeos, flavonóides, ácido cítrico, grupos funcionais (álcool, aldeídos e aminas), compostos heterocíclicos e ácido tânico, podendo ser encontrados em talos, folhas, sementes ou mistura destes (SOUSA et al., 2019)
A Moringa oleifera Lam (Moringaceae) é uma planta rica nutricionalmente e que possui vários usos medicinais. Diferentes partes da planta contêm um perfilde minerais importantes, e são uma boa fonte de proteínas, vitaminas, β caroteno, aminoácidos, vários compostos fenólicos, flavonóide (kaempferol), sitosterol e ácido cafeoilquínico. Ela fornece uma combinação rica de zeatina e quercetina, além de seus poderes comprovadamente de purificação de água. Todas suas partes são ricas em metábolitos mas, as folhas se destacam. Partes da planta tais como as folhas, raízes, sementes, casca, fruto, flores e vagens imaturas atuam como estimulantes cardíacos e circulatórios, possuem ação antitumoral, antipiréticos, antiepiléptico, antiflamatória, antiúlcerativo, antiespasmódico, diurético, antihipertensiva, de redução do colesterol, antioxidante, atividades antidiabéticos, hepatoprotetora, antibacterianas e antifúngicas, e estão sendo empregados para o tratamento de diferentes patologias (RAY et al., 2015).
Nesse contexto, as rotas de síntese de NPMs por sistemas biológicos, também conhecidas como síntese verde ou biossíntese, tornam-se bastante relevantes demonstrando  ser um bom substituto para agentes redutores químicos, possuindo baixo custo, segurança, não-tóxicidade ao ambiente além de ser uma rica fonte de compostos bioativos naturais com numerosas propriedades medicinais.

MATERIAIS E MÉTODOS

Para a síntese de nanopartículas de prata através da síntese verde, fez-se necessária a escolha da amostra bem como a tomada dos procedimentos pertinentes à preparação para este estudo , a síntese das AgNPs foi realizada seguindo a metodologia com  adaptações de Albernaz (2014).
Inicialmente foi preparada uma solução de nitrato de prata a 2mM e em seguida uma solução aquosa a 10% a partir do pó da folha da Moringa Oleifera Lam.
Posteriormente o extrato aquoso vegetal sofreu ajuste de pH e em seguida a solução de nitrato de prata foi gotejada na solução de extrato aquoso de Moringa Oleifera sob agitação magnética e em temperatura ambiente. Para cada concentração do extrato vegetal foi preparada uma amostra em controle (contendo apenas extrato vegetal e água destilada). Os valores de pH foram ajustados usando um potenciômetro digital e auxílio de solução de HCl 0,1N ou NaOH 0,1M conforme a necessidade.
O estudo da síntese das AgNP foi realizado utilizando Planejamento Experimental (PE) do tipo fatorial 22 completo com triplicata no ponto central. Serão analisados dois fatores (concentração do extrato (%) e pH) em dois níveis e um ponto central.Tomando a concentração de 5% do extrato como ponto central e variando ±2,5% nos pontos de máximo e mínimo. No planejamento experimental foram selecionados os valores de pH 5, 7 e 9.




Tabela 1. Planejamento Experimental para síntese de AgNP
	Experimento
	Extrato de Moringa Oleifera(%)
	pH

	E1
	2,5
	5

	E2
	2,5
	9

	E3
	5,0
	5

	E4
	5,0
	7

	E5
	5,0
	9

	E6
	7,5
	5

	E7
	7,5
	9



Após a síntese das AgNP foram avaliados parâmetros em relação ao tamanho das AgNP através de espectrofotometria no UV-visível de 200 a 800nm, Índice de Polidispersão (PDI) pela técnica de Espalhamento de Luz Dinâmico e potencial zeta para medir a carga das partículas. Para a caracterização dos grupos funcionais presentes na superfície das AgNP será utilizada a Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier além da avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) frente a cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.



RESULTADOS E DISCUSSÃO


Nanoparticulas de prata foram obtidas por síntese verde usando o extrato aquoso  da M. oleifera Lam, que possivelmente essa especie apresentam muitas biomoléculas capazes de promover a biossíntese. Além disso RAY et al., (2015), afirma que a M. oleifera possui metabólitos como grupo fenóis e ácidos fenólicos, flavonoides aminoácidos, proteinas, compostos nitrogenados, ácidos graxos, compostos terpênicos, carboidratos que são capazes de reduzir íons metálicos a nanopartículas. 
Um dos fatores cruciais na síntese de nanopartículas metálicas é o pH , este está relacionado ao tamanho e forma das nanopartículas sintetizadas, sendo que meio ácido tende a favorecer a agregação das NP enquanto o meio alcalino favorece a nucleação (AKHTAR et al., 2013). Por esta razão, iniciou-se os experimentos pela concentração do extrato aquoso da Moringa a 5% e pH 9, que obteve-se tamanho de partículas em média de 97,40 nm como mostra a Figura 1. O resultado da análise por espectrofotometria UV-Vis é apresentado na figura e mostra a formação de NP.




Figura 1: Espectrofotometria UV-Vis de AgNP com extrato de Moringa a 5% e pH 9,0 
[image: ]
	

O  PdI foi analisado pela técnica de Espalhamento de Luz Dinâmico, ele se refere à variedade do tamanho da amostra relativo à sua distribuição por intensidade (Malvern, 2004). Esse valor varia de 0 a 1 e, quanto menor, mais monodispersa e,consequentemente, menos heterogênea é a amostra. O PdI da AgNP usando extrato de Moringa a 5% e pH 9 foi de 0,528 o que mostra uma amostra com distribuição e tamanhos com qualidade medianas que podem vir a ser melhoradas. Essa melhora pode acontecer com a utilização de uma elevação da concentração que será usado em experimentos posteriores.
Estes dados sao apenas resultados iniciais, em seguida serão realizadas análises posteriores através da Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier a fim investigar a possível presença/ausência de grupos funcionais presentes na superfície das AgNP.
Uma busca em banco de dados a respeito das publicações sobre propriedades antimicrobianas de nanopartículas indica que as nanopartículas de prata são altamente eficientes contra doenças causadas por micróbios como bactérias (sobretudo Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginoa) e fungos que causam infecções de pele (micose de pele) e Candida albicans. O interessante dessas nanopartículas é que elas atuam em sinergia e demonstram alta atividade quando comparada a seu uso isolado (Ray et al., 2015).
	Pesquisas iniciais sobre a M. oleifera isolaram o seu princípio ativo antimicrobiano,  denominado  benzil-isotiocianato  (BITC),  pertencente  ao  grupo  dos isotiocianatos. Estes compostos são originados a partir da hidrólise dos glucosinolatos, também conhecidos como glicosídeos do óleo de mostarda, e são liberados na planta após alguma lesão tecidual. A atividade antimicrobiana do BITC está relacionada, principalmente, a alteração de importantes processos do metabolismo bacteriano. Este composto tem como  alvo  a  fração  tiol  de  proteínas,  como  a  cisteína,  acarretando  a  perda  de estrutura e função proteica. Outras substâncias presentes nos tecidos da M. oleifera também são conhecidas por inibir o crescimento microbiano, como os glicosídeos saponinas, niazirina, niaziridina; polifenóis (flavonoides) e alcaloides (moringina e moringinina) (FAROOQ et al.,2007)
Assim espera-se que as AgNPs obtidas por síntese verde a partir de extrato aquoso de  M. oleifera possa apresentarar também efeito bacteriostático e bactericida frente as bactérias P. aeruginosa, B. cereus e S. aureus. Estes  compostos  naturais podem atuar em sinergismo com as nanopartículas de prata, que ja possui comprovadamente a capacidade de combater microrganismos, potencializando as suas ações antimicrobianas.


CONCLUSÕES

Nanoparticulas de prata foram obtidas por síntese verde em temperatura ambiente, a partir de extrato aquoso de Moringa oleifera como agente redutor da prata. A mudança de cor no extrato e os resultados preliminares do projeto mostrou um tamanho aceitável de partícula em media de 97,40 nm para o extrato da planta a 5% e pH 9.0.  Estes dados podem ser melhorados a partir de novos esperimentações como segue no projeto e posterior experimentos para verificação do efeito bacteriostático e/ou bactericida.
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