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RESUMO

O aumento da industrializacdo tem impacto na geracdo de residuos com compostos
potencialmente toxicos, podendo ocasionar contaminagdes, especialmente em corpos hidricos.
Destinar adequadamente os residuos produzidos, bem como monitorar areas passiveis de
contaminagdes ¢ de importancia econdmica, ambiental e de saude publica. A determinagao de
metais potencialmente toxicos, como o mercurio, pode ser realizada por diferentes métodos,
muitos dos quais utilizam técnicas espectrométricas. Em geral, tais técnicas sao consideradas
de alto custo, além de requererem tratamentos prévios complexos para as amostras. Dessa
forma, métodos alternativos, de baixo custo e simples para determinacdo de metais
potencialmente toxicos sdo importantes. A utilizagdo de sensores colorimétricos baseados em
nanoparticulas de prata se mostrou um método que atende a essas demandas, com potencial
para determinagio de ions Hg?". Visando a producdo ambientalmente amigavel e simples de
nanoparticulas de prata (AgNPs), foi utilizado a abordagem bioldgica de preparo do material,
onde foi utilizado extrato aquoso de folhas de Schinus terebinthifolius para a obteng¢do das
AgNPs. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi o preparo, caracterizacdo e
desenvolvimento de sensor colorimétrico baseados em nanoparticulas de prata, produzidos com
extrato de folhas de S. terebinthifolius (ST-AgNPs), para a determinacdo de merclrio, em
amostras ambientais. As ST-AgNPs se mostraram sensores colorimétricos seletivos a Hg*" e
Fe?’, contudo, utilizando H,O; e 1,10-fenantrolina como agentes oxidante e mascarante, foi
possivel mascarar a presenca Fe?* de maneira simples, permitindo a minimiza¢io da
interferéncia deste na quantificacdo de Hg?*. Assim, foi possivel construir uma curva de
calibracio para Hg?*, com r? de 0,9982 e limites de detec¢io (0,03 mg L) e quantificacio (0,10
mg L). Foi possivel utilizar o sensor desenvolvido para determina¢io de Hg?* mesmo em
matrizes complexas como fluido de perfuragdo, indicando que o uso das nanoparticulas de prata
¢ promissor.

Palavras-chave: Metais potencialmente toxicos; Residuos; Extrato biologico.



ABSTRACT

The increase in industrialization has impact in the generation of wastes with potentially toxic
compounds, which can cause contamination, especially in water bodies. The adequate disposal
of the waste produced, as well as the monitoring of areas susceptible to contamination is of
economic, environmental, and public health importance. The determination of potentially toxic
metals, such as mercury, can be performed by different methods, which mainly include
spectrometric techniques. In general, these techniques are considered expensive and require
complex sample pretreatment. Thus, alternative, low-cost and simple methods for the
determination of potentially toxic metals are of interest. The use of colorimetric sensors based
on silver nanoparticles has shown to be a method that meets these demands, with potential for
the determination of Hg?* ions. Aiming at the environmentally friendly and simple production
of silver nanoparticles, the biological approach of material preparation was used, where aqueous
extract of Schinus terebinthifolius leaves was used to obtain them. Therefore, the objective of
this work was the preparation, characterization and development of silver nanoparticle based
colorimetric sensor, produced with extract of S. terebinthifolius leaves (ST-AgNPs), for the
determination of mercury in environmental samples. The ST-AgNPs obtained proved to be
colorimetric sensors selective to Hg?* and Fe**, however, using H,O> and 1,10-phenanthroline
as oxidizing and masking agents, it was possible to mask the presence of the interfering ion in
a simple way. Thus, it was possible to construct a calibration curve for Hg?*, with 1 of 0.9982
and limit of detection (0,03 mg L) and quantification (0,10 mg L'). With prior sample
preparation, it was possible to use the developed sensor for Hg>* determination even in complex
matrices such as drilling fluid, indicating that the use of silver nanoparticles is promising.

Keywords: Heavy metals; Waste; Biological extract
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INTRODUCAO

Emissoes de metais potencialmente téxicos para o meio ambiente podem ter origens
de diferentes atividades antropogénicas. O setor automobilistico, agricola e especialmente o
industrial s3o exemplos de fontes de emissdo que podem levar a contaminacao de corpos
hidricos. O estilo de vida da sociedade do século XXI e o desenvolvimento industrial, aumentou
a demanda dos diversos produtos. O aumento da demanda de produtos, leva ao aumento na
geragao de residuos industriais, os quais podem apresentar em sua composi¢do metais
potencialmente toxicos. Dessa forma, a contaminacao de sistemas hidricos esta intrinsicamente
relacionada com a emissdo dos metais. Assim, ¢ de importancia ambiental, econdmica e de
saude publica o manejo adequado dos residuos e monitoramento de possiveis areas afetadas.

A industria de curtume, de concreto, metalurgica e de dleo e gas, sdo exemplos de
setores industriais responsaveis pela emissao de diferentes metais potencialmente toxicos,
havendo potencial risco de contaminag@o de corpos hidricos caso a gestao dos residuos ndo seja
adequada. A presenca destes metais oferece riscos a curto e longo prazo, podendo causar
morbidades imediatas ou influenciar em doengas futuras devido a sua capacidade de
bioacumulagdo. Entre os metais potencialmente toxicos que podem compor os residuos, o
mercurio (Hg) ¢ um dos metais de maior importancia clinica e ambiental. A contaminagdo de
Hg em corpos hidricos pode causar diversos problemas a saide humana, atingindo
principalmente criangas e gestantes. Neste contexto, o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) exige, por parte do produtor dos residuos, o conhecimento de sua composi¢ao
média, visando sua destinacdo adequada, além do monitoramento de areas passiveis de
contaminag¢do. Dessa forma, a determinagao da concentragdao de metais se faz necessaria para a
avaliacdo da composi¢ao quimica dos residuos e estudos de monitoramento ambiental. Assim,
sdo encontradas na literatura diferentes técnicas para a determinagdo de metais potencialmente
toxicos, onde se pode citar as eletroanaliticas e espectrométricas.

Dentre as diversas técnicas espectrométricas utilizadas, pode-se citar a espectrometria
de absor¢ao atomica (AAS) utilizando forno de grafite (GFAAS) ou chama (FAAS), além das
espectrometrias com plasma indutivamente acoplado (ICP), incluindo as baseadas na emissao
optica (ICP OES) e de massa (ICP-MS). Apesar destas técnicas serem amplamente empregadas,
apresentando vantagens como baixos limites de deteccdo, possibilidade da andlise de matrizes
complexas (apds tratamento adequado) e serem consideradas andlises multielementares, ha
limitagdes que restringem a sua ampla utiliza¢do na rotina de analises laboratoriais. O principal

fator limitante do uso das técnicas citadas € o custo da instrumentacgao, além da necessidade de
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tratamento adequado das amostras para a analise. Dessa forma, alternativas mais simples e de
baixo custo para a determinacdo de metais potencialmente toxicos sdo mais atrativas.

E possivel desenvolver técnicas que atendam as caracteristicas citadas utilizando
sensores colorimétricos baseados em nanoparticulas. Nos ultimos anos, diversos sensores
colorimétricos, com baixos limites de deteccdo, para detecgdo de metais foram propostos.
Adicionalmente, a simplicidade, o baixo custo e a geracdo minima de residuos na sintese
biologica de nanoparticulas tem se mostrado uma solu¢do promissora para contornar as
limitagdes encontradas nos métodos convencionais.

A sintese bioldgica de nanoparticulas baseia-se na utilizacdo de extratos de plantas
como agentes redutores e estabilizantes. As propriedades fisicas e quimicas dos produtos
gerados dependem da escolha das etapas empregadas durante a sintese, podendo variar
conforme o tipo de extrato e metal utilizados. A proporcdo entre os reagentes € o tempo de
aquecimento também podem influenciar nas caracteristicas das nanoparticulas produzidas. A
Schinus terebinthifolius, drvore nativa do Brasil com alta distribuicdo geografica, produz folhas
que apresentam atividade antioxidante pronunciada. Dessa forma, a espécie € uma alternativa
para fornecer um extrato suficientemente redutor e estavel para a produgdo de nanoparticulas.

Assim, considerando as limitagdes das técnicas convencionais empregadas para a
determinagdo de Hg em amostras de interesse ambiental, além da possibilidade de utilizagao de
sensores colorimétricos baseados em nanoparticulas, espera-se que com a otimizagao dos
parametros de sintese, seja produzida maior quantidade de nanoparticulas de prata (AgNPs)
com parametros fisicos e quimicos adequados para aplicagdo como sensor colorimétrico. Neste
caso, caracterizacdo quimica, fisica e biologica ¢ de suma importidncia para compreender
melhor as nanoparticulas produzidas e permitir sua aplicacdo como sensores colorimétricos,
sendo capazes de detectar mercurio em baixas concentracdes em amostras complexas de
residuos da industria de 6leo e gas. Dessa forma, as nanoparticulas de prata produzidas a partir
de extrato de S. terebinthifolius (ST-AgNPs) tem potencial para proporcionar limites de
deteccdo e quantificagio adequados para sua utilizacdo para determinagio de ions Hg?" em

matrizes de interesse ambiental.
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1  REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 METAIS POTENCIALMENTE TOXICOS

Metais potencialmente toxicos sdo considerados estaveis as condigdes ambientais,
sendo dificil o processo de degradacdo dos mesmos. Alguns dos metais, como cobre, sdo
essenciais para o corpo humano, contudo, em concentragdes acima das consideradas normais
para o funcionamento do metabolismo, podem desenvolver atividade toxicologica (GUPTA et
al., 2012). Emissoes de metais provindas de atividades antropogénicas sao consideradas uma
das principais fontes de preocupagdo global. O risco eminente de contaminacdes de
ecossistemas hidricos atrelados as emissodes, faz com que o tema seja de interesse ambiental e
de saude publica (ADRIANO, 1986; ZHANG et al., 2019). Contaminagdes destes metais
podem ser resultado de diferentes atividades antropogénicas como, por exemplo, o uso de
automoveis. Emissdes de metais relacionadas ao trafego, em geral, sdo decorrentes do uso de
automoveis que carecem de escapamento adequado. A combustdo da gasolina, que pode conter
niveis de chumbo, torna a poeira de estradas urbanas rica no metal, resultando na contaminagao
da atmosfera, do solo e de corpos hidricos. Nas areas urbanas, as emissdes de metais
potencialmente toxicos oriundas de automoveis podem ser associadas a pontos criticos de
contaminag¢do por metais (PADOAN et al., 2018).

Além do trafego, € possivel que atividades agricolas sejam responsdveis por emissoes
de sais metalicos, resultando na contaminacao de sistemas hidricos. O uso de sais que possuem
metais em suas formas nao reativas, quando entram em contato com um sistema hidrico, podem
ser convertidos em suas formas reativas, podendo afetar o ecossistema local (SAHU; BASTI,
2021). Além disso, acidentes ambientais podem ser importantes fontes de contaminacdes. Na
China, entre 2005 e 2018, ocorreram 1327 acidentes envolvendo contaminag¢ao de metais em
corpos hidricos, o equivalente a 52% do numero total de emergéncias ambientais (LIU et al.,
2021). A contaminagao acidental por cddmio no rio Longjiang em 2012, por cadmio e talio no
rio Hejiang em 2013 e por antimdnio na provincia de Gansu em 2015 sdo exemplos de acidentes
que podem ocasionar a presenca de metais potencialmente toxicos em corpos hidricos (LAN et
al., 2017; ZHAO et al., 2018; ZHUO et al., 2022).

A principal categoria de atividade antropologica envolvida na emissdo de metais
potencialmente toxicos sdo as industrias. Em decorréncia do desenvolvimento industrial, houve
a intensificacdo de problemas de cunho ambiental com relagdo aos metais (BARUAH et al.,
2021; HUANG et al., 2019). A geragao de residuos que possuem metais potencialmente toxicos,

ocasionada pelo setor industrial, ¢ uma questdo que possui importancia ambiental, econdmica
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e de saude publica, uma vez que seu manejo seja inadequado pode causar transtornos nas trés
esferas.

Categorias industriais variadas podem resultar na produgdo de residuos com
composig¢des distintas. Na industria de curtume, os efluentes costumam tender a formagao de
residuos liquidos e sélidos, apresentando um desafio ambiental importante. Apos o processo de
curtimento do couro, sdo gerados efluentes organicos ricos em metais potencialmente toxicos
(PAL et al., 2020). Em geral, sdo utilizados principalmente sais a base de Cr III, o que resulta
na geragao de residuos ricos em diferentes espécies do elemento (ORUKO et al., 2020). No
setor metalirgico, responsavel pela transformag¢do da matéria-prima mineral em diferentes
produtos, também gera residuos contendo metais potencialmente toxicos. Os residuos solidos
gerados podem variar desde lodo, cinzas geradas da incineracdo de residuos sélidos urbanos,
residuos do processo de fundicdo de chumbo-zinco e residuo de manganés eletrolitico
(BISWAL; ZHU; YANG, 2020; LAN et al., 2022; OPISO et al., 2021; WANG et al., 2020;
ZHAN et al., 2019). Na industria de concreto ocorre a geracdo de diversos residuos, incluindo
a emissao de mercurio. No ano de 2018, a produgdo de cimento foi responsavel por cerca de
173 toneladas de Hg, o equivalente a 11% das emissdes globais de Hg (UNEP, 2019).

A industria de oleo e gas gera diversos tipos de residuos durante o processo de
exploracdo, extracdo, tratamento, transporte € armazenamento do petréleo. A composi¢do da
matriz dos residuos gerados ¢ dependente das caracteristicas geoquimicas que originaram o
petrdleo extraido, assim como o processo de extracdo e refino adotado pela industria (CHEN et
al., 2019; CORREIA et al., 2022; GUIMARAES et al., 2016). A inddstria petroquimica gera
residuos aquosos, como o fluido de perfuraciao, que apresenta potencial toxicidade (CAENN;
DARLEY; GRAY, 2017; LI et al., 2022). A composi¢ao destes fluidos também pode variar de
acordo com as caracteristicas da regido onde deseja-se criar um novo poco de extracdo.
Rotineiramente tais residuos sdo submetidos a ensaios laboratoriais, a fim de determinar suas
periculosidades, baseando-se em sua composi¢io quimica (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2004; LIU et al., 2018).

A contaminagdo de corpos hidricos ocasionada pelo manejo inadequado de residuos
industriais pode causar impactos negativos em organismos vivos que compdem o ecossistema
(DUBEY etal., 2018; RAHMAN; SINGH, 2019). fons como Pb*", Zn**, Mn?*, Cu?**, Cd*", Cr®"
e Hg?" sdo comumente utilizados em diferentes setores industriais. A contaminagdo de corpos
hidricos por esses ions pode diminuir a taxa de crescimento populacional de animais e plantas
(DUBEY et al., 2018). Além disso, ions metdlicos distintos podem causar diferentes

morbidades, dependendo de fatores como a dosagem ingerida, a rota de exposicao e a espécie
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do metal. Fatores individuais também podem influenciar, como a faixa etaria do individuo,
género, heranga genética e o status nutricional (TCHOUNWOU et al., 2012). Para o setor
industrial, a composi¢ao dos residuos gerados ¢ estabelecida pelo Art. 21, inciso 4° da resolugao
CONAMA n° 362, de 23 de junho de 2002, onde ¢ exigido a indicagcdao da composi¢do quimica
média dos residuos gerados (CONAMA, 2002). Além disso, ¢ de responsabilidade do produtor
identificar, remediar e/ou monitorar a producdo de residuos, além de monitorar os sistemas
hidricos que possuem potencial risco de contaminacao devido as emissoes (SOUZA, 2014).
Dessa forma, ¢ importante determinar a composi¢ao da matriz e avaliagao de corpos hidricos
locais, a fim de garantir a identificacdo e tratamento adequado dos residuos, prevenindo
potenciais impactos ambientais ¢ a saude publica. Dentre os diversos metais que possuem
potencial de toxicidade para organismos vivos, 0 Hg ¢ um dos que possui maior importancia.
Segundo a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) (2020), o Hg esta entre os 10 compostos

quimicos que mais afetam a saude publica.

1.2 MERCURIO

O Hg pode ser encontrado no ambiente em trés valéncias, Hg®, Hg" e Hg?" em niveis
traco (< 1,0 pg g') (HAMZA et al.,, 2010; NIELSEN, 2014). Em geral, o Hg pode ser
encontrado em concentracdes residuais em rios, lagos e aguas costeiras proximas a regides
industrializadas, sendo um parametro que indica polui¢do industrial (EL-SHWINIY et al.,
2022). Quando ha a contaminag@o de corpos hidricos por Hg, o metal ndo se mantém apenas
no ambiente aquatico, podendo também ocorrer sua transferéncia para o solo e a atmosfera,
formando o denominado ciclo do mercario (PAVITHRA et al., 2023)

Durante o ciclo do Hg, ha reagdes que podem resultar na transformacao do metal para
diferentes estados de valéncia no ambiente. A oxidagdo do Hg’, passando por Hg*, chegando
até Hg?", pode ocorrer de diferentes maneiras, indo desde sua reagio com nitritos, nitratos,
fosfatos, hidroxidos e até com a luz solar, promovendo a foto-oxidacdo. Contudo, o principal
agente oxidante em corpos hidricos ¢ o oxigénio dissolvido na agua. A taxa de oxidacao do Hg
depende principalmente dos componentes do sistema, incluindo a quantidade de matéria
organica dissolvida no mesmo, onde dguas com maior presenca de matéria organica possuem
uma menor taxa de oxidacao do metal (HE et al., 2014).

Os ions Hg?* do sistema podem passar pelo processo de redugio ou pelo processo de
metilagdo. Na reducdo do Hg?" até Hg’, o principal mecanismo ¢é atrelado a presencga de luz
solar em aguas superficiais, ocasionando a foto-redu¢do, ou através da redug@o ocasionada por

bactérias presentes no sistema (ZHANG et al., 2012). O processo de metilagao ¢ realizado,
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principalmente, por bactérias redutoras de sulfato. Assim, a presenca das bactérias tem
influéncia direta na concentragdo de CHsHg" do sistema (ACHA; HINTELMANN; PABON,
2012; COMPEAU; BARTHA, 1985). A transformagdo da forma inorganica para a forma
organica do metal resulta no aumento de sua toxicidade (WHO, 2021).

Uma vez que ocorre a metilagdo dos ions, € possivel ocorrer ainda a desmetilagao,
onde o ion CH3Hg" se transforma novamente em Hg?" em um processo reverso a metilagio. A
desmetilagdo ocorre de maneira paralela a metilagdo, sendo afetado principalmente pela
biodisponibilidade das espécies de Hg no sistema, uma vez que o processo € reversivel e tende
ao equilibrio quimico (KLAPSTEIN et al., 2017). Além da desmetilagdo, por meio da luz do
sol em aguas superficiais, ¢ possivel ocorrer a degradagdo de espécies organicas do metal em
Hg® (FLECK et al., 2014). A Figura 1 ilustra o ciclo do Hg provindo da contaminagdo de corpos
hidricos.

Figura 1 — Representagdo esquematica do ciclo do merctrio em um sistema hidrico.

HgP

Fonte: a autora (2023).

A principal problematica envolvendo a contaminag@o de corpos hidricos por Hg é em
relag¢do a capacidade que o metal possui de bioacumular em organismos vivos. O Hg pode ser
introduzido na cadeia alimentar, passando de peixes menores até peixes predadores como
tubardes, chegando aos seres humanos (SHAH et al., 2012; WHO, 2021). A bioacumulagao ¢
o processo pelo qual a concentragdo de um composto quimico em um organismo vivo aumenta
ao longo do tempo, devido a ingestdio de alimentos contaminados (SHARMA;
KANDASUBRAMANIAN, 2020). A Figura 2 ilustra o processo de bioacumulacio do ion Hg*"

na cadeia alimentar.
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Figura 2 — Tlustragdo do processo de bioacumulagio de ions Hg*" na cadeia alimentar.
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Fonte: a autora (2023).

O consumo de peixes contaminados pela populacdo é preocupante, principalmente, em
relacdo a criangas e gestantes. Em criangas foi relatado a condi¢do de acrodinia, conhecida
como ‘“doenca rosa”. Os sintomas desta doenca, geralmente, envolvem a manifestacdo de
manchas doloridas de coloragdo rosa nas extremidades do corpo, acompanhadas de coceira
intensa, insoOnia, irritabilidade e sensibilidade a exposi¢do solar. Em gestantes, o alto consumo
de metilmercurio pode causar problemas no desenvolvimento neurologico do feto (WHO,
2021). Em adultos, a exposi¢ao prolongada pode causar insuficiéncia renal, leucemia, doengas
neurolégicas e sindrome de Hunter-Russel (EL-SHWINIY et al., 2022). Dessa forma, ¢
evidente a preocupacdo com possiveis contaminagdes causadas pelo Hg, tornando importante a
determinagdo deste em amostras ambientais, como aguas e residuos industriais.

As emissOes antropogénicas de Hg se mostram em uma crescente, acompanhando o
desenvolvimento industrial. Em diferentes setores industriais se ¢ registrada a emissao de Hg,
onde estima-se que no ano de 2015 foram emitidos aproximadamente 20% a mais do metal que
no ano de 2010. Em 2018, o setor metalirgico foi responsavel por aproximadamente 2% das
emissoes globais de Hg, o setor de carvao por 21% e a industria de 6leo e gas por cerca de 24%
das emissodes (UNEP, 2019).

A grande porcentagem de emissdao de Hg, associada a industria de 6leo e gas, se deve
a ocorréncia natural do metal nos reservatorios de petréleo bruto e gas petrolifero. Os setores
offshore de extragdo de petroleo tem especial interesse com relacdo a contaminantes dessa

natureza, dado o risco de vazamento e contamina¢do maritima (WILHELM; BLOOM, 2000).
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Assim, a contaminacdo por Hg ¢ uma problematica principalmente ambiental e de satde
publica, onde sua determinacdo ¢ de fundamental importancia para monitoramento do nivel de
contaminagdo dos residuos, a fim de promover sua destinacdo adequada, evitando possiveis

impactos ambientais.

1.3 DETERMINACAO DE METAIS

Conforme a problematica causada por metais potencialmente toxicos, estudos que
utilizam diferentes técnicas de determinagdo de metais tém ganhado mais destaque. Com o
intuito de avaliar a eficiéncia ¢ a adequa¢do do manejo dos residuos gerados, além do
monitoramento de corpos hidricos passiveis de contaminagdes, pode-se encontrar trabalhos que
avaliam a composicdo quimica dos residuos de matrizes aquosas. Técnicas utilizando a
eletroquimica estdo sendo exploradas, no trabalho realizado por Jeromiyas e colaboradores
(2019), onde os autores desenvolveram um sensor eletroquimico modificado com grafeno e
nanoparticulas de bismuto para determinacdo de Hg?" em amostras ambientais aquosas.

Porém, as técnicas espectrométricas configuram entre as principais técnicas utilizadas
para a determinacdo de metais potencialmente toxicos em diferentes amostras. No trabalho
realizado por Ramcander e colaboradores (2015), os autores utilizaram espectrometria de
absor¢do atomica (AAS) para determinar Pb, Cd, Cu, Cr, Fe ¢ Zn em amostras de aguas
subterraneas de areas industrializadas em quatro cidades diferentes do estado de Telangana —
India. Baghaei e colaboradores (2023), realizaram a determinagdo de metais potencialmente
toxicos em matrizes aquosas. Os autores coletaram 4guas residuais em diferentes regides da
cidade de Tabriz — Ira, incluindo amostras de aguas residuais de industrias de couro,
petroquimicas e de 4gua tratada de residéncias da regido. Neste trabalho foi utilizado solvente
eutético funcionalizado com nanoparticulas de cobalto e ferrita para extrair e determinar Zn**,
Ni%*, Cu**, Pb*" e Hg?* por meio da espectrometria de absor¢io 6tica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES).

A determinacao de metais potencialmente toxicos nao se limita somente a analise de
agua, mas também a produtos e residuos industriais. Leal e colaboradores (2022) utilizaram a
extracdo por quebra de emulsdo de suplementos alimentares oleosos para determinar Cd e Pb
via espectrometria de absorcdo atomica em forno de grafite (GFAAS). No trabalho
desenvolvido por Vievard e colaboradores (2022), os autores apontaram preocupacdo na
producdo de vinho de palma clandestinos, que podem conter em sua composi¢do metais
potencialmente toxicos devido ao uso de dguas contaminadas. Dessa forma, os autores

utilizaram ICP OES para determinagdo de P ¢ Ru e espectrometro de massa com plasma
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indutivamente acoplado (ICP-MS) para determinagdo de Li, B, Cr, Fe, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Sr,
Mo, Ag, Cd, Sn, Ba, Pb e Bi em amostras de vinho de palma produzidos em quatro diferentes
cidades da Costa do Marfim. J& no trabalho produzido por Zhang e colaboradores (2020), os
autores utilizaram lixiviagao assistida por ultrassom para determinagdo de vanadio em amostras
de residuos oleosos da industria de 6leo e gas, utilizando ICP OES.

As técnicas espectrométricas comumente empregadas para a determinagdo de metais
possuem baixos limites de detec¢dio, podendo alcangar a ordem de ng L. Além disso, a
possibilidade da determinacdo de diferentes analitos em uma mesma analise faz com que as
técnicas sejam consideradas multielementares (OZBEK; AKMAN, 2013). Apesar das
vantagens que as técnicas citadas possuem, o alto custo instrumental e de manuten¢ao, além da
necessidade do tratamento prévio de amostras, principalmente de matrizes complexas como 0s
residuos oleosos e/ou solidos, sdo as principais limitagdes destas técnicas. Assim, o
desenvolvimento de métodos mais simples € menos custosos para andlise elementar das
amostras, principalmente com relagdo a etapa de preparo de amostra ¢ fundamental (HUANG
etal., 2011; SHIRALIPOUR; LARKI, 2017). Uma alternativa que vem ganhando destaque na
literatura ¢ o uso de nanoparticulas que atuam como sensores colorimétricos seletivos a

determinados analitos.

1.3.1 Sensores colorimétricos

Sensores colorimétricos podem ser obtidos por diferentes materiais, contudo, seu
funcionamento ¢ baseado no mesmo principio de, na presenca do analito, haver mudanga da
coloragdo do sistema. Em geral, a alteracdo visual pode ser atrelada a interagdes analito/sensor
do tipo Van der Waals, ligagdo de hidrogénio e adsor¢do fisica ou quimica (JIA et al., 2023). A
utilizacdo de sensores baseados em nanoparticulas que mudam de cor na presenga de analitos
vem se mostrando uma alternativa de custo reduzido, de facil operacao e que nao necessita de
tratamentos laboriosos das amostras. A mudanca de cor pode ocorrer por diferentes
mecanismos: anti-agrega¢do de nanoparticulas, funcionaliza¢do e ligagdo pelo analito e
agregacdao de nanoparticulas. O mecanismo geralmente relatado ¢ o de agregacdo, onde
nanoparticulas metalicas se agregam na presenca do analito, resultando na alteracdo da
absorvancia maxima de sua banda plasménica (ZHANG et al., 2016). E importante destacar a
necessidade de otimizagdo das condi¢des de andlise, uma vez que a resposta do sensor
colorimétrico pode ser influenciada por fatores como pH, temperatura e for¢a ionica (BURNS

et al., 2006; CHEN et al., 2008).
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O uso de nanoparticulas de prata com objetivo de determinar seletivamente diferentes
analitos vem sendo amplamente explorado. No trabalho de Bhagat e colaboradores (2021), os
autores produziram sensores colorimétricos sensiveis a Hg?" baseados em AgNPs. As
nanoparticulas foram produzidas de maneira bioldgica, a partir de extrato aquoso de Citrus
Japonica. A dispersio, na presenca de Hg?*, tinha sua coloragio alterada de amarela para
vermelha, indicando a possibilidade de detec¢do do analito em solugdes aquosas. O limite de
deteccio reportado pelos autores para Hg?* foi de 9x107® mol L.

Em pesquisa realizada por Gan e colaboradores (2020), os autores desenvolveram um
sensor colorimétrico baseado em nanoparticulas de Au, produzidas a partir de citrato de sodio
sob aquecimento, para detec¢do de Cd*" utilizando smartphone como instrumento de deteccio
da mudanga de cor do sistema. A dispersdo rosa formada por nanoparticulas de Au perde a
coloragio conforme ha o aumento na concentragiio de ions Cd*". Para avalia¢do da exatiddo do
sensor ao Cd**, os autores utilizaram o teste de recuperacdo em amostras de dgua tratada, o
limite de detecgiio obtido foi de 1x107 mol L.

Outro exemplo de sensor colorimétrico baseado em nanoparticulas foi proposto por Li
e colaboradores (2022) neste, foi produzida uma dispersao com nanoparticulas de Au utilizando
oxido de Au, dimetilsulfoxido e incidéncia de radiagdo ultravioleta. O material atua como
sensor colorimétrico na presenca de ions Pb**, onde a cor do sistema se alterou de vermelho
para azul, o limite de detecgio obtido foi de 5x10° mol L. Para Laghari e colaboradores
(2019), nanoparticulas de Cu, produzidas a partir de hidrazina e ranolazina, atuaram como
sensores para As, alterando sua coloracdo de vermelho para preto, com limite de detecgdo de
1,6x10°® mol L.

Dessa forma, ¢ possivel constatar que ha uma grande variedade de tipos de
nanoparticulas metalicas que podem ser utilizadas como sensor colorimétrico. Fatores como
limite de detecgdo, faixa de trabalho e seletividade dos sensores podem ser alterados conforme
as caracteristicas do material escolhido, dos reagentes utilizados no seu preparo, além do
proprio processo de producao. Parametros como valores de LOD e LOQ devem estar na faixa
de ppm para quantificacdo adequada de determinados residuos. O uso de sensores
colorimétricos baseados em nanoparticulas altamente seletivas pode ser positivo quando se trata
de matrizes ambientais, como amostras de dgua e os residuos produzidos pela industria de 6leo

e gas.
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1.4 NANOPARTICULAS

O termo “nanoparticulas” ¢ utilizado para referir-se a materiais com didmetro na escala
nanométrica. Ha uma diversidade de nanoparticulas, abrindo uma vasta gama de aplicagdes em
diferentes areas da ciéncia. De acordo com Shnoudeh e colaboradores (2019), ¢ possivel
classificar o material nanoparticulado em duas grandes categorias: nanoparticulas poliméricas
e nanoparticulas inorganicas. As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas como
nanoparticulas lipidicas, lipossomos, nanotubos e dentrimeros. O emprego desse material pode
variar desde a producao de capacitores, catalisadores para reagdes especificas, nanocarreadores
para tratamento de doengas dermatoldgicas ou como modificadores da farmacocinética de
drogas para tratamentos neuroldgicos (CORREIA et al., 2022; PARVEEN et al., 2023;
SADJADI; MALMIR; HERAVI, 2019; XIE et al., 2019). J& as nanoparticulas inorganicas
podem ser classificadas como nanoparticulas metalicas, de 6xidos metalicos e quantum dots.
Hé uma vasta gama de aplicagdes para essa categoria de material nanométrico, incluindo
catalise, agdo citotoxica e producdo de sensores colorimétricos (KHAN; FULEKAR, 2016;
KIMBER et al., 2018; SINGH et al., 2019).

Uma caracteristica das nanoparticulas metalicas amplamente utilizada ¢ a sua forte
interacdo com a radiagdo eletromagnética, devido a presenga da superficie localizada de
ressonancia de plasmon (LSPR). A LSPR pode ser definida como uma superficie onde ha a
transi¢do livre de elétrons presentes na camada de valéncia do metal. Em especial
nanoparticulas de metais nobres como Au, Ag e Cu tem uma interagdo mais pronunciada com
aradiacdo eletromagnética em comprimentos de onda entre o espectro visivel e o infravermelho
(LANGER; NOVIKOV; LIZ-MARZAN, 2015). Uma vez que a nanoparticula metélica é
irradiada por uma onda eletromagnética, os elétrons da superficie oscilam semelhantemente a
onda, o que gera dipolos oscilantes na particula com frequéncia definida pelo comprimento de

onda incidente (Figura 3) (KELLY et al., 2003; TOMA et al., 2010).
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Figura 3 - Interacdo dos elétrons de superficie das nanoparticulas metalicas com campo
eletromagnético

4 Campo elétrico

Comprimento
= _ - deonda

Fonte: adaptado de Toma (2010)

Fatores como a densidade eletronica da superficie e a morfologia das nanoparticulas
metalicas, além do material que as compdes influenciam na frequéncia de oscilagdo dos dipolos.
17. Assim, a banda de absor¢ao das nanoparticulas pode variar conforme hé alteragdes no
sistema que impactam tais fatores. Dessa forma, € possivel utilizar equipamentos laboratoriais
considerados simples e rotineiros, como o espectrofotdmetro na regido do ultravioleta-visivel,
para determinacdo de analitos a partir dos sensores colorimétricos produzidos. o que permite
utilizar esse tipo de nanoparticula como sensor

Ha duas abordagens para se obter nanoparticulas, a primeira ¢ chamada de “Top-down
approach”, que parte de um material macroscopico que ¢ modificado até atingir a escala
nanométrica através de processos fisicos como a moagem mecanica, corrosao quimica e ablagao
térmica ou a laser. A segunda abordagem para obtencao de nanoparticulas ¢ a “Bottom-up
approach”, onde se utiliza métodos quimicos ou bioldgicos. Dentre os métodos quimicos pode
se citar a precipitagdo eletroquimica, pirdlise e condensagcdo molecular. Dentre os métodos
biologicos tem-se a sintese utilizando bactérias, fungos ou extrato de plantas, para agrupar ou
reorganizar atomos até a formacdo de nanomateriais (SHNOUDEH et al., 2019). A Figura 4

relaciona as abordagens Top-down e Bottom-up com seus usuais métodos de obteng¢ao.



28

Figura 4 - Abordagens Top-down e Bottom-up utilizando métodos fisicos, quimicos e
biologicos.
e
® o .. ®
® o4 o
® o ®
me o°

Nanoparticulas

L - n"ﬂ';‘lwf\
Método fisico Método Biolégico Método Quimico
Top-down approach Bottom-up approach

Fonte: a autora (2023).

Em geral, métodos fisicos podem necessitar de grandes demandas energéticas para
haver a transformacdo do material macroscopico em nanoscopico. Métodos quimicos
empregam solventes organicos para a produgdo de nanoparticulas, o que pode gerar residuos
toxicos. Por fim, dentre a diversidade de métodos considerados biologicos, ha os que utilizam
extratos de plantas como agente redutor e estabilizante das nanoparticulas, sem que haja grande
geracdo de residuos toxicos (MIE et al., 2013). Em func¢do da vantagem ambiental do método
bioldgico, ha cada vez mais interesse nessa categoria de sintese, onde se mostra vantajoso o uso
de extratos de plantas para a produgdo de nanoparticulas metalicas (HABIBULLAH,;
VIKTOROVA; RUML, 2021).

1.4.1 Extrato de Shinus terebinthifolius

A Schinus terebinthifolius ¢ uma arvore nativa do Brasil, sendo popularmente
conhecida como “aroeira-vermelha”, “aroeira-pimenteira”, “Brazilian pepper” ou “Christmas-
berry”. A S. terebinthifolius esta presente principalmente na regido litordnea do pais, indo do
Mato Grosso do Norte até o Rio Grande do Sul. Esta espécie € considerada uma arvore de porte
médio, chegando a at¢ 10 m de altura com tronco de at¢ 60 cm de didmetro (GILBERT;
FAVORETO, 2011). A exportagdo e introducdo da S. terebinthifolius a diferentes regides do

globo ja ¢ bastante antiga. Morton (1978) relata a presenga da espécie em outros paises da
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América do Sul além do Brasil, em parte da América Central, América do Norte, Africa e Sul
da Asia, indicando a facilidade de cultivo e comercializagdo em diferentes paises.

Os frutos de S. terebinthifolius, conhecidos como “pimenta rosa”, possuem leve sabor
apimentado, por tal, sdo amplamente utilizados como condimento na culindria mundial (DE
OLIVEIRA etal., 2020; DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J; SANTOS, 2005). A agroindustria,
que promove a produ¢do e comercializagdo da pimenta rosa, ¢ responsavel pela geracdo de
residuos organicos como caules e folhas oriundas do processo de limpeza e selecao dos frutos
(SERRANO-LEON et al., 2018). Dessa forma, ¢ interessante o uso destes residuos gerados,
uma vez que 0os mesmos podem conter uma composicao quimica que os proporcione uma alta
capacidade antioxidante, sendo uma alternativa interessante no ambito econdmico, logistico e
ambiental (VIEIRA et al., 2023).

A S. terebinthifolius possui propriedades medicinais, tornando o interesse na planta
ndo restrito somente aos frutos. De acordo com Ramos e colaboradores (2020), a lectina
presente nas folhas da espécie tem acdo antitumoral, podendo reduzir a hiperalgesia causada
pelo tumor sarcoma 180. Ja4 Schulte e colaboradores (2021) concluiram que, o composto
quimico bilobol presente no extrato das folhas de S. terebinthifolius, pode eliminar larvas do
mosquito Aedes aegypti, atuando como uma possivel ferramenta para o combate a dengue. Em
estudo realizado por Silva e colaboradores (2017), os autores observaram que, tanto o extrato
obtido pelos frutos quanto obtido por folhas mostrou ter capacidade antibacteriana frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Cryptococcus neoformans e
Candida albicans. Assim, € coerente que o uso de diferentes partes da planta seja utilizado na
medicina alternativa, onde ¢ comumente recomendada para tratamento de feridas superficiais,
ulceras na pele além de infecgdes no trato urindrio (EL-MASSRY et al., 2009).

Além do uso medicinal do extrato das folhas, ¢ possivel se beneficiar de sua
composicao rica em compostos fendlicos na area de produgao de sistemas nanoparticulados.
El-Massry e colaboradores (2009) relataram alta atividade antioxidante, através da técnica de
avaliacdo de atividade antioxidante via inibi¢do de tert-butilhidroquinona (TBHQ). O extrato
alcodlico das folhas de espécies cultivadas no Egito apresentou inibi¢ao de 86,4 = 4% em 100
ug mL!. Considerando a necessidade de um agente redutor e estabilizante para o preparo de
nanoparticulas metélicas, o uso do extrato de S. terebinthifolius pode ser uma alternativa
eficiente e ambientalmente amigavel para sua producdo. Além disso, a espécie € amplamente
comercializada e cultivada por conta do uso de seus frutos na gastronomia, sendo de facil

cultivo e alta adaptabilidade ao ambiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Preparar e caracterizar nanoparticulas de prata utilizando extrato de folhas de Schinus

terebinthifolius como agente redutor e estabilizante para aplicagdo como sensor colorimétrico

para a determinagdo de mercurio em amostras de agua e de fluido de perfuracdo de pogos de

petroleo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

l.
2.

Preparar o extrato aquoso das folhas de Schinus terebinthifolius;

Analisar a composicdo fenolica e a atividade oxidante do extrato de Schinus
terebinthifolius;

Otimizar as condi¢des para o preparo das nanoparticulas de prata a partir de extrato de
folhas de Schinus terebinthifolius utilizando a metodologia de superficie de resposta
Box-Behnken;

Avaliar a atividade antibacteriana do extrato aquoso das folhas de Schinus
terebinthifolius e das nanoparticulas de prata obtidas;

Verificar a sensibilidade e a seletividade das nanoparticulas para deteccdo e
quantificagdo de Hg;

Determinar as condi¢des 6timas para utilizagdo das nanoparticulas de prata como sensor
colorimétrico para quantificagio de Hg?" em amostras de 4gua de abastecimento, de rio

e de fluido de perfuracdo de pogos de petrdleo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 INSTRUMENTACAO

As medi¢des foram realizadas no espectrofotometro de absor¢ao molecular na regiao
do visivel da Phox, modelo V3210. O preparo do extrato aquoso de S. ferebinthifolius foi
realizado utilizando chapa magnética de aquecimento e agitacdo mecanica da Dist, modelo D1-
03 e balanga analitica da Bel Equipamentos Analiticos modelo M254Ai. As ST-AgNPs foram
preparadas utilizando banho de aquecimento e refrigeracao da MicroQuimica, modelo MQBTC
99-20 e bomba peristéltica automatica da Ismatec, modelo ISM935C. A verificagao e ajuste de
pH foi realizada utilizando medidor de pH da Oakton, modelo ION700. A analise de compostos
fenolicos foi feita utilizando cromatografia liquida de alta performance da Agilent
Technologies, modelo 1200 Series, acoplado a espectrdmetro de massas Q Trap 3200 da
Applied Biosystems/MDS Sciex. Os espectros de FTIR foram feitos em pastilha de KBr seco
utilizando espectrofotometro da Bruker, modelo Alpha, na regidio de 4000 a 500 cm™. As
andlises de espelhamento dindmico de luz e do potencial zeta foram realizadas utilizando o

Zetasizer Nano ZS da Malvern, modelo ZEN3500.

3.2 SOLUCOES E REAGENTES

Para os ajustes de pH, preparo das nanoparticulas foram utilizados 4cido nitrico
(HNO:3), hidréxido de sédio (NaOH) e o tampao utilizado para diluicdo das ST-AgNPs sdo da
marca Neon. O nitrato de prata (AgNO3) utilizado para o preparo das ST-AgNPs ¢ da Merck.
Foi utilizada dgua ultrapura (com resistividade de 18,2 MQ cm) para preparo das solugdes,
obtida pelo purificador de 4gua Purelab Ultra da marca Elga LabWater. As solugdes padrao
metalicos utilizados para avaliacdo da sensibilidade das ST-AgNPs de AI**, Ba?*, Be*", Cd*",
Ce’*, Co*", Cu?', Fe*', Fe**, Mg*", Mn*", Mo®", Sb*"e Zn*" da marca SpecSol, Cr’" da marca
AcrosOrganics e Hg?', K'e Pb’*" da marca Sigma-Aldrich. As amostras de 4dgua de
abastecimento publico foram obtidas da torneira do Departamento de Quimica da UFSC —
Campus Trindade, amostras de agua de corrego foram coletadas no bosque no mesmo campus
universitario. As amostras de fluido de perfuragdo utilizadas sdo de origem da indlstria

petroquimica.
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3.3 PREPARO DO EXTRATO DE Schinus terebinthifolius

O preparo do extrato foi obtido conforme proposto por Bhagat e colaboradores (2021).
Aproximadamente 20 g de folhas frescas de Schinus terebinthifolius foram coletadas, lavadas
com agua ultrapura e secas em estufa a 50 °C durante 12 h. Apds a secagem, as folhas foram
trituradas em um moinho de bolas até atingirem aspecto de p6. Entdo, 1,0 g do pd de folhas foi
adicionado em 10 mL de 4gua. A mistura foi mantida sob agitacdo mecanica e aquecida até a
ebulicdo, mantendo essa condig¢do por 20 minutos. Posteriormente, o extrato foi filtrado ainda
quente em funil e papel filtro, sendo este utilizado para posterior preparacao das nanoparticulas

de prata. A Figura 5 ilustra o processo de obten¢do do extrato de S. terebinthifolius.

Figura 5 — Representacdo do processo para obtencdo do extrato de folhas de S. terebinthifolius

140

50 °C 20 min

[m
m | ﬁ
Folhas de S. S Ebuli¢do sob Filtragem do
terebinthifolius ecagem agitagao extrato

Fonte: a autora (2023)

3.4 CARACTERIZACAO DO EXTRATO DE Schinus terebinthifolius
3.4.1 Analise de DPPH e fendlicos totais

A avaliacdo do potencial antioxidante do extrato de S. terebinthifolius foi realizada por
meio do método utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). O método consiste na mistura
do reagente DPPH com uma amostra do extrato. Dois sistemas foram avaliados utilizando
espectrofotometria no ultravioleta e visivel, o primeiro contendo apenas o DPPH e o segundo
contendo uma mistura de DPPH com extrato. A variagdo de absorvancia no comprimento de
onda de 517 nm de ambos os sistemas indicam o potencial antioxidante da amostra. Os dados
foram expressos em concentragdo de Trolox e em porcentagem de inibi¢ao (%I), a qual pode
ser obtida partir da equagdo 1 abaixo, onde Ao € a absorvancia somente do DPPH, A ¢

absorvancia da mistura de DPPH com extrato:

%I = (Az—_A) x 100 Equagdo 1
0

A quantificacao dos compostos fenolicos totais, foi realizada baseado no trabalho de

Swain e Hillis (1959). O método consiste na adicao de 0,05 mL de amostra de extrato de S.
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terebinthifolius, 0,25 mL do reagente Folin e 3,95 mL de 4gua ultra-pura em um tubo de ensaio.
Ap6s 3 min, foi adicionado ao sistema 0,75 mL de uma solucdo saturada de Na>COs3, a solugdo
foi mantida na auséncia de luz por 2 horas. Apos o periodo de reagao, foram retiradas aliquotas
para medicdo da absorvancia, no comprimento de onda de 760 nm, em espectrofotometro
ultravioleta-visivel. Os dados foram obtidos a partir de uma curva de calibra¢dao, onde foram

expressos na unidade de acido galico equivalente por litro de extrato (g GAE L1).

3.4.2 Caracterizacdo da composicao das folhas via HPLC-MS/MS

Para caracterizagdo dos compostos presentes no extrato de folhas de S. terebinthifolius,
foi utilizada uma adaptacdo do método proposto por Schultz (2015) usando cromatografia
liquida de alta resolucao acoplada a espectrometro de massas (HPLC-MS/MS). Para a analise,
folhas frescas da espécie foram colhidas, lavadas com agua utra-pura e secas durante 12 horas
a 50 °C na estufa. Na sequéncia, as folhas foram moidas utilizando moinho de bolas, até
atingirem a caracteristicas de um po fino. A fim de identificar a maior variedade de compostos
fenolicos, e evitar possiveis perdas por conta do tratamento da amostra, duas amostras do po6 de
folhas foram submetidas a analise utilizando HPLC-MS/MS, onde apenas uma passou pelo
processo de hidrélise acida. Para a hidrolise acida foi adicionado a 1,0 g de folhas trituradas,
5,0 mL de metanol e 5,0 mL de acido cloridrico. O sistema foi aquecido utilizando banho
termostatizado a 85 = 5 °C durante 30 min. Apds o aquecimento foi realizada a extragdao por
particdo utilizando 30 mL de éter etilico, onde a fase organica foi evaporada utilizando rota-
evaporador. O produto obtido foi ressolubilizado com 1,0 mL de metanol, filtrado e adicionado
ao HPLC-MS/MS. Para a amostra ndo hidrolisada, foi adicionado 1,0 g de folhas trituradas em
5,0 mL de metanol, onde o sistema foi filtrado antes de ser injetado no equipamento.

Com relagdo as condigdes do equipamento, a coluna utilizada foi a coluna Synergi™
de 4,6 um, 2,0 x 150 mm d.i.; Phenomenex, EUA a 30 °C, o volume de inje¢ao foi de 10 puL
em 250 pL min~! de taxa de fluxo. A fase movel constituiu-se de 95% v v'! de metanol (A) e
4cido formico 0,1% v v'! (B). A elui¢do gradiente é descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Elui¢do gradiente para determinag¢ao de compostos fenodlicos

Faixa de tempo (min) Proporg¢ao eluente (A%)
0a$s 10
5a7 90
7al0 90
10a17 10

Fonte: adaptado pela autora de Schultz (2015)
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3.5 CARACTERIZACAO E PREPARO DE NANOPARTICULAS DE PRATA

3.5.1 Preparo de nanoparticulas de prata

As AgNPs foram preparadas baseadas no método proposto por Bhagat e colaboradores
(2021). Em suma, foi adicionado 750 pL do extrato de S. terebinthifolius, 400 pL de NaOH
(0,1 mol L") e aproximadamente 5 mL de 4gua ultra-pura em um béquer de 10 mL, sob agitacio
mecanica. A mistura foi aquecida até 80 + 2 °C utilizando banho térmico com béquer
encamisado, entdo, a esta mistura foram adicionados, por gotejamento, 1250 uL de AgNOs
(0,01 mol L), com uma vazio aproximada de 200 uL min"'. Apds 30 min sob agitacio e
aquecimento, a dispersdo foi avolumada para 10 mL com agua ultra-pura. A mudanca de
coloracdo de amarelo-claro para amarelo-escuro, indica a formagao de nanoparticulas. A Figura
6 ilustra o processo de preparo de nanoparticulas de prata utilizando extrato de S.

terebinthifolius (ST-AgNPs).

Figura 6 — Representacdo da prepara¢ao das ST-AgNPs
/\?O OC/-\ % AgNOS

Extrato de NaOH ;
folhas

Agitagdo e
aguecimento 30 min / 80 °C

Fonte: a autora (2023).

3.5.2 Otimizac¢ao das condi¢ées para preparacio das nanoparticulas de prata

Foi realizada uma otimiza¢do multivariada para a preparacdo das nanoparticulas,
utilizando a metodologia de superficie de resposta Box-Behnken. Os fatores selecionados para
otimizagio foram o volume dos reagentes (solugio de NaOH 0,1 mol L! e Extrato) e o tempo
de aquecimento. Os pontos centrais e dos pontos axiais do modelo foram definidos baseados
nos trabalhos de Bhagat et al. (2021) e Ghosh et al. (2023). A Tabela 2 apresenta as varidveis e
os niveis utilizados para otimizagao da proposc¢ao das ST-AgNPs por metodologia de superficie

de resposta Box-Behnken.
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Tabela 2 — Varidveis e niveis para otimizagdo da preparacao das nanoparticulas de prata por
meio da metodologia de superficie de resposta Box-Behnken.

Niveis
Variaveis
-1 0 +1
Volume de NaOH / pLL 30 60 90
Volume de Extrato / uL 150 250 350
Tempo de reagdo / min 5 30 55

Fonte: a autora (2023).

3.5.3 Caracteristicas fisicas e quimicas

Para a caracterizacdo das nanoparticulas, foi utilizada a espectrofotometria de absor¢ao
molecular no visivel, para varredura entre 370 - 700 nm. A estabilidade coloidal das
nanoparticulas foi avaliada através da variagdo da absor¢do da banda plasmonica. Foi realizada
a microscopia de transmissdo eletronica utilizando equipamento de 100 kV para obter o
tamanho médio das nanoparticulas. A partir das micrografias o diametro modal das
nanoparticulas (avaliagdo de aproximadamente 100 nanopartpiculas) foi obtido utilizando o
software Imagel]®. A determinacdo do didmetro hidratado das nanoparticulas e a polidispersio
do sistema foi avaliada por meio do espalhamento dindmico da luz. O potencial-zeta foi
determinado, além de ser realizada uma microscopia de varredura eletronica e dados de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). A influéncia do pH na
banda de absor¢ao das ST-AgNPs, foi analisada em pHs entre 2 e 9. Solugdes de HNOs3 (0,1

mol L) e NaOH (0,1 mol L!) forma utilizadas para o ajuste dos respectivos pHs.

3.5.4 Atividade Biologica

A determinacdo do potencial antibacteriano das nanoparticulas foi realizada utilizando
o método de avaliagdo da inibi¢do do halo bacteriano por difusdo em agar por pocos. Ao total,
7 microrganismos (Tabela 3) foram semeados em placas de petri contendo 4gar triptona de soja
(TSA) com auxilio de zaragatoa estéril. Os indculos semeados foram padronizados em salina
estéril de acordo com a escala McFarland em 0,5 (aproximadamente 1x10% UFC mL™'). Uma
aliquota de 50 pL de duas amostras foram pipetadas em pogos feitos no agar: a primeira
contendo apenas o extrato aquoso de S. terebinthifolius e a segunda sendo as ST-AgNPs. Apos
os inoculos semeados e as aliquotas pipetadas, as placas foram incubadas em estufa a 37 °C
durante 24 h+ 2 h. A fim de garantir a qualidade da analise, foi utilizado como controle positivo

um disco do agente antimicrobiano Meropenem e como controle negativo utilizou-se 50 uL de
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salina estéril. Apenas para o fungo C. albicans ndo foi possivel utilizar controle positivo, dado
que ndo havia a disposicdo o antifingico adequado. Os halos de inibi¢do bacteriana foram

medidos em milimetros com o auxilio de um paquimetro.

Tabela 3 - Microrganismos avaliados

Microrganismos Classificacao
Escherichia coli Bactéria
Staphylococcus aureus Bactéria
Pseudomonas aeruginosa Bactéria
Salmonella Thyphimurium Bactéria
Listeria monocytogenes Bactéria
Bacillus cereus Bactéria

Candida albicans Fungo

Fonte: a autora (2023).

Para avaliar de maneira quantitativa a atividade antimicrobiana das ST-AgNPs com
relagdo ao extrato de S. terebinthifolius, foi utilizado o método de microdilui¢do. Para tal, o
nimero de microorganismos dos indculos selecionados foram padronizados em 0,5 de acordo
com a escala McFarland, o correspondente a aproximadamente 1,5 x 103 UFC mL"!, em caldo
infusdo de cérebro-coracdo (BHI). Entdo, adicionou-se 300 pL do in6culo e 300 puL de cada
amostra em microtubos de 2 mL. Como controle negativo, foi adicionado 300 pL de solugao
salina com 300 pL de in6culo. Todos os sistemas foram acondicionados em estufa
bacteriologica para incubagdo a uma temperatura de 37 + 2 °C durante aproximadamente 24 h.

Apds o periodo de incubagdo, os indculos contendo as amostras foram diluidos de
maneira seriada até atingir a concentra¢io de 10 UFC mL™! em solug¢do salina. Uma aliquota
de 100 pL de cada in6culo diluido foi plaqueado em agar triptona de soja (TSA). As placas
foram incubadas a temperatura de 37 + 2 °C em estufa bacteriologica por aproximadamente 24
h. A determinagdo do crescimento bacteriano foi realizada por meio da contagem de coldnias
tipicas na placa de maior diluicdo, compreendendo uma faixa entre 30 e 300 colonias. A

estimativa do crescimento bacteriano foi dada por meio da equacao 2 abaixo.

nede colonias (UFC)

(Volume inéculo (mL))x (Diluicio)

Taxa de crescimento (UFC mL™1): Equagao 2



37

3.6 SENSORES COLORIMETRICOS
3.6.1 Sensibilidade e seletividade das de ST-AgNPs ao Hg?*

Para verificar a sensibilidade das nanoparticulas de prata na presenca de diferentes ions
metalicos, foi utilizado como base o método proposto por Bhagat (2021), onde foram
preparadas solu¢des contendo diferentes ions na concentragio de 20 mg L!. A cada solugio foi
adicionado 500 uL da dispersao de ST-AgNPs, sendo por fim avolumado com H>O para 2 mL.
Os ions avaliados foram Al**, Ba?*, Be**, Cd**, Ce**, Co’**, Cr**, Cu*’, Fe*', Fe*', Hg*", K*,
Mg?*, Mn**, Mo®", Pb*", Sb**e Zn*".

Além disso, a estabilidade da resposta ao analito foi analisada com relagdo ao tempo de
armazenamento sob refrigera¢do na presenca de luz. Duas dispersdes foram preparadas para
cada medic¢do: uma contendo apenas 500 uL de ST-AgNPs e outra contendo uma concentragao
de 1 mg L' de Hg?* ambas com volume final de 1,5 mL. As medi¢des de absorvancia foram
realizadas nos tempos de 0; 24; 72; 336 h. A estabilidade da resposta do sensor colorimétrico,
foi avaliada por meio da variagdo da absorbancia da banda plasmonica do sistema na presenca
e auséncia do analito.

Avaliou-se também, a influéncia da temperatura de preparo das ST-AgNPs na resposta
do sensor. Para tal, nanoparticulas foram preparadas nas temperaturas de 50; 60; 70 e 80 °C.
Entdo, foi preparado 4 solucdes branco contendo apenas 500 pL de cada nanoparticula e 4
solucdes contendo 1 mg L' de Hg?", todas a um volume final de 1,5 mL. As medi¢des da
absorvancia do branco e da amostra contendo Hg*" foi realizada utilizando espectrofotdmetro
ultravioleta-visivel. O limite de quantificacao (LOQ) foi estipulado como o primeiro ponto da

curva de calibracdo, ja o limite de deteccao (LOD) foi calculado conforme a equagdo 3 abaixo.

LOD = % Equagdo 3

3.6.2 Aplicacao do sensor em amostras ambientais

Para avaliagdo do desempenho das nanoparticulas como sensores colorimétricos em
amostras reais, foi determinada concentragdes de ions Hg?" em amostras de agua de
abastecimento publico, d4gua de corrego e fluido de perfuracdo. Para a determinagdo do analito
nas amostras, foi utilizada a curva de calibragio com padrdes aquosos de Hg?*, nas
concentragdes entre 0,10 a 0,80 mg L. Para a determinagio das concentracdes de Hg>"
adicionadas previamente as amostras de agua, foram misturadas 250 pL de amostra com 500

puL de ST-AgNPs diluidas 10 vezes em tampao de pH 4, onde o sistema total foi avolumado
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para 1,5 mL com 4gua ultra pura. Testes de recuperagdo, em triplicata, foram realizados para
avaliar a exatiddo da metodologia, foram adicionadas as amostras concentragdes de 0,2; 0,3 e
0,4 mg L' de Hg*".

Para as amostras de fluido de perfuracdo, considerando a natureza heterogénea da
amostra, foi utilizada a centrifugacao durante 5 min a 3900 rpm para que as fases oleosa, aquosa
e solida fossem devidamente separadas no sistema. Para a determinagdo das concentracdes do
analito, foram misturados 50 pL da fase aquosa da amostra com 500 uL de ST-AgNPs para um
volume final de 1,5 mL. Antes da adi¢do, as ST-AgNPs foram diluidas 10 vezes em tampao pH
4. Novamente, a verificagdo da exatiddo foi realizada por meio de testes de recuperacao, foram
adicionadas concentra¢des de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 mg L' de ions Hg*" na fase aquosa da
amostra. A medi¢do da absorvancia da banda plasmoénica foi realizada utilizando
espectrofotometro visivel. Todos os sistemas foram preparados previamente, onde a adi¢ao das
ST-AgNPs foi realizada seguida de imediata medi¢ao da respectiva absorvancia, padronizando
o tempo para medigao.

Com relagdo a possivel interferéncia do Fe?* na determinagido de Hg** em matrizes
complexas, as amostras passaram por um tratamento para mascarar a presenga dos ions
interferentes no sistema. Para o tratamento, foi utilizado 30 pL de H>O> a 0,01% em 1,00 mL
de amostra de 4gua ultrapura, onde foram adicionados 0,30 mg L' de Hg?" e concentra¢des de
0,10; 0,30 e 0,50 mg L de Fe?" e, por fim, 1-10 Fenantrolina (5,0 mg L") em excesso. A
medicdo da absorvancia mdaxima da banda plasmonica foi realizada utilizando

espectrofotometro visivel.

4  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO DO EXTRATO

4.1.1 Atividade antioxidante e compostos fendlicos

A atividade antioxidante foi determinada utilizando o método do DPPH. O extrato
obtido a partir de folhas frescas, apresentou alta capacidade antioxidante, com um equivalente
ao Trolox de 9,60 mmol L' ou 70,32 + 0,60% de inibi¢do da absor¢do. A caracteristica
altamente antioxidante do extrato ¢ positiva para a producao das nanoparticulas, uma vez que ¢
necessario reduzir o ion de Ag” para Ag’, a fim de produzir AgNPs. A porcentagem de inibigio
da absorvancia encontrada para o extrato aquoso de de S. ferebinthifolius foi relativamente
proxima ao reportado por El-Massry e colaboradores (2009), onde os autores avaliaram a
atividade antioxidante de extratos etanoicos, de folhas de S. terebinthifolius cultivadas no Egito.

A porcentagem de inibi¢do reportada pelos autores foi de 86,4 + 4,0% no nivel de 100 ug mL"
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!, Dessa forma, a diferenca entre a de porcentagem de inibicdo, ligeiramente superior ao
determinado no extrato aquoso, pode ser resultado do emprego de diferentes solventes
empregados no preparo dos extratos.

A concentracdo de compostos fendlicos totais obtido para o extrato aquoso de folhas
frescas de S. terebinthifolius foi 5,45 g GAE L, corroborando com os resultados obtidos por
Gomes e colaboradores (2013). Os autores utilizaram do mesmo método para determinagdo de
fendlicos totais presentes em extratos de folhas frescas e secas de S. terebinthifolius. Segundo
os autores, a concentracdo encontrada de compostos fenolicos, 5 g GAE L' e 19 g GAE L!
respectivamente, indica maior concentracao de compostos fendlicos no extrato de folhas secas.
As diferencas nas concentragdes entre os extratos pode ser influéncia da hidratagao das folhas,
uma vez que os autores utilizaram a mesma massa para produgdo de ambos os extratos. Assim,
visando maior homogeneidade e concentragcdo de seus componentes, além de maior facilidade
para armazenamento, optou-se pelo uso de folhas secas trituradas para obtencdo do extrato e

posterior produgao das ST-AgNPs.

4.1.2 Determinac¢io de compostos fendlicos via HPLC-MS/MS

Para quantificar compostos fenolicos presentes no extrato, foi utilizada a técnica de
HPLC-MS/MS. Ao total, foram avaliados 41 compostos, dos quais 7 foram identificados em
concentracdes quantificaveis: acido galico (416,57 + 52,83 mg L), 4cido protocatecuico (6,85
+ 0,38 mg L), catequina (135,35 + 10,11 mg L"), 4cido vanilico (368,68 + 64,52 mg L),
4cido clorogénico (16,84 + 2,28 mg L), 4cido salicilico (2,63 = 0,36 mg L"), e umbeliferona
(0,42 £ 0,06 mg L. Esses compostos, possuem alta capacidade antioxidante, contribuindo
significativamente para a atividade redutora do extrato. A Figura 4 mostra as concentragdes dos
compostos nas folhas ndo hidrolisadas (AM1) e nas hidrolisadas (AM2). Além disso, a Figura
7 mostra os cromatogramas (a) - folhas ndo hidrolisadas; e (b) - folhas hidrolisadas; indicando

os respectivos tempos de retengdo dos compostos identificados.
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Tabela 4 - Concentragdo de diferentes compostos em amostras de extrato de folhas de S. terebinthifolius

Tempo de fon fon Concentragdo
Sinal Composto Estrutura Quimica retengdo (min) precursor  precursor (mg L™
AMI1 AM?2 (m/z) Q1  (m/z) Q3 AM1 AM?2

HO
1 Acido Galico HO COOH 3,34 3,34 168.9 125,0 132,25 +2,02 416,57 + 52,83

HO

0
2 Acido protocatecuico “OJ@)LOH 523 522 152,9 109,0 5,09 = 0,03 6,85+ 0,38
HO
3 Catequina \@6 85,23 - 288.,9 109,0 135,35+10,11 <0,01
4 Acido Clorogénico N 8,90 - 353,1 191,0 16,84 +2,28 <0,02
5 Acido vanilico - 9,51 166,9 152,0 <0,04 368,68 + 64,52
6 Acido salicilico @i\OH 10,33 10,33 136,9 93,0 <0,01 2,63 +£0,36
AN
7 Umbeliferona - 10,74 160,9 133,1 <3,00x107 0,42 + 0,06
HO (O]

Fonte: dados compilados pela autora (2023)
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Figura 7 - Cromatogramas de amostras de folhas frescas de Schinus terebinthifolius onde (a)
folhas ndo hidrolisadas e (b) folhas hidrolisadas
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Fonte: dados compilados pela autora (2023)

A presenga de acido galico e catequina em concentragdes relativamente elevadas
(416,57 + 52,83 e 135,35 + 10,11 mg L' respectivamente) corrobora com os resultados
reportados por El-Massry e colaboradores (2009). Os autores utilizaram a mesma técnica para
determinar diferentes compostos fendlicos em folhas frescas de S. terebinthifolius cultivadas
no Egito. Durante a pesquisa, foram encontradas concentragdes de 0,27 + 0,00 mg/100 g de
acido galico em extratos de folhas frescas, destacando novamente o potencial antioxidante das
mesmas. A variagdo entre as concentracdes determinadas pelos autores e as obtidas no presente

trabalho podem se dar por diferentes fatores intrinsecos a regido e condigdes ambientais onde a
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planta foi cultivada, além da forma de amostragem das folhas. O trabalho de Tlili e
colaboradores (2018) avaliou a composi¢ao de frutos de S. terebinthifolius em duas cidades na
Tunisia. Os autores reportaram diferengas significativas na porcentagem de acido galico,
catequina e acido vanilico presente nas amostras, indicando que as condi¢des de cultivo podem
modificar a composi¢ao quimica dos tecidos que compdem a arvore.

Na literatura, ha relatos da composi¢ao quimica dos frutos de S. terebinthifolius, com
destaque para concentragdes de acido clorogénico, catequina e acido protocatecuico. No
trabalho de Carneiro e colaboradores (2022), os autores identificaram concentragdes de acido
clorogénico nas sementes (3,5 + 0,1 mg kg™) e no 6leo obtido a partir da prensagem dos frutos
(5,2 £ 0,2 mg kg!). Além disso, Degéaspari, Waszczynsky e Santos (2005) encontraram em
amostras de extrato aquoso de pimenta rosa 685 mg g! de catequina. Em trabalho realizado por
Kim e colaboradores (2021), houve a avaliagcdo da composi¢ao de amostras de pimenta rosa,
obtendo a concentragdo média de 4cido protocatecuico de 144,85 + 0,71 mg g''. Dessa forma,
se tem indicagdes de que os compostos encontrados no extrato obtido a partir de folhas secas

de S. terebinthifolius sdo coerentes com as concentragdes reportadas na literatura.

4.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

4.2.1 Espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel

O espectro de absor¢do dos reagentes utilizados no preparo das ST-AgNPs (AgNOs e
extrato aquoso) e das ST-AgNPs foram obtidos por espectrometria de absor¢do molecular no
visivel. A faixa de comprimento de onda avaliada foi de 370 a 700 nm, onde se esperava
encontrar o comprimento de onda de méaxima absor¢ao da banda plasmodnica. Em geral, a banda
plasmonica ¢ dependente da banda de transicdo entre os estados eletronicos do metal
constituinte. No caso das AgNPs, a faixa de comprimento de onda onde ocorre a absor¢ao
maxima relatada na literatura ¢ entre 400 e 500 nm (BAEK et al., 2014). A Figura 8 mostra o
espectro na regido do visivel dos reagentes (extrato de S. terebinthifolius ¢ AgNO3) e das ST-

AgNPs na faixa de 370 a 700 nm.
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Figura 8 - Espectro na regido do visivel do extrato de S. terebinthifolius, nitrato de prata (0,01
mol L) e das ST-AgNPs
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Fonte: a autora (2023).

E possivel observar que o perfil do espectro da solugdo sal precursor (AgNO3) e do
extrato de folhas de S. terebinthifolius, na faixa de comprimento de onda avaliada, sdo similares
e ndo apresentam significativa absor¢ao na regido espectral avaliada. Contudo, observa-se que
o perfil do espectro obtido para as ST-AgNPs ¢ distinto, com a presenca de uma banda bem
definida, com absorvancia maxima em 410 nm. Dessa forma, pode-se afirmar que ha fortes
indicios de que houve a formagdo das AgNPs, dado que a banda de absor¢ao observada pode
ser atribuida a presenc¢a da banda plasmodnica das ST-AgNPs.

E possivel ainda estipular, a partir do espectro de absor¢do, uma aproximacio do
tamanho das nanoparticulas obtidas. A relacdo entre comprimento de onda e tamanho de
nanoparticulas ¢ diretamente proporcional, ou seja, quanto menor o comprimento de onda de
absor¢ao maxima, menor o didametro da nanoparticula. No trabalho de Pal, Tak e Song (2007),
os autores obtiveram nanoparticulas de prata a partir do método de redugdo de Ag" por
borohidreto de so6dio. A banda de absor¢ao das nanoparticulas esféricas obtidas, tem absor¢ao
maxima em aproximadamente 420 nm, com diametro médio proximo de 50 nm. Dessa forma,
considerando o espectro de absor¢do obtido, havendo a formacdo das nanoparticulas, elas

devem ter didmetro menor que 50 nm.
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4.2.2 Otimizacao do preparo de nanoparticulas
Para definir as condi¢des 6timas de sintese que resultassem em uma banda de absorgao

mais intensa, foi utilizada a otimizagao multivariada por meio de metodologia de superficie de
resposta Box-Behnken. Nesta otimizacdo foram realizados 15 experimentos avaliando a
influéncia das seguintes variaveis: volume de NaOH (0,1 mol L"), volume de extrato de folhas
de S. terebinthifolius e o tempo de aquecimento (Tabela 5). A temperatura de produgdo e a

agitacdo foram fatores que se mantiveram fixos durante os experimentos.

Tabela 5 - Variaveis codificadas e reais para otimizagao do preparo das nanoparticulas de
prata utilizando metodologia de superficie de reposta Box-Behnken

Experimento Volume Volume Tempo de Absorvancia
NaOH / pL Extrato / pL reagdo / min (410 nm)
1 30 (-1) 150 (-1) 30 (0) 0,2313
2 90 (+1) 150 (-1) 30 (0) 0,3015
3 30 (-1) 350 (+1) 30 (0) 0,0641
4 90 (+1) 350 (+1) 30 (0) 0,1745
5 30 (-1) 250 (0) 05 (-1) 0,0736
6 90 (+1) 250 (0) 05 (-1) 0,2416
7 30 (-1) 250 (0) 55 (+1) 0,1371
8 90 (+1) 250 (0) 55 (+1) 0,2396
9 60 (0) 150 (-1) 05 (-1) 0,2319
10 60 (0) 350 (+1) 05 (-1) 0,1445
11 60 (0) 150 (-1) 55 (+1) 0,2545
12 60 (0) 350 (+1) 55 (+1) 0,1765
13 60 (0) 250 (0) 30 (0) 0,2275
14 60 (0) 250 (0) 30 (0) 0,2497
15 60 (0) 250 (0) 30 (0) 0,2210

Fonte: a autora (2023)

A partir dos valores de absorvancia obtidos em experimento, foi possivel gerar trés
superficies de resposta. A Figura 9 ilustra as superficies obtidas para selecao das condig¢des

oOtimas de preparo das ST-AgNPs.
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Figura 9 - Superficies de resposta obtidas a partir do Box-Behnken para determinar condigdes
otimas de preparo de ST-AgNPs onde (a) Volume de extrato vs. Volume de NaOH, (b)
Tempo vs. Volume de extrato, (c) Tempo vs. Volume NaOH.
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Fonte: a autora (2023).

E possivel observar que, nas superficies geradas, ha regides que indicam o aumento da
absor¢ao da banda, ndo sendo notados regides de minimo. Na Figura 9a, com relagdo ao volume
de NaOH, ¢ possivel observar que no ponto -1 (30 puL) h4d uma diminui¢do da absor¢ao da
banda, enquanto no ponto +1 (90 pL), hd seu aumento. J4 com relacao ao volume de extrato,
no ponto -1 (150 pL) ha o aumento da absor¢do e no +1 (350 puL) h4 a diminui¢do da mesma.
O mesmo padrdo se mantém para as Figuras 8b e 8c com relagdo a estes pardmetros. Com
relagdo ao tempo de aquecimento, pode-se notar um aumento da absorcao da banda na regiao
proxima ao ponto 0 (30 min), decaindo levemente nos pontos +1 (55 min) e -1 (5 min), ndo

mostrando grande influéncia na absor¢do. Assim, ¢ possivel identificar as condigdes
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aproximadas que geram maior absor¢do da banda. De acordo com a andlise de varidncia
(ANOVA), o volume de NaOH e o volume de extrato sdo significativos (com valor de p <0,05)
com relagao a resposta de absorvancia maxima da banda plasmonica, a um nivel de confianga
de 95%. Ainda, ¢ possivel observar que o volume de NaOH tem maior influéncia se comparado
ao volume de extrato utilizado. O tempo de aquecimento ndo demostrou influéncia significativa
na resposta da absorvancia, com valor de p > 0,05, no mesmo nivel de confianca (95%). A

Tabela 6 mostra os pontos criticos obtidos a partir das superficies de resposta.

Tabela 6 - Pontos criticos gerados pelas superficies de resposta

Fator Minimo Critico Maximo
Volume NaOH / pL. 30,0 84,6 90,0
Volume extrato / pL 150,0 -271,9 350,0
Tempo de aquecimento / min 5,0 37,1 55,0

Fonte: a autora (2023)

Dessa forma, observando as superficies geradas, bem como os valores criticos
apontados pelas mesmas, foi optado por utilizar um valor préximo ao valor critico obtido para
tempo de aquecimento (30 min). O volume de extrato utilizado apresentou efeito negativo em
relagdo a intensidade de absorcao da banda plasmonica, ou seja, quanto menor o volume do
extrato, maior o valor da absorvancia da banda. Contudo, o extrato ¢ um fator importante tanto
para estabilidade quanto para a sensibilidade do sensor colorimétrico, havendo necessidade de
utiliza-lo para o preparo das ST-AgNPs. Assim, o volume minimo de extrato (150 pL) foi
selecionado para o preparo das ST-AgNPs.

Por fim, o volume de NaOH apresentou efeito positivo em relacdo a absorvancia, ou
seja, quanto maior o volume de NaOH, maior o valor da absorvancia da banda plasmodnica. A
partir do ponto critico gerado com base nas superficies de resposta, para o volume de NaOH,
foi optado por utilizar 80 pL. do mesmo. A interag@o positiva do NaOH ¢ coerente com os dados
obtidos por Bhagat e colaboradores (2021), onde os autores observaram que, em pH mais
alcalino, h4a maior absorvancia da banda de absorcdo das AgNPs obtidas a partir de extrato
aquoso de Citrus japonica. A Tabela 7 mostra os resultados obtidos pela ANOVA das
superficies de respostas geradas, com valor de confianga de 95% e coeficiente de determinacao
de 0,94537, indicando que aproximadamente 94% dos dados sdo explicados pelo modelo

utilizado.
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Tabela 7 - Resultados da ANOVA das superficies de respostas geradas (r* = 0,94537)
Fator SQ gl MQ Valorde F  Valor de P
(1) Volume NaOHL +Q  0,029800 2  0,014900  65,79529 0,014971
(2) Volume Extrato L+Q  0,026516 2 0,013258 58,54343 0,016794
(3) Tempo dereagado L +Q  0,004063 2 0,002032 8,97082 0,100293

1%2 0,000404 1 0,000404 1,78400 0,313372
1*3 0,001073 1 0,001073 4,73614 0,161493
2%*3 0,000022 1 0,000022 0,09754 0,784353
Falta de ajuste 0,003090 3 0,001030 4,54802 0,185500
Erro puro 0,000453 2 0,000226
Total SS 0,064856 14

L: linear; Q: quadratico; SQ: soma dos quadrados; gl: graus de liberdade; MQ: média dos quadrados. Fonte: a
autora (2023).

Dessa forma, considerando os fatores avaliados, as condigdes de sintese escolhidas
para que fosse obtida maior intensidade da banda de absorc¢ao das ST-AgNPs, sem que houvesse
perdas na resposta do sensor colorimétrico, foram de 80 uL de NaOH (0,1 mol L), 150 pL do
extrato de folhas de S. terebinthifolius e 250 pL de AgNOs (0,01 mol L) sob agitagio a 80 °C

durante 30 min.

4.2.3 Influéncia do preparo das nanoparticulas: diAmetro hidratado e polidispersao.
Para avaliar a influéncia do tipo de agitacdo sobre a polidispersao das ST-AgNPs
produzidas, foi utilizada a técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS). Foram avaliados
trés formas diferentes de preparo de ST-AgNPs: Preparo 1 - aquecimento em banho térmico
sem agitacdo (Figura 10a); Preparo 2 - aquecimento em banho de ultrassom (Figura 10b);
Preparo 3 - aquecimento em banho térmico utilizando béquer encamisado, sob agitagao por

chapa magnética (Figura 10c).
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Figura 10 - Didmetro médio e polidispersdo de ST-AgNPs obtidas com diferentes modos de

preparo
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Os valores médios de polidispersdo para o preparo 1 foram de 0,354, para o preparo 2
de 0,271 e para o preparo 3 de 0,239 (Tabela 8). De acordo com ANOVA unifatorial realizada,
com 95% de confianca, houve diferenca significativa entre os valores de polidispersao obtidos
do preparo 1 em comparacao aos demais, com valor de p <0,05. Avaliando a polidispersao das
ST-AgNPs entre os preparos 2 e 3, ndo houve diferengas significativas conforme a ANOVA
unifatorial com intervalo de confianga de 95%. Os valores de p > 0,05, indicam que os preparos
possuem desempenho similar na produgao das ST-AgNPs.

Os valores médios de diametro hidratado com maior frequéncia foram de 43 nm para
o preparo 1, 83 nm para o preparo 2 e 82 nm para o preparo 3. A ANOVA unifatorial realizada
também indicou diferenca significativa entre os valores de didmetros obtidos do preparo 1 para
os demais, a um nivel de confianca de 95%, ndo indicando diferencas significativas entre os
preparos 2 e 3. Assim, ¢ possivel afirmar que ha influéncia da agitacdo nos fatores de
polidispersdao e didmetro hidratado da nanoparticula. A Tabela 8 relaciona os pardmetros

avaliados com seus respectivos modos de preparo.

Tabela 8 — Influéncia dos modos de preparo das nanoparticulas de prata na sua polidispersao e
diametro hidratado, onde (a) diferenca significativa e (b) diferenga nao significativa de acordo

com ANOVA unifatorial
Polidispersdo média Diametro médio (nm)
Preparo 1 0,354* 432
Preparo 2 0,271° 83b
Preparo 3 0,239° 82°

Fonte: a autora (2023).

Com base nos valores de polidispersdao e didmetro hidratado, bem como no custo
operacional e facilidade dos preparos, foi optado por utilizar o preparo 3, com agitagdo
mecanica referente a chapa magnética. Hasnain e colaboradores (2019) obtiveram valores de
polidispersao semelhantes apos a otimizacao do preparo de AgNPs, por meio de superficies de
resposta obtida pelo design Box-Behnken. O menor valor de polidispersdao encontrado pelos
autores foi de 0,15, apds a otimizacdo das condi¢cdes por meio das superficies de respostas
geradas. Ali e colaboradores (2021) obtiveram dados de didmetro hidratado semelhantes, onde
os autores produziram nanoparticulas de prata com extrato de Tradescantia pallida com
didmetro de 98 nm. Dessa forma, os resultados utilizando agitagdo mecanica por chapa

magnética podem ser considerados satisfatorios.
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4.2.4 Influéncia do pH

O efeito do pH sobre a absorvancia e variacao da absorvancia da banda de absorcao das
ST-AgNPs na presenca de Hg ¢ mostrado na Figura 11a. Foi observado que a influéncia do
valor de pH sobre a absorvancia da banda ¢ positiva onde, quanto mais alcalino o sistema, maior
¢ a intensidade da banda. O efeito do pH sobre a intensidade da banda de absor¢ao das AgNPs
corrobora com a pesquisa realizada por Annadhasan e colaboradores (2014). Os autores
concluiram que, para AgNPs funcionalizadas com L-tirosina, o valor de pH ¢ diretamente

proporcional a absorvancia, onde, o aumento do pH resulta no aumento da absorvancia das

AgNPs.

Figura 11 - Influéncia do pH na da banda de absor¢ao das ST-AgNPs
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(a) Banda de absorc¢ao das ST-AgNPs em diferentes pHs; (b) variacdo da absorvancia maxima da banda de
absor¢do na presenca de ions Hg?*. Fonte: a autora (2023).

Contudo, considerando o objetivo de produzir um sensor colorimétrico para
determinagdo de Hg?*, ha um limite a se considerar na alcalinidade do meio. Por conta da
natureza do analito, que tende a formar Hg(OH)s) na presenca de ions OH", € necessario manter
o pH em valores inferiores a 7. Assim, apesar da absorvancia da banda de absor¢do ser maior
em meio alcalino, dado a condi¢do do sensor ser sensivel a ions Hg?", o pH alcalino nio é
adequado.

Além da absorvancia ser observada em diferentes valores de pH, a variacao da mesma

na presenca de ions Hg?" também foi avaliada. Para tal, o valor do pH do sistema variou de 2 a
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6, avaliando-se os espectros do sistema contendo apenas as ST-AgNPs e contendo ST-AgNPs
+ Hg?" (0,5 mg L"). A variagio da absorvancia maxima observada na auséncia e na presenca
de Hg?" é apresentada na Figura 11b. Assim, observa-se que o pH 4 foi o que proporcionou a
maior variagdo da absorvancia, optando-se entdo por utilizar uma solu¢ao tampao também em
pH 4 para diluicdo das ST-AgNPs, visando posterior determinagdo do analito em amostras
aquosas. Dessa forma, se espera que nao haja a formagao de espécies que causem interferéncia
na determinacdo de Hg?*, além de se obter a condicdio de pH que proporcione a maior

sensibilidade do sensor colorimétrico ao analito.

4.2.5 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do o extrato de folhas de S. terebinthifolius e ST-AgNPs foi
avaliada para 6 bactérias e, adicionalmente, 1 fungo (Figura 12). Nas placas obtidas no teste de
inibi¢do, foi possivel observar que para as bactérias S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus e
para o fungo C. albicans houve a presenca do halo de inibigdo. A Tabela 9 relaciona os

microrganismos com suas respostas a presenca do extrato e das ST-AgNPs.

Figura 12 - Respostas dos microrganismos a presenca de extrato aquoso de folhas de S.

. 1 : Extrato Aquoso

“\ 2: Nanoparticulas de prata
C+: Controle positivo
C-: Controle negativo

S

(a) C. albicans; (b) L. monocytogenes; (c) S. aureus; (d) S. thyphimurium; (e) E. coli; (f) P. aeruginosa; (g)
B. cereus. Fonte: compilado pela autora (2023).
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Tabela 9 - Relagdo microrganismos e halo de inibi¢do para extrato de folhas de S.
terebinthifolius e ST-AgNPs obtidas a partir deste extrato.
Diametro halos de inibicio (mm)

Microrganismo ATCC Extrato ST-AgNP
Escherichia coli 25922 SI SI
Staphylococcus aureus 25923 12 11
Pseudomonas aeruginosa 27853 SI SI
Salmonella Thyphimurium 14028 SI SI
Listeria monocytogenes 19111 12 10
Bacillus cereus 10876 12 11
Candida albicans 10231 16 10

SI: Sem Inibicdo. ATCC: American Type Culture Collection. Fonte: compilado pela autora (2023).

Os halos de inibi¢do do extrato aquoso se mostraram levemente maiores quando
comparado aos halos ocasionados pelas ST-AgNPs. Dentre os halos obtidos, o com maior
didmetro de inibig¢do foi o gerado pelo fungo Candida albicans. Essa resposta ao extrato do
fungo causador da candidiase, ¢ coerente aos dados levantados pelo Governo Federal Brasileiro
na Relacao Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) (2015), onde o uso ginecologico
do extrato alcoolico de folhas de S. terebinthifolius ¢ indicado.

Esperava-se que um maior halo de inibicdo fosse obtido na presenga de ST-AgNPs,
devido a sua acdo antibacteriana amplamente conhecida, contudo os dados indicaram menor
inibicao das ST-AgNPs quando comparadas ao extrato aquoso de S. terebinthifolius. A hipotese
de que, a resposta do teste foi possivelmente afetada pela difusdo das nanoparticulas no agar,
foi levantada. Considerando que a técnica escolhida depende desse parametro onde, em geral,
a difusdo do agente antibacteriano no meio causa a formacao do halo de inibi¢do, a baixa difusao
pode levar a uma resposta falsa negativa (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Dessa
forma, a fim de se verificar a hipdtese da baixa difusdo das ST-AgNPs no agar, optou-se por
realizar a andlise por microdiluicdes em pocos. O teste permite a quantificagdo da agdo
antibacteriana das amostras onde as mesmas devem se difundir em um sistema aquoso (Tabela

10).
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Tabela 10 - Relacdo entre redug¢do do crescimento bacteriano proporcionado pelo extrato
aquoso e as nanoparticulas de prata.

Amosita UFC mL! Reducio
branco amostra log %
Escherichia coli ATCC 25922

Extrato aquoso 2,2x10° 8,8x10% 0,40 60,00

Nanoparticula de Prata 2,2x10°  5,1x10% 0,63 76,82
Enterococcus faecalis ATCC

Extrato aquoso 72x10%  6,3x10° 2,06 99,125

Nanoparticula de Prata 7,2x108 1,6x10° -0,36 SR
Listeria monocytogenes ATCC 19111

Extrato aquoso 2,1x108 3,3x10° 1,80 98,41

Nanoparticula de Prata 2,1x10%  7,7x107 0,43 62,80
Candida albicans ATCC 10231

Extrato aquoso 4,1Ex107  2,0x10* 3,31 99,95

Nanoparticula de Prata 4,1x107  2,9x108 -0,85 SR
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Extrato aquoso 3,7x10° 1,0x10° 4,57 99,99

Nanoparticula de Prata 3,7x10° 1,3x10° 0,45 64,77
Bacillus cereus ATCC 10876

Extrato aquoso 4,3%107 9,0x10"! 7,68 100,00

Nanoparticula de Prata 4,3%107 2,4x10° 1,25 94,42

SR: Sem Reducdo. Fonte: compilado pela autora (2023).

Com os resultados do teste de microdiluicdes em pocos, € possivel observar que o
extrato aquoso de folhas de S. ferebinthifolius manteve seu potencial antibacteriano evidente,
onde as porcentagens de reducdo variaram entre 98,4 ¢ 100%. Além disso, as ST-AgNPs
tiveram um desempenho antibacteriano, na sua maioria, menor que com relacdo ao extrato
aquoso, com excecao para E. coli. A E. coli foi a Gnica bactéria gram negativa do grupo
avaliado, onde foi observado aumento da atividade antibacteriana das ST-AgNPs quando
comparado ao extrato. Dessa forma, a atividade antibacteriana das nanoparticulas pode estar
atrelada as particularidades da parede celular dos microrganismos.

Além disso, a morfologia das nanoparticulas pode interferir na atividade

antibacteriana. No trabalho realizado por Pal, Tak e Song (2007), os autores avaliaram a
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atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata que apresentavam diferentes morfologias
frente a cultura de bactérias gram-negativas E. coli. Os autores observaram que AgNPs com
morfologia triangular tem atividade antibacteriana mais pronunciada quando comparada com
as AgNPs esféricas. Dessa forma, outro fator que pode ter interferido na resposta antibacteriana

das ST-AgNPs ¢ sua morfologia.

4.3 SENSOR COLORIMETRICO

4.3.1 Variacao de absorvancia da banda de absor¢ao

A presenca das ST-AgNPs pode ser observada, a olho nu, pela coloragdo amarela da
dispersdo aquosa formada pelas ST-AgNPs. A alteragdo dessa cor ¢ uma evidéncia de que ha
alteracdes na absorvancia da banda de absor¢@o. Dessa forma, o sistema nanoparticulado foi
exposto a presenca de diferentes ions metalicos, a fim de avaliar sua mudanca de cor, a partir
da variagdo da absorvancia da banda. A Figura 13 mostra a aparente reducao na intensidade de
cor nos sistemas com a presenca dos ions Hg?', Fe’", onde hd uma redugio visivel na

intensidade da cor amarela, indicando a sensibilidade das ST-AgNPs a estas espécies.

Figura 13 - Mudangas de coloracdo do sistema com ST-AgNPs na presenca de diferentes ions
metalicos

Fonte: a autora (2023).
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Por meio da espectrometria UV-Vis, observa-se a presenca da variagdo da absorvancia
das ST-AgNPs em 410 nm, especialmente na presenca dos ions metalicos Hg*" e Fe?*. A Figura
14 mostra a relagdo entre a variacdo da absorvancia das ST-AgNPs na presenca de diferentes

ions metalicos.

Figura 14 - Variacao da absorvancia da banda de absor¢do das ST-AgNPs na presenca de

diferentes ions metélicos de mesma concentragdo (1,0 mg L™).
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Com base na supressdo da banda de absor¢do ocasionada pela presenca de ions Hg?",
foi avaliada a linearidade da resposta do sensor em funcio da concentracdo (mg L) do analito
no sistema (Figura 15a). A partir da variagdo de absorvancia foi possivel obter uma curva de
calibracdo (Figura 15b) com equacdo linear de y = 0,10136x - 0,00106, com coeficiente de
correlagio de R? = 0,99824. Nessas condigdes, foram obtidos, limite de detecgdo (LOD) de
1,50x107 mol L' (0,03 mg L!) e limite de quantificagdo (LOQ) de 5,00 x 107 mol L (0,1 mg
L.

Os limites de detecgdo e quantificagdo podem ser adequados para determinacao de Hg
em amostras as quais espera-se altas concentragdes do metal. Um exemplo sdo amostras de
material particulado oriundas de reservatorios de residuos industriais, como o reservatério Flix

localizado na Espanha. No trabalho realizado por Palanques e colaboradores (2020), os autores
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encontraram concentragdes de até 173,69 + 10,39 mg kg™! em residuos s6lidos do reservatorio
norte. Além disso, a industria metalurgica, responsavel pela produ¢do de fio adiamantados,
utilizados para corte em granito, pode gerar residuos aquosos ricos em Hg?*. O trabalho de Sun
e colaboradores (2023) determinou concentragdes de 71,62 mg L™ de Hg** em 4guas industriais
utilizadas para produgdo de fios adiamantados. Dessa forma, apds o preparo adequado da
amostra bruta, por meio de digestdo, possivelmente seria viavel determinar Hg* nas amostras

utilizando o sensor colorimétrico proposto.

Figura 15 - Variacdo de absorvancia da banda de absor¢do das ST-AgNPs na presenca de ions
Hg?" e sua respectiva curva de calibracio onde (a) Variagdo da absorvancia maxima das ST-
AgNPs em funcdo da concentragio de ions Hg?*; (b) curva de calibragio para Hg>".
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Fonte: a autora (2023).

Além da variacdo de absorvancia, foi observado variagdo do comprimento de onda de
maxima absor¢ao, em no sentido de maior energia. Em geral, a formacao de aglomerados pode
deslocar a banda de absor¢dao no sentido de um comprimento menor de onda, podendo ser
observada a alteragdo de coloragdo, passando de vermelho para azul (TOMA et al., 2010).
Assim, ha indicios de que a presenca de ions Hg** induzem a formagio de aglomerados de ST-
AgNPs.

E possivel comparar os pardmetros de mérito do sensor colorimétrico produzido com
relag@o aos trabalhos reportados na literatura. A Tabela 11 mostra a rela¢do entre os diferentes
sensores colorimétricos, o material base utilizado para sua producdo, o analito determinado,

bem como seus respectivos limites de deteccao e coeficientes de determinacgao.
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Sensor Modificadores Tipo de amostra pH LOD (mol L) R? Referéncia
Ouro Ananas comosus Agua NI 1,20x10* 0,9889 Rajam et al. (2017)
Ouro Glutationa Agua 7,0 1,29x107° 0,9887 Jiang et al. (2022)
Ouro 2-tiazolina-tiol Agua 6,7 5,00x107 0,9946 Chadha et al. (2021)
Ouro Sulfadiazina Agua 6,0 3,55x1077 0,9940 Liu et al. (2023)
Ouro Acido 1 1-Mercaptoundecanoico Agua 8,0e5,0 3,00x1077 0,9912 Chen et al. (2015)
Prata Acido gama-aminobutirico Agua 3,0 2,37x10°¢ 0,9911 Saenchoopa et al. (2021)
Prata L-tirosina Agua NI 2,20x10° 0,9968 Farhadi et al. (2012)
Prata Agaricus bisporus Agua 6,0 2,10x10® 0,9987 Sebastian et al. (2018)
Prata Extrato de maca Agua 4,0 1,28x107° 0,9962 Kumar et al. (2021)
Prata Polietilenoglicol Agua 6,0210,0 9,70x1077 0,9924 Qing et al. (2018)
Prata p-phenylenediamine Agua 4,0 8,01x107 0,9972 Bothra et al. (2013)
Prata Benzotrazona Agua 2.,0a12,0 3,30x1077 0,9903 Ali et al. (2021)
Prata Masing indica Agua 10,0 1,29x1077 0,9900 Hai et al. (2022)
Prata Citrus japonica Agua 7,0 9,00x10® 0,9990 Bhagat et al. (2021)
Prata Cisteina Agua 7,0 4,54x1078 0.9940 Samuel et al. (2023)
Prata Schinus terebinthifolius Agua e Fluido 4,0 1,50x1077 0,9982 Presente trabalho

de perfuracdo

NI: Nao Informado. Fonte: a autora (2023).
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Pode-se observar que, o LOD obtido neste presente trabalho ¢ menor que a maior parte
dos trabalhos apresentados na Tabela 11, sendo um valor adequado para determinagio de Hg>".
Além disso, € possivel observar a semelhanga nos valores do coeficiente de determinacao dos
modelos lineares (1%), indicando que o ajuste do modelo linear é coerente com os ajustes
encontrados na literatura.

A variagdo da absorvancia da banda foi também avaliada para a presenca de ions Fe?*
(Figura 16a). A partir da variagdo da absorvancia foi possivel obter uma curva de calibracao
para determinagio de Fe?", uma vez que a banda de absorc¢do das ST-AgNPs também responde
de maneira linear ao aumento da concentracio de Fe?" (Figura 16b). Os LODs e LOQs obtidos
foram de 8,74 x107 e 2,91x10° mol L respectivamente. Salimi e colaboradores (2018)
obtiveram valores de LOD e LOQ semelhantes. Os autores prepararam um sensor colorimétrico
a base de nanoparticulas de ouro visando a determinagio de ions Cr** e Fe?*, onde os valores
de LOD foram de 2,37x108 e 1,21x10® mol L respectivamente. Dessa forma, é possivel
observar que o LOD obtido pelo sensor proposto também ¢ adequado para determinagdo de

Fe?t

Figura 16 - Variacdo de absorvancia maxima da banda plasmonica na presenca de ions Fe** e
seu curva de calibragcdo onde (a) Variagdo da absorvancia maxima da banda plasmodnica na
presenca de diferentes concentra¢des de Fe?"; (b) Curva de calibracio obtida pela variagio da
absorvancia em func¢do das concentra¢des de Fe?".
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Fonte: a autora (2023).
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4.3.2 Caracterizacio por FTIR

A anélise de infravermelho foi utilizada para verificar a presenca de compostos do
extrato nas nanoparticulas produzidas, além de verificar a influéncia de Hg?" nas liga¢des dos
compostos, para nortear a forma como o sensor colorimétrico interage com o analito. Dessa
forma, a andlise foi realizada em uma amostra contendo apenas o extrato de folhas, uma amostra

de ST-AgNPs e outra ST-AgNPs + Hg?* (Tabela 12¢ Figura 17).

Tabela 12 - Estiramentos de ligacdes e seus respectivos nimeros de onda

Numero de onda (cm™) Ligagdes

3394 C-H

1703 C=0

1620 C = C (conjugada)
1497 C = C (aromatica)
1227 C — O (éster)
1042 C — O (alcool)
424 Hg-0

Fonte: a autora (2023).

E possivel notar semelhancas nos espectros obtidos das trés amostras: em torno de 3394
cm’!' h4 a presenca da banda referente ao estiramento de ligagdes O-H e em 1703 cm’™!, h4 a
banda referente as ligagdes C=0O. Considerando os dados obtidos por HPLC-MS/MS, o
composto fenolico encontrado no extrato com maior concentracdo € o acido gélico, que possui
em sua molécula um grupo 4cido carboxilico. Assim, é coerente que haja a presenga da banda
referente tanto a ligacdo O-H quanto a C=0. Também ¢ possivel notar um deslocamento de
ambas as bandas em direcdo a um niimero de onda menor na presenca de Hg?*, indicando que
as ligagdes O-H e C=0 enfraqueceram, indicando que o analito interagem com as ST-AgNPs
por meio de interacdes Hg-O.

Em torno de 1620 cm™!, ha a presenca da banda estiramento de ligagcdes C=C conjugadas.
Os dados das analises de fenolicos totais € DPPH, indicaram alta atividade antioxidante do
extrato devido a presenga de compostos fendlicos, € coerente a presenca dessa banda. Em
aproximadamente 1497 cm™!, nota-se uma banda que indica estiramento de ligacdes C=C
aromaticas em todas as amostras, indicando que o extrato continua presente apos a producao de
ST-AgNPs. Houve um leve deslocamento da mesma banda quando comparado os espectros do

extrato em relagdo ao das ST-AgNPs na presenca e auséncia de Hg?" em dire¢do a um maior
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nimero de onda, indicando que a liga¢do se tornou mais forte na presenca de nanoparticulas
com relacdo ao extrato.

Em 1227 cm™, a banda que indica a presenca de estiramento de ligagdes C-O de éteres
aromaticos, foi evidenciada nas amostras de extrato e ST-AgNPs, sendo mais um indicio de que
compostos do extrato estdo presentes na superficie das ST-AgNPs. No espectro em torno de
1042 cm™, ha a presenga da banda referente a C-O, geralmente de alcoois primérios. E possivel
observar que no espectro referente a amostra ST-AgNPs + Hg?" houve um deslocamento da
banda, indicando um enfraquecimento da ligagdo. Assim, novamente a hipdtese de o metal
interagir por meio dos oxigénios das moléculas, se faz coerente. Por fim, ¢ importante destacar
que ha a formacio de uma nova banda em 424 cm™' na amostra ST-AgNPs + Hg?". De acordo
com Gaur e colaboradores (2018), essa nova banda gerada ¢ referente a interagdes Hg-O,
corroborando com os deslocamentos observados nas ligagdes C=0 observada em 1703 cm™ e

C-O em 1042 cm™! na presenca do analito.

Figura 17 - Comparacao entre espectros FTIR de amostras contendo extrato de folhas,
nanoparticulas e Hg?"
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Considerando a composicdo do extrato, rica em compostos fendlicos, se tem a
indicagdo de que a interagdo entre o analito e o sensor colorimétrico pode ocorrer por meio da
interacdo Hg-O. De acordo com trabalho realizado por Dong e colaboradores (2013), a

interacao entre o metal e o oxigénio nao € exclusiva do grupo hidroxila presente nos compostos
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fenolicos. E possivel também que o metal interaja com o grupo carbonila, onde seria coerente
o enfraquecimento da ligacdo C=0 observado no espectro. Dessa forma, hé indicios de que nao
somente grupos fenolicos podem ser utilizados para adsor¢ao quimica do metal, mas também

grupos acido carboxilicos.

4.3.3 Estabilidade das ST-AgNPs e da resposta como sensor colorimétrico

Para verificar a estabilidade das ST-AgNPs e da resposta do sensor colorimétrico a
presenca de Hg?", uma amostra de ST-AgNP foi produzida e armazenada em ambiente
refrigerado, com baixa exposi¢ao a luz. A banda de absorc¢ao foi monitorada na auséncia (Figura

18) e presenca de Hg?" (Figura 19).

Figura 18 — Estabilidade das ST-AgNPs (a) absorvancias entre 375 ¢ 700 nm; (b) absorvancia
411 nm de cada medicao.
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Fonte: a autora (2023).

A ANOVA unifatorial realizada com os valores de absorvancia méxima na auséncia de
Hg?*, apontaram que em até 5 horas apos seu preparo ndo ha diferencas significativas a um
nivel de 95% de confianga. Nas medi¢des subsequentes, ha diferencas significativas de acordo
com a nova ANOVA unifatorial realizada, também a um nivel de 95% de confian¢a. Contudo,
apesar da diferenga de absorvancia se mostrar significativa, ¢ observado um fator positivo na

sua variacdo, onde ha o aumento da absorvancia com o tempo (Figura 18b). Dessa forma, as
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ST-AgNPs ainda se mostram estaveis, sugerindo a possibilidade de utiliz4-las nos dias
seguintes a sua sintese, ndo havendo perdas das ST-AgNPs. O trabalho de Bhagat e
colaboradores (2021), avaliou a estabilidade de nanoparticulas de prata produzidas a partir de
extrato de folhas de Citrus japonica. Os autores observaram que, durante o tempo de 15 dias,
ndo houve variagdo significativa entre as absorvancias avaliadas, indicando que as
nanoparticulas se mantiveram estaveis.

Com relagdo a influéncia do tempo a resposta do sensor colorimétrico na presenga de
Hg?*, conforme apresentado na Figura 19, a variacio de absor¢io da banda causada pela
presenca de Hg?" foi avaliada no dia de seu preparo (Tempo 0), no dia seguinte (Tempo 1), trés

dias apos (Tempo 2) e 15 dias apds seu preparo (Tempo 3).

Figura 19 — Resposta do sensor colorimétrico de ST-AgNPs para detec¢ido de Hg*" em fungio
do tempo de armazenamento das ST-AgNPs

0,20

0,15 S

AAbsorvancia

Tempo
Onde: (0) 0 h; (1) 24 h; (2) 72 h; (3) 336 h. Fonte: a autora (2023).

De acordo com a ANOVA de um fator, com nivel de confianga de 95%, entre o dia 0 ¢
15 houve diferenca significativa na variacao da absorvancia maxima da banda, com valor de p
< 0,05. Contudo, mesmo que a absorvancia varie de forma diferente na presenga do analito, a
variagio da absorvancia na presenca de Hg?" foi observada. Dessa forma, o sensor colorimétrico
pode ser utilizado nos dias subsequentes ao seu preparo, porém, ressalta-se que seja preparada
nova curva de calibracdo, a fim de contornar as variagdes de absorvancia referentes ao tempo

de armazenamento.
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4.3.4 Influéncia da temperatura de preparo das ST-AgNPs

Para avaliar a influéncia da temperatura de preparo das nanoparticulas com relagao a
sensibilidade do sensor colorimétrico em relacao ao analito, foram selecionadas 4 temperaturas
de preparo: 50, 60, 70 e 80 °C, nas condi¢des obtidas no planejamento Box-Behnken. Para tal,
foi adicionada a mesma concentracdo de Hg*" em cada sistema, para avaliar a influéncia da
temperatura de preparo na varia¢io de absorvancia da banda de absor¢do das ST-AgNPs + Hg?".

As medi¢des da absorvancia foram realizadas em triplicata, sendo representadas na Figura 20.

Figura 20 - Influéncia da temperatura de preparo na varia¢ao da banda de absor¢io na
presenca de Hg*"

L

0,2

AAbsorvancia

50 60 70 80

Temperatura (°C)
Fonte: a autora (2023).

Apos feita uma andlise de variancia (ANOVA) de fator tnico, com nivel de confianga
de 95%, concluiu-se que ndo ha diferenca significativa entre os valores de variagdao de
absorvancia, com valor de p > 0,05. Dessa forma, podemos afirmar que ndo houve influéncia
significativa da temperatura de preparo das ST-AgNPs na sensibilidade do sensor
colorimétrico. Mariadoss e colaboradores (2019), utilizaram a temperatura de preparo de 80 °C
para nanoparticulas de prata com atividade antibacteriana, produzidas com extrato de maga de
espécie Malus domestica, durante 20 min. Por outro lado, Kumar e Ramakrishnappa (2021),
utilizaram a temperatura ambiente para producdo de nanoparticulas de prata a partir de extrato
de magca, levando 90 min para que o sistema tivesse sua cor alterada de amarelo claro para

marrom, indicativo da formagao das ST-AgNPs. Dessa forma, visando menor tempo de preparo,
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e levando em conta que a temperatura de otimizagao pelo planejamento Box-Behnken foi de 80

°C, foi optado por dar continuidade as analises com essa condigdo.

4.3.5 Potencial-Zeta

O potencial-zeta, parametro fisico relacionada a carga liquida de uma superficie, foi
avaliado em amostras das nanoparticulas produzidas. Em geral, valores altamente negativos
tendem a gerar repulsoes entre as ST-AgNPs, diminuindo sua aglomeragao, consequentemente
resultando em nanoparticulas mais estaveis (BHAGAT, 2021). Dois sistemas, tamponados com
valor de pH 4, foram submetidos a anélise a fim de avaliar a influéncia de Hg** no potencial-
zeta das nanoparticulas. Para as amostras constituidas apenas de nanoparticulas de prata, foi
obtido um valor médio de -13,2 + 1,2 mV. J4 para as amostras de ST-AgNP + Hg?", o valor de
potencial-zeta foi de -13,9 + 1,5 mV. No trabalho realizado por Franceschinis e colaboradores
(2023), os autores produziram ST-AgNPs utilizando extrato aquoso de Aloe maculata com
valor de potencial zeta de -9,96 + 0,77 mV. Alem disso, nanoparticulas metalicas sao
consideradas estaveis quando tem o valor de potencial-zeta dentro da faixa de +30 ¢ -30 mV
(ZHAN et al., 2019). Dessa forma, os valores obtidos no presente trabalho podem ser
considerados adequados. Além disso, ndo ha variacdes significativas dos valores médios de
carga superficial liquida na presenca de ions Hg?*, indicando que o ion ndo promove influéncia

relevante na estabilidade eletronica das ST-AgNPs.

4.3.6 Influéncia do Hg?* no diAmetro hidratado ST-AgNPs

A técnica de espalhamento dindmico de luz também pode ser utilizada para auxiliar no
mecanismo envolvido na supressdo da banda de absor¢ao das ST-AgNPs na presenca do analito.
As ST-AgNPs possuem um diametro hidratado médio de aproximadamente 80 nm, porém, um
sistema que contém 1,0 mg L' de Hg?", o didmetro hidratado médio do material é de, em média,
380 nm. A mudang¢a no tamanho do material sugere que ha a formagdo de aglomerados na
presenca do ion metalico (Figura 21). Dessa forma, € possivel que haja formagao de agregados
entre nanoparticulas e o ion metalico, corroborando com a redugdo e deslocamento da

absorvancia da banda de absor¢cdo como observado durante a obtencdo da curva de calibragao.
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Figura 21 - Grafico de DLS para didmetro médio de ST-AgNPs na presenca e auséncia de

Hg*".
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Fonte: a autora (2023).

No trabalho de Sebastian e colaboradores (2018), foi observado indicios do mesmo
mecanismo baseado na agregacdo das nanoparticulas para determinagdo de fons Hg?*. Os
autores produziram AgNPs a partir do fungo Agaricus bisporus, atuando como sensor
colorimétrico na presenga do analito. Assim, foi observado, semelhantemente ao presente

trabalho, a supressdo da absorvancia da banda de absor¢do das AgNPs na presenca de Hg>".

4.3.7 Microscopia de Transmissio eletronica

Para se obter informagdes a respeito da morfologia das nanoparticulas produzidas, foi
utilizada a técnica de microscopia de transmissdo eletronica (TEM). Dois sistemas tamponados
em pH 4 foram avaliados: o primeiro contendo ST-AgNPs e o segundo contendo ST-AgNPs +
Hg?* (1,0 mg L"). Foi observado que no sistema na auséncia de Hg?" (Figura 21a e Figura 21b),
as nanoparticulas possuem morfologia esférica, de diametros similares. No sistema ST-AgNPs
+ Hg*", é notavel que ha um grau maior de polidispersdo, sendo possivel observar o inicio da
formagdo de aglomerados de ST-AgNPs (Figura 21c e Figura 21d). E possivel observar a

presenca de diferentes fases de agregagio no sistema contendo Hg>".
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Figura 22 - Imagens de TEM de ST-AgNPs na presenca e auséncia de fons Hg>" (1,0
mg L) onde (a) e (b) sistema contendo somente 100 uL nanoparticulas de prata, (c) e (d)
siste contendo 1 mg L'de Hg* ¢ 100 uL nanoparticulas de prata.

50 nm

50 nm

Fonte: a autora (2023).

A partir das micrografias, foi possivel calcular a distribui¢do do didmetro médio das
ST-AgNPs. O histograma obtido (Figura 23), indica que a distribuicdo do didmetro médio das
nanoparticulas segue a distribui¢ao normal, onde o diametro com maior frequéncia entre as ST-

AgNPs foi de aproximadamente 13 nm e um baixo grau de polidispersao.
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Figura 23 - Histograma de distribui¢do do didmetro médio de nanoparticulas de prata.
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Fonte: a autora (2023).

Ramachandiran e Rajesh (2022), produziram AgNPs, a partir do extrato de Acaia
chundra, com uma faixa de didmetro semelhante ao diametro médio obtido no presente
trabalho. Os autores produziram um sensor colorimétrico para determinacdo de Hg>" a base de
nanoparticulas com morfologia esférica e oval, com tamanhos irregulares que variam desde 10
até 25 nm. Dessa forma, o didmetro das nanoparticulas observado a partir das micrografias ¢
coerente com trabalhos que utilizaram da abordagem bioldgica para a obtengdo nanoparticulas
para aplicacdo em sensores colorimétricos.

Os resultados da anélise de TEM sdo coerentes com os dados obtidos por espalhamento
dindmico de luz e pela variagdo da banda de absor¢do observada. O aumento no tamanho do
didmetro hidratado das nanoparticulas, apontado pelo DLS na presenca de ions Hg?", ¢
corroborado com as imagens de microscopia. As imagens obtidas por TEM, tornaram possivel
observar a agregados de ST-AgNPs na presenca de Hg?*, fator que promoveu o aumento no
didmetro das nanoparticulas. A partir da literatura e dos obtidos por TEM e DLS, a Figura 24
sugere um possivel mecanismo que seria responsavel pela mudanca de cor do sistema e,
consequentemente, reducdo da absorvancia da banda de absor¢ao das ST-AgNPs na presenga

de Hg*".
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Figura 24 - Proposta de mecanismo do sensor colorimétrico baseado em ST-AgNPs para de
determinagio de Hg*"
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Fonte: a autora (2023).

4.4 DETERMINACAO DE Hg** EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

4.4.1 Verificacdo de exatidao

Os testes de recuperacdo em amostras de agua foram realizados em 3 niveis, com adig@o
de concentragdes de 0,20; 0,30 e 0,40 mg L' de Hg?". As recuperacdes obtidas variaram entre
80,5 e 117,7%, tanto para amostras de 4gua tratada quanto para amostras de 4gua coletadas no
corrego. Com a boa taxa de recuperagdo obtida para as amostras de dgua, visando avaliar o
desempenho do sensor colorimétrico em matrizes mais complexas, amostras de fluido de
perfuracdo foram analisadas. Assim, para as amostras de fluido de perfuragdo, o teste de
recuperagdo foi realizado também em 3 niveis com adi¢do de concentracdes de 0,20; 0,30 e
0,40 mg L**. Para esta amostra uma faixa de porcentagem de recuperagio entre 94,0 e 109,4%
foi obtida. A Tabela 13 mostra os valores de recuperacdo obtidos para Hg?>* em amostras de

agua e fluido de perfuragdo, determinado por sensor colorimétrico baseado nas ST-AgNPs.



Tabela 13 — Recuperagio para determinagio de Hg?" em amostras ambientais utilizando

sensor colorimétrico baseado em ST-AgNPs.
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Concentragdo de Hg?" (mg L)

Amostra Adicionado Recuperado RSD (%)
0,00 <0,03 -
Agua Tratada 0,20 0,16 + 0,03 16,7
0,30 0,35+0,03 2,7
0,40 0,36 + 0,02 4.8
Recuperacao (%) 80,5—-117,7
0,00 <0,03 -
Agua Cérrogo 0,20 0,21 £0,05 7,8
0,30 0,28 £ 0,01 2,2
0,40 0,36 + 0,03 3,3
Recuperagdo (%) 90,2 - 105,4
0,00 <0,03 -
0,20 0,19+ 0,04 22,9
Fluido de Perfuracao 0,30 0,29 +£ 0,01 3,7
0,40 0,41 +£0,03 4,2
0,50 0,51+ 0,04 1,9
Recuperagao (%) 94,0 — 109,4

Fonte: a autora (2023).

Considerando que o sensor colorimétrico proposto apresenta também sensibilidade a
ions Fe?*, é fundamental garantir que, para determinagdo de Hg?*, ndo haja influéncia de Fe**.
Assim, a fim de minimizar a interferéncia de ions Fe?', foi desenvolvido um procedimento
simples, utilizando uma pequena quantidade de H>O> e 1,10-fenantrolina para mascarar a
presenca dos ions Fe?' e Fe’" no sistema. Considerando as constantes de formacio dos
complexos a temperatura ambiente, ha maior tendéncia de formacio de [Fe(phen);]** (K5 =
102*°) que [Fe(phen)s;]** (K3 = 10?"*). Assim, optou-se por utilizar um agente oxidante para
converter o Fe’" a Fe**, uma vez que o ion pode ser facilmente oxidado, com potencial padrio
de oxidagao de -0,771 eV (DEAN, 1998; MILAZZO; CAROLI; SHARMA, 1978). Dessa
forma, ap6s a adi¢do de 30 pL de H202 a 0,01% (v/v) em 1 mL de solucdo, o Fe?* deve ser

convertido em Fe*". Com a adi¢do do agente mascarante, 1,10-fenantrolina, deve haver a
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formacdo do complexo [Fe(phen);]**, ndo permitindo que o ion interfira na resposta do sensor
colorimétrico.

Utilizar somente a 1,10-fenantrolina na presencga de Fe?*, apesar do complexo possuir
uma constante de formacao alta, ainda havia interferéncia do ion, suprimindo a banda de
absor¢do do sensor. Contudo, com a adi¢cdo de H>O», ndo houve variagcdes da absorvancia
causada pela presenga do ion interferente (Figura 25a). Possivelmente essa resposta estd
relacionada as constantes de formagdo dos complexos [Fe(phen)s]** e [Fe(phen)s;]*", indicando
que, quando a 1,10-fenantrolina interage com Fe?* do sistema, hd uma competi¢io entre as ST-
AgNPs e o agente mascarante pelo ion. Contudo, adicionando H>O; ao sistema e convertendo
Fe?" em Fe’', a tendencia a formagio do complexo [Fe(phen)s;]*" se torna maior que a tendencia
do ifon interagir com as ST-AgNPs, mascarando assim os interferentes. Dessa forma, foi
necessario a adicao de um agente oxidante como H2>O; para que seja assegurada a formacao do
complexo [Fe(phen);]**, minimizando a resposta do sensor a Fe** (Figura 25a). Além disso,
observou-se que a presenca da 1,10-fenantrolina no sistema contendo apenas ST-AgNPs
provoca um deslocamento da banda, onde o comprimento de onda de maxima absor¢ao

apresentou um deslocamento batocromico, passando de 410 nm para 420 nm (Figura 25b).

Figura 25 — Influéncia de Fe*" e Fe*" na variagio de absorvancia da banda das ST-AgNPs e
efeito da 1,10- fenantrolina como agente mascarante.
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Assim, foi realizada uma nova varredura de comprimento de onda, utilizando
espectrofotometro ultravioleta-visivel, indo de 370 a 700 nm com adi¢do de 1,10-fenantrolina
na presenca de Hg?* (Figura 26a), para se obter uma nova curva de calibragio com a presenca

de 1,10-fenantrolina para o teste de adigdo e recuperacao (Figura 26b).

Figura 26 — Influéncia da fenantrolina na banda de absor¢ao das ST-AgNPs onde (a) variacao
da absorvancia da banda absorcdo e (b) curva de calibragdo para determinagio de Hg?>" na
presenca de 1,10-fenantrolina como mascarante para ions ferro
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Fonte: a autora (2023).

A partir da curva de calibracdo produzida na presenca de 1,10-fenantrolina, foi realizado
um teste de adi¢cdo e recuperacdo a fim de avaliar a eficiéncia da alternativa proposta para
mascarar a presenca de ions Fe?" nas amostras. Para tal, foram avaliadas amostras em triplicata
contendo a mesma concentracdo de Hg?* (0,30 mg L) e diferentes concentragdes de Fe?* (0,10;
0,30 e 0,50 mg L. As porcentagens de recuperagdes obtidas estdo dentro da faixa aceita
analiticamente, entre 92,7 ¢ 106,6% (Tabela 14), dado que, de acordo com a resolu¢do nimero
899 de 29 de maio de 2003, publicada pelo Ministério da Saude (2003), a faixa de recuperagao
aceitavel para determinacdo quantitativa de analitos em matérias-primas ou em formas

farmacéuticas € entre 80 e 120% de sua concentragao teodrica.
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Tabela 14 - Recuperacdo de Hg>" em amostras de 4gua ultrapura na presenca de diferentes
concentracdes de Fe?" apos tratamento de amostra com 1,10-fenantrolina
Concentragdo de Fe?* (mg L) Concentragdo de Hg*" (mg L)

Amostra o
adicionado Adicionada Recuperada
, 0,10 0,30 0,28 £ 0,04
Agua
0,30 0,30 0,32 +0,02
Ultrapura
0,50 0,30 0,29 + 0,07
Recuperacao (%) 92,7 -106,6

Fonte: a autora (2023)

Dessa forma, o tratamento proposto se mostrou adequado para mascarar os ions Fe**
e Fe’" no sistema, fazendo com que o sensor colorimétrico nio gere uma resposta significativa
a sua presenca. Avaliando a complexidade e o custo dos demais tratamentos realizados em
amostras que as técnicas tradicionais de determinacdo de Hg?" necessitam, a proposta de

tratamento apresentada pelo presente trabalho pode ser considerada simples e de baixo custo.

5  CONCLUSAO

O extrato de folhas de S. ferebinthifolius se mostrou promissor para o preparo de ST-
AgNPs, possuindo alta capacidade antioxidante ocasionada por diferentes compostos fendlicos.
As superficies de resposta, geradas pela variagdo de parametros de preparo das ST-AgNPs,
sugeriram as condi¢des que produziam maior absorvancia, o que indica maior produgdo de ST-
AgNPs. Tanto o extrato aquoso de S. terebinthifolius quanto as ST-AgNPs apresentaram, em
algum grau, atividade antibacteriana para determinadas espécies de microrganismos.

As ST-AgNPs atuam como sensores colorimétricos seletivos a ions Fe*" e Hg**. Foi
realizado teste de recuperagio de Hg?" em amostras de dgua tratada, agua de cérrego e fluido
de perfuragio, utilizando preparo simples de amostras para mascarar a presenca de ions Fe?*,
onde obteve-se porcentagens de recuperagdes dentro do aceitavel. Assim, as ST-AgNPs podem
ser uma boa alternativa para determina¢io de Hg?* e Fe?" com LODs adequados para analise

de amostras de interesse ambiental.
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