UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE ENGENHARIA
CAMPUS DE ILHA SOLTEIRA

BARBARA CERQUEIRA OLIVEIRA

Sintese verde de nanoparticulas de prata mediada por extrato de Artemisia
absinthium (losna) e avaliagcao da atividade antimicrobiana

IIha Solteira
2026



AVA
AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne Sp " 4(LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de llha Solteira

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DOS MATERIAS

BARBARA CERQUEIRA OLIVEIRA

SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA MEDIADA POR
EXTRATO DE ARTEMISIA ABSINTHIUM (LOSNA) E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

Categoria do trabalho  (Dissertacdo)
apresentada a Faculdade de Engenharia de
llha Solteira — Unesp como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de mestre.

Nome do orientador(a):
Prof2. Dr® Rosangela da Silva de Laurentiz

llha Solteira

2026



048s

FICHA CATALOGRAFICA
Desenvolvido pelo Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagao

Oliveira, Barbara Cerqueira.

Sintese verde de nanoparticulas de prata mediada por extrato de Artemisia
absinthium (losna) e avaliacdo da atividade antimicrobiana / Barbara Cerqueira
Oliveira. -- llha Solteira: [s.n.], 2026

97 f. 1l

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias dos Materiais) - Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Faculdade de Engenharia, Ilha Solteira. Area de
conhecimento: Ciéncia dos Materiais, 2026

Orientador: Rosangela da Silva de Laurentiz

Inclui bibliografia

1. Sintese verde. 2. Nanoparticulas de prata. 3. Artémia absinthium. 4.
Atividade antimicrobiana .

Sandra Montibeller - CRB-8/060



IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

A presente dissertagcédo, ao investigar a sintese verde de nanoparticulas de
prata mediada por extrato de Artemisia absinthium e sua atividade antimicrobiana,
apresenta potencial impacto cientifico, ambiental e social. A utilizagdo de principios
da quimica verde contribui para a redugcédo do uso de agentes quimicos toxicos e
solventes agressivos, promovendo métodos de sintese mais sustentaveis e alinhados
as demandas atuais por processos ecologicamente responsaveis.

No contexto da saude publica, o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos € estratégico diante do aumento da resisténcia microbiana a
antibioticos convencionais. As nanoparticulas de prata sintetizadas por rota biogénica
podem representar uma alternativa promissora para aplicacdo em formulacdes
farmacéuticas, materiais hospitalares, curativos e revestimentos com acéao
antimicrobiana, contribuindo para a prevencgao e o controle de infecgdes.

Adicionalmente, o aproveitamento de uma espécie vegetal medicinal
amplamente conhecida valoriza a biodiversidade e reforca o potencial da
bioeconomia, estimulando o uso racional de recursos naturais e a integracédo entre
conhecimento tradicional e inovagao tecnoldgica. O trabalho também contribui para a
formacgao de recursos humanos qualificados nas areas de nanotecnologia, quimica
verde e biotecnologia, fortalecendo a capacidade cientifica e tecnoldgica nacional.

Dessa forma, espera-se que os resultados obtidos ampliem o conhecimento na
area, incentivem o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis e promovam

impactos positivos nos setores da saude, da industria e do meio ambiente.
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RESUMO

A busca por processos sustentaveis tem impulsionado o desenvolvimento de rotas
verdes para a sintese de nanoparticulas metalicas, utilizando extratos naturais como
agentes redutores e estabilizantes. Neste trabalho, nanoparticulas de prata (AgNPs)
foram sintetizadas a partir de extrato aquoso de Artemisia absinthium. O extrato foi
caracterizado quanto a composi¢ao fitoquimica, teor de compostos fendlicos e
atividade antioxidante. Inicialmente, as sinteses foram realizadas para avaliar a
melhor propor¢ao metal:extrato (1:09, 1:19, 1:39, 1:49 e 1:99), sendo a formagao das
nanoparticulas monitorada por espectrofotometria UV-Vis, com banda de plasmon
entre 420 e 450 nm. Os testes fitoquimicos evidenciaram a presencga de flavonoides,
terpenoides, saponinas e taninos. O extrato apresentou conteudo fendlico total de
17,59 £ 0,08 mg EAG/g e atividade antioxidante frente ao DPPH com Cl;, de 1,93
0,90 pg/mL, indicando potencial redutor adequado para a sintese verde de AgNPs. As
formulagdes obtidas foram caracterizadas por espalhamento dinamico de luz (DLS),
potencial zeta, microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de energia
dispersiva (EDX) e analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA). As proporgdes
1:09 e 1:19 apresentaram melhores parametros e foram selecionadas para otimizacao
da sintese com ajuste de pH para 8. As nanoparticulas apresentaram tamanho
hidrodinamico médio inicial de 50—-60 nm, potencial zeta de aproximadamente —-28 mV
e morfologia predominantemente esférica. Apds centrifugagao e lavagem, observou-
se aumento do tamanho médio (~100 nm), maior polidispersidade e alteragdo no
potencial zeta, possivelmente devido a agregacao ou selegcdo de particulas maiores.
A atividade antimicrobiana foi avaliada frente a Staphylococcus aureus e Escherichia
coli por ensaio de MTT. As formulagées ndo apresentaram concentragao inibitéria
minima (CIM) frente a S. aureus, embora tenha sido observada reduc¢ao da viabilidade
bacteriana. Por outro lado, foram ativas contra E. coli, com CIM de 33 e 38 pg/mL para
as proporgdes 1:09 e 1:19, respectivamente. Conclui-se que o extrato de A.
absinthium apresenta composi¢cao adequada para a sintese verde de AgNPs estaveis
e com potencial antimicrobiano, com possivel aplicagdo em revestimentos e
superficies antimicrobianas.

Palavras-chave: sintese verde; nanoparticulas de prata; Artemisia absinthium;
atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The search for sustainable processes has driven the development of green routes for
the synthesis of metallic nanoparticles, using natural extracts as reducing and
stabilizing agents. In this study, silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized using
an aqueous extract of Artemisia absinthium. The extract was characterized in terms of
phytochemical composition, total phenolic content, and antioxidant activity. Initially,
syntheses were performed to evaluate the best metal:extract ratio (1:09, 1:19, 1:39,
1:49, and 1:99), and nanoparticle formation was monitored by UV-Vis
spectrophotometry, with a plasmon band between 420 and 450 nm. Phytochemical
screening revealed the presence of flavonoids, terpenoids, saponins, and tannins. The
extract showed a total phenolic content of 17.59 + 0.08 mg GAE/g and antioxidant
activity against DPPH with an 1C5, of 1.93 + 0.90 pg/mL, indicating suitable reducing
potential for the green synthesis of AgNPs. The obtained formulations were
characterized by dynamic light scattering (DLS), zeta potential, scanning electron
microscopy (SEM), energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX), and nanoparticle
tracking analysis (NTA). The 1:09 and 1:19 ratios showed the best parameters and
were selected for synthesis optimization with pH adjustment to 8. The nanoparticles
exhibited an initial average size of 50-60 nm, zeta potential of approximately -28 mV,
and predominantly spherical morphology. After centrifugation and washing steps, an
increase in average size (~100 nm), higher polydispersity, and changes in zeta
potential were observed, possibly due to aggregation or selection of larger particles.
Antimicrobial activity was evaluated against Staphylococcus aureus and Escherichia
coli using the MTT assay. The formulations did not show minimum inhibitory
concentration (MIC) against S. aureus, although a reduction in bacterial viability was
observed. On the other hand, activity against E. coli was detected, with MIC values of
33 and 38 ug/mL for the 1:09 and 1:19 ratios, respectively. It is concluded that the A.
absinthium extract presents a suitable composition for the green synthesis of stable
AgNPs with antimicrobial potential, with possible applications in coatings and
antimicrobial surfaces.

Keywords: green synthesis; silver nanoparticles; Artemisia absinthium; antimicrobial

activity.
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1.  INTRODUGAO

A nanotecnologia tem se consolidado como uma das areas mais promissoras
da ciéncia moderna, dedicada ao estudo, manipulacdo e desenvolvimento de
materiais em escala nanométrica, tipicamente entre 1 e 100 nm, na qual a elevada
razao superficie/volume e os efeitos de confinamento eletrobnico conferem aos
materiais propriedades fisico-quimicas, bioldégicas e comportamentais distintas de
suas formas macroscopicas, possibilitando o desenvolvimento de produtos com novas
funcionalidades (ABBAS et al., 2024). Entre os nanomateriais mais estudados
destacam-se as nanoparticulas de prata (AgNPs), amplamente reconhecidas por suas
propriedades antimicrobianas, condutoras e cataliticas. Tais propriedades sao
fortemente dependentes do tamanho, morfologia e caracteristicas de superficie das
nanoparticulas, fatores que influenciam diretamente sua reatividade, liberagao de ions
prata e interacdo com microrganismos (VIANA et al., 2021; RODRIGUES et al., 2024;
KHAN et al., 2024).

A sintese quimica convencional de nanoparticulas frequentemente depende de
agentes redutores fortes e solventes organicos que podem ser potencialmente toxicos,
representando desafios para aplicagdes biomédicas sensiveis e aumentando o
impacto ambiental desses processos (AKHTER et al., 2024). Em resposta a essas
limitacbes, a sintese verde de nanoparticulas utilizando extratos de plantas tem
emergido como uma alternativa sustentavel e segura, visto que compostos naturais
presentes nos extratos vegetais podem atuar simultaneamente como agentes
redutores e estabilizantes, eliminando a necessidade de quimicos téxicos e reduzindo
a geracgao de residuos (EKER et al., 2025). Essa abordagem tem ganhado destaque
na nanotecnologia devido ao seu menor custo, maior biocompatibilidade e menor
impacto ambiental, além de produzir nanoparticulas com propriedades fisico-quimicas
ajustaveis pela escolha da espécie vegetal e condigdes de sintese (PANDEY et al.,
2020; SHAHZADI et al., 2025).

O uso de extratos vegetais na sintese de nanoparticulas é especialmente
interessante, pois além de reduzir e estabilizar os ions metalicos, os compostos
bioativos presentes nas plantas podem conferir novas propriedades as nanoparticulas
obtidas. Diversos estudos apontam que parametros como o pH, temperatura, tempo
de reacao e a concentragao do extrato vegetal influenciam diretamente o tamanho, a
estabilidade e a morfologia das AgNPs (DASHORA et al., 2022; AZAD et al., 2023).
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Essas caracteristicas determinam o desempenho das nanoparticulas em aplicagcdes
biolégicas e tecnolégicas (SHAHZADI et al., 2025).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) destacam-se nas aplicagdes biomédicas
devido a sua expressiva atividade antimicrobiana, a qual esta relacionada a elevada
razao superficie/volume, a liberagao controlada de ions Ag™* e a capacidade de induzir
estresse oxidativo e danos estruturais em microrganismos (DAKAL et al., 2016).
Estudos recentes demonstram que as AgNPs apresentam amplo espectro de agéo
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e determinados virus,
inclusive cepas resistentes a antimicrobianos convencionais (DAKAL et al., 2022).
Além da agao antimicrobiana, as AgNPs tém sido amplamente exploradas em
aplicacbes biomédicas como curativos para feridas, revestimentos de dispositivos
meédicos, biomateriais com propriedades antibiofime e sistemas de liberagao
controlada de farmacos, evidenciando seu potencial translacional na area da saude
(ZHANG et al., 2023).

Artemisia absinthium L. (losna) é uma espécie amplamente reconhecida pela
sua riqueza em compostos bioativos, incluindo fendis, flavonoides, sesquiterpenos e
outros terpenoides, sendo descritos mais de 90 metabdlitos secundarios nessa
espécie (FERREIRA et al., 2022). A presenga desses constituintes quimicos confere
ao extrato vegetal elevada capacidade antioxidante e capacidade de reducgao,
caracteristicas que tém sido exploradas na sintese verde de nanomateriais (SAINI et
al., 2022). No contexto da producdo de nanoparticulas de prata (AgNPs), os
compostos fendlicos e terpenoides presentes em extratos de plantas atuam como
agentes redutores e estabilizantes, promovendo a redugao dos ions metalicos e a
formacdo de AgNPs de forma controlada, ao mesmo tempo em que minimizam a
necessidade de reagentes quimicos agressivos e preservam as propriedades
benéficas inerentes ao extrato vegetal (IRAVANI, 2011).

Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo sintetizar
nanoparticulas de prata (AgNPs) por meio de uma abordagem de sintese verde
utilizando extrato de Artemisia absinthium como agente redutor e estabilizante.
Adicionalmente, sera investigada a influéncia de diferentes condicbes de preparo,
incluindo a variagdo na concentragao do extrato vegetal e o emprego de ultrassom em
comparagao com a agitagao convencional a temperatura ambiente. As nanoparticulas
obtidas serdao caracterizadas quanto ao didmetro hidrodinamico, potencial zeta e

morfologia, com o propdsito de correlacionar esses parametros fisico-quimicos com
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os mecanismos de formacao das AgNPs. Além disso, sera avaliado in vitro o potencial
antimicrobiano das AgNPs frente a cepas de relevancia clinica, incluindo bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli).
Diferentemente de estudos prévios, este trabalho explora a influéncia do
ultrassom e a otimizacdo de parametros de pH e concentracdo para Artemisia

absinthium, visando o controle fino da morfologia.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Nanoparticulas

Nanoparticulas sao materiais com tamanhos dimensionados na faixa
nanométrica entre 1 e 100 nm. Nessa escala, as propriedades fisico-quimicas e
biolégicas diferem das observadas em escalas maiores, devido ao aumento da razao
superficie/volume e a efeitos de confinamento quantico (JOUDEH; LINKE, 2022).
Essas diferencas conferem as nanoparticulas elevada reatividade superficial, grande
capacidade de adsorcido e interagcbes especificas com biomoléculas, tornando-as
ferramentas centrais em nanotecnologia aplicada a saude, energia, catalise, eletrénica
e tratamento ambiental (ALTAMMAR et al., 2023).

2.1.1. Classificagao e propriedades

De acordo com Joudeh e Linke (2022), as nanoparticulas podem ser
classificadas com base em critérios estruturais e composicionais, considerando-se
principalmente sua composi¢do quimica, morfologia e organizacao interna. Sob o
ponto de vista composicional, podem ser categorizadas como metélicas, éxidos
metalicos, poliméricas, carbonaceas ou semicondutoras. Em termos morfologicos,
apresentam ampla diversidade de formas, incluindo estruturas esféricas, bastonetes
(nanorods), laminas (nanosheets) e outras arquiteturas anisotrdpicas. Quanto a
estrutura interna, podem ser descritas como particulas sélidas, porosas ou do tipo
nucleo-casca (core—shell), nas quais diferentes materiais compdem camadas
distintas, possibilitando a modulacéo de propriedades fisico-quimicas e funcionais.

Cada classe de nanoparticulas apresenta propriedades fisico-quimicas

especificas determinadas por sua composigao e estrutura. Nanoparticulas metalicas,
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especialmente as nanoparticulas de prata (AgNPs), exibem intensa ressonéancia de
plasmons de superficie localizada (LSPR) e elevada atividade antimicrobiana,
caracteristicas que ampliam sua aplicabilidade em sensores, catalise e biomateriais (
DAKAI et al., 2022) Em contraste, nanoparticulas de 6xidos metalicos, como TiOz2,
Zn0O e Fe304, destacam-se por suas propriedades fotocataliticas, semicondutoras ou
magneéticas, sendo amplamente empregadas em remediagao ambiental, diagnostico
por imagem e sistemas terapéuticos (ZHANG et al, 2023). Por sua vez,
nanoparticulas poliméricas apresentam elevada biocompatibilidade,
biodegradabilidade e capacidade de encapsulamento e liberagdo controlada de
farmacos, o que favorece sua aplicagdo em sistemas avangados de liberagcado de
farmacos (MITCHELL et al., 2021).

Trés parametros fundamentais governam o comportamento fisico-quimico e
biolégico das nanoparticulas: tamanho, morfologia e quimica de superficie. O tamanho
influencia diretamente a raz&o area superficial/volume e, consequentemente, a fragéo
de atomos expostos, impactando propriedades cataliticas, Opticas e eletrbnicas;
nanoparticulas menores tendem a apresentar maior reatividade e variacboes
significativas na resposta Optica devido a efeitos de confinamento quantico e
plasmonico (AMENDOLA et al., 2017; JOUDEH; LINKE, 2022) A morfologia, por sua
vez, afeta a distribuicdo de campos elétricos locais e 0 comportamento da ressonéancia
plasménica de superficie (SPR) em nanoparticulas metalicas, podendo promover
deslocamentos no comprimento de onda de absorcdo conforme a anisotropia
estrutural (por exemplo, nanobastées ou nanoplacas) (LINK et al., 2000) Além disso,
a composicao e a funcionalizagao superficial desempenham papel determinante na
estabilidade coloidal, na interagdo com biomoléculas e membranas celulares e na
biodisponibilidade sistémica, influenciando diretamente o desempenho em aplicacdes
biomédicas e ambientais (ALBANESE et al., 2012; YANG et al., 2015)

2.1.2. Métodos de sintese de nanoparticulas

Alguns métodos podem ser empregados para a sintese de nanoparticulas, os
quais diferem quanto ao principio de formacdo, controle estrutural e impacto
ambiental. De modo geral, tais métodos fisicos, como ablagdo a laser e vaporizagao-
condensagao, oferecem excelente controle de pureza e dimens&o, porém exigem
equipamentos sofisticados e elevado consumo energético (ALTAMMAR et al., 2023).

Métodos quimicos, como a reducao usando citrato ou borohidreto, permitem controle
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sintético e escala, mas utilizam reagentes potencialmente téxicos (JOUDEH; LINKE,
2022, ABBAS et al., 2024). Ja os métodos biolégicos (também chamado método de
sintese verde) utilizam extratos vegetais, microrganismos ou biomoléculas como
agentes redutores e estabilizantes, oferecendo uma possibilidade mais sustentavel
para sintetizar nanoparticulas (ALTAMMAR et al., 2023).

Alguns paradmetros podem influenciar diretamente na sintese de
nanoparticulas, sendo eles, pH, temperatura, razdo precursor/ agente redutor e
presenca de ultrassom. Esses, influenciam o balango entre nucleagao e crescimento,
determinando a distribuicdo de tamanho e morfologia do produto (JOUDEH; LINKE,
2022).

2.1.3. Caracterizacao de nanoparticulas

Apods a sintese das nanoparticulas a caracterizagao € uma etapa essencial para
compreender suas propriedades fisico-quimicas, estruturais e funcionais. A obtengcao
de informagdes precisas sobre o tamanho, a morfologia, a distribuicdo de tamanho, o
potencial zeta, a cristalinidade e a composicao elementar sdo fundamentais para
correlacionar os parametros de sintese com o desempenho e a estabilidade das
nanoparticulas (KASAR et al., 2020).

Entre as técnicas mais utilizadas, a espectroscopia UV-Vis é amplamente
empregada como método inicial de caracterizagdo de nanoparticulas metalicas, pois
permite monitorar a formacgao e a estabilidade coloidal das particulas em solucdo. No
caso das nanoparticulas de prata, o pico de ressonancia plasménica de superficie
(SPR) geralmente aparece entre 400 e 450 nm, sendo indicativo da presenca e do
tamanho médio das particulas (EVANOFF; CHUMANOV, 2005). Alteragdes na
posicdo e intensidade desse pico estdo diretamente relacionadas ao didmetro e a
dispersao das particulas.

A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e a microscopia eletrénica de
transmissao (MET) sao ferramentas indispensaveis para observar a morfologia, a
forma e o tamanho das nanoparticulas em escala nanométrica. A MET, em especial,
permite visualizar diretamente a estrutura e medir o didametro das particulas com alta
preciséo, enquanto a MEV fornece informagdes tridimensionais da superficie e da
agregacao das particulas (JEEVANANDAM et al., 2018).

A andlise de potencial zeta fornece informagdes sobre a estabilidade coloidal

das nanoparticulas em suspenséo. Valores elevados (positivos ou negativos) indicam
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repulsdo eletrostatica entre as particulas, prevenindo a agregagcdo e garantindo
estabilidade da dispersao. A analise por Dynamic Light Scattering (DLS) permite medir
o tamanho hidrodinamico médio e a polidispersao, fornecendo dados complementares
sobre a uniformidade do sistema (POCHAPSKI et al., 2021).

A técnica de Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) pode ser empregada para a
determinagdo do tamanho e da concentragdo das nanoparticulas em suspensao.
Diferentemente do DLS, que fornece um tamanho médio baseado na intensidade do
espalhamento da luz, o NTA possibilita a visualizagao e o rastreamento individual das
particulas por meio da analise do movimento browniano, permitindo obter a
distribuicdo de tamanho baseada em numero e estimar a concentragéo de particulas
por unidade de volume. Essa abordagem é particularmente util em sistemas
polidispersos, fornecendo informagdes complementares sobre a heterogeneidade da
dispersao (FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010).

Técnicas complementares, como a espectroscopia de infravermelho (FTIR),
permitem identificar os grupos funcionais responsaveis pela redugao e estabilizacao
das nanoparticulas, auxiliando na compreensao das interagdes entre os compostos
fitoquimicos do extrato vegetal e a superficie das nanoparticulas (BALCIUNAITIENE
et al., 2021).

Dessa forma, o conjunto dessas técnicas garante uma analise completa,
possibilitando a correlagao entre as condicdes de sintese e o comportamento fisico-

quimico das nanoparticulas formadas.

2.1.4. Aplicagcdes das nanoparticulas

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas unicas, as nanoparticulas
apresentam amplo potencial de aplicagdo em multiplos campos cientificos e
tecnolégicos. Na medicina e farmacologia, atuam como vetores de entrega de
farmacos, agentes de contraste, entre outros. Na eletrébnica os nanomateriais podem
ser componentes redutores e sensores de alta sensibilidade, também é possivel
verificar o uso de nanoparticulas na area ambiental, sendo usadas na adsorcao e
degradacao de poluentes, e no tratamento de agua (ALTAMMAR et al., 2023). No
ambito veterinario e agricola, servem em formulagdes antimicrobianas e sistemas de
liberagéo controlada de principios ativos. Assim, fica evidente o amplo potencial das
nanoparticulas, capazes de atender a demandas de distintos campos cientificos e
industriais (JOUDEH; LINKE, 2022; YANG et al., 2021).
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2.2. Nanoparticulas de prata (AgNPs)

As AgNPs sao estruturas metélicas com dimensdes inferiores a 100 nm que
exibem propriedades fisico-quimicas distintas da prata em escala macroscopica, em
razdo do aumento da razdo area superficial/volume e de efeitos relacionados ao
confinamento eletrénico (ZAHOOR et al., 2021). A reducao para a escala nanométrica
potencializa a atividade antimicrobiana da prata, favorecendo maior interagdo com
membranas celulares microbianas, geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
produzidas a partir da desestabilizacdo do metabolismo respiratério bacteriano, e
liberagdo controlada de ions Ag*, mecanismos associados a sua elevada eficacia
biocida (DAKAL et al., 2016; ZHANG et al., 2023). Além disso, as AgNPs apresentam
propriedades Opticas e cataliticas dependentes do tamanho e da morfologia, o que
amplia sua aplicabilidade tecnolégica (ZHANG et al., 2023). Essa versatilidade torna
as AgNPs um dos nanomateriais mais investigados nas ultimas décadas, com
aplicagdes consolidadas em biomedicina, agricultura, catalise e processos de
purificacdo de agua (ABBAS et al., 2024).

O comportamento das AgNPs é fortemente influenciado por trés parametros
principais: tamanho, morfologia e composi¢cao superficial. O tamanho determina a
fracdo de atomos expostos e influencia diretamente propriedades como atividade
catalitica, estabilidade coloidal e resposta optica. A morfologia, por sua vez, modula a
distribuicdo de campos elétricos locais e afeta fenbmenos épticos dependentes da
anisotropia estrutural. Ja a quimica de superficie, incluindo agentes estabilizantes e
funcionalizagbes, exerce papel determinante na estabilidade coloidal, na interacéo
com biomoléculas e na biodisponibilidade, impactando diretamente o desempenho
biolégico das nanoparticulas (ABBAS et al., 2024; DAKAL et al. 2016).

Entre as propriedades bioldégicas mais relevantes das AgNPs destaca-se a
atividade antimicrobiana de amplo espectro, atribuida a liberagdo controlada de ions
Ag*, a interagdo com membranas celulares microbianas e a indugdo de estresse
oxidativo por meio da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), mecanismos
que promovem danos estruturais e funcionais culminando na morte celular (ABBAS et
al., 2024). No campo biomédico, as nanoparticulas de prata sdo incorporadas a
curativos avancgados, revestimentos antimicrobianos para dispositivos médicos,
agentes cicatrizantes e formulagdes farmacéuticas, sobretudo em razdo de sua

eficacia frente a microrganismos de relevancia clinica, incluindo bactérias Gram-
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positivas, Gram-negativas e fungos. Estudos relatam maior atividade antimicrobiana
das AgNPs contra bactérias Gram-negativas, atribuida principalmente as diferengas
estruturais da parede celular desses microrganismos (ABBAS et al., 2024; BURLEC
et al., 2023; JANGID et al., 2024). Do ponto de vista optico, as AgNPs apresentam
ressonancia plasmodnica de superficie (SPR), fenébmeno caracterizado pela oscilagao
coletiva de elétrons da banda de condugcdo quando excitados por radiacédo
eletromagnética incidente, podendo ser monitorado por espectroscopia UV-Vis.
Devido a essas propriedades plasmdnicas (ABBAS et al. 2024) sdo exploradas no
desenvolvimento de sensores Opticos e dispositivos fotonicos (DAKAL et al. 2016).
Além disso, devido a sua natureza metalica e elevada organizagao cristalina, as
AgNPs exibem alta condutividade elétrica e térmica, favorecendo aplicagdes em
dispositivos eletrénicos, tintas condutoras e materiais compdsitos funcionais (ABBAS
et al. 2024).

Em contexto ambiental, as AgNPs tém sido investigadas para purificagcao de
agua e degradacao de poluentes organicos, explorando simultaneamente suas
propriedades cataliticas e antimicrobianas (ABBAS et al. 2024). Na agricultura, suas
atividades antifungica e bactericida tém sido avaliadas como alternativa para o
controle de fitopatégenos, contribuindo para estratégias de manejo mais sustentaveis
(BURLEC et al. 2023; JANGID et al. 2024).

A combinagéao de propriedades fisico-quimicas e biolégicas confere as AgNPs
elevada versatilidade tecnolégica, o que justifica o crescente interesse no
desenvolvimento de métodos de sintese mais sustentaveis e controlados, capazes de
modular suas caracteristicas estruturais e funcionais para aplicagdes especificas
(SELVAM et al., 2026; SHAHZADI et al., 2025).

2.2.1. Aspectos gerais da sintese de AgNPs

A eficiéncia da sintese e as caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs s&o
fortemente dependentes das condigdes experimentais empregadas durante o
processo de formagdo. Parametros como concentragado do sal precursor (geralmente
AgNOs), pH do meio reacional, temperatura, tempo de reagdo e proporgdo entre
agente redutor e precursor desempenham papel determinante na cinética de

nucleagao e crescimento das nanoparticulas, influenciando diretamente o tamanho, a
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morfologia, a distribuicdo granulométrica e a estabilidade coloidal (IRAVANI, 2011;
DAKAL et al. 2016).

O pH da solucdo é um fator critico, especialmente em sinteses verdes
mediadas por extratos vegetais. Em condi¢des alcalinas, observa-se aumento da taxa
de nucleacgao devido a maior disponibilidade de espécies redutoras ionizadas, o que
favorece a formacao de particulas menores e mais homogéneas. Em contrapartida,
valores de pH mais baixos tendem a reduzir a velocidade de reducéo dos ions Ag™,
resultando em particulas maiores ou com maior tendéncia a agregacao
(PIRTARIGHAT et al., 2019). A temperatura também influencia significativamente a
cinética reacional; elevacdes térmicas aumentam a taxa de redugao e o crescimento
cristalino, podendo promover maior dispersdo ou, em alguns casos, agregagao,
dependendo da estabilidade coloidal do sistema (DAKAL et al. 2016).

Além dos parametros convencionais, técnicas assistidas por energia, como
ultrassom e micro-ondas, tém sido investigadas para intensificar a sintese. A
irradiacéo ultrassonica favorece fenbmenos de cavitagdo, aumentando a taxa de
nucleagao e promovendo maior uniformidade das particulas (BANG; SUSLICK, 2010;
ABAD et al.,, 2012). De maneira semelhante, o uso de micro-ondas proporciona
aquecimento rapido e homogéneo do meio reacional, reduzindo o tempo de sintese e
contribuindo para melhor controle do tamanho e da morfologia das nanoparticulas
(BILECKA; NIEDERBERGER, 2010; ALQADI et al., 2021)

O controle adequado desses parametros é essencial para a obtencido de
AgNPs com propriedades reprodutiveis e direcionadas a aplicagbes especificas,
especialmente em sistemas bioldgicos, nos quais tamanho e funcionalizagao

superficial sdo determinantes para desempenho e seguranca.

2.2.2. Metodologias de sintese

De maneira geral, as estratégias de sintese podem ser classificadas em
métodos fisicos, quimicos e biologicos. Métodos fisicos, como evaporagao-
condensacao e ablacdo a laser, permitem elevado controle estrutural, porém
demandam alto consumo energético; métodos quimicos utilizam agentes redutores e
estabilizantes sintéticos, possibilitando boa reprodutibilidade, mas frequentemente
envolvem reagentes potencialmente toxicos; por sua vez, abordagens bioldgicas
como a sintese verde mediada por extratos vegetais ou microrganismos, tém ganhado

destaque por oferecerem alternativas ambientalmente mais sustentaveis,
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economicamente viaveis e compativeis com aplicagdes biomédicas (AHMED et al.,
2022; EKER et al., 2025). Nesse contexto, observa-se uma tendéncia crescente no
desenvolvimento de rotas de sintese alinhadas aos principios da quimica verde,
priorizando redugdo de residuos, uso de solventes menos agressivos e maior
biocompatibilidade dos nanomateriais produzidos (AKHTER et al., 2024; EKER et al.,
2025).

2.2.2.1. Métodos fisicos e quimicos

Os métodos fisicos de sintese de nanoparticulas de prata, como evaporacao-
condensacao, ablacdo a laser e sputtering, baseiam-se principalmente em
abordagens do tipo top-down, nas quais um material metalico macroscépico é
fragmentado até atingir a escala nanométrica (IRAVANI., 2011). Na técnica de
evaporacao-condensacio, a prata metalica € vaporizada sob altas temperaturas e
posteriormente condensada em atmosfera controlada, resultando em nanoparticulas
de elevada pureza e baixa contaminagao quimica. De maneira semelhante, a ablagao
a laser envolve a irradiagado de um alvo metalico submerso em meio liquido ou gasoso,
promovendo a ejecdo de espécies metalicas que nucleiam e crescem como
nanoparticulas coloidais (ZHANG et al., 2023). Ja o sputtering utiliza bombardeamento
idbnico para remover atomos da superficie metalica, permitindo deposi¢cao controlada
ou formagao de nanomateriais com morfologia relativamente bem definida. Apesar
das vantagens relacionadas ao alto grau de pureza e controle estrutural, esses
métodos demandam infraestrutura sofisticada, alto consumo energético e custos
operacionais elevados, o que pode limitar sua aplicagdo em larga escala (IRAVANI,
2011).

Em contraste, os métodos quimicos seguem predominantemente uma
abordagem bottom-up, baseada na redugao de ions Ag* em solugao para formagéao
de prata metalica (Ag°), seguida por processos de nucleagao e crescimento controlado
(DAKAL et al. 2016). Geralmente utiliza-se o nitrato de prata (AgNO3s) como precursor,
enquanto agentes redutores como citrato de sodio, borohidreto de sddio ou hidrazina
promovem a conversao quimica do metal ibnico em nanoparticulas. A adicdo de
agentes estabilizantes ou capping agents é frequentemente necessaria para evitar
agregacao e controlar o tamanho final das particulas. Embora esses métodos
apresentem elevada eficiéncia, simplicidade experimental e boa reprodutibilidade,

muitas das substéncias empregadas sao potencialmente toxicas e podem gerar
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residuos quimicos prejudiciais ao meio ambiente e a saude humana, especialmente
guando se considera aplicagées biomédicas (AHMAD et al. 2019; DAKAL et al. 2016

2.2.2.2. Sintese Verde de Nanoparticulas de Prata

A sintese verde tem emergido como uma abordagem estratégica na
nanotecnologia contemporanea, visando a obtencdo de nanomateriais por rotas mais
sustentaveis, economicamente vidaveis e ambientalmente compativeis. Essa
metodologia foi impulsionada pelas limitagdes associadas aos métodos fisico-
quimicos convencionais, que frequentemente demandam agentes redutores toxicos,
solventes organicos agressivos, condi¢gdes reacionais severas e elevado consumo
energético (DAKAL et al. 2016). Em consonancia com os principios da quimica verde,
a sintese biogénica busca reduzir residuos perigosos, minimizar riscos ambientais e
ampliar a biocompatibilidade dos nanomateriais produzidos.

Nessa abordagem, extratos vegetais, biomoléculas isoladas, microrganismos e
algas atuam simultaneamente como agentes redutores e estabilizantes (capping
agents), promovendo a conversao de ions metalicos em nanoparticulas metalicas
estaveis (KAABIPOUR; HEMMATI, 2021; AHMED et al., 2022). No caso especifico da
sintese de AgNPs com extratos vegetais, metabolitos secundarios presentes nos
extratos vegetais, como flavonoides, fendis, acidos fendlicos, terpenoides e alcaloides,
desempenham papel fundamental no processo redox (Figura 1). Esses metabdlitos
secundarios contém grupos funcionais, como hidroxilas (-OH), carbonilas (C=0) e
aminas (-NH,), capazes de doar elétrons para reduzir os ions Ag* provenientes sais
de prata precursores, formando prata metalica em escala nanometrica (AHMED et al.,
2022; EKER et al., 2025).

O mecanismo de formacéo das AgNPs por sintese verde geralmente envolve
trés etapas principais: Redug¢do dos ions Ag* por compostos fendlicos ou outros
agentes redutores naturais; nucleagéo, caracterizada pela formagédo de pequenos
nucleos metalicos estaveis; e crescimento controlado das nanoparticulas, seguido de
estabilizagao superficial por biomoléculas adsorvidas, que impedem a agregacao por
efeitos estéricos e/ou eletrostaticos (DAKAL et al. 2016) (Figura 2). A presencga dessas
moléculas organicas na superficie das nanoparticulas n&o apenas confere
estabilidade coloidal, mas também pode modular propriedades biolégicas, como
biocompatibilidade e atividade antimicrobiana
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Figura 1 - Exemplo de estruturas de metabolitos secundarios de diferentes classes

envolvidos no processo redox da sintese verde de AgNPs.
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Figura 2 — Representagdo esquematica do mecanismo de formagado da AgNPs via
sintese verde, destacando as etapas de redugdo dos ions prata, nucleagao,

crescimento e estabilizacdo (capping) por biomoléculas do extrato vegetal.
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Além da sustentabilidade do processo, a sintese verde permite frequentemente
a obtencdo de nanoparticulas funcionalizadas de forma natural, com superficie
revestida por compostos bioativos remanescentes do extrato vegetal, o que pode
potencializar suas aplicagdes biomédicas e ambientais (KAABIPOUR; HEMMATI,
2021). Dessa forma, essa estratégia representa uma alternativa promissora para a
producdao de AgNPs com menor impacto ambiental e maior adequacéo a aplicagdes
sensiveis (XIN et al., 2022).

2.2.3. Fatores que influenciam a sintese verde de nanoparticulas usando extratos
vegetais

Mesmo em rotas de sintese verde, diversos parametros experimentais exercem
influéncia direta sobre o tamanho, a morfologia, a dispersao coloidal e a estabilidade
das nanoparticulas, de maneira semelhante ao que ocorre nos métodos quimicos
convencionais (SHAHZADI et al., 2025; MUSTAPHA et al., 2022). Entretanto, na
sintese biogénica, um dos fatores mais determinantes é a espécie vegetal utilizada,
especialmente em funcao do seu perfil fitoquimico. A composigao e a concentragao
de metabdlitos secundarios responsaveis pelo potencial de redugdo variam
significativamente entre espécies e entre diferentes partes da planta (folhas, caules,
raizes, flores ou sementes). Essa variagao quantitativa e qualitativa afeta diretamente
a disponibilidade de grupos funcionais redutores (-OH, —C=0, —NH,) responsaveis
pela conversao de ions metalicos (Ag*) em prata metalica (Ag®) (AKHTER et al., 2024;
SELVAM et al., 2026). Os compostos com esses grupos funcionais presentes no
extrato também desempenham papel fundamental na estabilizagdo superficial das
nanoparticulas por meio da adsorgéo na superficie metalica, formando uma camada
organica que controla a agregacéao e a estabilidade coloidal (DAKAL et al. 2016).

Além disso, a parte da planta selecionada desempenha papel crucial, uma vez
que folhas geralmente apresentam maior teor de compostos fendlicos e flavonoides,
enquanto raizes e cascas podem concentrar alcaloides ou outros metabdlitos
especificos. Consequentemente, diferencas na composicao do extrato refletem-se na
cinética de nucleagdo, no crescimento cristalino e no controle do tamanho das
nanoparticulas (AKHTER et al., 2024; SHAHZADI et al., 2025).

Outro parametro relevante é o solvente empregado no processo de extragao,

pois a eficiéncia de extracdo dos metabdlitos secundarios depende da polaridade do
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solvente. Acidos fendlicos e flavonoides, por exemplo, apresentam maior solubilidade
em solventes polares (como agua e etanol), enquanto terpenoides tendem a ser mais
soluveis em solventes menos polares. Dessa forma, nem todos os solventes sio
capazes de disponibilizar adequadamente os agentes redutores e capping agents, o
que impacta diretamente as caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs. Entretanto,
além do solvente, tempo e a temperatura de extracdo também influenciam a
concentracéo final desses compostos, podendo alterar a eficiéncia do processo redox
e a estabilidade coloidal das nanoparticulas formadas (SIKDAR et al., 2023).

A concentracdo do precursor metalico em relacdo a quantidade de extrato
vegetal € outra variavel critica na sintese verde sendo geralmente expressa como a
razdo ou proporcao metal:extrato. Essa proporgdo regula o equilibrio entre a
disponibilidade de ions Ag* e a quantidade de biomoléculas redutoras e estabilizantes
presentes no sistema. Estudos demonstram que existe uma correlagdo direta entre
essa razao e a densidade de nucleagao, influenciando significativamente o tamanho
final das nanoparticulas (DAKAL et al. 2016; HAJI et al., 2022).

Quando a concentragao de precursor metalico é baixa em relagdo ao extrato,
ha maior disponibilidade de compostos redutores por ion metalico, favorecendo uma
reducgéao rapida e simultanea dos ions Ag*. Essa condigdo promove elevada densidade
de nucleagao, resultando na formagédo de grande numero de nucleos metalicos em
curto intervalo de tempo. Como o metal disponivel passa a ser distribuido entre muitos
nucleos, o crescimento individual é limitado, originando nanoparticulas menores e com
distribuicdo de tamanho mais homogénea (AHMED et al., 2022; HAJI et al., 2022).

Por outro lado, quando a concentracdo de Ag* é elevada em relagado a
quantidade de extrato, pode ocorrer limitagao na disponibilidade de agentes redutores
e estabilizantes. Nesse cenario, a nucleagao torna-se menos intensa e o crescimento
cristalino passa a predominar, conduzindo a formagado de particulas com maior
didmetro médio. Além disso, a menor quantidade relativa de biomoléculas adsorvidas
na superficie pode comprometer a estabilizacdo estérica e eletrostatica, favorecendo
agregacao e aumento da polidispersidade (KAABIPOUR; HEMMATI, 2021).

Em conjunto, esses fatores evidenciam que, embora a sintese verde seja
considerada mais sustentavel, ela requer rigoroso controle experimental para garantir
reprodutibilidade, uniformidade e estabilidade das nanoparticulas obtidas.

Plantas que apresentam elevada concentragédo de compostos fendlicos e

outros metabdlitos com potencial redutor sdo consideradas candidatas promissoras
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para a obtencao de extratos aplicaveis na sintese verde de AgNPs (CHANDRAKER
et al., 2021).

Estudos recentes demonstram que a sintese verde de AgNPs utilizando
extratos vegetais tem produzido materiais com dimensdes nanométricas controladas
e ampla aplicabilidade tecnoldogica. Uma revisdo sistematica recente relatou que
extratos de espécies como Ocimum sanctum, Curcuma longa e Azadirachta indica
possibilitaram a obtencdo de AgNPs com diametros predominantemente entre 10 e
50 nm, aplicadas com sucesso em processos de fotocatalise de corantes, remediacio
ambiental e como agentes antimicrobianos (SHAHZADI et al., 2025). De forma
semelhante, Khatoon et al. (2024) destacaram que o extrato de Quercus incana
permitiu a sintese de AQNPs com dimensdes entre 8 e 41 nm, as quais apresentaram
potencial aplicagdo como sensores para deteccdo de metais pesados.
Adicionalmente, uma revisdo publicada por Dhir et al. (2024) compilou multiplos
estudos envolvendo extratos de plantas medicinais, evidenciando que as
nanoparticulas obtidas frequentemente apresentaram tamanhos médios inferiores a
40 nm e demonstraram atividades antimicrobiana, antifungica e antioxidante
significativas.

Outro aspecto fundamental a ser considerado na utilizagao de extratos vegetais
€ que a natureza e a proporgdo dos metabdlitos secundarios sdo fortemente
influenciadas por fatores ambientais e agronédmicos, como composi¢édo do solo,
temperatura, umidade, intensidade de radiacao solar, altitude, disponibilidade hidrica
e pressao de pragas. Variagdes nessas condigdes podem alterar significativamente o
perfil fitoquimico da planta, impactando diretamente a concentracdo dos compostos
disponiveis para o processo redox (SELMAR; KLEINWACHTER, 2013; YANG et al.,
2018;). Estudos em fitoquimica demonstram que estresses ambientais podem induzir
ou suprimir rotas biossintéticas secundarias, modificando a atividade antioxidante e o
potencial redutor dos extratos vegetais (ISAH, 2019). Assim, uma mesma espécie
cultivada em regides distintas pode apresentar diferengas quantitativas e qualitativas
em seus metabdlitos, o que influencia diretamente sua capacidade de reduzir ions
metalicos e estabilizar nanoparticulas durante a sintese verde (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007; MOORE et al., 2014; YANG et al., 2018; ISAH, 2019). Portanto,
nanoparticulas sintetizadas a partir de diferentes extratos tendem a exibir
propriedades distintas (AHMED et al., 2016; LAKHANI et al., 2025).
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Essas diferencas estruturais e superficiais refletem-se diretamente nas
propriedades quimicas, Opticas e biolégicas das AgNPs. Assim, cada extrato vegetal
pode conferir as nanoparticulas uma espécie de “assinatura quimica”, tornando suas
propriedades finais dependentes da origem botanica utilizada e das condi¢cbes de
preparo do extrato (RAI et al. 2009; AHMED et al., 2016; LAKHANI et al., 2025).

Portanto, para que a sintese verde de AgNPs utilizando extratos vegetais se
consolide como uma alternativa viavel para aplicagbes tecnoldgicas e bioldgicas, €
fundamental investir no desenvolvimento de protocolos padronizados, na otimizacdo
sistematica dos parametros de sintese (pH, temperatura, propor¢ado metal:extrato,
tempo reacional), em métodos robustos de caracterizagao fisico-quimica (UV-Vis,
DLS, MEV/MET, DRX, FTIR, NTA) e na realizagcao de ensaios toxicolégicos in vitro e
in vivo que garantam tanto a reprodutibilidade quanto a biosseguranca dos
nanomateriais obtidos (MOGHADDAM et al., 2015; JEEVANANDAM et al., 2018).

Nesse contexto, plantas amplamente empregadas na medicina tradicional e
que possuam cultivo comercial estabelecido representam candidatas estratégicas
para esse tipo de sintese, pois apresentam composicao fitoquimica relativamente bem
documentada, disponibilidade em larga escala e cadeia produtiva estruturada,
favorecendo a padronizagao do extrato e a escalabilidade do processo (KHALIL et al.,
2014; SARANYA et al., 2017). Assim, a escolha racional da matéria-prima vegetal
constitui um passo decisivo para a transi¢ao da sintese verde do ambiente laboratorial

para aplicagcdes industriais, biomédicas e ambientais.

2.3. Artemisia absinthium L (A. absinthium)

No contexto da sintese verde, a A. absinthium, conhecida popularmente como
losna, apresenta elevado potencial para essa aplicacdo. Trata-se de uma espécie
medicinal amplamente utilizada na fitoterapia tradicional e com cultivo comercial
estabelecido em diversas regides do mundo. Sua relevancia fitoquimica esta
associada a presenca de diferentes classes de metabdlitos secundarios, incluindo
flavonoides, acidos fendlicos, lactonas sesquiterpénicas e terpenoides, os quais
podem atuar tanto como agentes redutores na conversao de Ag* em Ag°® quanto como
agentes estabilizantes na superficie das nanoparticulas formadas (BORA; SHARMA,
2013; EMAMI et al., 2012).

Além disso, A. absinthium apresenta propriedades bioldégicas amplamente

descritas na literatura, como atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e
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antiparasitaria, atribuidas justamente ao seu perfil fitoquimico diversificado
(FIAMEGOS et al., 2011; KARABEGOVIC et al., 2011; ABAD et al., 2012; SZOPA et
al., 2020).

Dessa forma, considerando seu perfil quimico, disponibilidade comercial e
relevancia farmacoldgica, A. absinthium configura-se como uma candidata promissora
para a sintese verde de AgNPs com potencial aplicagdo em areas biomédicas e
ambientais.

A A. absinthium, pertencente a familia Asteraceae, € uma planta subarbustiva,
de caule piloso, com pouco mais de 1 m de altura. Suas folhas sdo multifendidas de
I6bulos finos, canescentes, de margem inteira, de 7 a 12 cm de comprimento, possui
flores em capitulos subglobosos, amarelos, agrupados em paniculas (LORENZI;
MATOS, 2005) (Figura 3).

Fonte: Jardim Etnobotéanico (2026).

E uma espécie amplamente distribuida em regides temperadas do Hemisfério
Norte e encontra-se naturalizada em diversas regides fora de sua area de origem.
Essa ampla distribuicdo geografica contribui para elevada variabilidade
intraespecifica, refletida em diferengas morfolégicas e quimicas entre populagdes,
incluindo variagdes quantitativas e qualitativas em metabdlitos secundarios
(KOSAKOWSKA et al., 2025).

Estudos fitoquimicos recentes demonstram que a espécie apresenta um perfil
complexo, rico em lactonas sesquiterpénicas (como absintina e artabsina), flavonoides
(quercetina, rutina, isorhamnetina), acidos fendlicos (acido clorogénico, salicilico e

vanilico) e componentes volateis do 6leo essencial, incluindo populagbes com
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elevados teores de davanona (SZOPA et al., 2020) que confere a planta um sabor
muito amargo. Analises metaboldmicas mais aprofundadas identificaram, em partes
aéreas da planta, 15 acidos fendlicos, 26 flavonoides e 14 lactonas sesquiterpénicas,
evidenciando a elevada diversidade de metabdlitos secundarios com potencial redox
(TRIFAN et al., 2022).

Como evidéncia experimental, Balciunaitiene et al. (2021) demonstraram que o
extrato de A. absinthium foi capaz de promover a sintese de AgNPs
predominantemente esféricas, com diametro médio aproximado de 46 nm, indicando
eficiéncia na nucleagéo e controle do crescimento das particulas. Nesse estudo os
autores utilizaram folhas da A. absinthium de origem baltica, mais precisamente da
Lituania cujo clima difere muito do clima da América do Sul, ou seja, essa planta
apresenta um perfil fitoquimico diferente de um exemplar que cresce no Brasil.

Dessa forma, tornam-se necessarios novos estudos direcionados a exploragao
do elevado potencial de A. absinthium, especialmente no que se refere a sua
reconhecida atividade antimicrobiana e a possibilidade de obtencdo de AgNPs
funcionalizadas com perfis fitoquimicos distintos daqueles ja descritos na literatura
(ALl et al., 2016; BALCIUNAITIENE et al., 2021; EKER et al., 2025; SHAHZADI et al.,
2025). A espécie tem sido associada a efeitos antimicrobianos contra bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos, conforme estudos que evidenciaram a atividade
inibitéria contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans
(FIAMEGOS et al., 2011; KARABEGOVIC et al., 2011; SZOPA et al., 2020; AHMAD
et al., 2021).

Considerando que os metabdlitos secundarios presentes no extrato podem
permanecer adsorvidos a superficie das nanoparticulas, variagcbes na natureza e
proporcdo desses compostos podem promover diferengas significativas nas
interacbes dos nanomateriais com sistemas biologicos (RAIl et al. 2009). Tal
funcionalizagao natural pode induzir efeitos sinérgicos entre a liberagao de ions Ag* e
a bioatividade intrinseca dos fitoconstituintes, potencialmente intensificando a
atividade antimicrobiana e ampliando o espectro de agdo contra microrganismos
resistentes (EKER et al., 2025; SHAHZADI et al., 2025; SZOPA et al., 2020).

2.4. Infeccbes bacterianas
As infecgdes bacterianas continuam entre os principais desafios da saude

publica global, especialmente diante do avango da resisténcia aos antimicrobianos
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(RAM). A World Health Organization classifica a RAM como uma das maiores
ameacas a saude mundial, destacando o impacto crescente de cepas
multirresistentes em ambientes hospitalares e comunitarios (WHO, 2023). Estimativas
indicam que a resisténcia bacteriana esteve associada a milhdes de mortes em 2019,
reforcando a urgéncia por alternativas terapéuticas inovadoras (MURRAY et al.,
2022).

Bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus (S. aureus),
apresentam espessa camada de peptideoglicano, enquanto bactérias Gram-
negativas, como Escherichia coli (E. coli), possuem membrana externa rica em
lipopolissacarideos que dificultam a penetracdo de antibidticos, contribuindo para
maior resisténcia intrinseca (BREIJYEH et al., 2020). Compostos bioativos presentes
nos extratos vegetais, como flavonoides, acidos fendlicos e lactonas, atuam na sintese
verde das AgNPs, sendo os grupos hidroxila (-OH) dos flavonoides e acidos fendlicos
considerados os principais sitios ativos responsaveis pela redugdo quimica dos ions
Ag’. Nesse contexto, as AgNPs destacam-se como alternativa promissora devido ao
seu mecanismo de acdo multimodal, que inclui desestabilizagdo da membrana celular,
liberagao de ions Ag®*, geracado de espécies reativas de oxigénio (ROS) e interagao
com proteinas e DNA bacteriano (Figura 4). Essa multiplicidade de mecanismos reduz
a probabilidade de desenvolvimento rapido de resisténcia (DAKAL et al., 2016; LIAO
et al., 2019).

Além da eficacia antimicrobiana, o potencial de aplicacdo das AgNPs esta
intimamente relacionado as suas propriedades fisico-quimicas, especialmente ao
tamanho de particula. Nanoparticulas menores apresentam maior area superficial
especifica, o que favorece maior interagdo com microrganismos e maior liberagao de
ions prata; entretanto, essa mesma caracteristica pode aumentar sua citotoxicidade
em células humanas, exigindo avaliagao criteriosa de dose, via de administragéo e
tempo de exposigao (LIAO et al., 2019; FERDOUS; NEMMAR, 2020).

No que se refere ao uso oral, estudos indicam que particulas muito pequenas
(<10 nm) podem atravessar barreiras biolégicas e se distribuir sistemicamente,
acumulando-se em orgaos como figado e bago, o que levanta preocupagdes
toxicologicas e reforca a necessidade de controle rigoroso de tamanho e dose
(FERDOUS; NEMMAR, 2020). Assim, embora exista potencial para aplicagbes orais
controladas, essa via requer avaliagdes aprofundadas de biodistribuigcdo e segurancga.
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Por outro lado, o uso topico das AgNPs tem se mostrado particularmente
promissor e ja encontra aplicagdes consolidadas, especialmente em curativos para
feridas e queimaduras, onde a agao antimicrobiana local reduz risco de infec¢do e
favorece a cicatrizagdo. Nesses casos, a exposi¢cao sistémica € significativamente
menor, aumentando a margem de seguranga (KALANTARI et al., 2020).

Além disso, as AgNPs tém sido amplamente incorporadas em tintas e
revestimentos com propriedades antimicrobianas. Estudos demonstram que
revestimentos contendo AgNPs podem inibir o crescimento bacteriano e reduzir
significativamente a carga microbiana em superficies hospitalares, contribuindo para
o controle de infec¢des associadas a assisténcia a saude (PALADINE et al, 2025;
KHALIFA et al, 2025).

Figura 4 — Principais mecanismos de toxidade das AgNPs em células bacterianas: (A)

dano a parede/membrana celular, (B) liberagao de ions Ag*, (C) geragao de Espécies

Reativas de Oxigénio (ROS) e (D) interagdo com DNA e proteinas citoplasmaticas.
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Fonte: Elaborada pela autora com auxilio do ChatGPT (OpenAl, 2026)

Outro campo relevante é o uso como revestimento de materiais cirurgicos e
dispositivos médicos, como cateteres, proteses e instrumentos hospitalares. A

modificagao superficial com AgNPs reduz formagado de biofilmes e colonizagéao
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bacteriana, fator critico na prevencgao de infecgdes associadas a dispositivos médicos
e odontoldgicos (CHOI et al., 2023).

Portanto, as AgNPs apresentam amplo espectro de aplicagdo antimicrobiana,
com potencial terapéutico e preventivo em diferentes contextos clinicos e ambientais.
Entretanto, sua eficacia esta diretamente relacionada ao controle preciso de
parametros como tamanho, morfologia e concentragao, de modo a equilibrar atividade
antimicrobiana e segurancga bioldgica. Nesse cenario, a sintese verde surge como
estratégia promissora para obtengao de AgNPs funcionalizadas, potencialmente mais

biocompativeis e adequadas a aplicagdes biomédicas.

2.5. Vantagens e desvantagens da sintese verde de nanoparticulas metalicas

A sintese verde de nanoparticulas metalicas tem se consolidado como uma
abordagem promissora e estratégica dentro da nanotecnologia, especialmente por
alinhar inovacao tecnolégica com principios de sustentabilidade. Diferentemente das
rotas quimicas convencionais, que frequentemente utilizam agentes redutores e
estabilizantes tdxicos, a via verde emprega extratos vegetais ou biomoléculas naturais
capazes de atuar simultaneamente como agentes redutores e de “capping’,
promovendo a formacao e estabilizagcdo das nanoparticulas em um unico sistema
reacional. Essa caracteristica reduz etapas do processo, diminui o uso de substancias
perigosas e contribui para maior compatibilidade ambiental (DAKAL et al. 2016;
IRAVANI, 2011)

Uma das principais vantagens dessa abordagem é a possibilidade de obtengéo
de nanoparticulas funcionalizadas naturalmente por fitoconstituintes presentes no
extrato vegetal. Esses compostos podem permanecer adsorvidos a superficie das
nanoparticulas, conferindo estabilidade coloidal e potencializando propriedades
bioldgicas, como atividade antioxidante e antimicrobiana. Esse efeito sinérgico entre
o metal e os metabalitos vegetais representa um diferencial importante, especialmente
para aplicagdes biomédicas e farmacéuticas (AHMED et al., 2016; DAKAL et al. 2016).

Além disso, a sintese verde geralmente ocorre sob condigdes reacionais
brandas como temperatura ambiente, pressao atmosférica e meio aquoso, o que
reduz o consumo energético e torna o processo economicamente atrativo (IRAVANI,
2011). A simplicidade operacional e o menor impacto ambiental fortalecem essa rota

como alternativa viavel para produgao sustentavel de nanomateriais.
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Embora existam desafios relacionados a padronizagado e ao controle preciso
das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, esses aspectos vém sendo
progressivamente superados com o avango das técnicas de caracterizagao e com a
otimizagao de parametros de sintese (DAKAL et al. 2016).

Quanto a escalabilidade, ainda que a transicdo da escala laboratorial para a
industrial exija planejamento e padronizagdo da matéria-prima vegetal, o uso de
espécies com cultivo comercial e perfil fitoquimico conhecido representa uma
estratégia eficaz para minimizar variagdes e garantir maior uniformidade do processo.
Assim, os desafios identificados n&o invalidam a rota verde, mas indicam
oportunidades de aprimoramento tecnoldgico.

Portanto, a sintese verde nao deve ser vista apenas como alternativa ecologica,
mas como uma plataforma multifuncional capaz de gerar nanoparticulas com
propriedades ajustaveis, maior biocompatibilidade potencial e aplicagdo ampliada em
areas como medicina, agricultura e meio ambiente. Dentro desse contexto, a escolha
dessa via de reducgao se justifica ndo apenas por critérios ambientais, mas também
por suas vantagens funcionais e estratégicas no desenvolvimento de nanomateriais

inovadores.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi sintetizar nanoparticulas de prata (AgNPs)
por meio de rota biogénica mediada pelo extrato aquoso de Artemisia absinthium e
caracterizar suas propriedades fisico-quimicas, visando sua aplicagdo como agente

antimicrobiano.

3.2. Objetivos especificos

Caracterizar o perfil fitoquimico do extrato aquoso de A. absinthium e quantificar
o teor de fendis totais e a atividade antioxidante (DPPH).

Otimizar os parametros experimentais de sintese (temperatura, proporgao
metal:extrato e pH), avaliando a influéncia dessas variaveis no tamanho, estabilidade
e morfologia das AgNPs.
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Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) das AgNPs frente as

bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Equipamentos e Reagentes

Todos os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos de fontes
comerciais (Sigma-Aldrich e Synth) e usados sem purificagao adicional. Para filtragao,
utilizou-se papel de filtro Whatman N° 1. As reagdes foram monitoradas por
espectrofotometria UV-Vis em Espectrofotbmetro Shimadzu modelo UV-1800,
utilizando cubeta de quartzo com caminho éptico de 1 cm, a temperatura ambiente.
As reacgdes foram conduzidas sob agitagcado magnética em agitador (Fisatom; 752) ou
em banho de ultrassom com aquecimento (UNIQUE; UltraCleaner 1400A). O pH das
solugdes foi determinado em pHmetro (Quimis; Q400AS) com eletrodo de vidro. As
analises de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) para determinagdao do tamanho
hidrodindmico, utilizando cubeta de acrilico, e de Espalhamento Eletroforético de Luz
(ELS) para determinagdo do potencial zeta foram realizadas em equipamento
Zetasizer Advance Lab (Blue Label) modelo ZSU3100. As analises por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas em equipamento ZEISS EVO LS15.
A Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) foi conduzida em equipamento
Malvern Panalytical Nanosight Pro com laser de 405 nm, sem controle de temperatura.
As analises por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
foram realizadas em equipamento Nicolet; NEXUS 670. As nanoparticulas foram
lavadas por centrifugagéo em centrifuga DAIKI; Microcentrifuga DT10KD+. A remogao
de solventes sob pressio reduzida foi realizada em Rotaevaporador BUCHI R-210
acoplado a uma bomba de vacuo (Brinkmann; B-169 Vacuum Aspirator). A agua
ultrapura utilizada em todos os experimentos foi obtida por sistema de purificagao
Merck Millipore; Milli-Q Direct-Q 3 UV.

4.2. Preparagao do extrato aquoso de A. absinthium
As folhas de A. absinthium utilizadas neste estudo foram cultivadas em um
cultivo comercial na cidade de ltubera, no estado da Bahia, e comercializadas na

forma seca pela empresa Bioflora. Para a obtengdo do extrato, as folhas foram
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maceradas até a obtencao de um po, e 10 g desse material foram misturados a 100
mL de agua ultrapura em um béquer. A mistura foi entdo submetida a aquecimento a
50 °C por um periodo de 30 minutos. Durante o processo, foi adicionada agua
ultrapura para manter o volume constante de 100 mL, evitando perdas por
evaporagao. Em seguida, o extrato foi filtrado em funil contendo papel de filtro. O
filtrado foi coletado, transferido para um recipiente adequado com tampa e

armazenado em congelador até o momento de uso.

Figura 5 - Fluxograma do processo de obtencdo do extrato aquoso de Artemisia
absinthium, incluindo maceracgao das folhas secas, preparo da suspensao aquosa (10
g/100 mL), aquecimento a 50 °C por 30 minutos, filtracdo e armazenamento sob

congelamento.

S I 3y
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Folhas secas de A.Absinthium Folhas sao 108 ge Ll
maceradas 100ml de agua ultrapura

Armazenado no Filtracdo em papel de Aquecimento 50°C por
congelador filtro 30 minutos

f\gua adicionada para
manter volume de 100 mL

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

4.3. Caracterizacao fitoquimica do extrato
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4.3.1. Analises qualitativas

A analise fitoquimica preliminar do extrato aquoso foi realizada por meio de
ensaios qualitativos visando a identificacdo das principais classes de metabdlitos
secundarios, empregando protocolos classicos de triagem fitoquimica descritos na
literatura especializada, conforme metodologias propostas por Harborne (1998),
Matos (2009). Em algumas analises fitoquimicas foi utilizado o extrato aquoso
previamente obtido e concentrado a vacuo e em outras a reagao foi realizada a partir
da planta pulverizada.

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata, a temperatura ambiente.
Como controles, foram utilizadas amostras de agua submetidas as mesmas condi¢oes
experimentais e aos mesmos reagentes empregados nas amostras do extrato, bem
como o extrato sem a adigdo dos reagentes. A intensidade das reagdes foi avaliada

visualmente e classificada como ausente (—) ou presente (+).

4.3.1.1. Teste para alcaloides:

Uma aliquota do extrato concentrado foi acidificada com solugdo de acido
cloridrico a 1% (v/v) e, posteriormente, filtrada utilizando funil contendo algodao,
sendo o filtrado empregado nos ensaios de identificagao. No teste com o reagente de
Dragendorff, a formacao de precipitado alaranjado ou avermelhado é considerada
indicativa da presenca de alcaloides. No teste com o reagente de Mayer, a formagéao
de precipitado branco ou creme indica resultado positivo para essa classe de
metabdlitos. Ja o reagente de Wagner confirma a presenga de alcaloides pela

formacao de precipitado marrom ou castanho-avermelhado.

4.3.1.2. Teste para antraquinonas

A identificacdo de antraquinonas foi realizada por meio do teste de Borntrager.
Inicialmente, uma aliquota de 5 mL do extrato aquoso foi submetida a particao liquido-
liquido com 5 mL de cloroférmio em funil de separagao, promovendo a transferéncia
de compostos apolares para a fase organica. A fase cloroférmica foi entdo coletada e
transferida para um tubo de ensaio, ao qual foram adicionados 2 mL de solucéo de
hidréxido de aménio a 10% (v/v), seguida de leve agitacdo. O aparecimento de
coloracao rosa, vermelha ou violacea na fase alcalina é considerado indicativo da

presenca de derivados antraquindnicos.
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4.3.1.3. Teste para esteroides /triterpenoides:

A presencga de esteroides e triterpenoides foi avaliada por meio do teste de
Liebermann—Burchard. Inicialmente, uma aliquota de 5 mL do extrato aquoso foi
submetida a extragao liquido-liquido com 5 mL de cloroférmio em funil de separacéo,
sendo a fase orgénica coletada e utilizada no ensaio. A uma aliquota de 2 mL da fase
cloroférmica foram adicionados 1mL de anidrido acético glacial e, posteriormente, 2 a
3 gotas de acido sulfurico concentrado pelas paredes do tubo de ensaio. O
desenvolvimento de coloragédo verde-azulada é considerado indicativo da presenca
de esteroides, enquanto coloragcdes vermelhas, rosada ou purpura sao associadas a
presenca de triterpenoides e coloragdo verde-claro ou amarela é considerado

indicativo de terpenoides com mistura de esteroides e triterpenoides.

4.3.1.4 Teste para flavonoides:

A identificacdo de flavonoides foi realizada por meio do teste de Shinoda. A
uma aliquota de 2 mL do extrato aquoso foram adicionados pequenos fragmentos de
magnésio metalico (aproximadamente 10-20 mg), seguidos da adigdo de 3 a 5 gotas
de acido cloridrico concentrado. O desenvolvimento de coloracdo avermelhada,
rosada ou alaranjada é considerado indicativo da presenca de compostos flavonoides.
Essa coloracédo ocorre devido a reducédo das estruturas carbonilicas presentes nos
flavonoides pelo magnésio em meio acido, resultando na formagdo de compostos

coloridos caracteristicos.

4.3.1.5. Teste para saponinas:

A presenca de saponinas foi avaliada por meio do teste de formacido de
espuma. Uma aliquota do extrato aquoso foi vigorosamente agitada com agua por
aproximadamente 30 segundos e, em seguida, mantida em repouso por 15 minutos.
A formacao de espuma persistente e estavel apds esse periodo é considerada

indicativa da presencga de saponinas.

4.3.1.6. Teste para taninos:
A identificacdo de taninos foi realizada por meio da adigdo de 2-3 gotas de
solugao de cloreto férrico a 1% (m/v) a uma aliquota de 2 mL do extrato aquoso. O

desenvolvimento de coloragédo azul-escura € considerado indicativo da presenga de
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taninos hidrolisaveis, enquanto coloragao verde-escura € associada a presenga de

taninos condensados.

4.3.1.7. Teste para cumarinas:

A identificacdo de cumarinas foi realizada por meio de extragao liquido-liquido
utilizando hexano. Uma aliquota de 2 mL do extrato foi submetida a particido com 2
mL de hexano, sendo a fase organica separada e utilizada no ensaio. A fase hexanica
foram adicionadas 2-3 gotas de solucéo de hidroxido de sédio a 10% (m/v). Em
seguida, a amostra foi observada sob luz ultravioleta (365 nm). O aparecimento de
fluorescéncia azulada ou azul-esverdeada foi considerado indicativo da presencga de

cumarinas.

4.4. Determinacéo de conteudo fendlico

A determinacdo do conteudo fendlico total foi realizada pelo método
colorimétrico de Folin—Ciocalteu, com adaptacgdes a partir do método classico descrito
por Singleton e Rossi (1965). Para a construgéo da curva analitica, foram preparadas
solugbes padrao de acido galico nas concentragdes de 0,05; 0,1; 0,125; 0,15 e 0,2
mg/ mL. Foram utilizados no método reagente de Folin—Ciocalteu diluido na proporgao
1:2 (v/v) e uma solugdo de carbonato de sédio a 35% (m/v). Em tubos de ensaio foram
adicionados 1 mL do reagente de Folin e 1 mL das solugbes padrdo ou da amostra,
seguidos pela adicdo de 2 mL da solugdo de carbonato de sddio e 2 mL de agua
destilada. O extrato aquoso de A. absinthium foi previamente diluido em agua
destilada (1:19, v/v; fator de diluigdo 20). As amostras permaneceram ao abrigo da luz
por 30 min e foram analisadas em triplicata. A leitura da absorbancia para tracar a
curva de acido galico foi realizada a 765 nm e a absorbancia das amostras do extrato
foi lida em 700 nm.

O conteudo fendlico total foi determinado por meio da equagéo da curva
analitica obtida a partir do acido galico (y = ax + b), com resultados expressos em mg
de equivalentes de acido galico por grama de amostra seca (mg EAG/g). Para o
céalculo, a concentragcdo obtida pela equagao foi corrigida pelo fator de diluicdo e

relacionada a massa de amostra utilizada na extracao, conforme a Equacao (1):

CX FDXV
CFT=———
m

(1)
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Em que:

CFT = conteudo fendlico total (mg EAG/q);

C = concentragao média obtida pela curva analitica (mg/mL);
FD = fator de diluicao;

V' = volume total do extrato (mL);

m = massa da amostra seca utilizada na extragéo (g).

4.5. Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada pelo método de sequestro
do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), conforme descrito por Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995), com adaptagdes. Inicialmente, foi preparada uma
solugado de DPPH na concentragédo de 0,1 mM em etanol 70% (v/v), a qual foi mantida
ao abrigo da luz até o uso. As anadlises foram realizadas para o extrato de A.
absinthium e para a quercetina, com o objetivo de comparar a capacidade antioxidante
entre as amostras.

A solugao estoque de quercetina foi preparada na concentragao de 0,1 mg/mL
(m/v) em etanol absoluto, enquanto o extrato de A. absinthium foi preparado na
concentragcédo de 1 mg/mL (m/v) em agua ultrapura. A partir dessas solugdes, volumes
definidos dos extratos foram adicionados a agua ultrapura, de modo a obter as
concentracdes finais desejadas (ug/mL), conforme descrito na Tabela 1. Em seguida,
foram adicionados 2000 pyL da solugdo de DPPH a cada sistema reacional. As
misturas foram homogeneizadas e incubadas ao abrigo da luz por 30 min a
temperatura ambiente.

O controle foi preparado com 2000 uL de agua ultrapura e 2000 uL da solugao
de DPPH, sendo analisado em triplicata. O branco foi preparado utilizando as mesmas
propor¢gdes de extrato e agua empregadas nos sistemas reacionais, porém sem
adicdo da solugdo de DPPH, com o objetivo de verificar possivel interferéncia da
absorbancia propria do extrato no comprimento de onda de analise. Todas as

determinacgdes foram realizadas em triplicata.

Tabela 1 - Condicdes experimentais utilizadas no ensaio de atividade antioxidante
pelo método do DPPH.

Quercetina Extrato A. absinthum
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Conc. (ug/mL) Vol. (uL) Agua(pL) DPPH(uL) Conc.(ug/mL) Vol.(uL) Agua(puL) DPPH(uL)

0,5 10 1990 2000 62,5 125 1875 2000
1,0 20 1980 2000 75,0 150 1850 2000
1,5 30 1970 2000 87,5 175 1825 2000
2,0 40 1960 2000 100,0 200 1800 2000
2,5 50 1950 2000 112,5 225 1775 2000
3,0 60 1940 2000 125,0 250 1750 2000

Fonte: Elaborada pela autora (2026

A atividade antioxidante foi expressa como porcentagem de inibigdo do radical

DPPH, calculada conforme a Equacgéao (2).

%Inibigio = 2="E=28) x 100 (2)

Cc

Em que:

A= absorbancia do controle;

Ag= absorbancia do sistema contendo extrato;
Ap= absorbancia do branco.

O valor de Cls, (concentragédo necessaria para inibir 50% do radical DPPH) foi
estimado por interpolagao linear entre os dois pontos mais proximos da inibicao de
50%, utilizando a Equagéao (3). A interpolagao foi realizada considerando os dados
corrigidos pelo branco. A curva de inibigdo foi construida no software OriginPro 2025
(OriginLab Corporation, EUA) para fins de visualizagado, mas o calculo do IC;, foi feito

pela interpolagao linear.

(50-Y)x(X;—X,) (3)

CISO :X1+ P

onde:

Clso= concentragéo interpolada que corresponde a 50% de inibi¢ao;
X,= concentragao abaixo de 50% de inibigcao;

X,= concentragéo acima de 50% de inibigéo;
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4.6. Sintese verde de AgNPs
4.6.1. Metodologia geral

Uma solugéao de nitrato de prata (AgNOs) 1 mM foi preparada pela solubilizagao
de 0,0017 g do sal em 100 mL de agua ultrapura. O extrato aquoso de A. absinthium
e a solugado de AgNO3 foram misturados em diferentes proporgdes para a sintese das
AgNPs. As reacgbes foram conduzidas sob agitacdo magnética ou em cuba
ultrassénica (frequéncia de 40 kHz), com aquecimento a 40 °C. As sinteses foram
realizadas em frascos de vidro com capacidade de 10 mL, pela mistura do extrato
vegetal com a solugdo de AgNOs. Cada reagéao foi preparada com volume final de 5
mL, variando-se a proporcao entre os volumes do extrato e da solugao de AgNOs,
com o objetivo de avaliar a influéncia da concentragdo de compostos redutores
presentes no extrato sobre a formacdo das nanoparticulas. Testes preliminares
utilizando as proporgdes extrato:AgNOs de 1:01, 1:02, 1:03, 1:04, 1:05, 1:06, 1:07,
1:08 e 1:09, conforme realizado por ALl et al. (2016), indicaram a formagao de AgNPs
por analise visual e espectrofotometria UV-Vis, apenas na propor¢ao 1:09. Dessa
forma, proporgbes contendo maior volume de nitrato de prata foram também

preparadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Propor¢des entre o extrato aquoso de A. absinthium e a solugao de AgNOs

1 mM utilizadas na sintese verde de AgNPs.

Extrato: AgNO3 Extrato (uL) AgNO; (uL)
1:09 500 4500
1:19 250 4750
1:39 125 4875
1:49 100 4900
1:99 50 4950

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

As sinteses das AgNPs foram acompanhadas por espectrofotometria UV-Vis
sendo o monitoramento realizado retirando-se aliquotas de 3 mL da cuba ultrassénica
a cada 30 minutos, sem diluicao, transferindo-as diretamente para cubeta de quartzo,
utilizada nas analises. As leituras foram efetuadas no intervalo de 200 a 700 nm, para

a identificacdo da banda de plasmon caracteristica das AgNPs entre 400 e 450 nm.
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4.6.2. Sintese com controle de pH

O pH do extrato foi medido em pHmetro equipado com eletrodo de vidro, e em
seguida, sob agitagdo magnética, uma solugado de NaOH (0,1 mM) foi adicionada gota
a gota, com monitoramento continuo do pH, até atingir o valor de pH 8. Apds atingir
pH 8, o extrato foi imediatamente utilizado na sintese das nanoparticulas, seguindo o
mesmo procedimento descrito anteriormente para as amostras sem controle de pH.
Para o controle de pH foram escolhidas as propor¢gdes 1:09 e 1:19 que apds a sintese

foram denominadas por 1:09pH e 1:19pH.

4.7. Caracterizacado das nanoparticulas de prata

A caracterizagao das nanoparticulas de prata foi realizada por meio das
técnicas de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS), Espalhamento de Luz
Eletroforético (ELS) para determinagao do potencial zeta, Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV), Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDX) e Analise

de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA).

4.7.1. Analise por DLS

Para as analises de DLS, as amostras obtidas apds a sintese foram utilizadas
sem diluicdo. Cada amostra foi cuidadosamente homogeneizada e transferida para
cubetas especificas, sendo as leituras realizadas em equipamento de DLS acoplado
a analisador de potencial zeta, sob temperatura controlada (25 °C). O software do
equipamento fornece automaticamente os valores de diametro hidrodindmico médio,
indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta, parametros utilizados para avaliar o

tamanho médio, a distribuicdo e a estabilidade coloidal das nanoparticulas.

4.7.2. Analise por MEV e EDX

Para a analise morfolégica, as amostras foram previamente lavadas com agua
ultrapura por centrifugagdo. Sendo o processo de centrifugagdo consistido de uma
centrifugag&o a 3000 rpm por 10 min, reservando-se o sobrenadante e descartando o
precipitado. Em seguida, o sobrenadante foi novamente centrifugado a 10000 rpm por
15 min. O precipitado obtido foi ressuspendido em agua ultrapura, homogeneizado e

submetido a mais duas etapas de centrifugacédo nas mesmas condic¢des, totalizando



47

trés ciclos de lavagem. Apods a ultima centrifugacao, o precipitado foi ressuspendido
em pequena quantidade de agua ultrapura e uma gota da suspensao foi depositada
sobre um substrato de silicio. As amostras foram deixadas para secagem em
dessecador por 24 h.

Apods a secagem completa, os substratos foram fixados em stubs metalicos e
recobertos com uma fina camada de ouro por sputtering. A analise foi realizada em
microscopio eletrénico de varredura, sob vacuo e tensdo de aceleragdo adequada
para a observagao da superficie. As micrografias permitem a avaliagcdo da morfologia
e distribuicao das nanoparticulas de prata sintetizadas.

A composicao elementar das nanoparticulas de prata foi analisada por
espectroscopia por energia dispersiva de raios X (EDX), acoplada ao microscépio
eletrébnico de varredura (MEV). O preparo das amostras foi realizado conforme
descrito para a analise por MEV.

A técnica de EDX baseia-se na detecc¢ao dos raios X caracteristicos emitidos
pelos elementos presentes na amostra quando submetida a incidéncia de um feixe de
elétrons, permitindo a identificagado qualitativa dos elementos quimicos constituintes
do material analisado. Os espectros obtidos foram utilizados para confirmar a
presenca de prata e identificar outros elementos presentes na superficie das

nanoparticulas.

4.7.3. Analise por NTA

Para a analise por rastreamento de nanoparticulas (NTA), as amostras foram
previamente diluidas em agua ultrapura até obtencéo de concentracdo adequada para
o rastreamento individual das particulas, conforme recomendado para a técnica de
NTA. Foram utilizados fatores de diluicao de 50 para as amostras 1:09pH, 1:09pHc e
1:19pHc, e fator de diluicdo de 500 para a amostra 1:19pH, de modo a manter a
concentragéo de particulas dentro da faixa ideal de deteccdo do equipamento. Apos
homogeneizacdo 1 mL de cada amostra diluida foi transferido para a célula do
equipamento para realizacdo das medicdes.

As analises foram realizadas utilizando equipamento de analise de
rastreamento de nanoparticulas equipado com laser de 405 nm. Para cada amostra
foram capturados cinco videos, com duracao de 11,5 segundos cada, totalizando 750

frames por captura, a uma taxa de aquisicdo de aproximadamente 65 frames por
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segundo. As analises foram conduzidas a temperatura média de 27 °C, utilizando
vazao de 3 pL/min.

Os videos obtidos foram analisados pelo software do préprio equipamento
(NTA 2.0), que realiza o rastreamento individual do movimento browniano das
particulas, permitindo determinar o diametro hidrodindmico equivalente, a distribuigdo
de tamanho e a concentragdo de particulas por mL. Os valores de concentragao
reportados pelo software ja se encontram corrigidos automaticamente considerando

os fatores de diluicdo informados durante a analise.

4.8. Ensaios biologicos

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo, conforme as diretrizes do CLSI (2012). Para isso, foram
utilizadas microplacas de 96 pogos contendo caldo Mueller—Hinton (MH) e uma
suspensao bacteriana ajustada para 10° UFC/mL. Foram utilizadas as cepas ATCC
25923 da S. aureus e ATTC 25922 da E. coli.

S aureus 2592

A atividade antimicrobiana das AgNPs foi avaliada para as formulagdes
1:09pHc e 1:19pHc, previamente lavadas e centrifugadas, conforme descrito
anteriormente. O extrato vegetal foi avaliado nas proporgbes 1:09 e 1:19,
correspondentes as mesmas concentracoes final do extrato utilizada nas formulagdes,
porém com a substituicdo da solugéo de nitrato de prata por agua.

As formulacdes de AgNPs foram avaliadas em trés concentragdes, a partir da
adicao de 50, 25 e 12,5 pL de solugdes estoque. A concentragao dessas solugdes foi
de foi 0,132 mg/mL para a formulagao 1:09pHc e de 0,152 mg/mL para a formulagéo
1:19pHc. A concentracdo final para cada volume usado das solugdes estoque foi
determinada com base no volume final de cada pogo (200 yL). O mesmo foi feito para
a solucao de nitrato de prata de concentracio inicial 1 mM.

O controle de crescimento consistiu em caldo MH inoculado com a suspensao
bacteriana e suplementado com DMSO em volume equivalente ao utilizado na maior
concentracéo de extrato testada. O controle negativo consistiu em caldo MH isolado
e caldo MH contendo DMSO no mesmo volume correspondente.

As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. O crescimento
bacteriano foi avaliado pela adigdo de brometo de tiazolil azul de tetrazélio (MTT) em

concentracéo final de 1 mg/mL em cada pogo, seguida de incubagao por 2 horas a 37
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°C. A CIM foi determinada por meio da medicdo da absorbancia a 540 nm em leitor
de micro-placas Biotek e pelo célculo da viabilidade celular. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extrato aquoso das folhas da A. absinthium
5.1.1. Preparo do extrato

O extrato aquoso das folhas da A. absinthium foi obtido como uma solugao
homogénea com coloragdo marrom-escura intensa e aroma caracteristico e marcante
da planta apds extragdo a quente com agua ultrapura. O extrato recém-preparado
apresentou estabilidade quando armazenado sob refrigeragédo a 4 °C, sem alteragbes
perceptiveis na coloragao, no odor ou formagao de sedimentos ao longo do periodo
de observacao (Figura 5). Uma parcela do extrato foi seca sob pressao reduzida para
determinar o rendimento do extrato bruto que foi de 0,024g/mL. Em termos de
porcentagem em relagdo a massa seca das folhas o rendimento da extragéo foi de
24,3%. A escolha da agua como solvente no preparo do extrato baseou-se na
capacidade da agua aquecida de extrair preferencialmente fitoconstituintes mais
polares, especialmente aqueles com maior potencial redutor, como os compostos
fendlicos. A estabilidade fisico-quimica do extrato aquoso depende principalmente do
pH, da concentracdo de compostos fendlicos e das condi¢des de armazenamento,
fatores que podem influenciar diretamente a eficiéncia do extrato no processo
posterior de formagao das AgNPs (KHALIL et al. 2021; DAKAL et al. 2016).

A extracao foi realizada utilizando agua a 50 °C, com o objetivo de minimizar
possiveis processos de degradacgédo térmica dos compostos presentes no extrato
vegetal em maiores temperaturas. Essa estratégia visa preservar metabdlitos
secundarios potencialmente envolvidos na sintese e de outras moléculas que possam
atuar como agentes estabilizantes ou de capeamento das nanoparticulas formadas.
Compostos fendlicos, flavonoides, proteinas e polissacarideos entre outros
compostos presentes em extratos vegetais sado frequentemente apontados como
responsaveis tanto pela redug¢ao de ions metalicos quanto pela estabilizagc&o coloidal
das nanoparticulas (IRAVANI, 2011; AHMED et al., 2016).
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Em contraste, Ali et al. (2016) utilizaram uma metodologia distinta para a
preparacao do extrato aquoso de A. absinthium, na qual as folhas foram aquecidas
em agua a 100 °C por 5 minutos. Embora temperaturas mais elevadas possam
aumentar a eficiéncia da extragao de determinados compostos devido a maior ruptura
de estruturas celulares e aumento da difusdo de metabdlitos, tais condigdes também
podem promover a degradacgéo, oxidagao ou transformacao estrutural de compostos
termossensiveis. Essas alteragdes podem modificar significativamente o perfil quimico
do extrato vegetal, influenciando a disponibilidade de espécies redutoras e de
moléculas capazes de atuar como agentes de estabilizagdo (SULTANA et al., 2009;
DAI; MUMPER, 2010). Dessa forma, diferencas nas condi¢des de extragao,
especialmente na temperatura empregada, podem resultar em variagdes importantes
na composi¢ao quimica do extrato e, consequentemente, no processo de obtengcao
das nanoparticulas bem como em suas caracteristicas fisico-quimicas.

Em outro trabalho Balciunaitiene et al. (2021) utilizaram o extrato hidroetandlico
das folhas da A. absinthium para a sintese de AgNPs, o qual foi preparado por
maceragao durante 24 h, sem aquecimento usando etanol 70%. O uso de etanol 70%
pode alterar significativamente o perfil quimico do extrato em comparagdo com
extratos aquosos, uma vez que esse solvente favorece a extragao de compostos com
diferentes polaridades. Consequentemente, essa diferenga no sistema de extracéo
pode influenciar as propriedades redutoras do extrato vegetal. Outro fator relevante a
ser considerado é que, nos trabalhos que utilizaram A. absinthium para a sintese verde
de AgNPs, as plantas foram cultivadas em regides geograficas distintas, sob
condicdes climaticas diferentes. Apesar de nao haver indicagao do local de cultivo da
planta é possivel observar pelas afiliagdes dos autores que no trabalho de Ali et al.
(2016) a planta é originaria dos EUA enquanto a planta usada no trabalho de
Balciunaitiene et al. (2021) foi comprada em farmacia publica em Kaunas, Lituania.
Essas variagbes ambientais podem influenciar diretamente o perfil fitoquimico das
plantas, resultando em diferencas na composicdo dos metabdlitos secundarios
quando comparadas a planta utilizada no presente estudo, que foi cultivada no estado
da Bahia.

5.1.2. Triagem fitoquimica do extrato
A triagem fitoquimica do extrato aquoso de A. absinthium incluiu a avaliagdo de

diversas classes de metabdlitos secundarios. No entanto, foram detectadas apenas
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algumas dessas classes no extrato analisado, incluindo flavonoides, taninos,

terpenoides e saponinas (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados da triagem fitoquimica qualitativa do extrato aquoso de

Artemisia absinthium.

Fitoquimico Reagente Indicagao positiva Resultado
Flavonoide Shinoda (Mg metalico + Coloragdo avermelhada, rosada ou +
HCI alaranjada
Alcaloide Dragendorff, Mayer, Formacdo de precipitado: alaranjado -
Wagner branco/creme/ marrom
Terpenoide Liebermann—Burchard Coloracgao verde-clara ou amarela +
Saponina Formacéao de Espuma Espuma persistente +
Tanino Cloreto férrico 1% Coloragao azul-escura ou verde-escura +
Antraquinona Borntrager Coloragao rosa, vermelha ou violacea inconclusivo
Cumarina NaOH a 10% (m/v) Fluorescéncia azulada ou verde intensa -

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

As classes de compostos identificadas sdo amplamente relatadas em extratos
vegetais e exercem tanto fungdes biolégicas quanto papel relevante na sintese verde
de nanoparticulas metalicas, atuando nos processos de reducdo e estabilizagao
(Tabela 3) (MITTAL et al., 2013; AHMED et al., 2016; MARSLIN et al., 2018). De modo
geral, compostos fendlicos, como flavonoides e taninos, e terpenoides oxigenados
destacam-se como o0s principais responsaveis pela reducdo dos ions metalicos,
enquanto outros fitoconstituintes, como as saponinas, contribuem predominantemente
para a estabilizagao coloidal devido ao seu efeito surfactante.

Embora a triagem fitoquimica tenha indicado a presenga de terpenoides,
apenas aqueles com grupos funcionais oxigenados, como hidroxilas e carbonilas,
participam de forma mais efetiva nos processos redox, devido a maior capacidade de
interacdo com ions metalicos. Em contrapartida, terpenos n&o oxigenados
apresentam baixa polaridade e limitada capacidade de transferéncia de elétrons, o
que reduz sua participacdo direta na reducdo de ions metalicos em meio aquoso
(IRAVANI, 2011; MASHWANI et al., 2016).

A andlise espectroscopica do extrato por UV-Vis também forneceu evidéncias
adicionais da presenga de compostos fendlicos (Figura 6). Para essa analise o extrato

puro foi diluido em agua na proporgao 1:09 e na proporgao 1:49 com a finalidade de
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mostrar caracteristicas do extrato em maior e menor concentragdo. Na menor
concentracdo foi possivel observar bandas geralmente associadas a sistemas
aromaticos conjugados presentes em compostos fendlicos e flavonoides. Em
particular, flavonoides apresentam duas regides tipicas de absorg&o: a banda Il, entre
aproximadamente 240-280 nm, associada ao sistema benzoico do anel A, e a banda
[, entre 300-380 nm, relacionada ao sistema cinamoico do anel B. Essas bandas
espectrais sdo atribuidas as transigdes eletronicas T—1* e n—1m* de sistemas
aromaticos conjugados, sendo frequentemente observadas em extratos vegetais ricos
em compostos fendlicos (DAI; MUMPER, 2010; IGNAT et al., 2011).

Figura 6 - Espectro de UV-vis do extrato aquoso da A. absinthium.
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Fonte: Elaborada pela autora (2026).

Nesse contexto, a determinagao do conteudo de compostos fendlicos totais e
a avaliagdo da atividade antioxidante do extrato tornam-se relevantes, pois fornecem
indicativos adicionais da capacidade redutora do sistema, a qual pode estar
diretamente relacionada a formagao das AgNPs. Dessa forma, a quantificagao desses
compostos, associada a avaliagao da atividade antioxidante, pode ser utilizada como
um indicativo indireto da capacidade redutora de extratos vegetais. Essa abordagem
€ particularmente relevante quando se comparam diferentes cultivares de uma mesma
espécie vegetal, uma vez que fatores genéticos, condicdes ambientais e praticas de

cultivo podem influenciar significativamente a produgédo de metabdlitos secundarios e,
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consequentemente, em seu potencial redutor (DAI; MUMPER, 2010; IGNAT et al.,
2011; PANDEY et al., 2020).

Ali et al. (2016) que também utilizaram extrato da A. absinthium para a sintese
de AgNPs ndo realizaram a prospecgao fitoquimica, determinagdo de conteudo
fendlico ou atividade antioxidante do extrato utilizado. Entretanto, inumeros trabalhos
sobre propriedades biologicas dos extratos de A. Absinthium relatam a composigao
fitoquimica de seus extratos como no trabalho de Liu et al. (2023) que identificaram
por HPLC-MS mais de 90 compostos no extrato da planta com destaque para os
flavonoides e derivados de acidos quimicos.

Outro estudo realizado por Bora e Sharma (2011), sobre a composigcao
fitoquimica do género Artemisia é consistente com a prospecc¢ao fitoquimica realizada
em nosso estudo, identificando as mesmas classes de fitoconstiuintes. Entretanto, por
se tratar de uma analise qualitativa, ndo é possivel comparar as proporgdes relativas
dos constituintes entre extratos obtidos por metodologias distintas e a partir de plantas

provenientes de diferentes origens.

5.1.3. Determinacgao do conteudo fendlico

A curva analitica construida com acido galico apresentou excelente linearidade
na faixa de concentracado avaliada, conforme apresentado na Figura 7. A equagao

obtida foi y = 19,09x + 0,187, com coeficiente de determinagdo R? = 0,998.

Figura 7 - Curva analitica do acido galico utilizada para determinagdo do conteudo

fenodlico total.
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Curva analitica do acido galico
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Fonte: Elaborada pela autora (2026)

As absorbancias obtidas para o extrato da A. absinthium foram convertidas em
concentragao por meio da equagao da curva analitica, e os valores das triplicatas 1, 2

e 3 encontram-se apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de absorbancia e concentracdo obtidos para o extrato de A.
absinthium.

Extrato amostra Absorbancia Concentragao (mg/mL)
1 1,862 0,08774
2 1,862 0,08774
3 1,875 0,08842

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

O conteudo fendlico total determinado para o extrato foi de 17,59 + 0,08 mg
EAG/g, indicando presenca relevante de compostos fendlicos que atuam como
agentes redutores e na estabilizagdo das particulas formadas, contribuindo para o
controle do crescimento e da dispersao coloidal.

Valores superiores foram reportados por Hbika et al. (2022), que observaram
31,534 + 0,408 mg EAG/g para extrato aquoso da mesma espécie. Lee et al. (2013)
relataram 134,47 mg/100 g de matéria seca para extrato aquoso de folhas de A.
absinthium, o que corresponde a aproximadamente 1,34 mg/g, valor inferior ao obtido

neste trabalho.
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Em comparagao com o presente estudo, Balciunaitiene et al. (2021) relataram
teor fendlico total de 10,88 * 0,62 mg EAG/g para o extrato de A. absinthium, valor
inferior ao obtido neste trabalho (17,59 + 0,08 mg EAG/g). Essa comparagao deve ser
interpretada com cautela, uma vez que os autores utilizaram extracao com etanol 70%
(v/v), enquanto neste estudo foi empregado extrato aquoso. Em geral, extratos
hidroetandlicos favorecem a extragdo de compostos de polaridade intermediaria;
entretanto, isso ndo implica necessariamente maior ou menor teor de fendlicos totais,
pois a composi¢cao do extrato depende também de outros fatores. No caso do extrato
de A. absinthium utilizado neste estudo, o maior valor observado pode estar
relacionado a eficiéncia do sistema aquoso na extragdo de compostos fendlicos com

potencial redutor.

5.1.4. Determinacao da atividade antioxidante (DPPH)

A atividade antioxidante do extrato de A. absinthium e da quercetina foi avaliada
pelo método de sequestro do radical DPPH. Os resultados foram expressos como
porcentagem de inibicado em fungao da concentragao, expressos como média £ desvio
padrao (n = 3). A partir das curvas de inibi¢cao, os valores de Cls, foram determinados
por interpolagao linear.

O extrato apresentou aumento gradual da porcentagem de inibigdo com o
incremento da concentragdo, com valores variando de aproximadamente 29 a 53%,
conforme apresentado na Figura 8. O Cls, foi estimado por interpolagao linear,

resultando no valor de 113,39 + 0,58 pug/mL.

Figura 8 - Curva de inibicao do radical DPPH pelo extrato de A. absinthium. Os valores

representam média + desvio padréo (n = 3).
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Fonte: Elaborada pela autora (2026)

A quercetina apresentou atividade antioxidante dependente da concentragéo,
com valores de inibicdo variando de aproximadamente 26 a 74%, conforme
apresentado na Figura 9. O Cl;, foi determinado por interpolagao linear resultando no
valor de 1,93 pg/mL = 0,90, que se encontra de acordo com valores descritos na
literatura que variam de 1,3 a 2,0 ug/mL (TIAN et al., 2021; KARAMI et al., 2023).

A quercetina € um flavonoide caracterizada pela presenga de grupos hidroxila
fendlicos e sistema conjugado que favorece a estabilizagdo do radical formado apos
a doacéao de hidrogénio (HASSANPOUR; DOROUDI, 2023) sua estrutura determina
sua conhecida atividade antioxidante e por isso foi usada como paradmetro de
composto antioxidante nesse estudo. Considerando que o Clso corresponde a
concentragdo necessaria para reduzir em 50% o radical DPPH, valores menores
indicam maior atividade antioxidante (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
1995). Nesse contexto, o menor Clso, observado para a quercetina, composto puro,
confirma sua maior atividade antioxidante em comparacao ao extrato da A. absinthium

que € uma mistura de muitos compostos.

Figura 9 - Curva de inibigao do radical DPPH pela quercetina. Os valores representam

média * desvio padrao (n = 3).
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De acordo com classificagbes propostas na literatura, valores de Clso entre 101
e 150 pg/mL sado geralmente considerados indicativos de atividade antioxidante
moderada, enquanto valores inferiores entre 100 e 50 uyg/mL indicam atividade forte e
valores inferiores a 50 pg/mL indicam atividade muito forte (MUSA et al. 2025). Dessa
forma, de acordo com o Clso de 113,39 + 0,53 pg/mL o extrato avaliado apresentou
atividade antioxidante moderada usando DPPH, o que é consistente com o perfil
antioxidante frequentemente observado em extratos vegetais brutos. O valor de Clso
obtido é consistente com o reportado por Karami et al. (2023), que utilizando o mesmo
método para avaliar a atividade antioxidante do extrato aquoso da A. absinthium
obtiveram um Clso de 115,0 + 30,6 pg/mL.

A atividade antioxidante observada para o extrato aquoso da A. absinthium
reforga seu potencial como agente redutor na sintese verde de AgNPs. O valor de Clso
pode ser considerado como um marcador para exemplares de A. absinthium
cultivadas sobre diferentes condicbes ambientais para aplicagdo na sintese de
nanoparticulas metalicas assim como o conteudo fendlico (VANLALVENI et al., 2021;
FAHIM et al., 2024).

5.2. Sintese verde e caracterizagdo das AgNPs
A sintese das AgNPs foi realizada utilizando o extrato aquoso de A. absinthium

como agente redutor e estabilizante natural. Inicialmente, foram realizados pré-testes
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utilizando agitagdo magnética a temperatura ambiente para a sintese partindo-se das
proporgées 1:01; 1:02; 1:03; 1:04; 1:05; 1:06; 1:07; 1:08, 1:09. Entretanto, foi
constatada a formagao das AgNPs apds 12 horas de reagdo somente na proporgao
1:09 a temperatura ambiente pela mudanga gradual na coloragdo da solugdo de
amarelo-claro, para marrom. Essa alteragdo de cor esta associada a ressonancia de
plasmons de superficie localizada (Localized Surface Plasmon Resonance — LSPR),
fenbmeno Optico caracteristico resultante da oscilagdo coletiva dos elétrons na
superficie das nanoparticulas metalicas quando excitadas pela radiagdo luminosa,
sendo considerado um indicativo da formagédo e dispersdo coloidal das AgNPs
(IRAVANI, 2011; KELLY et al., 2003). Essa formulagao foi submetida a analise por
espectrofotometria na regidao do ultravioleta-visivel (UV-Vis) e foi constatada uma
banda larga no intervalo de 420 a 440 nm. Devido a essa baixa velocidade de
formagédo das AgNPs a via de sintese por agitagdo magnética foi descartada. Assim,
as sinteses subsequentes foram conduzidas exclusivamente em cuba ultrassénica
com aquecimento controlado, mantido a 40°C, visando favorecer a disperséo, a
homogeneidade e a aceleragao da reagao de formacgao das nanoparticulas.

Nas formulagdes iniciais foi constatado que a proporcéo de extrato se mostrou
excessiva e nao favoreceu a formacao das AgNPs, desta forma novas proporcoes
foram realizadas onde a quantidade de AgNOs foi aumentada conforme descrito na
tabela 2 no procedimento experimental. Nessas novas proporgdes (1:09; 1:19; 1:39;
1:49; 1:99) foi possivel observar a mudanga de coloragéo e a formagao das AgNPs a
partir de 30 min de reagcdo em cuba ultrassénica a 40°C. A solugdo de AgNOs3 foi
mantida na concentracdo de 1 mM, variando apenas o volume utilizado nas sinteses
para aumentar a quantidade do precursor metalico. Além disso, a manutencéo dessa
concentracao esta de acordo com a maior parte da literatura sobre sintese verde de
nanoparticulas de prata, na qual solugbes de AgNOs em torno de 1 mM sao
amplamente empregadas, favorecendo a formagédo de nanoparticulas com melhor
controle de tamanho e estabilidade (IRAVANI, 2011; AHMED et al., 2016).

A Figura 10 mostra a coloragao das solugdes no inicio e apés 150 min de
reacao nas diferentes proporcdes entre extrato e nitrato de prata. As reacdes foram
monitoradas por analises de UV-Vis a cada 30 min. A figura 11 apresenta os espectros
de absorg¢ao das AgNPs onde é possivel observar o crescimento da banda de plasmon
420-440 nm ao longo do tempo de sintese. O tempo maximo considerado mais

adequado para a sintese foi de 150 min, pois com 180 min de reacdo a solugao
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comecga a escurecer e formar um precipitado cinza grudado no frasco devido a

formacao de prata metalica agregada ou particulas muito grandes (IRAVANI, 2011).

Figura 10 - Foto das diferentes proporgdes entre extrato e nitrato de prata no inicio

da sintese (A) e apos 150 min (B).

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

Em todas as formulagbes avaliadas, a banda de absorcdo das AgNPs foi
detectada no intervalo de 420 a 440 nm, valor compativel com o reportado na literatura
para morfologia predominantemente esférica (EVANOFF; CHUMANOV, 2005;
SHARMA et al., 2009).

Na formulagcdo onde a proporcéo foi 1:09 a banda de plasmon das AgNPs
aparece um pouco mais deslocada do que nas demais formulagdes, mas isso pode
ser devido a maior quantidade de extrato, onde as bandas dos componentes do
extrato estdo abaixo da banda de plasmon fazendo com esta seja deslocada (Figura
6).

Figura 11 - Espectros de absor¢ao no UV-Vis durante a sintese de AQNPs em fungao

do tempo de sintese para as diferentes formulacdes.
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As anadlises de UV-Vis fornecem apenas informagdes indiretas sobre a
formacao das nanoparticulas, sendo util principalmente para monitorar a presenca e
o desenvolvimento da banda de plasmon caracteristica das AgNPs. Dessa forma,
essa técnica nao permite determinar de forma precisa a morfologia, o tamanho ou a
estabilidade coloidal das nanoparticulas. Para a obtengao dessas informagdes outras
analises foram realizadas com as formulagdes a fim de determinar parametros de
morfologia e estabilidade das AgNPs produzidas e identificar possiveis agbes para
otimizagao do processo de sintese.

As formulag¢des foram submetidas a analises de DLS e potencial zeta a fim de
determinar o tamanho meédio hidrodinamico das particulas e avaliar a estabilidade
coloidal das suspensdes obtidas. As analises de espalhamento dindmico de luz (DLS)
indicaram tamanhos hidrodinamicos variando entre 173,4 e 227,5 nm, enquanto o
indice de polidispersédo (PDI) apresentou valores entre 0,28 e 0,39, indicando

distribuicao de tamanho moderadamente ampla (Tabela 5).
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Tabela 5 - Resultados de tamanho, indice de Polidispersdo e Potencial zeta das

formulagdes analisadas

Formulagdo Tamanho (nm) PDI Zeta (mV)
1:09 175,70 £ 13 0,3698 £ 0,02 -28,66 + 0,58
1:19 186,9 + 5,06 0,31 +£ 0,06 -27,94 + 0,38
1:39 184,1 £ 6,70 0,3555+ 0,01 -26,84 + 3,07
1:49 173,4 + 3,21 0,2864 £ 0,05 -27,36 £0,77
1:99 227,5 +76,93 0,3912+0,09 -25,35+ 0,31

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

Esse comportamento € comumente relatado para nanoparticulas obtidas por
sintese verde, em funcdo da diversidade de biomoléculas presentes nos extratos
vegetais, as quais participam simultaneamente dos processos de redugdo e
estabilizagao das particulas. Os valores de potencial zeta variaram entre —25 e -28
mV, indicando estabilidade coloidal moderada, uma vez que valores inferiores a =20
mV ja sédo considerados suficientes para promover repulséo eletrostatica e minimizar
a agregacao entre particulas (BHATTACHARJEE, 2016).

Essa estabilidade pode ser atribuida a adsor¢cdo de compostos fitoquimicos na
superficie das nanoparticulas, atuando como agentes de recobrimento (“capping”) e
favorecendo a manutengéao da dispersao coloidal (IRAVANI, 2011).

A formulacédo 1:09 apresentou tamanho médio de 175,70 £ 13 nm, PDI de
0,3698 + 0,02 e potencial zeta de —28,66 + 0,58 mV. O valor de PDI proximo de 0,37
sugere uma distribuicdo de tamanho moderadamente ampla. Por outro lado, o
potencial zeta mais negativo entre as formulagdes analisadas indica boa estabilidade
coloidal. As superficies carregadas negativamente das AgNPs podem ser atribuidas
a sua combinacdo com compostos fendlicos, polissacarideos carboxilados e a cadeia
lateral de alguns residuos de aminoacidos (FLIEGER et al., 2021; GOKTURK-
BAYDAR et al., 2025).

Na formulagao 1:19, observou-se tamanho médio de 186,9 £ 5,06 nm, com PDI
de 0,31 + 0,06 e potencial zeta de -27,94 £ 0,38 mV. O aumento discreto do tamanho
em relagao a formulagao anterior pode estar associado a maior disponibilidade de ions
prata no sistema, favorecendo o crescimento das particulas apds a nucleagao inicial.

Entretanto, o PDI ligeiramente menor indica uma distribuigdo de tamanho um pouco
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mais homogénea. O potencial zeta permaneceu proximo de -28 mV, sugerindo
estabilidade coloidal semelhante a formulagdo 1:09, com repulsao eletrostatica
suficiente para minimizar processos de agregacao.

A terceira formulacao 1:39 apresentou tamanho médio de 184,1 + 6,70 nm, PDI
de 0,3555 + 0,01 e potencial zeta de -26,84 £ 3,07 mV. O tamanho hidrodinamico
manteve-se proximo ao observado nas formulagdes anteriores, indicando que o
aumento da proporcao de nitrato de prata n&do promoveu alteragcdes expressivas no
didmetro médio das particulas. Entretanto, o PDI mais elevado em comparacao a
formulacdo 1:19 sugere maior heterogeneidade de tamanho, possivelmente
decorrente da formacao simultanea de nucleos com diferentes taxas de crescimento
durante o processo de sintese. O potencial zeta permaneceu dentro da faixa
considerada de estabilidade coloidal moderada, embora ligeiramente menos negativo.

Para a formulagao 1:49 os resultados mostraram tamanho médio de 173,4 +
3,21 nm e PDI de 0,2864 £ 0,05, indicando uma distribuicdo de tamanho relativamente
homogénea e potencial zeta de -27,36 + 0,77 mV. A comparagido entre essa
formulagdo e as demais formulagdes com menor quantidade de extrato nao
apresentam diferengas estatisticas significativas nos parametros avaliados de acordo
com os desvios observados para cada parametro, com excegao do PDI.

A Ultima formulagdo na proporgdo 1:99 apresentou maior tamanho médio
(227,5 £ 76,93 nm) e o maior PDI (0,3912 £ 0,09) entre as amostras analisadas. Além
disso, o0 elevado desvio padréo indica significativa variabilidade na distribuicdo de
tamanhos, sugerindo maior heterogeneidade do sistema coloidal. Esse
comportamento pode estar relacionado ao excesso relativo de ions prata em relagao
as moléculas redutoras e estabilizantes do extrato vegetal, o que pode favorecer
processos de crescimento descontrolado das particulas ou mesmo agregagao parcial.
O potencial zeta foi o menos negativo entre as formulagdes (25,35 + 0,31 mV),
indicando estabilidade coloidal ainda moderada, porém inferior as demais amostras.

Em sintese verde, existe normalmente uma faixa o6tima da proporgéao
extrato:metal onde ha redutores suficientes e ha moléculas de capping suficientes
(EKER et al, 2025). Essa faixa costuma ocorrer nas menores proporgdes de AgNOs.
Apesar da formulagcdo 1:49 ter apresentado menor indice de polidispersdo, as
formulagdes 1:09 e 1:19 foram selecionadas para dar continuidade ao estudo. Pois
apresentaram os outros parametros com valores semelhantes a formulagao 1:49, mas

com menores proporgoes relativas do precursor metalico.
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Figura 12- Distribuicdo de tamanho hidrodindmico por intensidade (DLS) das

nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde em diferentes proporcoes

metal:extrato.
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Todas as formulagdes obtidas apesar de apresentarem nanoparticulas

relativamente estaveis os tamanhos estdo acima de 100 nm o que para aplicacdes

bioldgicas pode n&o ser o tamanho mais adequado (BEHZADI et al., 2017). Desta

forma, a sintese foi novamente realizada, porém agora com controle de pH para as

propor¢oes metal:extrato de 1:09 e 1:19, com o pH do extrato sendo alterado para 8.

Apesar de muitos trabalhos realizarem as sinteses sem elevar o pH, esse

parametro exerce papel importante na sintese verde, pois meio alcalino, a

desprotonagdo de grupos funcionais presentes nos metabdlitos do extrato vegetal,

como as hidroxilas de compostos fendlicos, intensifica a capacidade de doacao de

elétrons, promovem uma conversao mais rapida de Ag* em prata metalica (Ag°).

Como consequéncia, ha reducdo no tempo de formacdo das nanoparticulas,
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acompanhada por maior taxa de nucleacao e, frequentemente, pela obtencédo de
particulas menores e mais uniformes. Em contraste, em condigdes &acidas, a
predominancia de grupos protonados diminui o poder redutor do extrato, resultando
em uma reagcdo mais lenta e, por vezes, incompleta. Entretanto, valores muito
elevados de pH podem prejudicar a estabilidade coloidal, favorecendo a agregacgéao e
a formacao de precipitados (IRAVANI, 2011; AHMED et al., 2016; DAKAL et al. 2016).

As formulagdes com corregao de pH foram renomeadas para 1:09pH e 1:19pH
sendo as sinteses monitoradas por analises de UV-vis em intervalos de 30 minutos,
observando a evolugao da banda de plasmon entre 420-450 nm. A amostra 1:19pH
apresentou formacao de banda de plasmon intensa e bem definida ja nos primeiros
30 minutos de reacgao (Figura 13) (POCHAPSKI et al. 2021).

Na formulagdo 1:09pH (Figura 13), foi possivel observar também a formagao
da banda de plasmon entre 420 e 450 nm, sendo a banda perceptivel nos primeiros
30 minutos de reagao, embora com menor intensidade e maior largura em relagao a

a formulagao 1:19pH.

Figura 13 - Espectros de absor¢do no UV-Vis durante a sintese de AgNPs para a

formulacao 1:19pH e 1:09pH em funcao do tempo de sintese.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Essas duas novas formulagoes, 1:09pH e 1:19pH, foram também submetidas
a analises de DLS e os resultados comparados aos das formulagdes 1:09 e 1:19 onde

o pH nao foi alterado (Tabela 6).

Tabela 6- Resultados de tamanho, indice de Polidispersdo e Potencial Zeta das
formulagdes 1:09, 1:19, 1:09pH e 1:19pH.

Formulagoes Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
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1:09 175,70 £ 13 0,3698 + 0,02 -28,66 + 0,58
1:19 186,9 = 5,06 0,31 + 0,06 -27,94 + 0,38
1:09pH 47,71 + 3,887 0,1683 + 0,01 -28,76 + 2,82
1:19pH 51,40 £ 3,062 0,2046 £ 0,02 -28,75+ 1,05

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

E possivel observar que nas formulacdes 1:09 e 1:19 sintetizadas sem ajuste
de pH os tamanhos médios das AgNPs foram muito maiores do 100 nm, com indices
de polidisperséo variando entre 0,28 e 0,39, indicando uma distribuigao relativamente
ampla, mas com particulas relativamente estaveis de acordo com o potencial zeta
(Tabela 6). A sintese das AgNPs em pH 8,00, mostrou uma reducgao significativa no
tamanho médio das nanoparticulas, para as duas formulagdes, com tamanhos médios
foi 47,71 + 3,887 e 51,40 = 3,062, respectivamente para as formulagcdes 1:09pH e
1:19pH. Outro parédmetro que mudou consideravelmente foi o PDI, com valores muito
menores do que os obtidos para as formulagbes sem ajuste de pH (Tabela 6). Os
valores de potencial zeta permaneceram préximos a —-28 mV, sugerindo que a
estabilidade eletrostatica foi mantida mesmo apd6s a modificagao do pH.

Esse comportamento esta de acordo com os resultados descritos por Miranda
et al. (2022), que ao alcalinizarem o extrato de Spinacia oleracea obtiveram uma
reducao consideravel no tamanho médio e no indice de polidispersdao das AgNPs
obtidas. De modo semelhante, a revisdo de Kaabipour e Hemmati (2021) também
destaca que o aumento do pH favorece a formacéo de nanoparticulas menores e mais
bem distribuidas, uma vez que a desprotonagéo de grupos funcionais potencializa a
capacidade redutora e estabilizadora dos compostos fendlicos. Dessa forma, os
resultados obtidos neste trabalho corroboram com a literatura, confirmando que o
controle do pH é um fator determinante na morfologia e estabilidade coloidal de AgNPs
sintetizadas por rotas verdes.

Além das analises por DLS essas 4 formulagdes também foram submetidas a
analises por MEV a fim de observar a morfologia das nanoparticulas obtidas.

As Figuras 14 a 15 apresentam as micrografias correspondentes as
formulagdes 1:09, 1:19, 1:09pH e 1:19pH, respectivamente.

As micrografias eletrbnicas de varredura (MEV) das AgNPs obtidas das
formulagdes 1:09, 1:19, 1:09pH e 1:19pH (todas apds centrifugacéo), revelaram

morfologia predominantemente esférica. Nao foram observadas diferengas
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morfolégicas evidentes entre as amostras com e sem ajuste de pH, indicando que a
variagcdo desse parametro nao promoveu alteragbes detectaveis na forma das

nanoparticulas nas condigbes avaliadas.

Figura 14 - Micrografia obtida por MEV da formulagéo 1:19 (a) e 1:19pH (b).

1 pm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Mag = 2000 KX FEIS - UNESP 1pm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Mag = 2000 KX
| | WD = 11.47 mm Time: 9:25:18 Date: 30 Oct 2025 LaMis l I WD = 11.46 mm ‘Time: 9:19:54 Date: 30 Oct 2025

FEIS - UNESP
LaMIS

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

Figura 15 - Micrografia obtida por MEV da formulagéo 1:09 (a) e 1:09pH (b)

- - ..
FEIS- UNESP | 1um EHT =20.00 kV/ Signal A = SE1 Mag = 20.00 KX FEIS - UNESP
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WD = 11.24 mm Time: 8:44:16 Date: 30 Oct 2025

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

Esses resultados estdo de acordo com os relatados por Kumar e Yadav (2008),
que destacam sobre a influéncia do pH na morfologia e estabilidade das
nanoparticulas obtidas por sintese verde. No presente estudo, observou-se que a
variagao da proporcao entre o precursor metalico e o extrato de A. absinthium, assim
como o pH 8, ndo alterou significativamente a morfologia das particulas, que se

mantiveram predominantemente esféricas e bem distribuidas.
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Na metodologia descrita por Ali et al. (2016), usando o extrato aquoso da A.
absinthium néao foi realizado o controle de pH e as AgNPs foram obtidas em diferentes
tempos de reagdo (maximo 48h). As analises de DLS realizadas pelos autores
revelaram uma ampla faixa de tamanhos hidrodindmicos, aproximadamente de 5 a
200 nm, com diferentes propor¢des metal:extrato e avaliaram de modo geral, que os
tamanhos hidrodinamicos meédios das AgNPs aumentaram com o aumento da
concentracdo do extrato vegetal. Os valores de potencial zeta para as diferentes
propor¢coes metal.extrato avaliadas variaram de -32 a -40 mV e concluiram que a
propor¢cao metal:extrato ndo afeta esse parametro de forma consideravel.

Em outro trabalho também usando o extrato da A. absinthium, Balciunaitiene et
al., (2021), os autores nao ajustaram o pH do extrato, e a sintese foi conduzida a
temperatura ambiente por 24 horas, utilizando uma unica proporgcdo metal:extrato de
1:6, com AgNOs na concentragdo de 0,35 mM. As AgNPs foram obtidas com
tamanhos variando de 20 a 120 nm com tamanho médio de 42 nm, porém os autores
nao descrevem analises de DLS e de potencial zeta o que dificulta a comparagdo com
os resultados apresentados neste estudo que indicariam a estabilidade da particula.

Outra analise importante foi realizada por NTA, onde as formulacdes 1:09pH e
1:19pH sem centrifugagao e com centrifugacao 1:09pHc e 1:19pHc foram comparadas
em relagdo ao tamanho e a concentracédo de particulas. Essa comparacgao foi feita,
pois para os ensaios bioldgicos foram realizados com as formulagdes submetidas a
centrifugacdo e lavagem para remog¢ao de excesso de extrato vegetal e nitrato
residual.

A Figura 16 apresenta a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas e a
concentracdo de particulas por mL obtidas para cada formulagdo. Nesse tipo de
grafico, o valor apresentado no eixo Y ndo corresponde a concentragcédo total da
amostra, mas sim a concentragao de particulas presente em cada faixa especifica de
tamanho. Assim, cada ponto da curva representa quantas particulas existem em
determinado didmetro e a concentragao total de particulas/mL corresponde a soma
de todas as concentragdes ao longo da distribuigao.

A comparagao entre as amostras permitiu avaliar a eficiéncia no processo de
centrifugagcéo em relagdo ao tamanho e na quantidade de particulas detectadas pela
analise de NTA.
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Figura 16 - Distribuicdo de tamanho hidrodinamico equivalente e concentragdo de
particulas determinada por NTA para as amostras 1:09pH, 1:19pH e suas respectivas

formas centrifugadas (1:09pHc e 1:19pHc).
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Fonte: Elaborada pela autora (2026)

Os parametros obtidos por NTA para as amostras analisadas estédo

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Pardmetros de tamanho e concentragcdo obtidos por NTA para as
formulagdes 1:09pH e 1:19pH, 1:09pHc e 1:19pHc
Amostra dn Moda Do Dso Do Particulas/mL Span
1:09pH 66 +4 37,5 30 51 98 3,27 x10"°+£1,87 x10° 1,34
1:09 pHc 92+5 47,5 34 66 165 1,33 x10'° + 2,57x10° 2
1:19pH 53+3 37,5 26 42 80 1,12x 10" £9,21 x 10° 1,28
1:19pHc 110+ 31 47,5 30 63 172 8,85 x 10% 1,70 x 10° 2,24

*Valores de dh (didmetro hidrodinamico), moda, D10, D50 e D90 sdo dados em nm

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

A analise por NTA revelou diferencas importantes entre as formulagées quanto
ao tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas. De modo geral, observa-se que as
formulagdes sem centrifugacdo apresentaram menores diametros hidrodinamicos
médios quando comparadas as formulagdes centrifugadas. A formulacdao 1:19pH
apresentou o menor tamanho médio (53 + 3 nm), enquanto para a formulagao 1:19pHc
o valor aumentou para 110 £ 31 nm. Para a formulagdo 1:09pH, o didmetro médio

aumentou de 66 £ 4 nm para 92 £ 5 nm apéds a centrifugacao (1:09pHc). Esse aumento

400
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sugere possivel agregacao ou selecdo de particulas maiores apds o0 processo de
centrifugagao.

As amostras centrifugadas foram novamente submetidas as analises por DLS
a fim de comparar o efeito da centrifugagdo sobre parametros como potencial Zeta e
PDI (Tabela 8).

Tabela 8- Resultados de tamanho, indice de Polidispersdo e Potencial Zeta das

formulagdes 1:09pHc e 1:19pHc.

Formulagées Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
1:09pHc 164,2 + 12,52 0,3843 £ 0,005 -30,09 + 0,1698
1:19pHc 190,7 + 4,987 0,435+ 0,016 -33,36 + 0,60

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

Os resultados obtidos por NTA apresentaram diferengas em relagdo aos
valores determinados por DLS, o que é esperado devido as particularidades de cada
técnica. O DLS fornece o didmetro hidrodinamico médio baseado na intensidade da
luz espalhada pelas particulas, sendo altamente sensivel a presenga de agregados,
uma vez que particulas maiores contribuem de forma desproporcional para o sinal
obtido. Dessa forma, mesmo pequenas quantidades de agregados podem resultar em
aumento significativo do tamanho médio determinado por DLS. Por outro lado, o NTA
baseia-se no rastreamento individual das particulas, permitindo obter a distribuicdo de
tamanho e a concentragao de forma mais representativa em sistemas polidispersos,
uma vez que analisa particula por particula (FILIPE et al., 2010; MOURDIKOUDIS et
al., 2018).

De modo geral, o DLS é amplamente empregado devido a rapidez da analise e
boa reprodutibilidade para sistemas monodispersos, enquanto o NTA apresenta maior
capacidade de distinguir populagdes de particulas com diferentes tamanhos, sendo
particularmente util em sistemas heterogéneos, como aqueles obtidos por sintese
verde. Assim, a combinagdao das duas técnicas fornece uma caracterizagdo mais
completa do sistema coloidal, permitindo avaliar tanto a média global do tamanho
hidrodindmico quanto a distribuicdo real das particulas presentes na suspensao
(BHATTACHARJEE, 2016; MOURDIKOUDIS et al., 2018).

Nesse contexto, diferengas observadas entre os valores obtidos por DLS e NTA

sdo comuns e refletem as diferengas metodoldgicas entre as técnicas, ndo sendo
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indicativas de inconsisténcia experimental. Enquanto o DLS tende a superestimar o
tamanho médio devido ao peso da intensidade de espalhamento, o NTA fornece uma
estimativa mais realista da distribuicdo de tamanho em sistemas polidispersos.

Em relagao a distribuicdo de tamanho através da analise por NTA, os valores
de D10, D50 e D90 indicam que as formulagdes sem centrifugacéo (1:09pH e 1:19pH)
apresentam distribuicdes mais estreitas. A formulagcao 1:19pH apresentou menores
valores de D50 (42 nm) e D90 (80 nm), evidenciando populagédo de particulas mais
uniforme. Em contraste, as formulagdes centrifugadas apresentaram distribuicbes
mais amplas, com destaque para 1:19pHc, que apresentou D90 de 172 nm, indicando
maior heterogeneidade apds o processo de purificacdo. Esse comportamento esta de
acordo com os resultados obtidos por DLS, que também evidenciaram aumento do
tamanho médio e do indice de polidispersidade apds a centrifugagdo, sugerindo
possivel agregacao ou selegéo de particulas maiores durante o processo de lavagem.

Os valores de Span reforcam essa tendéncia, uma vez que as formulagcdes nao
centrifugadas apresentaram menor polidispersidade, especialmente 1:19pH (Span =
1,28), enquanto as formulagdes centrifugadas apresentaram aumento da dispersao
de tamanhos, com 1:19pHc apresentando o maior valor (Span = 2,24). Esse
comportamento indica que o processo de centrifugacdo pode modificar a distribuicao
original das particulas, seja pela remocao seletiva de fragdes menores, seja por
alteracdes nas interacdes interparticulares durante a etapa de purificacao.

A analise por NTA revelou uma concentracao da ordem de 10° particulas/mL,
para as formulagcdes de AgNPs centrifugadas e da ordem de 10" a 10" particulas/mL
para as formulagdes nao centrifugadas. A aquisicdo dos dados foi realizada com
aproximadamente 65 particulas por frame, valor que se encontra dentro da faixa
recomendada pela literatura (20-100 particulas/frame), considerada ideal para o
rastreamento individual das particulas e para a obtencdo de resultados confiaveis.
Nessa condigdo, evita-se o fenbmeno de “particle crowding”, que pode ocorrer em
amostras excessivamente concentradas e comprometer a acuracia da contagem, bem
como limitacbes associadas a amostras muito diluidas, que reduzem a robustez
estatistica dos dados (GRIFFITHS et al., 2020). A diminuicdo da concentragdo do
numero de particulas apos etapas de purificagdo € frequentemente observada em
sistemas coloidais, uma vez que particulas menores ou fracamente estabilizadas
podem permanecer no sobrenadante descartado ou nao redispersar completamente
apos a centrifugacao (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009; DOMINGOS et al., 2009).
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Em relagao ao processo de centrifugacao, as particulas maiores e agregados
tendem a sedimentar mais facilmente, enquanto particulas menores permanecem
dispersas. Assim, perdas das fragdes mais finas durante a coleta do sobrenadante ou
uma redispersado ineficiente apds a centrifugagcdo podem resultar em um sistema
enriquecido em particulas maiores (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009;). A combinagéo
desses processos pode resultar nas alteragdes da distribuicdo de tamanho detectadas
a partir das analises realizadas por NTA e DLS (DOMINGOS et al., 2009; ZIELINSKA
et al., 2020).

Apesar do aumento do diametro hidrodindmico médio apos a centrifugacgao, as
particulas apresentaram valores de potencial zeta mais negativos, indicando
manutencao da estabilidade coloidal. Para a formulagao 1:19pHc foi obtido potencial
zeta de —33,36 + 0,6 mV e para a formulacdo 1:09pHc de —30,09 + 0,6 mV. Valores
de potencial zeta com magnitude superior a 30 mV, em mddulo, sdo geralmente
associados a sistemas coloidais estaveis devido ao aumento da repulsao eletrostatica
entre as particulas (BHATTACHARJEE, 2016).

Esse aumento da magnitude do potencial zeta pode estar relacionado a
remogao de impurezas e metabdlitos livres do extrato vegetal durante a etapa de
lavagem, resultando em superficie de particula mais definida e com maior densidade
de carga (IRAVANI, 2011; AHMED et al., 2016).

Entretanto, embora os dados de NTA e DLS indiqguem aumento do tamanho
médio e da polidispersidade apds a centrifugagdo, os valores mais negativos de
potencial zeta indicam que o processo de centrifugagédo pode promover alteragdes na
distribuicdo de tamanho, mas também alterou a quimica de superficie das
nanoparticulas, influenciando de maneira distinta os parametros fisico-quimicos do
sistema.

As analises por EDX confirmaram a presenca de prata nas duas formulacdes
avaliadas, evidenciada pelo pico caracteristico de 3 keV, tipico de prata metalica. A
composicao elementar indicou teores de prata de 7,3% (Figura 17) e 7,75% (Figura
18), respectivamente, para as formulag¢des 1:19pHc e 1:09pHc. Entretanto, a elevada
porcentagem de silicio detectada esta associada ao substrato utilizado na analise, o
que influencia diretamente os valores obtidos. Como o EDX fornece dados de
composicao relativa com base em todos os elementos presentes na regido analisada,
a predominancia de Si (~70%) resulta na diluicdo da fragao percentual de prata. Dessa

forma, os valores obtidos nao representam a composicao real das nanoparticulas,
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mas sim a contribuigdo conjunta do material de suporte e dos demais componentes
do sistema. (GOLDSTEIN et al., 2018, KEERTHIRATHNA et al., 2025).

Comparando as duas formulagdes avaliadas neste trabalho, a porcentagem de
Ag apresentou valores muito proximos, onde as pequenas diferengas na porcentagem
de Ag obtidas pelas analises de EDX s&o comuns em sintese verde, pois a técnica
analisa regides pontuais da amostra e pode sofrer influéncia da heterogeneidade da
deposicao das particulas sobre o suporte (MUSTAPHA et al., 2022).

Outras diferencas foram verificadas nos teores de carbono e oxigénio. A
formulacdo 1:09pHc apresentou maior porcentagem de C (23,13%) e O (3,35%) em
comparagao a formulagéo 1:19pHc (21,39% de C e 1,14% de O). Esse resultado
indica, a principio, maior quantidade relativa de biomoléculas provenientes do extrato
vegetal adsorvidas na superficie das nanoparticulas na condigdo 1:09pHc (AHMED et
al., 2016; MUSTAPHA et al., 2022). A maior contribuicdo relativa de compostos
organicos na formulacado 1:09pHc pode estar relacionada a maior disponibilidade de
biomoléculas capazes de interagir com a superficie das nanoparticulas, promovendo
estabilizagao coloidal, visto que nessa proporgcao o extrato esta em maior proporcao
do que na outra (IRAVANI, 2011; AHMED et al., 2016).

Assim, a presenga consistente de Ag nas duas formulagdes confirma a
formacao de nanoparticulas de prata. A composig¢ao elementar obtida esta de acordo
com o perfil normalmente descrito para AgNPs sintetizadas por rota verde, nas quais
o espectro EDX reflete simultaneamente a presenca do metal e dos compostos
organicos responsaveis pela estabilizacdo coloidal (IRAVANI, 2011; MUSTAPHA et
al., 2022). A técnica de EDX apresenta carater semi-quantitativo, fornecendo a
composicao elementar relativa da amostra, calculada a partir da contribuicio de todos
os elementos detectados no volume de interacdo do feixe de elétrons. Assim, os
valores obtidos ndo representam a composicédo real isolada de um componente
especifico, sendo fortemente influenciados pela presencga de outros elementos, como
o material de suporte e espécies adsorvidas. Desta forma, a comparagcdo da
porcentagem de prata obtida neste estudo com demais estudos da literatura fica
comprometida. Em alguns estudos a proporgdo de Ag chega a valores de 20 a 30%,
porem ao comparar o EDX o pico da prata metalica em 3,0eV é o majoritario sem a
alta interferéncia do suporte (ALl et al, 2022).
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Figura 17 - Espectro de EDX e composi¢ao elementar das AgNPs da formulagéo
1:19pHc
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Fonte: Elaborada pela autora (2026)

Figura 18 - Espectro de EDX e composicdo elementar das AgNPs da formulagao
1:09pHc
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Fonte: Elaborada pela autora (2026)

A determinagéo quantitativa da eficiéncia de conversao de Ag™ em Ag° pode
ser realizada por técnicas analiticas mais precisas, como ICP-OES, ICP-MS ou
espectrometria de absorcdao atdmica (AAS), mas no presente estudo nado foram

realizadas devido as limitacdes instrumentais. No entanto, a formacido das
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nanoparticulas foi confirmada por meio de técnicas complementares, como UV-Vis,
DLS/NTA, potencial zeta e EDX, que, em conjunto, fornecem evidéncias consistentes
da reducao dos ions prata e da formagao de um sistema coloidal estavel.

Além disso, o objetivo principal deste estudo nao foi a quantificagdo absoluta
da conversdo de prata, mas a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e da
atividade biolégica das nanoparticulas sintetizadas. Dessa forma, as analises
realizadas foram consideradas adequadas para sustentar as conclusbées propostas,

sobre a sintese verde realizada e as caracteristicas das AgNPs obtidas.

5.3. Estabilidade das nanoparticulas de prata

A estabilidade coloidal das nanoparticulas € um parametro importante para
avaliar a eficiéncia da sintese verde, pois esta relacionada a capacidade dos
metabdlitos presentes no extrato vegetal de atuar como agentes estabilizantes,
reduzindo a tendéncia de agregacgao das particulas ao longo do tempo. A manutengao
da estabilidade é um fator relevante para aplicagbes biolégicas, uma vez que
alteracbes no tamanho e na distribuicdo das particulas podem influenciar suas
propriedades fisico-quimicas e sua interagdo com sistemas bioldgicos.

Com o objetivo de avaliar a estabilidade das formulagdes obtidas, a distribuigao
de tamanho e a concentragao de particulas foram monitoradas por meio da técnica de
Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) ao longo do periodo de
armazenamento. Os resultados obtidos para as formulagdes 1:09pH e 1:19pH (sem

centrifugacéo) sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Distribuicdo de tamanho e concentracdo de particulas por NTA das

formulagdes de AgNPs armazenadas por até 75 dias.

Amostra Tempo dn Moda Dio Dso Dgo Particulas/mL Span
(Dias)

1:09pH 15 816 625 30 66 143 3,61x10°+1,73x10° 1,71

45 742 575 37 63 115 246x10"0+4,43x108 1,25

75 835+ 575 36 65 132 1,48x10"0+574x10° 1,48

1:19pH 15 462 325 25 39 65  1,92x10°+1,01x10° 1,71

45  48+2 375 25 39 65  1,59x10" +1,10x10" 1,02

75 471 375 27 40 67  1,31x10"£7,52x10° 1,01
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*Valores de dh (diametro hidrodinamico), moda, D10, D50 e D90 sdo dados em nm

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

A distribuicdo de tamanho permaneceu na escala nanométrica durante todo o
periodo de armazenamento, indicando estabilidade adequada das formulagdes. Para
a amostra 1:09pH, os valores de D50 variaram de 66 nm no tempo inicial para 63 nm
apo6s 45 dias e 65 nm apods o periodo final de armazenamento, demonstrando pequena
variagdo no tamanho médio das particulas. A amostra 1:19pH apresentou elevada
estabilidade, com valores de D50 praticamente constantes (39—40 nm) e distribuicao
de tamanho estreita, conforme indicado pelos baixos valores de span (~1,0). Esses
resultados indicam que os metabdlitos presentes no extrato de Artemisia absinthium
atuam como agentes estabilizantes eficientes, contribuindo para a manutencdo da
estabilidade coloidal das AgNPs ao longo do tempo e reduzindo a ocorréncia de
agregacao significativa.

A estabilidade apresentada indica que as formulagdes possuem potencial para
aplicacdo em ensaios bioldgicos, uma vez que a manutengdo das caracteristicas
fisico-quimicas ao longo do tempo contribui para maior confiabilidade e

reprodutibilidade dos resultados experimentais.

5.4. Ensaios de atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados com as formulacoes
1:09pHc e 1:19pHc, utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo. Como método
complementar para confirmagao da viabilidade bacteriana, empregou-se o ensaio com
MTT. Nesse teste, o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio)
atua como indicador do metabolismo celular, sendo reduzido por enzimas
desidrogenases presentes em células viaveis, com participagdo de cofatores
redutores como NADH e NADPH. Essa redugao converte o MTT de sua forma original
amarelada em formazana insoluvel de coloragao roxa/violacea. Assim, quanto mais
intensa a coloragao roxa no pog¢o da placa de cultura, maior € a atividade metabdlica
e, consequentemente, a viabilidade bacteriana; por outro lado, a diminuicdo ou
auséncia dessa coloracao indica inibicao do crescimento microbiano (GRELA et al.,
2018).

Nesses ensaios, as AgNPs das formulagdes previamente descritas foram

avaliadas quanto a atividade antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus
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aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli). A figura 19 mostra uma das placas
utilizadas para os ensaios biolégicos onde os pogos com cor roxa indicam alta
viabilidade das bactérias enquanto a cor clara indica auséncia de atividade bacteriana.

Os resultados dos ensaios para as solugcbes avaliadas contra as cepas
bacterianas foram expressos como porcentagem de viabilidade bacteriana em fungéo
da concentragao, comparando-se a viabilidade do controle negativo. Portanto quanto
maior a viabilidade bacteriana menor o efeito da solugao testada. Esses resultados
podem ser utilizados para determinagao da concentragéo inibitoria minima (CIM) que
€ considerada como a menor concentragdo capaz de inibir completamente o
crescimento bacteriano visivel, sendo caracterizada pela auséncia de atividade
metabdlica detectavel no ensaio de MTT (VEIGA et al., 2029).

Figura 19 - Foto de placa de cultura usada no ensaio antimicrobiano. Cor violeta
(controle negativo) indica atividade bacteriana e amarelo claro (controle positivo)

auséncia de atividade bacteriana.

Fonte: Elaborada pela autora (2026)

A figura 20 mostra os resultados dos ensaios de viabilidade (%) da bactéria S.
aureus em fungdo das concentragbes das duas formulagdes de AgNPs, nitrato de
prata e extrato. Para o controle positivo gentamicina n&o houve crescimento

bacteriano nas concentragdes avaliadas.
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A formulagéo 1:09pHc promoveu redugéo de 82% da viabilidade bacteriana na
concentracdo de 33 pg/mL, conforme observado pela alteragdo de coloragédo no
ensaio de MTT. Entretanto, ndo foi observada inibicdo completa da atividade
metabdlica bacteriana, ndo sendo possivel determinar a concentragédo inibitéria
minima (CIM). Esses resultados indicam um efeito antimicrobiano parcial,
possivelmente dependente da concentragcdo. Vale ressaltar que em termos de
concentracdo, as concentracdes utilizadas neste estudo sdo realmente muito
pequenas considerando outros artigos sobre atividade antimicrobiana de AgNPs (RAI,
YADAV; GADE, 2009; DURAN et al., 2007).

A formulagédo 1:19pHc apresentou comportamento semelhante, com redugao
de 53% da viabilidade bacteriana na concentragao de 38 pug/mL, porém com menor
eficacia em comparacdo a formulacdo 1:09pHc. Assim como observado

anteriormente, n&o houve inibicéo total da atividade metabdlica bacteriana (Figura 20).

Figura 20 - Porcentagem de viabilidade de S. aureus em fungdo das concentracdes

de AgNPs, nitrato de prata e extrato, determinada por ensaio de MTT
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Fonte: Elaborada pela autora (2026)
Contra E. coli, observou-se maior atividade antimicrobiana das AgNPs, uma

vez que ambas as formulagées promoveram auséncia de crescimento bacteriano na

maior concentragdo avaliada. Entretanto, nas menores concentragdes foi observada
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manutencao da atividade metabdlica celular, indicando auséncia de efeito inibitério
significativo nessas condi¢gdes. Dessa forma, a CIM foi determinada como 33 ug/mL
(50 pL) para a formulagao 1:09pHc e 38 pg/mL (50 L) para a formulagao 1:19pHc
(Figura 21).

O nitrato de prata apresentou concentracao inibitéria minima (CIM) em 21,23
Mg/mL (25 uL) frente a cepa de S. aureus (Figura 20) e de 10,62 ug/mL (12,5 pL) frente
a E. coli (Figura 21).

As AgNPs utilizadas neste estudo foram previamente submetidas a etapas de
centrifugacéo e lavagem, visando a remogao de ions prata livres e residuos do
precursor. Dessa forma, embora ndo se possa descartar completamente a presenca
de tragos residuais de Ag*, esses procedimentos reduzem significativamente essa
possibilidade, indicando que a atividade antimicrobiana observada esta
majoritariamente associada as propriedades intrinsecas das nanoparticulas. Nesse
contexto, as AgNPs podem atuar tanto pela liberagdo gradual de ions prata quanto
por mecanismos adicionais, como interagao direta com a superficie bacteriana e
indugéo de estresse oxidativo.

Quanto ao extrato ndo houve reducao da atividade microbiana frente as duas
cepas testadas (Figuras 21 e 22) em nenhuma concentragao avaliada. Estudos com
extratos aquosos de A. absinthium indicam que essa forma de extragdo (agua) pode
apresentar atividade antimicrobiana, embora geralmente menos pronunciada quando
comparada a extratos organicos, devido a menor extragdo de compostos bioativos
hidrofobicos. Além disso, os efeitos antimicrobianos do extrato aquoso tendem a ser
observados apenas em concentracbes mais elevadas, superiores as utilizadas no
presente estudo, o que pode justificar a auséncia de atividade nas condigdes
avaliadas (FIAMENGOS et al., 2011; KARABEGOVIC et al., 2011).

Figura 21 - Porcentagem de viabilidade de E.coli em fungédo das concentracdes de

AgNPs, nitrato de prata e extrato, determinada por ensaio de MTT
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Fonte: Elaborada pela autora (2026)

Esses resultados estdo em concordancia com a literatura (EKER et al., 2025;
VANLALVENI et al., 2021)), que descreve elevada atividade antimicrobiana de AgNPs
obtidas por sintese verde a partir de diferentes extratos vegetais, frequentemente
superior a dos extratos isolados. Tal efeito é atribuido a elevada area superficial das
nanoparticulas e a possivel presenca de compostos fitoquimicos adsorvidos em sua
superficie, que podem contribuir para a estabilidade e potencializar a atividade
biologica, sendo a eficacia observada dependente da concentracdo e das
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas.

Adicionalmente, a comparacao dos resultados obtidos com dados da literatura
é dificultada por limitagbes metodoldgicas frequentemente observadas em estudos
envolvendo AgNPs. Em muitos trabalhos, n&o ha descricdo clara das etapas de
purificacdo das nanoparticulas, como processos de centrifugagao e lavagem, o que
impossibilita avaliar a contribuicdo de ions prata livres (Ag*) residuais na atividade
antimicrobiana observada. Além disso, raramente sdo realizados ensaios
comparativos utilizando o nitrato de prata nas mesmas concentragdes empregadas na
sintese, o que compromete a distingdo entre os efeitos atribuidos as nanoparticulas e
aqueles decorrentes exclusivamente dos ions prata. Outro fator limitante refere-se a
padronizagdo da dose, uma vez que a determinagdo precisa da massa de AgNPs

utilizada nos ensaios nem sempre é reportada ou realizada de forma adequada. Essa
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limitagao é particularmente relevante em estudos baseados em métodos de difusao
em agar (halo de inibicdo), nos quais a difusdo da amostra no meio pode influenciar
significativamente os resultados, dificultando comparagdes diretas com ensaios
quantitativos, como a microdiluigdo em caldo.

Entretanto, em um estudo realizado por Alahmad et al. (2022), os dados
puderam ser comparados. Os autores obtiveram AgNPs a partir do extrato de
Hypericum perforatum L., com tamanhos médios variando entre 20 e 40 nm e potencial
zeta de -19 mV, as quais apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas de S.
aureus, mas nao contra E. coli. Os autores reportaram CIM de 12,5 ug/mL frente a S.
aureus. Em contraste, no presente estudo, as AgNPs obtidas a partir de A. absinthium
apresentaram maiores valores de tamanho médios, potencial zeta mais negativo e
apresentaram maior atividade contra E. coli. Embora os autores tenham utilizado a
técnica de NTA para a caracterizagdo das nanoparticulas, ndo foi reportada a
concentragédo de particulas (particulas/mL) da formulagdo empregada nos ensaios
antimicrobianos, o que limita a comparagdo direta em relacdo ao numero de
particulas. A atividade das AgNPs pode variar significativamente, uma vez que,
embora sejam compostas por prata, as diferengas nos extratos vegetais empregados
na sintese influenciam diretamente suas propriedades tanto fisico-quimicas quanto
biolégicas (ALAHMAD et al. 2022).

Os resultados deste estudo demonstraram que a sintese verde de AgNPs
utilizando o extrato aquoso das folhas da A. absinthium é uma abordagem eficiente
para a obtencdo de sistemas com atividade antimicrobiana. O controle do pH mostrou-
se um fator determinante no processo sintético, favorecendo a formagao de
nanoparticulas mais estaveis e com menor tamanho médio, evidenciando a influéncia
das condig¢bes reacionais nas propriedades finais das AgNPs. Entretanto, o processo
de lavagem e centrifugacdo aumentou o tamanho das particulas, seja por agregagao
ou lavagem seletiva, o que pode também ter interferido nos resultados da avaliagao

antimicrobiana.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, AgNPs foram sintetizadas por meio de sintese verde utilizando
extrato aquoso de A. absinthium, avaliando-se diferentes propor¢des metal:extrato. As
nanoparticulas obtidas foram monitoradas por espectroscopia UV-Vis e inicialmente
caracterizadas por DLS, sendo que, dentre as formulagbes avaliadas, as proporgoes
1:09 e 1:19 foram selecionadas para a etapa de otimizagao. O controle do pH durante
a sintese mostrou-se um fator determinante, resultando em nanoparticulas com
melhores caracteristicas morfoldgicas e maior estabilidade coloidal.

Os tamanhos médios das particulas variaram entre 50 e 60 nm; no entanto, o
processo de centrifugacao e lavagem, realizado para remocéao de residuos de nitrato
e do extrato vegetal, levou a obtengdo de particulas com maiores dimensodes
aparentes (~100 nm), possivelmente devido a agregacao ou a selegao de particulas
maiores durante essas etapas. Como consequéncia, observou-se aumento no indice
de polidispersidade (PDI) e nos valores de potencial zeta (mais negativo), indicando
alteragdes na estabilidade e na distribuicdo de tamanho do sistema.

Essas formulagdes de AgNPs centrifugadas foram avaliadas quanto a atividade
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados
demonstraram que as nanoparticulas apresentaram atividade significativa apenas
contra E. coli, com valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) em torno de 33-
38 pg/mL. Para S. aureus, embora tenha sido observada redugao da viabilidade
bacteriana, n&o foi possivel determinar a CIM nas condi¢bes avaliadas para nenhuma
das formulagées. O aumento no tamanho médio das particulas de (~50 para ~100)
pode ter influenciado negativamente a atividade biolégica observada, uma vez que
nanoparticulas menores tendem a apresentar maior area superficial e,
consequentemente, maior interagdo com células bacterianas

Dessa forma, conclui-se que a sintese verde utilizando A. absinthium € uma
abordagem eficaz para a obtengdo de AgNPs com potencial antimicrobiano, sendo a
atividade dependente tanto das condi¢cdes de sintese quanto das caracteristicas das
nanoparticulas formadas. Além disso, os resultados evidenciam a importancia das
etapas de pds-processamento na modulagdo das propriedades fisico-quimicas e
biolégicas dessas nanoestruturas. Considerando a atividade observada,
especialmente frente a E. coli, essas nanoparticulas apresentam potencial aplicagao

em materiais com propriedades antimicrobianas, como revestimentos, tintas, rejuntes
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e superficies para ambientes suscetiveis a contaminagao microbiana, contribuindo

para o desenvolvimento de tecnologias voltadas ao controle de microrganismos.
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