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Justificativa para Finalizacdo Antecipada do Estagio de P6s-Doutorado

A Dra. Kamille Daleck Spera desenvolveu, sob a supervisdo do Prof. Dr. Regildo
Méarcio Gongalves da Silva, 0 estagio de pds-doutorado intitulado "'Sintese verde de
nanoparticulas de prata e zinco com extrato de café verde: caracterizacao, atividade
antioxidante, antienvelhecimento e antiacne™, inicialmente previsto para duracao de
12 meses, no entanto, a pos-doutoranda solicita a finalizacdo antecipada do referido
estagio, com término apds 8 meses de atividades, em virtude da necessidade de obtengédo
do certificado de conclusdo para assumir compromissos profissionais que inviabilizardo
a continuidade no programa de pos-doutorado atual.

Cabe ressaltar que, conforme as normas vigentes da Universidade Estadual
Paulista (UNESP) para estagios de poOs-doutorado, é permitido o encerramento e
certificacdo do pds- doutorando apds o cumprimento minimo de 6 meses de atividades.
Assim, a solicitacdo encontra-se em plena consonancia com a regulamentacdo
institucional.

Adicionalmente, destacamos que, durante o periodo realizado, a Dra. Kamille
Daleck Spera cumpriu integralmente com as atividades de pesquisa propostas, atingindo
0s objetivos estabelecidos no plano de trabalho, inclusive a publicagéo e aceite de artigos
cientificos e a apresentacdo e participacdo em eventos cientificos conforme comprovado
no Anexo |, o que reforca a pertinéncia e a legitimidade da finalizacdo antecipada.

Assim sendo, solicitamos a devida tramitacdo para emissdo do certificado de

concluséo do estagio de p6s-doutorado.
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Pds-doutoranda Supervisor
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Titulo: Sintese verde de nanoparticulas de prata e zinco com extrato de café verde:

caracterizacdo, atividade antioxidante, antienvelhecimento e antiacne.

Resumo:

A sintese verde de nanoparticulas é uma area que tem sido pauta de diversas
pesquisas por aliar a biodiversidade com a biotecnologia, na dire¢ao das discussdes sobre
como aproveitar 0s recursos ambientais, a0 mesmo tempo que minimizamos 0s danos
causados ao meio melhorando as tecnologias ja empregas na industria. As nanoparticulas
de zinco e prata apresentam potencial de uso na area da nutracéutica, cosmetica,
ambiental, devido as suas propriedades bioldgicas ja conhecidas, e j& apresenta resultados
promissores quando em formacgdo com produtos de origem vegetal. O uso do extrato do
café verde, ja conhecido por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, e
antibacteriana, entre outras, além de ser fonte de inimeros compostos, em destaque o
acido clorogénico, se d4 a importancia de desenvolver tecnologias para a melhor
eficiéncia/utilizacdo na industria. Visando isso, o presente trabalho propos a producéo de
nanoparticulas de prata e zinco a partir de extrato de café verde, a avaliacdo e
caracterizacdo dessas nanoparticulas, e avaliacdo de suas propriedades antioxidantes,
antienvelhecimento e antiacne.

Palavras-chave: &cido clorogénico, biorredugdo, metabolitos, nanotecnologia.

1 Introducéo

A busca por linhas de pesquisa e processos industriais que se pautem nas diretrizes
apontadas pelos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS - ONU) vem sendo
discutida em ambito mundial (ONU, 2019). Técnicas inovadoras que utilizem menos
recursos ambientais ndo-renovaveis, gerem menos residuos, nao interfiram diretamente
no meio ambiente, e que ndo estejam atreladas a fatores influentes do aquecimento global
sdo fatores imprescindiveis quando se fala em novas tecnologias.

InGmeras industrias brasileiras jA empregam a utilizacdo da biodiversidade aliada a
biotecnologia para atender demandas do mercado nacional e internacional de diferentes
vertentes (Torres, 2022). De acordo com levantamento MAPA Biotec, no Brasil ja

existem mais de 560 empresas de biotecnologia divididas em areas como: Salde
Humana/Bem-estar, Agricultura, Insumos, Biotecnologia/Saude Animal, Industria e
Bioprocessos, Meio Ambiente, Biotecnologia de Alimentos e outras (Videiraetal., 2019).
A atencdo voltada a substituicdo de matérias prima convencionais por produtos
naturais, utilizados como insumos e matérias-primas, desperta grande interesse devido ao

seu valor agregado e baixos indices de efeitos colaterais a saude (Bosso et al., 2023).



A sintese verde estd nessa direcdo, onde sdo utilizados extratos vegetais com
propriedades bioldgicas para produzir nanoparticulas com metais e/ou minerais que
tenham aplicabilidade em produtos farmacéuticos, cosméticos, nutracéuticos,
alimenticios, agricolas, aliando desenvolvimento tecnologico e sustentabilidade (Singh et
al. 2018). A formacéo de nanoparticulas pelo método de sintese verde é um avanco em
comparagdo com outros métodos porque € facilmente reprodutivel, ecoldgica,
biocompativel, de baixo custo, seguros, prontamente disponiveis, e muitas vezes levam a
materiais mais estaveis (Mahmoud et al., 2021; Dousari et al., 2023).

No sentido mais amplo, a nanobiotecnologia é a fusdo entre a nanotecnologia e a
biotecnologia e oferece possibilidades de manipular processos bioldgicos em escala
molecular e atbmica afim de obter maior eficacia e menor utilizacdo de recursos naturais
no desenvolvimento de um produto (Shahcheraghi et al., 2022). Produtos com potencial
antioxidante, e a descoberta e/ou o0 aprimoramento de técnicas que otimizem o processo,
detectem o teor dos compostos, além de ensaios de toxicidade s&o realizados para garantir
esse avanco (Flieger et al., 2021).

Nos ultimos anos, pesquisas estdo sendo realizadas com nanoparticulas (NPS)
metalicas, devido a suas caracteristicas fisicas especificas (Wang et al., 2017), incluindo
a formacdo e caracterizag¢do de nanoparticulas com prata e zinco utilizando material de
origem vegetal (Lavanya et al., 2023). A sintese verde pode proporcionar o aumento de
atividades bioldgicas devido ao fato de ser fabricado em um meio de sintese sinérgico
(Karthik et al., 2023; Okka et al., 2023).

A avaliacdo da estabilidade das nanoparticulas metalicas obtidas por biorreducéo
com produtos de origem vegetal é importante para verificar a estabilidade do composto
de interesse, garantindo shelf life do produto final em que sera aplicado, acdo bioldgica
desejada nos sitios alvo especificos do composto, biocompatibilidade com o organismo e
eficiéncia terapéutica (Kulkarni et al., 2023).

Entre as possiveis a¢fes das nanoparticulas metélicas, se destaca a antioxidante,
incluindo a adicdo de extratos vegetais (Samrot et al., 2022), porém compostos
antioxidantes de origem exogena se caracterizam por apresentar baixa biodisponibilidade
e proporiconar beneficios ao organismo apenas quando aplicados em concentracGes
relativamente altas (BesSlo et al., 2023). Isso ocorre devido a incapacidade dos
antioxidantes de ultrapassarem as membranas celulares, e uma estratégia para melhorar a

distribuicdo especifica e a retencdo dos antioxidantes no organismo € a utilizacdo da



nanobiotecnologia (Omran e Baek, 2021).

Ainda sobre a nanobiotecnologia e sintese verde de NPs, jad sdo conhecidas as
atividades das nanoparticulas sintetizadas a partir de grdos de café verde, Wang et al.
(2017) desenvolveu nanoparticulas de prata, que apresentou atividade antibacteriana
contra E. coli e S. aureus, Mahmoud et al (2021) avaliou nanopaticulas de Ferro, e obteve
potencial de protecdo em células hepaticas em ratos. As nanoparticulas também sédo
amplamente utilizadas no meio ambiente para tratamento de &gua, agindo como agente
redutor e estabilizante de corantes organicos toxicos provenientes da industria em aguas
(Kordy et al., 2022; Wang et al.,2021).

O Brasil é maior produtor e o segundo maior consumidor de café do mundo
(MAP/Brasil, 2023), porém somente cerca de 65% dos gréos sdo torrados para a forma
de bebida, na safra 20/21 foram gerados mais de 15 milhdes de toneladas de subprodutos,
que podem ter outro destino de utilizacdo, inclusive, como matéria prima, na producéo de
extratos com finalidade industrial (Silva et al 2023).

Um ponto relevante € que durante o processamento dos gréos de café, quanto mais
a intensidade da torra aumenta maior destruicdo dos compostos fendlicos, o que diminui
sua capacidade antioxidante (Sualeh et al 2020). Esse fato, tem mostrado que a utilizagédo
do café verde pode ser mais saudavel que o café torrado (Mousavi et al., 2020) uma vez
que seus compostos bioativos ainda ndo sofreram a a¢do da temperatura.

O extrato de café verde é umarica fonte de bioquimicos, entre eles, sdo encontrados:

carboidratos/fibras, compostos nitrogenados como cafeina; lipidios, minerais, acidos e
ésteres (&cidos clorogénicos). Ja sdo conhecidas diferentes atividades farmacoldgicas
comprovodas como: antioxidante, antiinflamatoria, antibacteriana (Diaz-Hernandez et al.
2022, Narayanaperumal et al, 2022, Alamri et al. 2020), antidiabetica, e antiproliferativa
(Silva et al., 2023, Montenegro et al., 2021) anti-hipertensivo (Ribeiro et al., 2021), e
propriedades que auxiliam na funcdo microcirculatéria, na hidratacao da pele, a proteger
contra raios UV (&cido linoleico), e na barreira de permeabilidade (Pimpley et al. 2020).
Outras propriedades identificadas nos grdos de café verde demonstraram
influéncias positivas em sindromes como a metabdlica - melhora no peso corporal, dos
orgaos, perfil lipidico e resisténcia a insulina (Seliem et al 2022) e do ovario policistico
—com efeito redutor no peso corporal, indice de massa corporal, circunferéncia da cintura,
diminuicao dos niveis de testosterona, triglicerideos e colesterol (Mousavi et al., 2020;
Pimpley et al, 2020)\. Essas atividades estdo possivelmente relacionadas aos compostos

gue atuam no estresse oxidativo e reduzem os niveis de marcadores inflamatérios



sistémicos (Younis and Eissa, 2023; Silva et al., 2023).

O extrato de café verde tem se demonstrado fonte rica de compostos fenolicos, com
destaque ao &cido clorogénico (CGAs) - familia de ésteres que compreende 6—12% de sua
composicdo total (Rojas-Gonzalez et al., 2022). As trés classes principais deste acido
presentes nos graos de café verde sédo: acido cafeoilquinico (CQA), acido dicafeoilquinico
(diCQA) e acido feruoilquinico (FQA) (Pimpley et al. 2020), com destaque para 0 O 5-
CQA € 0 CGA com uma concentracdo de cerca de 100 mg/g (base seca), representando
76 a 84% do conteudo total de CGAs (Rojas-Gonzélez et al., 2022)

O &cido clorogénico ja demonstrou efeitos antioxidantes, protetores contra doencas
cronicas degenerativas humanas (Kulapichitr et al. 2022), melhora na barreira intestinal,
elevacdo dos niveis de IgA (Silva et al., 2023), atividade inibitoria de NA (antiviral)
(Muchtaridi et al 2021), efetivo na reducdo no peso corporal e gordura pos-prandial
(Pimpley et al., 2020), atividade antibacteriana e antiinflamatoria (Feng et al., 2023).

O acido clorogénico esta entre 0s compostos que podem ser degradados na torra dos
graos de café, por apresentar instabilidade térmica e dependendo do grau da torra, seu teor
pode ser reduzido em 1% do teor original (Silva et al. 2023; Farah et al., 2012). Tendo esse
ponto em vista, a utilizacdo dos graos de café verde, antes da torra, torna disponivel o
acido clorogénico sem os interferentes ocasionados pela temperatura.

A biodisponibilidade e bioacessibilidade dos extratos devem ser investigadas para
determinar a quantidade necessaria para atingir tais efeitos, devido a possiveis perdas
durante a digestdo, absorcao e metabolizacdo (Coelho et al., 2022) e estudos demonstram
evidéncias de que o &cido clorogénico é altamente biodisponivel (Pimpley et al. 2020).

Para auxiliar na possivel falta de estabilidade dos polifenois e melhorar suas
aplicacOes terapéuticas, sdo desenvolvidos sistemas que corroboram desde a producao até
0 processamento, armazenamento e desenvolvimento de produtos inovadores baseados
em aplicacdes (Desai et al 2020) entre eles, a formacéo de nanoparticulas.

Diante do exposto, e visando aliar o que é conhecido sobre as nanoparticulas de
zinco e prata, e as propriedades do extrato do café verde, o presente trabalho propde o
desenvolvimento e obtengédo de nanoparticulas de zinco e prata com extrato de café verde
por sintese verde, afim de promover interacdo das atividades farmacoldgicas e proteger
as propriedades dos compostos, avaliar o seu potencial antioxidante, antienvelhecimento
e antiacne, e realizar a sua caracterizacdo quanto a estabilidade e propriedades

organolépticas para obtencdo de um produto final com aplicabilidade na industria.



2 Metodologia
2.1 Preparacdo do extrato aquoso a partir de extrato de cafe verde padronizado

O extrato de gréos de café verde em po6 padronizado foi obtido comercialmente e
entdo pesado em balanca analitica nas concentracfes de 1, 2 e 4mg/mL com agua destilada
até o volume final de 10mL, as solucGes foram submetidas a aparelho de ultrassom para

garantir completa homogeneizagéo (+ 5 min) para obter o extrato aquoso.

2.2 Determinacao da formacao das nanoparticulas de prata (AgNPs)

Apos o preparo do extrato foi realizado o Protocolo para determinacéo da formagao
de nanoparticulas (AgNPs), onde foram utilizadas diferentes variaveis afim de identificar
qual a melhor condicdo para sintese. O delineamento foi obtido variando concentracédo de
Extrato, AgNOs, pH e temperatura como descrito detalnamente abaixo. A avaliagdo da
formacdo das AgNPs foi monitorada por espectrofotometria na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis), com base na andlise do perfil plasménico e com varredura em
espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis, de 300 a 650nm, com 1,0nm de
intervalo, que indica pico caracteristico de formacdo de AgNPs

2.2.1 Variacao de concentracao do extrato (temperatura ambiente):

As AgNPs foram preparadas utilizando volumes iguais (10ml) da solugdo aquosa
de nitrato de prata (AgNOs - 2,5mmol/L), variando a concentragéo de extrato aquoso de
café verde (1,2 e 4mg/ml) com pH fixo em 6. Os parametros de pH foram corrigidos com
HCI 0,1mol/L e NaOH 0,1mol/L e realizada leitura com varredura em espectroscopia de

absorc¢do na regido do UV-Vis, no intervalo de 300 a 650nm, com 1,0nm de intervalo.

2.2.2 Variagdo de concentragdo de AgNO3 (temperatura ambiente):

As AgNPs foram preparadas utilizando volumes iguais (10ml) do extrato aquoso de
café Verde (2mg/ml) variando a concentracdo da solugdo aquosa de AgNO; (1, 5 e
10mmol/L), com pH fixo em 6_Os parametros de pH foram corrigidos com HCI 0,1 mol/L
e NaOH 0,1 mol/L, e ent&o realizada leitura com varredura em espectroscopia de absor¢édo

na regido do UV-Vis, no intervalo de 300 a 650nm, com 1,0nm de intervalo.

2.2.3 Variagao de pH (temperatura ambiente):



As AgNPs foram preparadas utilizando volumes iguais (10ml) da solucéo aquosa
de AgNOs (concentracdo fixa: 2,5mmol/L) e do extrato aquoso de café verde
(concentracdo fixa: 2mg/ml), colocados em agitacéo e entdo variando o pHem 3,5, 8 e
10. Os parametros de pH foram corrigidos com HCI 0,1 mol/L e NaOH 0,1 mol/L, e entdo
realizada leitura com varredura em espectroscopia de absorcao na regido do UV-Vis, no

intervalo de 300 a 650nm, com 1,0nm de intervalo.

2.2.4 Variacdo de Temperatura (30 e 50°C):

Para a avaliacdo da variacdo de temperatura na formacdo das nanoparticulas de
AgNOs as nanoparticulas foram preparadas utilizando volumes iguais (10ml) da solugéo
aquosa de AgNO3 (concentracdo fixada: 2,5mmol/L) e do extrato aquoso de café Verde
(concentragdo fixada: 2mg/ml), com pH fixado em 6. Os parametros de pH foram
corrigidos com HCI 0,1 mol/L e NaOH 0,1 mol/L. As solucdes foram entdo aquecidas a
30°C por 1h e 50°C por 30 min, e entdo realizada leitura com varredura em espectroscopia

de absorg¢éo naregido do UV-Vis, no intervalo de 300 a 650nm, com 1,0nm de intervalo.

2.2.5 Determinacdo de melhor condicao de sintese e estabilidade das AgNPs

Apdbs andlise dos resultados dos espectros de todas as variaveis de condicédo
apresentadas acima foi identificado qual pardmetro resultou no melhor espectro de
absorcdo quando observado o pico de incidéncia conhecido de formagdo de AgNPs
(regido de 400nm) (Adrianto et al., 2022). Essa condigdo foi utilizada para dar
continuidade as andlises. As AgNPs sintetizadas na melhor condicdo foram armazenadas
em frascos ambar e mantidas, em temperatura ambiente e em geladeira, e realizadas

leituras a cada 15 dias em ambas afim de realizar a verificagdo de sua estabilidade.

2.3 Caracterizacdo do extrato aquoso de café verde e das AgNPs

2.3.1 Determinagdo de fenois e flavonoides totais

O método utilizado para determinacgéo dos compostos fenolicos totais foi o de Folin-
Ciocalteu adaptado de Singleton e Rossi (1965). Em 0,1mL de amostra foram adicionados
5mL de agua destilada e 0.5mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Apds 3min adicionado
1,4mL de solucdo de Na,COs3 (10%) e 3ml de agua destilada. O branco foi
5.1mL de agua destilada e 0.5mL do reagente Folin-Ciocalteu. A mistura foi agitada e
armazenada por 1h, e a absorbancia medida a 765nm usando espectrofotdmetro UV-Vis.

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em mg de acido galico



por g de extrato.

A dosagem dos flavonoides totais foi quantificada por espectrofotometro UV-Vis e
as amostras preparadas segundo a metodologia de Zhinshen et al., (1999). 1mL da amostra
foi misturada a 4mL de alcool 70%, e 0,5ml de NaNO2 5%. Apos 6 min foram adicionados
0,5mL de AICIz 10%, 3ml de NaOH 1M, e 1ml de agua destilada. As amostras foram
agitadas em vortex e a absorbancia mensurada a 510nm. Os testes foram realizados em

triplicata e os resultados obtidos expressos em mg de rutina por g de extrato.

2.3.2 Determinagao da atividade antioxidante

2.3.2.1 Teste do sequestro do radical DPPH’

A atividade antioxidante foi medida pelo teste DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
seguindo os métodos descritos por Rufino et al. (2010). Em um tubo foram adicionadas
1mL de tampé&o acetato (pH 5,5; 100mM), 1,25mL de etanol, 250uL de solugdo DPPH
(500uM) e 50uL das amostras, que foram mantidas por 30min no escuro. As absorbancias
foram medidas com espectrofotémetro UV Vis a 517 nm. A atividade antioxidante foi
calculada de acordo com a equacdo: AA (%) = [(Amostras-Controle)/Controle] x 100;
onde Controle é a absorbancia sem amostras e Amostras é a absorbancia das amostras.
Acido galico foi utilizado como controle positivo a 0,1 mg/mL.

2.3.2.2 Poder de reducéo de ion ferro (FRAP)

O teste FRAP foi realizado conforme descrito por Guimardes et al. (2010). O
reagente FRAP foi preparado com tampéo acetato (300mM, pH 3,6), TPTZ (10mM em
HCI 40mM) e FeCl30,6 H20 (20mM) na proporcédo de 10:1:1 (v/v/v). 2,7mL de Reagente
FRAP, 270 uL de &gua ultrapura e 90uL de amostras foram misturados e aquecidos a
37°C durante 30 minutos. As absorbancias foram medidas a 593nm e os resultados

expressos como UM Trolox Equivalent (TE) por grama de amostra.

2.3.2.3 Sequestro de NO

A atividade de sequestro de radical NO foi determinada utilizando método de
Marcocci et al., 1994. A solugéo (2 mL) contendo as concentragOes da amostra e SNP
(concentracdo: 1 mM) em solucéo tampdo de fosfato salino (PBS), com pH 7,4 foram
incubados a 25°C por 150 min. Depois do periodo de incubacdo, 1ml da mistura de
reacdo de cada amostra foi removido e diluido em 1mL de reagente Greiss. A

absorbancia foi medida a 540nm e comparadas com a solucdo branca correspondente.



2.3.2.4 Inibicéo da peroxidacéo lipidica (TBARS)

A determinacgdo do contetdo de substancias reativas com o acido tiobarbitdrico
(TBARS) foi feita para quantificar o nivel de inibi¢do da peroxidacdo lipidica de acordo
com metodologia adaptada de Esterbauer e Cheeseman (1990). A gema de ovo foi
homogeneizada (1%, w/v) em tampédo fosfato 50mM (pH 7,4). Desta mistura 1mL foi
misturada com 0,1mL das amostras. A peroxidacdo lipidica foi induzida pela adi¢éo de
0,1mL de solugdo de 2,2’-azobis-2- amidinopropano (AAPH; 0,12 M), durante 30 min
a 37°C em banho-maria. Apos o resfriamento, foi adicionado 0,5mL de &cido
tricloroacético (TCA-15%) e 0,5mL de &cido tiobarbitdrico (TBA- 0,67%) e as amostras
foram entdo aquecidas a 97°C, por 15 min. Apos esfriamento, as amostras foram
centrifugadas com 1mL de n-butanol a 1200 rpm, durante 10 min. As absorbancias dos
sobrenadantes dos tubos foram medidas a 532nm em um espectrofotdmetro UV-Vis e
os resultados sdo expressos em porcentagem de TBARS: (Acontrole-
Aamostrax100/Acontrole). Onde Acontrole é a absorbancia obtida apenas com AAPH

sozinho e Aamostra, a absorbancia das amostras com extrato ou com controle positivo.

3 Resultados e discussdo

A analise da varredura isolada das solucdes nitrato de prata (AgNO3) e do extrato
aquoso de café verde ndo apresentou pico de absorbancia em uma escala de comprimento
de ondas no visivel entre 350 e 650 nm. A auséncia de absorbancia formadora de picos
na escala referida implica que ndo ha presenca de nanoparticulas nas solugdes analisadas

isoladamente como apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Espectros de extingdo de Nitrato de prata puro (2,5mM) e extrato aquoso de café verde (1mg/ml)

3.1 Determinacdo da formacdo de nanoparticulas de AgNO3 variando aa
concentracdo de Extrato, AQNO3, pH e Temperatura

As nanoparticulas sintetizadas e estabilizadas no presente trabalho apresentam-se
em uma faixa de comprimento de onda entre 300 e 800nm com picos de absorbancia
semelhantes aos encontrados na pesquisa de (Dong et al., 2021) e com banda
respectivamente compativel com as excitacfes dos plasmons de superficies. (Adrianto et
al., 2022). O pico de absorbancia observado nos espectros de extingdo estdo apresentados
na Figura 2, com as diferentes varidveis analisadas e indicam a formacdo de
nanoparticulas de prata.

O trabalho de Wang et al. (2021) demonstrou a efetividade do extrato do pé de café
verde como agente redutor e estabilizante na sintese de NPs de cobre, e Baluken et al.,
(2024) otimizaram um processo de desenvolvimento de sintese verde com extrato de café
para a producdo de nanoparticulas de selénio.

A andlise das varreduras avaliadas no estudo, demonstraram que as solucdes de
nitrato de prata (AgNOs) com o extrato aquoso de cafe verde (CV) apresentaram formagao
no comprimento de onda de aproxidamente 420nm e isso pode acontecer pois
0 nitrato combina rapidamente com outros &tomos e moléculas do extrato de café verde,
0 que confirma seu potencial estabilizante e redutor.

Afim de verificar qual a variavel apresentou o pico com melhor incidéncia, foram
realizadas leituras em todas as analises. Quando se observa a variagdo de concentracao de
extrato (Figura 2 — A), a melhor concentracédo foi a de 1mg/ml. Variando a molaridade do
nitrato de prata (AgNOs), a sintese realizada com 10mM apresentou melhor caracteristica
(Figura 2 — B). Quando se observa a variacao de pH na sintese (Figura 2 — C), ambos 0s
valores avaliados (3, 5, 8 e 10) ndo apresentaram picos de absorbancia bem definidos,
quando comparado com as outras variaveis, que foram avaliadas com pH fixado em 6,

comprovando que a melhor condicéo de sintese acontece com o pH 6.
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Figura 2. Espectros de extingdo de AgNPs sintetizados sob diferentes condi¢fes (A) concentragdo de
extrato, (B) concentragdo de AgNOs, (C) pH

Apos a definicdo das melhores condigdes, observados os picos de absorbancia
encontrados nas varidveis que foram: Concentracdo de extrato: 1mg/ml, Molaridade do
nitrato de prata (AgNOs3): 2,5mM e ph: 6, foi realizada a avaliacdo da sintese de acordo
com a temperatura. Uma amostra das AgNps foi deixada em temperatura ambiente e a
outra foi colocada em temperatura de 50° em banho maria por 60 min e posteriormente

foram analisadas.



Quando observada o espectro de absorcdo de ambas (Figura 3), a amostra que
permaneceu em temperatura ambiente demonstrou pico bem formado, o que se considera
como vantagem quando comparada a necessidade da nanoparticula colocada em alta
temperatura pois elimina essa etapa no processo.
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Figura 3. Espectros de extincdo de AgNPs sintetizados com as melhores variaveis (Concentracdo de
extrato: Img/ml, Molaridade do nitrato de prata (AgNQO3): 2,5mM e ph: 6) em temperatura ambiente (30°C
e 50°C)

3.2 Determinacao de melhor condi¢do de sintese e estabilidade das AgNPs
Apo6s a definicdo das melhores condigdes de sintese, observados os picos de
absorbancia encontrados nas variaveis que foram: Concentracdo de extrato: 1mg/ml,
Molaridade do nitrato de prata (AgNOz3): 2,5mM e ph: 6 e avaliagdo da condi¢cdo de
temperatura ideal (30°C) foi realizada varredura no comprimento de onda de 350 a 650nm
em espectrofotbmetro de absorbancia UV-Vis e 0 espectro encontrado com pico de
absorbancia em 420nm caracteristico da formacéo de nanoparticulas de prata (Figura 4).
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Figura 4. Espectros de extingdo de AgNPs sintetizados com as melhores varidveis (Concentracdo de
extrato: 1mg/ml, Molaridade do nitrato de prata (AgNO3): 2,5mM e ph: 6) em temperatura ambiente (30°C)



A estabilidade das AgNPs através da analise dos espectro de varredura tanto das
AgNPs que foram armazenadas em temperatura ambiente (Figura 5-A) guanto das que
foram armazenadas em geladeira (Figura 5-B) demonstrou que mesmo apds 60 dias de
armazenamento ambas conservaram a incidéncia do pico de absorbancia caracteristico da
formac&o de AgNPs de prata e inclusive apresentaram pico com curva menos acentuada
conforme o tempo foi passando o que pode ser explicado ao fato de que as nanoparticulas
continuaram ainda se estruturando, com destaque ao processo realizado em temperatura

ambiente, que eliminaria a necessidade de armazenamento nas AgNPs em geladeira
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Figura 5. Espectros de extingdo de AgNPs sintetizados com as melhores variaveis armazenadas em frasco
ambar em temperatura ambiente e em geladeira



3.3 Caracterizacdo do extrato aquoso de café verde e das AgNPs

Ap0s o término do processo de sintese, foi realizada a determinagdo da quantidade
de fenois e flavonoides totais (Tabela 1) e a avaliagéo da atividade antioxidante por quatro
métodos, sendo eles: radical DPPH, Oxido Nitrico, Poder Redutor do ferro FRAP e
TBARS. Os resultados das atividades antioxidante estdo expressos na Tabela 2

A Tabela 1 apresenta os teores de compostos fenolicos totais e flavonoides totais
no extrato aquoso padronizado de café verde, bem como nas nanoparticulas de prata
sintetizadas (AgNPs) com base nesse extrato. Observou-se um aumento significativo no
contetido de polifendis totais a medida que a concentracdo do extrato foi aumentada. Os
valores variaram de 227,30 + 20,22 mg GAE/g para 1 mg/mL até 600,30 + 6,08 mg
GAE/g para 4 mg/mL, indicando uma relacdo diretamente proporcional entre a
concentracdo do extrato e o contetdo fenolico.

O mesmo padrao foi observado para os flavonoides totais, com teores de 338,53
+ 7,56 mg RE/g (1 mg/mL), 391,31 + 12,09 mg RE/g (2 mg/mL) e 455,47 + 21,75 mg
RE/g (4 mg/mL). Isso evidencia que o aumento da concentracdo do extrato esta
diretamente relacionado a maior disponibilidade de compostos bioativos com potencial
antioxidante.

Com relacdo as AgNPs sintetizadas, foi observado um teor de 161,30 + 3,61 mg
GAE/g de polifendis e 416,03 + 8,67 mg RE/g de flavonoides. O menor valor de
compostos fenodlicos em comparacdo com 0s extratos puros sugere que parte desses
compostos foi consumida durante a reagdo de reducdo do Ag’, atuando como agentes
redutores na formacdo das nanoparticulas. Por outro lado, o alto teor residual de
flavonoides nas AgNPs reforca a hipotese de que essas moléculas também atuam como
agentes estabilizantes, aderindo a superficie das particulas sintetizadas e contribuindo
para sua estabilidade e funcionalidade.

Tabela 1. Avaliagdo do teor total de polifendis e flavonoides de extrato padronizado de Café
verde e de nanoparticulas de prata.

Tratamento Concentragoes Polifendis Totais' ~ Flavonoides Totais?
1 mg/mL 227,30+£20,22 338,53+7,56
Extrato 2 mg/mL 390,97+28,87 391,31+12,09
4 mg/mL 600,30+6,08 455,47+21,75
AgNPs ImgmLY/ 10 mM/pH 8/30°%60°  161,30+3,61 416,03+8,67

Os valores sdo expressos como média * desvio padréo. ‘mg equivalente 4cido galico (GAE) g*
peso seco; ?mg equivalente rutina (RE) g peso seco. As mesmas letras dentro da mesma coluna
nao indicam diferencas entre as amostras pelo teste de Tukey (p<0.05).



E possivel avaliar de diferentes formas a atividade antioxidante de substancias
biologicamente ativas. Devido aos diferentes tipos de radicais livres e suas diferentes
formas de atuacdo, ndo é possivel utilizar apenas um método universal pelo qual a
atividade antioxidante possa ser medida precisa e quantitativamente, com isso, se faz
necessario utilizar mais de um método de analise para avaliar a atividade antioxidante de
uma substancia (Gulcin et al.,2025).

A Tabela 2 resume a atividade antioxidante avaliada por diferentes métodos,
incluindo o sequestro de radical DPPH, FRAP, TBARS e sequestro de dxido nitrico (NO),
comparando o extrato de café verde, as AgNPs e os controles.

No ensaio de DPPH, o extrato apresentou uma atividade antioxidante dose-
dependente, com aumento significativo da capacidade de sequestro do radical a medida
gue a concentracdo aumentava. A porcentagem de inibicdo foi de 11,24 (0,05 mg/mL),
31,69 (0,1 mg/mL), 71,31 (0,25 mg/mL), 85,33 (0,5 mg/mL) e atingiu 97,46% na
concentragdo de 1 mg/mL e este resultado evidencia a elevada capacidade antioxidante
do extrato, provavelmente associada a alta concentracdo de compostos fendlicos e
flavonoides, como ja discutido anteriormente. As AgNPs sintetizadas, por sua vez,
apresentaram uma atividade antioxidante de 23,81 * 4,48% no teste de DPPH, embora
esse valor seja inferior ao do extrato puro nas concentragcdes mais elevadas indica que as
nanoparticulas retém parte da atividade antioxidante do extrato vegetal e essa atividade
pode ser atribuida tanto aos compostos bioativos residualmente adsorvidos na superficie
das particulas quanto a propria natureza redox da superficie metalica funcionalizada.

No teste de FRAP, a capacidade redutora do extrato também foi elevada, com
valores de 1052,67, 1067,67 e 1056,00uM TE/g, nas concentracdes de 1, 2 e 4 mg/mL,
respectivamente. Esses resultados reforcam o potencial do extrato como agente
antioxidante por diferentes mecanismos de acdo. As AgNPs apresentaram resultado de
1033,50uM TE/g no ensaio de FRAP, valor comparavel aos obtidos para o extrato nas
concentracdes mais elevadas e esse dado destaca que, mesmo apos 0 processo de sintese,
as nanoparticulas mantém capacidade de doacdo de elétrons, o que as torna
potencialmente Uteis em aplicacGes biomédicas e cosméticas como antioxidantes.

No ensaio de TBARS, que avalia a inibicdo da peroxidacéo lipidica, o extrato
também demonstrou atividade dependente da concentragdo, com valores crescentes de
inibi¢do: 61,35 (1 mg/mL), 72,30 (2 mg/mL) e 85,02 (4 mg/mL) e as AgNPs apresentaram
inibicdo de 57,81 novamente indicando uma manutencéo da atividade antioxidante apos

a sintese.



No teste de sequestro de Oxido nitrico (NO), o extrato nas concentracdes de 1, 2 e
4 mg/mL apresentou inibicdo crescente da producdo de nitrito, com valores de 13,38,
15,42 e 16,73, respectivamente, e estes resultados evidenciam o potencial do extrato na
neutralizacdo de radicais reativos de nitrogénio, o que é relevante em contextos

inflamatorios.

Tabela 2. Atividade antioxidante de AgNPs de extrato padronizado de Café verde, das
nanoparticulas de prata, AgNOs e controle positivo Acido Gélico e Trolox pelos testes DPPH e
FRAP, respectivamente.

Tratamento Concentragio ~ DPPH% NO FRAP? TBARS
0,05mg/mL  11,24+4,61 - - -
0,Amg/mL  31,69+1,85 - - -
0,25mg/mL  71,31+2,09 - - -

Extrato 0,5mg/mL 85,33+0,19 - - -
1mg/mL 97,46+0,08 13,38+0,95 1052,67+6,29 61,35%3,17
2mg/mL * 15,42+0,85 1067,67+1,44 72,3045,03
4mg/mL * 16,73+0,56 1056,00+2,50 85,02+5,70
AgNO; 2,5 mM
AgNPs Ideal 23,81+4,48 - 1033,50+10,90 57,81+4,49
Gallicacid 0,1 mgmL - - 87.00+0.24 -
Trolox 0.14 - - - 61.80+0.38

Valores expressos como média + desvio padrdo. Extrato = extrato de café verde aquoso. %
Atividade antioxidante, 2uM Trolox Equivalente (TE) g amostra. As mesmas letras dentro da
mesma coluna ndo indicam diferencas significativa entre amostras pelo teste de Tukey (p<0.05).
Ideal: Img mL-10 mM / pH6/30°60” *: plato

De forma geral, os resultados indicam que o extrato de café verde padronizado
possui elevada concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides e apresenta forte
atividade antioxidante por diferentes mecanismos. A sintese de AgNPs mediada por esse
extrato resulta em nanoparticulas que preservam parte dessa bioatividade, com potencial
aplicagdo em sistemas antioxidantes e terapéuticos. A manutengdo da atividade
antioxidante mesmo apés a formacdo das nanoparticulas indica sucesso na
funcionalizacao da superficie com compostos bioativos, o que pode contribuir para maior

estabilidade, biocompatibilidade e funcionalidade das AgNPs.

Conclusao

A sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando extrato de café verde obtido
comercialmente se mostrou eficiente e sustentavel, com a caracterizacdo por UV-vis

confirmando a formagdo das nanoparticulas e a agdo do extrato como agente redutor e



estabilizador. A avaliacdo in vitro revelou que as nanoparticulas possuem atividade
antioxidante promissora, indicando potencial para aplicacdes em protecédo contra estresses
oxidativos. Esses resultados destacam a eficacia da sintese de nanoparticulas de prata de
forma ecoldgica e sugerem novas direcGes para pesquisas sobre métodos sustentaveis e

suas aplicacOes terapéuticas e tecnoldgicas.
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