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RESUMO

O bioma Cerrado, conhecido por sua vasta diversidade bioldgica, fauna e flora, ainda é pouco
explorado e revela-se como uma fonte promissora de plantas que podem servir como agentes
biorredutores durante processos de sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs). A espécie
Caryocar brasiliense (pequi) destaca-se no cenario gastrondmico e apresenta importantes
propriedades farmacologicas. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil
fitoquimico e atividades bioldgicas de extratos obtidos das folhas e flores do pequi e sua
aplicacdo na sintese de nanoparticulas de prata e formulacdo de biomateriais. Foram
preparados extratos das flores (EFl) e extratos das folhas (E¢Fo) por maceragdo em etanol.
Testes de triagem fitoquimica e toxicidade frente a Artemia salina dos extratos foram
avaliados. Nanoparticulas de prata foram sintetizadas a partir de extratos EqFl e EgFo e
avaliada sua incorporacdo em filmes de amido extraido da casca da batata. Os resultados
revelam a presenca de compostos como saponinas espumidicas, alcaldides, acUcares
redutores, fenodis e taninos, flavonoides, esterdides e triterpendides. Na avaliacdo da
toxicidade, 0 EqFo apresentou maior toxicidade (CLso = 154,8 pug.mL™) em relacdo ao EqFl
(CLso = 538,9 pg.mL™). Foi possivel a sintese de nanoparticulas a partir do EeFl e EFo,
evidenciada pela mudanca na coloracdo das solucfes e monitoramento utilizando UV-visivel
durante o tempo de sintese com aparecimento de banda na regido de 200 nm a 500 nm. Os
biofilmes de amido de batata com incorporacdo das nanoparticulas apresentaram boas
propriedades ao rasgo e melhoria nas propriedades de intumescimento em agua por 2 horas,
quando comparados aos biofilmes sem adicdo de AgNPs. O trabalho apresentou resultados
que destacam o potencial da espécie como fonte de compostos bioativos e seu papel na
biodiversidade do cerrado brasileiro, bem como possibilidades de formulagtes de
biomateriais.

Palavras-chave: pequizeiro; toxicidade; sintese verde; biomateriais.



ABSTRACT

The Cerrado biome, known for its vast biological diversity, fauna and flora, is still little
explored and is proving to be a promising source of plants that can serve as bioreductive
agents during silver nanoparticles (AgNPs) synthesis processes. The species Caryocar
brasiliense (pequi) stands out in the gastronomic scene and has important pharmacological
properties. Thus, the present study aimed to evaluate the phytochemical profile and biological
activities of extracts obtained from pequi leaves and flowers and their application in the
synthesis of silver nanoparticles and formulation of biomaterials. Flower extracts (EetFl) and
leaf extracts (EetFo) were prepared by maceration in ethanol. Phytochemical screening tests
and toxicity against Artemia salina of the extracts were evaluated. Silver nanoparticles were
synthesized from EetFl and EetFo extracts and their incorporation into starch films extracted
from potato peels was evaluated. The results reveal the presence of compounds such as foamy
saponins, alkaloids, reducing sugars, phenols and tannins, flavonoids, steroids and
triterpenoids. In the toxicity assessment, EetFo showed greater toxicity (LC50 = 154,8
pg.mL-1) compared to EetFl (LC50 = 538,9 pg.mL-1). It was possible to synthesize
nanoparticles from EetFl and EetFo, evidenced by the change in color of the solutions and
monitoring using UV-visible during the synthesis time with the appearance of a band in the
region of 200 nm to 500 nm. Potato starch biofilms with incorporation of nanoparticles
showed good tearing properties and improved swelling properties in water for 2 hours, when
compared to biofilms without addition of AgNPs. The work presented results that highlight
the potential of the species as a source of bioactive compounds and its role in the biodiversity
of the Brazilian cerrado, as well as possibilities for biomaterial formulations.

Keywords: pequi tree; toxicity; green synthesis; biomaterials.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um pais rico em biodiversidade, fauna e flora e é dividido em seis
principais biomas, dentre eles o Cerrado. Esse bioma é predominantemente composto por uma
rica diversidade de espécies frutiferas, sendo os frutos notavelmente destacados por suas
caracteristicas morfologicas, como cor, estrutura e formagdo (Queiroz; Rapini; Giulieti,
2006). Dentro da variedade de espécies presentes neste bioma, é pertinente mencionar a
espécie popularmente reconhecida como pequizeiro, sendo categorizada tanto como do género
frutifera, quanto como oleaginosa, tornando-se tal classificacdo atribuida com base em suas
caracteristicas e utilizacdo (Oliveira et al., 2008).

O pequizeiro, cujo fruto conhecido popularmente como Pequi, Piqui ou Piquia,
apresenta caracteristicas marcantes, cheiro inconfundivel e sabor exotico, que em virtude
dessas particularidades, alguns o designam como a arvore emblematica do cerrado, tendo o
nome cientifico como Caryocar brasiliense e pertencente a familia Caryocaraceae (Oliveira et
al., 2008). Além de ser extensivamente explorada pelo extrativismo, essa planta € amplamente
distribuida pelo Brasil, especialmente nos Estados de Goias, Maranhdo, Bahia, Piaui, Mato
Grosso, Tocantins e Minas Gerais, sendo protegida por lei em alguns deles. No cerrado, é
possivel identificar diferentes espécies, como Caryocar brasiliense Camb., C. coriaceum
Wittm. e C. cuneatum Wittm (Silva; Lima; Cavalli, 2019).

A composicdo fitoquimica da planta exibe uma riqueza em nutrientes e
substancias bioativas de relevancia para abordagem terapéutica de doencas. Esses compostos
obtidos a partir das folhas, por exemplo, apresentam um valor medicinal consideravel,
destacando-se especialmente no ambito do tratamento do cancer, regulagdo do fluxo
menstrual, doencas hepaticas e respiratérias (Oliveira; Scariot, 2010). Segundo Oliveira e
Scariot (2010), alguns moradores das regibes onde ha a presenca da espécie, utilizam suas
propriedades em tratamentos de bronquite, resfriados e gripes, sendo que o extrato das folhas
manifesta eficacia comprovada contra micoses e moluscos.

O pequi é amplamente empregado na gastronomia, desempenhando um papel
significativo como ingrediente principal em uma variedade de pratos tipicos e tradicionais.
Além de conferir sabores distintos e auténticos as preparaces culinarias, este fruto é
considerado uma fonte rica em proteinas, sais minerais e vitaminas essenciais para a nutrigdo
(Almeida; Silva, 1994; Oliveira et al., 2008). Algumas empresas incluem o pequi na producéo
de cosméticos, como hidratantes, xampus, condicionadores e sabonetes (Marques, 2001). Esse

aproveitamento da espécie destaca ndo apenas sua importancia na culinaria regional, mas
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também seu papel relevante na industria de cuidados pessoais, evidenciando sua versatilidade
e valor em diversas situagoes (Oliveira; Scariot, 2010).

Segundo Gracas (2015), o ecossistema do Cerrado representa uma valiosa e pouco
explorada fonte de plantas nativas que podem ser empregadas como agentes redutores
biologicos em processos de sintese de nanoparticulas de prata e em farmacos. No cenario
atual, o campo da medicina encontra-se diante de desafios concernentes a resisténcia
bacteriana contra 0s antibidticos tradicionais utilizados para a salde, destacando a
necessidade de explorar fontes alternativas e sustentaveis para otimizar suas propriedades.
Uma forma viével é a sintese verde, que além de preservar o meio ambiente, € um uso seguro
dos recursos naturais. Estudos apontam que as AgNPs emergem como uma alternativa
promissora devido a sua marcada capacidade bactericida (Beyene et al., 2017). A propriedade
antimicrobiana dessas AgNPs torna esses nanomateriais aplicaveis em diversas esferas,
incluindo a medicina, a industria, a pecuaria e outros setores onde é essencial combater a
proliferacdo desenfreada de microrganismos, usufruindo de materiais sustentaveis para a
natureza.

Conforme destacado por Borges (2011), as flores do pequizeiro representam uma
fonte abundante de compostos bioativos, que englobam vitaminas e minerais. Esses
componentes possuem potencial para diversas aplicacbes no campo da salude e da medicina, 0
que destaca sua utilizacdo na sintese verde de nanoparticulas. Podendo ser exploradas no
desenvolvimento de novos tratamentos para condi¢des inflamatdrias, como artrite e asma, e
sua aplicacdo em formulacGes de biomateriais (Marques, 2001). Como a utilizacdo de amido
da casca da batata inglesa, para criacdo de biofilmes com propriedades fisicos-quimica sob
medida, adequadas para uma gama de aplicacdes, desde embalagens de alimentos, até
curativos médicos, reforcando sua aplicabilidade com incorporacdo das AgNPs.

Nos ultimos anos, o pequi tem sido objeto de interesse por parte dos
pesquisadores devido a sua significativa importancia nutricional e terapéutica. O pequizeiro,
do qual se extrai o pequi, € uma fonte rica em proteinas, 6leos e carotenoides, conforme
destacado por Balest (2013). Diante desse contexto, tornou-se essencial buscar informacoes
detalhadas sobre o pequi (Caryocar brasiliense) e seus extratos, com o intuito de evidenciar
as atividades bioldgicas e propor rotas de sintese verde de nanoparticulas de prata. Esse
conhecimento é crucial para orientar novas estratégias de investigagdo uma vez que ha
escassez na literatura cientifica a respeito dessa tematica, bem como para identificar
potenciais farmacos e aplicacGes terapéuticas derivadas dessa planta, contribuindo assim para

0 avango da pesquisa e desenvolvimento na area.
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1. 2 Justificativa

Desde os tempos mais remotos, as plantas tém sido utilizadas na criacdo de
remeédios caseiros para o tratamento de doencas, na fabricacdo de cosméticos e em produtos
farmacéuticos, sendo aplicadas pelos meios de saberes tradicionais caseiros, principalmente
pela imensa variedade de espécies vegetais, que apresentam um grande potencial por suas
propriedades botanicas e medicinais. Assim, observa-se um crescente interesse do campo
cientifico em explorar a flora brasileira na tentativa de buscar potenciais agentes terapéuticos
e biorredutores, direcionados as rotas de sintese verde de nanoparticulas de prata, na aplicacao
de tratamento de doencas e no desenvolvimento de biomateriais, por exemplo, biofilmes
produzidos a partir de amido da casca da batata. O cerrado destaca-se como uma fonte
abundante e inexplorada de géneros vegetais, sendo o pequizeiro uma das notaveis variedades
presentes nesse contexto.

A espécie Caryocar brasiliense Camb., fonte de estudo deste trabalho, é uma
arvore arbdrea nativa do cerrado brasileiro, que apresenta cheiro e gosto Unicos, sendo
conhecida ndo apenas pela apreciacdo na culinaria, mas com um grande potencial em diversos
ramos da industria. O seu 6leo € utilizado no tratamento para dores de garganta, apresentando
atividade antioxidante. Suas folhas e a casca demonstram potencial anti-inflamatério e
antimicrobiana, e a farinha do mesocarpo e epicarpo contém um alto teor de fibras alimentares
em sua composicao. Suas flores possuem uso fitoterapico, utilizados contras hematomas.

O pequi tem importancia cultural e gastrondmica, além disso tem sido objeto de
estudos cientificos devido ao seu potencial nutricional, propriedades botanicas, fitoquimicas e
medicinais, rico em nutrientes, vitaminas A, C e E, e contém minerais como célcio, fosforo e
ferro. Também € uma fonte de &cidos graxos essenciais, como o acido oleico e o &cido
linoleico, esses compostos tém sido associados a beneficios para a saude, incluindo
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e cardioprotetoras (Borges, 2011).

Essa espécie apresenta um grande potencial cientifico, além de outras utilizacGes
no meio culinario, cultural, econdmico, ecoldgico e medicinal. Apos fazer uma investigacao
na literatura cientifica, foi possivel perceber que sdo poucas as informagfes encontradas a
respeito dos estudos sobre a prospeccao fitoquimica, toxicidade e sintese de nanoparticulas de
prata utilizando extratos obtidos a partir da flor e da folha do pequizeiro. Dessa forma,
caracteriza-se como uma possibilidade de pesquisa que busca explorar todas as
potencialidades que esta planta do cerrado apresenta, quanto aos extratos das flores e folhas
que podem ser utilizados na biossintese de nanoparticulas de prata, visando sua aplica¢do no

desenvolvimento de biomateriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Propor rota de sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando extratos da

espécie Caryocar brasiliense visando sua aplicacdo no desenvolvimento de biomateriais.

2.2 Objetivos Especificos
e Realizar triagem fitoquimica dos extratos de folhas e flores do pequi;
e Avaliar propriedade bioldgica como toxicidade frente a Artemia salina;
e Propor uma rota de sintese verde de nanoparticulas obtidas a partir do uso do
extrato das folhas e flores do pequizeiro;
e Incorporar as nanoparticulas de pratas em biofilmes de amido da casca da batata;

e Avaliar propriedades fisico-quimicas dos filmes obtidos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.)

O Brasil pela sua imensid&o territorial abriga uma notavel diversidade de biomas e
ecossistemas que evoluiram ao longo de milhdes de anos, compreendendo seis biomas
terrestres distintos: Amazonia, Pampas, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e Pantanal. O
Cerrado se destaca como o segundo maior bioma brasileiro, cobrindo cerca de 25% do
territério nacional e estendendo-se até paises vizinhos, perdendo apenas para Amazo6nia em
extensdo territorial (Rezende; Caixeta; Queiroz, 2023; Brasil, 2010). A vegetacdo nativa do
Cerrado em diferentes niveis de conservacdo, ainda ocupa aproximadamente 60,42% do
bioma no Brasil, do ponto de vista bioldgico € reconhecido como a savana mais biodiversa do
mundo abrigando 4.400 das 11.000 espécies de plantas nativas em seus diversos ecossistemas
(Brasil, 2010).

Dentre as 4.400 espécies endémicas do Cerrado brasileiro, o pequizeiro é a
espécie mais explorada pelo extrativismo, abrangendo diversas espécies como Caryocar
brasiliense Camb., C. cuneatum Wittm. e C. coriaceum Wittm., abrangendo principalmente as
regibes Centro-Oeste, partes das regides do Norte, Nordeste e Sudeste, distribuindo-se nos
estados do Mato Grosso, Tocantins, Bahia, Distrito Federal, Ceara, Mato Grosso do Sul,
Goias, Maranhdo, Rio de Janeiro, Para, Sdo Paulo e Minas Gerais (Figueiredo; Scariot;
Vasconcellos, 2017; Oliveira et al., 2008; Silva; Lima; Cavalli, 2019).

A espécie Caryocar brasiliense, de nome popular pequizeiro pertencente a familia
Caryocaraceae, € considerada simbolo do Cerrado devido as suas varias formas de uso
como fitoterapico, na producdo de mel, de Oleo, taninagem, ornamentacdo, alimenticio,
tanifero, com caracteristicas botanicas distintas, conferindo uma identidade Unica nesse
ecossistema diversificado (Margues, 2001). O fruto classificado como uma dupla, exibe um
epicarpo de tonalidade verde clara quando maduro. O endocarpo é caracterizado por sua
rigidez e espinhos, € uma peculiaridade do género, com massa que envolve as sementes, que
pode apresentar tonalidades como amarelo, esbranquicada, rosa ou laranja, apresentando uma
consisténcia pastosa (Jesus, 2014; Silva; Lima; Cavalli, 2019). “O pequi é composto por
exocarpo ou pericarpo (casca) bastante delgado com coloragdo esverdeada ou marrom-
esverdeada, correspondente a menor por¢ao do fruto” (Carvalho; Pereira; Araujo, 2015, p. 5).

E uma éarvore de médio porte variando entre 7 a 12 metros com 0s troncos
apresentando uma forma retorcida e com capacidade de crescer lateralmente, por vezes,

chegando proximo ao solo, seus frutos sao denominados como Pequi, Grdo-de-cavalo, Piqui,
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Piquid, Améndoa-de-espinho, Pequerim, Pequizeiro, Piquid-bravo, Pequia-pedra, dependendo
da localidade, enriquecendo ndo apenas a biodiversidade do bioma, mas também
desempenhando um papel essencial na subsisténcia e cultura das comunidades locais
(Rezende; Caixeta; Queiroz, 2023; Borges, 2011). Na Figura 1 a seguir, observa-se uma

arvore do pé de pequizeiro localizada na cidade de Grajad - MA.

Figura 1 - Arvore do Pequi (Caryocar brasiliense) na cidade de Grajal — Maranhéo.
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Fonte: Autoria prépria, 2023.

Conforme Oliveira e Scariot (2010, p. 17):

PEQUI ¢ uma palavra que vem da lingua indigena tupi, onde “py” significa pele e
“qui” espinhos, por causa dos pequenos espinhos no carogo. O nome popular das
plantas varia de regido para regido, porém o nome cientifico € sempre 0 mesmo e
escrito em latim, para que as pessoas de diferentes lugares possam saber de qual
planta estdo falando. Existem varios tipos de pequi, mas 0 pequi mais comum do
Cerrado é chamado de Caryocar brasiliense. Este nome refere-se a carogo (“caryon”
significa nucleo ou carogo), dentro do fruto grande e redondo (“kara” quer dizer
cabeca), e que ocorre amplamente no Brasil (“brasiliense” significa originario do
Brasil).

Suas folhas sdo distintas e facilmente identificaveis apresentando trés “dedos” na
extremidade do ramo, de tamanho consideravel possuindo pequenos pélos em ambos os lados,
além de bordas recortadas que contribuem para sua peculiaridade. As flores sdo igualmente
grandes de coloragdo branco-amarelada que se agrupam em cachos podendo conter até 30
unidades, chamando atencdo de uma variedade de animais como araras, cotias, veados, pebas
e tatus. Sua florescéncia ocorre de agosto a novembro, com maturacao dos frutos em meados
de novembro, sendo encontrados até o més de fevereiro (Borges, 2011). Essas flores secretam
néctar considerado como uma substancia adocicada que atrai passaros e morcegos, enquanto

esses animais se alimentam do néctar inadvertidamente transportam grdos de uma flor para
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outra desencadeando o processo de polimerizacdo, esse fendmeno resulta na fertilizacdo das
flores contribuindo para a formacdo e desenvolvimento dos frutos da espécie (Oliveira;

Scariot, 2010). As folhas e flores do pequizeiro sdo apresentados na Figura 2.

Figura 2 - Folha e Flor do Pequi (Caryocar brasiliense) coletada na cidade de Grajau-MA.
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Fnte: Autori?ﬁériéi 2023.

No entanto, o pequizeiro (Caryocar brasiliense) é uma das plantas que mais é

impactada pelo extrativismo no cerrado, seu fruto é frequentemente colhido devido a sua
importancia tanto na alimentacdo, economia e medicina. Essa pratica do extrativismo no
cerrado envolve a acdo de coletar recursos naturais tais como frutos, folhas, sementes, arvores
e outros elementos, diretamente da natureza (Queiroz; Rapini; Giulietti, 2006; Oliveira;
Scariot, 2010; Silva; Lima; Cavalli, 2019). Diante desse aspecto, a intensidade do
extrativismo gera um grande impacto de forma negativa na conservacgdo da espécie, tornando
a necessidade de adotar boas praticas de sustentabilidade para garantir a preservacdo do

pequizeiro. Nessa perspectiva, Melo (2021) demonstra que em alguns estados,

Ha leis existentes que amparam a sustentabilidade da producdo do pequi e
criminalizam a extracéo e comercializagdo ilegal. Em exemplo as leis: Lei n° 20.308
de 27 de julho de 2012, em seu artigo Art. 1°, determina que, fica declarado de
preservacdo permanente de interesse comum e imune de corte no Estado de Minas
Gerais, 0 pequizeiro (Caryocar brasiliense). (Melo, 2021, p. 19).

O que torna 0 pequi uma especie rica em diversos aspectos, reforcando seu papel
como um tipo de planta multifacetada e valiosa no contexto da flora do Brasil. “A casca e as
folhas contém altos teores de taninos, constituindo matéria-prima para a fabricacdo de
tinturas” (Lima, 2008, p. 51), sendo utilizadas em diversos tratamentos relacionados a
doengas respiratorias, regulacdo do fluxo menstrual, cancer e problemas hepaticos

(Figueiredo; Scariot; Vasconcellos, 2017). “Ao utilizar a flor, in natura macerada, pode-se
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perceber o desaparecimento das coceiras e dos carogos avermelhados que aparecem nas maos
e pés” (Nascimento, 2020, p. 20).

A apreciacao do pequi vai além de sua utilizacdo alimentar basica, estendendo-se
a riqueza culinaria das regides Centro-Oeste, Norte e parte do Nordeste do Brasil, sua
presenca é particularmente significativa na vida do homem do campo, sendo considerada uma
das plantas mais relevantes para a sua alimentacdo. Integrando a tradi¢do gastrondémica dessas
regides, o pequi é utilizado de diversas formas na culinéria regional conferindo sabores Unicos
e distintos a uma variedade de pratos, incluindo doces, salgados e bebidas (Almeida; Silva,
1994; Oliveira; Scariot, 2010). Assim, 0 pequizeiro ndo é apenas uma espécie vegetal no
cerrado; é um elemento vivo que desencadeia uma teia complexa de relagdes entre a natureza,
a cultura e a subsisténcia, moldando de maneira marcante o tecido ambiental e sociocultural
dessas regides.

Sobre a eficacia da planta, Oliveira et al. (2008, p. 6) destaca que:

O pequizeiro é uma arvore de multiplas utilidades desde a sua madeira até o fruto,
com aplica¢fes que vdo da indistria artesanal até a culinaria regional, além de
apresentar potencial de uso para a producdo de combustiveis e lubrificantes. O
extrato de suas folhas apresenta atividade moluscicida e antifingica, in vitro, em
diversos microrganismos. Na farmacopéia popular, o pequi contribui para a cura ou
a amenizacgdo de diversos males. A indUstria cosmética, também, se beneficia das
propriedades do seu 6leo de alta qualidade, tanto da polpa como da améndoa. No
entanto, os pratos da cozinha regional sdo o ponto alto desse fruto peculiar de cheiro
forte e caracteristico.

Segundo estudos, os beneficios provenientes do pequi, particularmente nas areas
da bioquimica e farmacologia, destacam-se pela sua notavel e diversificada gama de
vantagens. Essa tendéncia de reconhecimento tem crescido substancialmente nos Gltimos anos
a medida que as pesquisas persistem em validar os efeitos positivos a satde proporcionados
por uma variedade de fitoquimicos naturalmente presentes nas plantas. Este fenémeno reflete
ndo apenas a riqueza intrinseca do pequi, como também o interesse crescente em compreender
e explorar as potencialidades e contribuicdes dessa espécie nativa do Brasil para a promocao
da saude (Lima, 2008).

O fruto do pequi é uma fonte alimentar abundante em carotenoéide, especialmente
0 betacaroteno, apresentando adicionalmente quantidades consideraveis de vitamina e
lipidios, sendo o acido oleico a principal composicdo lipidica predominante (Lima, 2008;
Silva; Lima; Cavalli, 2019). Essa combinagdo de nutrientes confere ao fruto ndo apenas
caracteristicas sensoriais distintas, mas também atributos nutricionais valiosos, destacando-se
como uma opgdo alimentar rica em elementos benéficos para a saude, contribuindo para uma

dieta equilibrada e variada.
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3.2 Sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs)

A Sintese Verde é uma abordagem amplamente adotada na quimica moderna,
caracterizada pelo uso de substancias quimicas de baixa toxicidade, biodegradaveis e de custo
acessivel para a producdo de nanossistemas, tais como Nanoparticulas Metalicas (NPMs).
Nesse processo, um organismo biolégico, ou algum componente dele, € utilizado como fonte
primaria ou iniciadora da rota de sintese. Essa pratica sustentavel ndo apenas minimiza os
impactos negativos ao meio ambiente, como também promove a busca por alternativas mais
seguras e eficientes na producao de materiais nanoestruturados (Bonatto, 2016).

Ao longo de décadas, a producdo de nanoparticulas esteve historicamente
associada ao uso de materiais prejudiciais, resultando em impactos negativos com danos ao
meio ambiente e a salde humana. Assim, a busca por métodos de sintese verde gque sejam
ambientalmente sustentaveis e eficazes tem crescido significamente, segundo Rocha (2010, p.
10),

Os métodos de sintese bioldgicos - quimica verde - de nanoparticulas utilizam
microrganismos como fungos, enzimas, celulose, quitosana, mel, extratos de plantas
e vegetais, sendo inimeros os compostos que apresentam potencial para formar e
estabilizar nanoparticulas metalicas.

Decorrente da extensa aplicacdo das AgNPs em uma variedade de campos, uma
gama de estratégias de sintese foi desenvolvida para atender a crescente demanda, com 0s
métodos fisicos e quimicos emergindo como mais tradicionais e amplamente utilizados,
visando mitigar os impactos negativos (Dias et al., 2021). Desde o inicio da era da
nanotecnologia, muitos estudiosos e cientistas tém investigado abordagens alternativas e
sustentaveis para obtencdo dessas nanoparticulas. Dentre as diversas formas de sintetizar de
AgNPs, cada vez mais vem ganhando destaque as sinteses verdes que empregam extratos de
plantas. Considerando que, as plantas surgem como uma alternativa promissora de bioativos
capazes de desempenhar o papel de agentes redutores em potencial. Bonatto (2016, p. 4)

destaca que

As plantas produzem uma grande variedade e abundancia de substancias que podem
atuar na reducdo de ions metalicos e/ou na estabilizacdo das superficies de NPs,
dentre eles aminoacidos, &cido citrico, flavonoides, compostos fendlicos,
terpenoides, compostos heterociclicos, enzimas, peptideos, polissacarideos,
saponinas e taninos.

As AgNPs, com tamanhos variando de 1 a 100 nm, sendo produzidas através de
métodos quimicos, fisicos ou bioldgicos, estabelecem uma série de interagdes complexas com
as bactérias, tanto na superficie das membranas quanto no interior das células bacterianas
(Rocha, 2010; Brito; Viana; Viana, 2022). Esse processo envolve a adesdo das nanoparticulas

as membranas celulares e sua subsequente penetracdo nas estruturas internas das células. Essa
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interacdo entre as nanoparticulas e as bactérias é facilitada pela afinidade significativa das
particulas por grupos quimicos contendo enxofre e fdsforo, elementos essenciais encontrados
nas biomoléculas dos microrganismos, contribuindo para a eficacia das nanoparticulas de
prata como agentes antimicrobianos, interferindo nos processos vitais das bactérias, e assim,
inibindo seu crescimento e proliferagcdo (Bonatto, 2016; Dias, 2021; Antunes et al., 2013).

Essa interagcdo dos conceitos de utilizacdo da sintese por meio das plantas como
substancias que atuam na reducdo de nanoparticulas com a nanotecnologia, cria métodos de
sintese que evitam o0 uso de agentes redutores nocivos, polimeros, surfactantes, solventes,
possibilitando reduzir os possiveis efeitos na geracao de residuos téxicos (Rocha, 2010; Dias,
2021). Nessa concepgéo, Bonatto (2016, p. 46) diz que

Dentre os metais utilizados para a sintese de nanoparticulas, a prata tem sido
extensivamente estudada, devido as suas propriedades Unicas, tais como alto
potencial redutor, estabilidade quimica, condutividade elétrica relativamente boa,
potencial catalitico e diversas propriedades biolGgicas para o controle de bactérias e
fungos.

A reducédo de ions de prata, por meio das combinagdes moleculares encontradas
nos extratos, tais como proteinas, polissacarideos, vitaminas, aminoacidos e enzimas, ocorre
guimicamente de forma segura, resultando em um vasto corpo de pesquisa que aproveita esses
compostos para aplicacdo em diversas areas. Além disso, os agentes estabilizadores atuam na
funcionalizagcdo das superficies das nanoparticulas, conferindo-lhes compatibilidade em
ambientes biologicos e aprimorando caracteristicas como o0s efeitos bactericidas e
antioxidantes observados em sistemas coloidais contendo ions metalicos de prata (Rocha,
2010). Destacando a importancia dessas abordagens na nanotecnologia moderna e no
desenvolvimento de solucbes avancadas para aplicacdo em diversas areas, desde a salde na

medicina, até a inddstria com embalagens ativas.
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4 METODOLOGIA
4.1 Material Vegetal

O material vegetal, composto por folhas e flores do pequi (Caryocar brasiliense)
foi coletado nas imediagdes da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) na cidade de
Grajau-MA. O local de coleta apresenta coordenadas geogréaficas especificas registradas como
S=“5°49°46.2” ¢ W="46°09’44.4. E importante mencionar que as folhas foram colhidas no
més de maio de 2022, enquanto as flores foram coletadas em outubro de 2023. Durante 0
processo de coleta, foram priorizadas as folhas e flores caidas encontradas no solo, as quais
exibiam boas condic0es fisicas, constituindo-se como elementos ideais para fins da pesquisa.

O material vegetal foi levado para o laboratério de Quimica e Biologia da
Universidade, para realizar os procedimentos de higienizacdo e limpeza. As folhas foram
submetidas a lavagem, inicialmente com agua corrente da torneira e, em seguida, com agua
destilada. As flores foram higienizadas com papel toalha. Posteriormente, as amostras
seguiram dispostas para secagem, primeiramente em temperatura ambiente e,
subsequentemente, em estufa. O processo de secagem em estufa demandou dois dias (48
horas) para as folhas e quatro dias (96 horas) para as flores a uma temperatura de 40°C. Apds
a conclusdo do processo de secagem, o material foi triturado até alcancar uma consisténcia
fina uniforme, para isso, utilizou-se um liquidificador doméstico por aproximadamente 5
minutos e em seguida peneirado, obtendo-se um p6 do material vegetal.

O extrato bruto foi obtido por meio do processo de maceragdo, empregando etanol
absoluto 99,5% como solvente, na proporc¢do de 100 g do pd de material vegetal para 500 mL
de etanol, com o objetivo de adquirir uma tintura a 20%. A mistura permaneceu em repouso
por um periodo de 72 horas, ocorrendo agitacdo esporadica ao longo desses trés dias, apés a
fase de maceracdo, procedeu-se a filtracdo utilizando uma bomba a véacuo. O extrato fluido
resultante, conforme mostra a Figura 3, foi armazenado em frasco ambar por 48h na capela,
sendo posteriormente concentrados por meio de um evaporador rotativo na temperatura de 40
°C. E subsequente secagem do solvente na capela, obtendo o extrato das folhas e flores do
pequi, identificados como E¢Fo e EgFl, respectivamente, e acondicionados em tubos Falcon e

armazenados sob refrigeracdo (na geladeira), para posterior realizacéo de testes.
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Figura 3 - Extrato bruto da folha (E:Fo) e flor (E¢Fl)do pequi concentrado.
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4.2 Prospeccao Fitoquimica

Os procedimentos de testes fitoquimicos foram conduzidos conforme as diretrizes
do manual de anélise fitoquimica e cromatografica (Barbosa et al., 2004), com adaptaces, 0
qual delineia 0 método para identificacdo de classes de metabdlitos secundarios em extratos
vegetais.

A triagem fitoquimica € um processo utilizado para identificar e analisar os
compostos quimicos presentes em plantas que envolve a extracdo de componentes quimicos
utilizando solventes adequados, seguida de testes para identificar a presenca de diferentes
classes de metabolitos. Essa técnica € amplamente utilizada na area da farmacologia e
fitoterapia para descobrir novos compostos bioativos que possam ter propriedades
terapéuticas, tipicamente utilizando espécies nativas do cerrado (Carvalho; Pereira; Aradjo,
2015).

4.2.1 Alcaloides
Inicialmente, solubilizou-se 40 miligramas do extrato seco e triplicata em 5 mL de
uma solucdo de HCI (&cido cloridrico) a 5%, utilizando o banho ultrassénico para assegurar a
completa dissolucdo. Logo mais, a mistura foi filtrada, e cinco gotas do reativo de Bouchardat
foram adicionadas. Previamente foi preparada a solucdo de reativo de Bouchardat, para tanto
pesou-se 1 g de lodeto de potéssio e 0,5 g de lodo ressublimado e dissolvidos em 25 mL de
agua destilada.
> Resultado: o resultado positivo € indicado pela aparicdo de um precipitado

laranja-avermelhado apos a adigédo do reativo de Bouchardat.
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4.2.2 Saponinas Espumidicas
Primeiramente, pesou-se 20 miligramas do extrato seco e em triplicata para a
preparacdo do extrato etandlico. Em seguida, adicionou-se 5 mL de &agua destilada,
solubilizado em banho ultrassénico, logo, completando o volume para 15 mL com mais agua
destilada. Apo6s isso, o sistema foi agitado vigorosamente por 2 minutos, mantendo o tudo
totalmente fechado, ficando em repouso durante 30 minutos. O teste em branco consistiu
apenas na presenca de agua destilada, sem adicéo do extrato.
> Resultado: € considerado resultado positivo para Saponina Espumidica, caso a

camada de espuma permaneca estavel por mais de meia hora ap6s a agitacao.

4.2.3 AgUcares Redutores
Inicialmente, realizou-se a pesagem de 20 miligramas do extrato seco e em
triplicata e procedeu-se a dissolucdo em 5 mL de &gua destilada. O processo foi
complementado pelo uso de um banho ultrassénico para assegurar completa dissolucéo,
seguido por uma etapa de filtracdo. Posteriormente, adicionou-se 2 mL do reativo de
FEHLING A e 2 mL do reativo de FEHLING B, aquecendo a mistura em banho Maria (BM)
em ebuli¢do por um periodo de 5 minutos.
> Resultado: os Acucares Redutores sdo evidenciados pelo surgimento de um

precipitado na cor vermelha tijolo.

4.2.4 Polissacarideos

No inicio, foram dissolvidos 20 miligramas do extrato seco em triplicata,
diluindo-o em &gua destilada e submetendo-o ao banho ultrassénico para promover a
solubilizagdo do extrato. O liquido foi posteriormente filtrado para remover residuos de
materiais do extrato que ndo solubilizaram, em seguida, foram adicionadas duas gotas de
lugol. Para a preparacdo da solucdo de lugol, 5 g de lodeto de potéssio (KI) e 2,5 g de lodo
foram dissolvidos em 50 mL de agua destilada, completando-se o volume até 100 mL,
previamente.

> Resultado: indica resultado positivo pelo aparecimento de uma coloracdo azul.

4.2.5 Acidos Organicos
De inicio, 20 miligramas do extrato seco em triplicata foram dissolvidos em 5 mL
de 4gua destilada em banho ultrassénico para a solubilizacdo totalmente do material e

submetidos a filtracdo. Em seguida, 2 mL do extrato foram transferidos para um tubo de
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ensaio, ao qual foram adicionadas cinco gotas do Reativo de PASCOVA. A solugio do
reativo foi preparada antecipadamente, misturando-se 9 partes de A para 1 parte de B,
realizada apenas no momento de uso devido a sua alta volatilidade. Vale destacar que a
mistura é estavel durante 5 a 10 minutos.

> Resultado: o resultado positivo é caracterizado pela descoloracdo do Reativo.

4.2.6 Fenois e Taninos
Para o teste de Fendis e Taninos, inicialmente pesou-se 20 miligramas do extrato

seco em trés tubos (triplicata), em 5 mL de agua destilada, expondo-o ao banho ultrassdnico
para garantir a completa dissolucdo, sendo posteriormente filtrado o material. Depois,
adicionou-se duas gotas da solugao alcodlica de Tricloreto de Ferro (FeCls) a 1%.

> Resultado: O resultado positivo € determinado pela comparacdo com o teste
em branco (agua + solucéo de FeCls3), onde qualquer alteracdo na coloracdo (1) ou formacao
de precipitado (2) é indicativo de reacdo positiva.

> Mudanga de coloragdo: uma tonalidade inicial que varia de azul a vermelho
sugere a presenca de fendis, caso o teste de controle (branco) resulte negativo.

> Precipitado: A ocorréncia de um precipitado com pigmentacao azul indica a
presenca de taninos pirogalicos, enquanto o pigmento verde sugere a presenca de taninos

catéquicos.

4.2.7 Esteroides e Triterpendides
Para o teste realizou-se a solubilizacdo de 20 miligramas do extrato seco em
triplicata, empregando 10 mL de cloroférmio, em uma capela para garantir condi¢fes seguras.
Posteriormente, procedeu-se a dissolucdo completa da solugcdo por meio do banho
ultrassénico, seguido pela etapa de filtracdo para remover impurezas. Apés a filtracdo, o
liquido resultante foi transferido para os tubos de ensaio completamente secos. Com isso,
adicionou-se 1 mL de Anidrido Acético, realizando uma agitagdo suave, seguida da adicdo de
trés gotas de Acido sulfarico (H,SO,) concentrado. A mistura foi agitada novamente com
cuidado, esperando a reacao.
> Resultado: o resultado positivo € evidenciado pela alteracdo de cores que vao
de um azul evanescente para um verde persistente, indicando a ocorréncia de uma reacéao

positiva no teste.
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4.2.8 Flavonoides
Inicialmente, realizou-se a dissolucdo de 50 miligramas do extrato seco, repetida
em triplicata, diluido em 10 mL de metanol com o auxilio de um banho ultrassdnico para
promover a dissolucdo eficiente, seguida da filtracdo do material. Depois, foram adicionadas a
solucdo cinco gotas de acido cloridrico (HCI) e 0,5 cm de raspas de magnésio, desencadeando
um processo que resultou na fervura da mistura. O ponto final da reacdo foi determinado pela
cessacdo da efervescéncia, indicando que o ciclo reacional havia sido concluido.
> Resultado: o resultado positivo é determinado pela manifestacdo de uma

coloracdo résea na mistura.

4.3 Avaliacdo da toxicidade frente & Artemia salina

Para conduzir este teste, o ensaio de letalidade em Artemia salina seguiu a
metodologia originalmente proposta por Meyer et al. (1982), com adaptacGes. Inicialmente,
para promover a eclosao, 1 g de cistos de Artemia salina foi submetido a 2000 mL de &gua da
torneira com 60 g de sal de cozinha (NaCl), sob agitacdo mecénica por 24 horas na presenca
de luz. Apds a eclosdo, que ocorreu em 24 horas, a agua foi substituida por uma solucéo
salina, mantendo-se as condicdes de luz, sem agitacdo mecanica, até completar as 48 horas de
realizacdo do teste.

A preparagéo da solugdo salina, conforme descrito por Espinoza (2015), consiste
em uma solucdo nutritiva (dgua do mar artificial/solucdo salina). Nesse processo, foram
pesados 23 gramas de Cloreto de Sédio (NaCl), 11 gramas de Cloreto de Magnésio hexa-
hidratado (MgCl,.6H,0), 4 gramas de Sulfonato de Sodio (Na,SQO,), 1,3 gramas de Cloreto de
Célcio di-hidratado (CaCl,.H,0) e 0,7 gramas de Cloreto de Potassio (KCI), os quais foram
solubilizados em 1000 mL de agua destilada em um baldo volumétrico. Utilizando um
pHmetro (Mstecnopom® RS 232) com eletrodo (Lucadema®), o pH da solucdo foi ajustado
para 9,0 por meio de uma solucdo de Carbonato de Sédio (Na,COs). Apds a eclosdo dos
nauplios onde alcancaram a fase adulta, os nduplios foram empregados para a analise de

toxicidade do extrato proveniente das folhas e flores do pequi.
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Figura 4 - Nauplios de Artemia Salina apds 48 horas de eclos&o.
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Fonte: Autoria prdpria, 2023.

Para o preparo das solucdes testes, inicialmente, uma solucdo estoque do extrato
foi preparada na concentracdo 2000 pg.mL™ (2 mg.mL™). Esse procedimento foi conduzido
em um baldo volumétrico de 50 mL, onde 100 mg do extrato foram pesados e, em seguida
diluidos com solucgdo salina até atingir o volume total de 50 mL. Posteriormente, a solucdo foi
submetida a um banho ultrassénico para a completa dissolucdo do extrato. Adicionalmente,
foram preparadas diluicbes em triplicata das amostras destinadas aos testes, cobrindo uma
faixa de concentragdes que variaram de 50 pg.mL™ a 2000 pg.mL™ e no branco. Cada frasco
contendo as dilui¢des (oito diluigdes) foi inoculado com 10 nauplios e mantido sob incidéncia
de luz, sendo que a contagem dos sobreviventes foi realizada ap6s 24 horas para descobrir a

concentracdo letal de 50% dos microcrustaceos.

4.3.1 Avaliacdo estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata, onde os tubos foram identificados em
Amostra A;, A,, As, respectivamente, até o tubo contendo a solu¢cdo mée e o branco. Os
resultados foram obtidos utilizando o software Microsoft® Excel®, e um grafico foi gerado
com 0s eixos representando a concentragio em pg.mL™ | versus a porcentagem (%) de
nauplios mortos. Essa % de nauplios mortos foi determinada utilizando a equagdo “y = ax +
b”, calculando a média aritmética dos numeros de nauplios mortos em cada concentragéo,
comparado com o numero de nauplios mortos na solucdo controle (Branco). As concentracfes
letais médias (CLso) para Artemia salina sdo definidas quando o valor X correspondente é

menor que 1000 pg.mL™.
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4.4 Sintese de Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

Para a sintese de AgNPs, empregou-se uma solu¢do com 2,5 g do extrato da folha
e da flor respectivamente, sendo diluidos em um baldo volumétrico de 50 mL, adicionando
agua destilada e solubilizando em banho ultrassénico. A solucéo de nitrato de prata (AgNO3)
foi preparada utilizando 0,0171 g do sal em baldo volumétrico de 50 mL, completando com
agua destilada para diluicdo, em temperatura ambiente. Ap6s a diluicdo dos extratos, a
solucéo foi transferida para um Erlenmeyer de 150 mL, e a solugdo de AgNO3 foi adicionada
gota a gota a solucdo de extrato com auxilio de uma bureta de 25 mL e suporte universal. Esse
processo de mistura das solugbes ocorreu sob agitacdo magnética vigorosa, prolongando-se
por um periodo de 2 horas até a observacdo da mudanca de coloracdo para um tom amarelado
castanho coloidal. Posteriormente, as nanoparticulas foram cuidadosamente armazenadas em
frascos ambar, o qual foi previamente limpo e esterilizado, sendo revertido com papel
aluminio para garantir a preservacéo e estabilidade das nanoparticulas sem a incidéncia de luz
(Souza, 2020).

O processo na producdo das AgNPs foi monitorado utilizando um
espectrofotdbmetro UV-visivel. Inicialmente, foram retiradas as aliquotas de 3 mL da solucéo
de extrato e da solugdo de nitrato de prata (AgNO3) como referéncia (branco).
Posteriormente, foram coletadas aliquotas da sintese de nanoparticulas de prata a cada 30
minutos ap6s o inicio do processo, para acompanhar a evolugdo da reacdo ao longo do

periodo de 2 horas.

4.5 Biofilme

A elaboracdo dos biofilmes teve inicio com a pesagem de 7,5 g de amido da casca
de batata em um béquer de 250 mL, ao qual foram adicionados 150 mL de agua destilada.
Esse processo ocorreu sob agitacdo magnética sob aquecimento, utilizando uma barra
magnética (peixinho) mantendo a temperatura de 80° C. ApOs a mistura atingir uma
consisténcia viscosa e transparéncia, realizou-se a adi¢ao de glicerina e carboximetilcelulose,
que permaneceu sob agitacdo e aquecimento durante 10 minutos. Decorrido esse intervalo, a
mistura filmogénica foi transferida para as placas de Petri. Em uma porc¢do dessa mistura,
adicionou-se 5 mL das nanoparticulas de prata, sendo submetidas & agitacdo por apenas 1
min. Posteriormente, as placas de Petri foram dispostas para a evaporagdo do solvente na

estufa a 40°C, permanecendo nesse ambiente por 48 horas.
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4.6 Caracterizacao dos biofilmes

4.6.1 Transparéncia

A transparéncia do biofilme foi avaliada por meio de uma técnica utilizando o
biofilme sobre uma imagem de xadrez. Esse procedimento permitiu a observacéo e avaliacéo
direta da transparéncia dos biofilmes, proporcionando uma analise visual detalhada e

confiavel do material estudado.

4.6.2 Teste de intumescimento

De acordo com Souza (2020), para o teste de intumescimento, os biofilmes foram
cortados em quadrados com dimensdes de 1 cm x 1 cm e secos em uma estufa a 40°C por 24
horas para remocao de qualquer umidade residual presente. Posteriormente, as amostras foram
pesadas em uma balanca analitica para determinar a massa inicial (mi) e colocadas em um
vidro de reldgio. Utilizando uma proveta de 10 mL, adicionou-se agua destilada as amostras
até que ficassem completamente imersas. As massas das amostras foram determinadas ap6s
intervalos de 30 minutos, onde o excesso de liquido foi removido com auxilio papel toalha, e
entdo pesadas novamente ao longo de 2 horas. O experimento foi realizado em triplicata e o
grau de intumescimento de cada amostra ao longo do tempo (t) foi determinado medindo-se a

massa (m;), conforme calculado pela equacdo a seguir.

(%) = ™2 % 100
mo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Prospeccdo Fitoquimica

A triagem fitoquimica fornece informacdes importantes sobre o0s constituintes
quimicos presentes nas plantas, auxiliando na selecdo de plantas medicinais com potencial
terapéutico e contribuindo para o desenvolvimento de novos medicamentos. Além disso,
também pode ser usada para avaliar a qualidade e autenticidade das matérias-primas vegetais
utilizadas na producdo de fitoterapicos, e tem como principal objetivo identificar classes de
metabdlitos secundarios relevantes para a ciéncia (Cruz et al., 2022). Apds a identificacdo dos
compostos, sdo necessarios estudos posteriores para avaliar suas propriedades farmacolégicas,
mecanismos de acdo e potencial terapéutico, bem como a realizacdo de testes de toxicidade e
estudos clinicos para determinar a seguranca e eficacia desses compostos em seres humanos
(Saraiva et al., 2018).

Os resultados provenientes da triagem fitoquimica do extrato EFo sdo
apresentados de maneira detalhada na Tabela 1. Nessa andlise, observou-se que os resultados
foram positivos para diversas classes de metabodlitos secundarios, incluindo saponinas
espumidicas, aglcares redutores, taninos, alcaldides, esterdides e triterpendides. Em uma série
de oito testes realizados, apenas trés apresentaram resultados negativos na identificacdo dos

metabolitos secundarios, sendo as classes de polissacarideos, flavonoides e acidos organicos.

Tabela 1 - Triagem fitoquimica do extrato da folha do pequi.
CLASSES DE METABOLITOS RESULTADO TUBO 1 TUBO2 TUBO3 BRANCO

Saponinas Espumidicas Positivo + + + )
Polissacarideos Negativo - - - )
Fendis e Taninos Positivo + + + )
Acucares redutores Positivo + + + )

~ Alcaldides Positivo + + + )
Acidos orgénicos Negativo - - - )
Flavonoides Negativo - - - )
Esterdides e Triterpendides Positivo + + + )

Fonte: Autoria propria, 2023.

O extrato EgFl apresentou para triagem fitoquimica a presenca de saponinas
espumidicas, alcaloides, fenois e taninos, aclcares redutores e flavonoides. O teste foi
negativo para as classes de esteroides e triterpenoides, polissacarideos e &cidos organicos,

conforme mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Triagem fitoquimica do extrato da flor do pequi.
CLASSES DE METABOLITOS RESULTADO TUBO 1 TUBO2 TUBO3 BRANCO

Saponinas Espumidicas Positivo + + + )
Polissacarideos Negativo - - - )
Fendis e Taninos Positivo + + + )
Acucares redutores Positivo + + + )

_ Alcaldides Positivo + + + )
Acidos organicos Negativo - - - )
Flavonoides Positivo + + + )
Esteroides e Triterpenoides Negativo - - - )

Fonte: Autoria prdpria, 2023.

A triagem fitoquimica para os extratos analisados neste estudo revelaram
divergéncias nas classes de esteroides e triterpendides, sendo positivo para o E¢Fo, enquanto
0 EFI apresentou resultado negativo. Em contraste, para os flavonoides, apresentou resultado
negativo para o extrato E¢Fo e positivo para o extrato E¢Fl como mostrado nas Tabelas 1 e 2.
Essas diferencas na composicdo fitoquimica entre as folhas e as flores podem ser
influenciadas por varios fatores, como estagio de desenvolvimento, localizacdo da planta,
funcdo biologica e condi¢bes ambientais (Cruz et al., 2022; Carvalho; Pereira; Araujo, 2015;
Cardoso, 2021).

Para o teste de alcaloides, observou-se a formacdo de um precipitado de coloracao
laranja avermelhado indicando a presenca dessa classe nos extratos E.Fo e E¢Fl (Figura 5).
Os alcal6ides possuem propriedades fisicas e quimicas variadas, incluindo um ou mais
atomos de nitrogénio em anéis heterociclicos, que desempenham fungfes importantes nas
plantas, como a protecéo contra predadores e doencas, atuando como repelentes inseticidas ou
até mesmo como antibioticos naturais (Santos; Galindo; Queiroz, 2020). Além disso, muitos
alcaldides tém sido estudados e utilizados na medicina, devido as suas propriedades anti-
inflamatorios e terapéuticas para o tratamento de doencas cardiacas, cancer, hipertensao e
infeccdes. Sendo amplamente utilizado para testes de toxicidade (Sandini; Berto; Spinosa,
2013).
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Figura 5 - Triagem fitoquimica para alcaloide.

Fonte: Autoria prépria, 2023.

As saponinas espumidicas sdo grupos de substancias presentes nas plantas como
uma forma de defesa contra fungos e outros patdgenos, além de exibir efeitos toxicos sobre 0s
insetos, conhecidas por suas propriedades detergentes e espumantes (Costa, 2015; Saraiva et
al., 2018). As Saponinas possuem propriedades antioxidantes, analgésicas, cicatrizantes,
hipocolesterolemiante, antimicrobiana, larvicida e anti-inflamatérias (Lopes et al., 2011,
Lopez-Sanchez et al., 2022). Para o teste, a formacdo de uma camada de espuma com
permanéncia por mais de 30 min (meia hora), indicou presenca de saponinas espumidicas nos

extratos da folha e da flor do Caryocar brasiliense, como é mostrado na Figura 6.

Figura 6 - Triagem fitoquimica para saponinas.

Fonte: Autoria propria, 2023.

Os agUcares redutores estdo presentes nas plantas na forma de carboidratos
simples, como a glicose e a frutose, sendo denominados como monossacarideos. Esses
compostos podem ter propriedades medicinais e nutricionais, podendo ser utilizados na
producdo de medicamentos e alimentos funcionais (Bernardi, 2022; Santos; Gemmer;
Oliveira, 2016). Sdo carboidratos que possuem um grupo funcional chamado grupo aldeido ou
grupo cetona, que sdo capazes de reduzir ions metalicos (Lima, 2023). Para denominacgdo de
acucares redutores presente nos extratos, foi realizado um teste onde o surgimento de um
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precipitado de coloragdo vermelho tijolo indicativo da presenca de aglcares redutores (Figura
7).

A presenca de uma coloracdo e precipitado escuro azul assinalou a existéncia de
taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) nos extratos de Caryocar brasiliense (Figura 8). Os
taninos, também conhecidos como taninos fendlicos, sdo um tipo especifico de fendis, eles
sdo compostos sollveis em agua que podem ser encontrados em varias partes das plantas,
como cascas, folhas, flores e frutas (Satori; Castro; Mori, 2014; Costa, 2015). Plantas ricas em
taninos tém propriedades antimicrobianas, antioxidantes, antiviral, analgésica, para o
tratamento de doencas do figado e para a regularizacdo do fluxo menstrual. (Aradjo; Queiroz;
Figueirédo, 2023). “Os taninos podem agir como anti-inflamatorios e cicatrizantes”
(Nascimento, 2020, p. 30).

Figura 8 - Triagem fitoquimica para Fendis e Taninos.

Fonte: Autoria propria, 2'»'0‘23.

Os esterdides sdo fundamentais para a area da farmacologia, principalmente na
producdo de medicamentos que inclui anticoncepcionais, agentes anabolizantes e anti-
inflamatdrios (Cardoso, 2021; Lopes et al., 2011). Enquanto os triterpendides sdo empregados
na fabricagdo de produtos farmacéuticos e cosmeéticos, oferecendo atividades analgésicas,

antioxidantes, anticancerigenas e anti-inflamatorias (Viana, 2015; Saraiva et al., 2018). Para o
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teste, a mudanca repentina de cores que foram do azul evanescente ao verde persistente
indicou um resultado positivo para esterdides e triterpendides, conforme relatado por Silva;
Miranda e Conceicédo (2010) (Figura 9).

Figura 9 - Triagem fitoquimica para Esterdides e Triterpendides (E¢Fo0).

i
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Fonte: Autoria propria, 2023.

Os flavonoides tém sido explorados por sua eficacia no tratamento de doengas
neurologicas (Cardoso, 2021; Cruz et al, 2022), apresentando grande interesse
farmacoldgico. Desempenham diversas fungdes nas plantas, como atracdo de polinizadores,
protecdo contra doencas e pragas, regulacdo do crescimento e desenvolvimento, protecdo
contra radiacdo ultravioleta, sendo a classe mais pesquisada, seguida pelos alcaléides, visto
que despertam mais interesse na industria de cosmético e farmacéutica (Nascimento, 2020;
Silva, 2023; Oliveira Filho et al., 2023). Para o teste de flavonoides foi adicionado gotas de
HCI e raspas de magnésio no extrato da flor de pequi ja diluido em metanol, o surgimento de
uma coloracdo résea na mistura evidenciou reacdo positiva (Figura 10). A presenca de
flavondides é muito importante, pois possuem propriedades benéficas para a satude humana,

atuando como anti-inflamatérios, antimicrobianos, antiviral, antioxidantes e anticancerigenos.

Figura 10 - Teste de Flavonoides (EetFI)
ww‘ =y " 2

Fonte Autorla proprla 2023
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5.2 Avaliacdo da toxicidade frente & Artemia salina

O teste de toxicidade em Artemia salina € um método comumente usado para
avaliar a toxicidade aguda de substancias em organismos aquaticos. A Artemia salina,
também conhecida como camardo de sal, € um organismo sensivel a poluentes quimicos e é
amplamente utilizada em ensaios toxicolégicos (Machado, 2003; Saraiva et al., 2018). A
avaliacdo da toxicidade em relacdo & Artemia salina, tanto para o extrato das folhas quanto
para o extrato das flores do pequi, foi realizada em um intervalo de 24 horas. Os resultados de
toxicidade letal para 50 % da populacdo de nauplios foram apresentados na Tabela 3 (extrato
das folhas) e na Tabela 4 (extrato das flores). Essa toxicidade é determinada medindo a
concentracdo letal (CLsg) que é definida como a concentracdo na qual 50% dos nauplios de
Artémias morrem.

O bioensaio com Artemia salina € utilizado tanto como um indicador de
toxicidade para determinacdo e classificacdo de possiveis farmacos, quanto de atividades
biologicas para uma variedade de substancias quimicas, incluindo os extratos de plantas
(Dauvy et al., 2012; Silva; Miranda; Conceicdo, 2010). Conforme Machado (2003), apos a
exposicdo a substancia em teste, a sobrevivéncia dos organismos é avaliada por meio da
contagem do numero de nauplios vivos em cada concentracdo, obtendo-se a média pelo
namero de mortos, como mostra as Tabelas 3 (extrato das folhas) e Tabela 4 (extrato das
flores). O célculo é realizado pela equacdo y = ax + b, definido pelas equacdes da reta

representadas pelos coeficientes “a” e “b”.

Tabela 3 - Resultado do teste de toxicidade in vitro frente a Artemia salina do extrato
etandlico da folha do Pequi.

Concentracdo  Numero de Nauplios Vivos NUmero de Nauplios Mortos Calculo
(Mg.mL™) (%) (24h) (%) (24 h) CLso (ug.mL™)
2000 0 100
1000 0 100 y=0,0421x + 43,484
;gg 8 188 50=0,0421 x +43,484
250 0 100 50- 43,484/0,0421
x=6,516/0,0421
100 70 30 x=154, 774347
50 90 10
Branco 100 0

Clso=154,8
Fonte: Autoria propria, 2023.
Para o extrato etandlico usando as folhas do pequi, na Tabela 3 estdo contidos 0s
resultados do bioensaio de citotoxicidade frente a Artemia salina. O extrato exibiu uma
tendéncia de toxicidade na faixa de concentracéo variando de 2000 pg.mL™ a 250 pg.mL™,

resultando em 100% de mortalidade dos nauplios. Destaca-se que a toxicidade aumentou
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significativamente a partir da concentragdo de 250 pg.mL™, com mais de 50% da populacéo
de nauplios ndo conseguindo sobreviver, indicando uma resposta aguda a toxicidade. A
Concentracéo letal média (CLso) foi calculada a partir da equagéo da reta conforme mostra o
Grafico 1, como sendo igual a 154,8 pg.mL™, apresentando a alta toxicidade do extrato

etandlico das folhas do pequi (Caryocar brasiliense).

Gréfico 1 - Concentracdo Letal (CLsp) que ocasiona a morte de metade dos nauplios quando

utilizado o extrato das folhas do pequi.
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Fonte: Autoria prépria, 2023.

De acordo com a literatura cientifica, ha uma escassez de estudos abordando os
efeitos toxicoldgicos da espécie Caryocar brasiliense, particularmente em relacdo as folhas e
flores, sendo esse um dado novo que podera fornecer subsidio para pesquisas futuras. Em um
dos trabalhos encontrados, Trasel (2017) investigou a toxicidade da espécie em diversas
concentracdes utilizando os microcrustaceos e constatou que o 6leo extraido da polpa do
pequi demonstrou baixa toxicidade. Por outro lado, Nascimento (2020) observou que 0S
extratos obtidos das flores do pequi apresentaram maior toxicidade frente a Artemia salina
foram os de natureza polar, especialmente os extratos etanélicos, hidroalcéolicos, ceténicos e
metandlico, especialmente na concentragdo mais elevada (2000 pg.mL™).

Os resultados do bioensaio de citotoxicidade diante de Artemia salina para o
extrato etandlico obtido das flores do pequi estdo demonstrados na Tabela 4. Neste estudo,
observou-se uma consisténcia nos resultados, onde o extrato exibiu uma variacdo de 500
pg.mL™ a 2000 pg.mL™ em relacdo aos outros dados, levando a uma mortalidade de 100%
dos individuos. Analisou-se que a toxicidade aumentou de forma mais significativa a partir da
concentracdo de 500 pg.mL™, resultando em mais de 50% da populacéo de nauplios incapaz
de sobreviver, sugerindo uma resposta a toxicidade, com a determinacao da concentracéo letal
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média (CLsp) sendo realizada através da equacdo da reta (Gréfico 2), resultado em 538,9
pg.mL™. Portanto, conclui-se que o extrato etandlico das flores do pequi (Caryocar
brasiliense) demonstra uma toxicidade leve, apresentando uma discrepancia em relacdo ao

extrato etandlico das folhas.

Tabela 4 - Resultado do teste de toxicidade in vitro frente a Artemia salina do extrato
etandlico das flores do Pequi.

Concentracdo  Numero de Nauplios Vivos ~ Numero de Nauplios Mortos % Célculo

(ng.mL™) % (24h) (24 h) ClLso (ug.mL™)
2000 0 100
1000 0 100
750 0 100 y=0,0569 x + 19,336
500 0 100 50=0,0569 x + 19,336
250 90 10 50 - 19,336/0,0569
100 100 0 x=24,773/0,0569

50 100 0 x=538,91
Branco 100 0
CLs,=538,9

Fonte: Autoria prépria, 2023.

Graéfico 2 - Concentracdo Letal (CLsp) que ocasiona a morte de metade dos nduplios quando
utilizado o extrato das flores do pequi.
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Fonte: Autoria propria, 2023.

Conforme discutido por Silva et al (2017), o nivel de toxicidade de extratos
etandlicos e aquosos frente a Artemia salina, é baseada nos valores de concentracdo letal
média (CLsp). A literatura aborda que os valores de CLsg inferiores a 249 pug/mL indicam alta
toxicidade, enquanto CLsp entre 250 e 499 npg/mL estdo associados a uma toxicidade
moderada, extratos com CLsp entre 500 e 1000 pg/mL sdo classificados como levemente

toxicos, ja aqueles com CLsp acima de 1000 pg/mL sdo considerados atoxicos. Esse critério



36

tem sido amplamente adotado como uma medida padrdo para avaliar o grau de toxicidade em
bioensaio (Meyer et al., 1982).

Ainda, a literatura identifica diversas classes quimicas de compostos toxicos
encontrados em plantas na presenca de metabdlitos, incluindo alcaldides, glicosideos,
saponinas, acidos organicos, lecitinas, terpenos e taninos, que contribuem para a compreensao
abrangente dos mecanismos de toxicidade vegetal (Barbosa et al., 2007). O que corrobora

com os resultados obtidos neste estudo.

5.3 Sintese de Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

O uso do extrato das folhas e flores do pequi demonstrou ser uma estratégia eficaz
para a realizagdo de sintese ambientalmente sustentavel de nanoparticulas. Como resultado,
obteve-se uma suspensdo coloidal de coloragdo amarela/castanha que manteve-se estavel,
como evidenciado na Figura 11. A auséncia de aglomeracGes ou sedimentagdes significativas
destaca a capacidade do extrato do pequi como agente estabilizador eficiente nesse processo
de sintese verde de nanoparticulas, evidenciando o potencial do pequi como fonte promissora
de materiais para aplicacbes nanotecnoldgicas, alinhando-se com os principios da
sustentabilidade ambiental (Bonatto, 2016).

Figura 11 - Sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) estabilizadas utilizando o extrato das
folhas (A) e flores (B) do Pequi.

A-EFo/AgNPs. B-EFI/AgNPs.

\
oo \

Fonte: Autoria propria, 2024.

Para as sinteses de AgNPs envolveu o uso dos extratos EqFo e EFI do pequi na
reducdo de ions prata provenientes da solucdo de nitrato de prata (AgNO3) usado na reagéo. O
objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia dos extratos do pequi como uma alternativa
promissora na sintese de AgNPs, ressaltando sua capacidade multifuncional como elemento

na producdo de nanomateriais. A caracterizacdo das nanoparticulas formadas foi conduzida
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através de espectroscopia UV-visivel, um método amplamente utilizado para deteccdo e
andlise de (AgNPs).

A absorcdo de nanoparticulas de prata sintetizadas com extratos vegetais ocorre
geralmente na faixa de comprimento de onda de 400 a 500 nm, quando avaliada utilizando o
espectrofotémetro UV-visivel (Brito; Viana; Viana, 2022). No entanto, durante a anéalise
realizada neste estudo, foi notado uma banda na regido do comprimento de onda de 200 a 500
nm (Grafico 4 e 5) com pico em 300 nm. De acordo com Rocha (2010), o alargamento na
banda de absorcéo pode ser atribuido a presenca de nanoparticulas com tamanhos diversos,
apresentando “nanoparticulas multi-geminadas e uma populagdo menor de particulas

esféricas”.

Graéfico 4 - Avaliacdo da faixa de comprimento de onda no espectro UV-Visivel - Utilizando
0 Extrato das folhas do pequi.
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Fonte: Autoria prépria, 2024.

Gréfico 5 - Avaliacdo da faixa de comprimento de onda no espectro UV-Visivel - Utilizando
o0 Extrato das flores do pequi.
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Diversos elementos devem ser levados em conta durante o processo experimental
de obtencéo de nanoparticulas, incluindo as condic¢des de realiza¢do do teste, exposi¢éo a luz,
concentracdes dos extratos vegetais e tamanhos do gotejamento da solugcdo de AgNO;. Além
disso, fatores como temperatura ambiente, pH do meio reacional também podem influenciar
no deslocamento ou alargamento da banda, atribuida a morfologia e dispersdo dessas
nanoparticulas para comprimentos de onda mais altos (Monteiro; Freitas, 2020; Rocha, 2010;
Bonatto, 2016).

Na literatura atual, existe uma lacuna em relacdo a estudos sobre sintese verde
utilizando extrato das flores do pequi (Caryocar brasiliense), com poucos deles explorando o
uso das folhas. Entretanto, estudos preliminares confirmam que as nanoparticulas sintetizadas
exibem propriedades antimicrobianas (Souza, 2020). A capacidade de reproduzir a sintese de
forma consistente, resultando na obtencdo das mesmas caracteristicas das nanoparticulas em
diferentes experimentos, configura sua importancia, a garantia, confiabilidade e a

aplicabilidade pratica da sintese (Fernandes, 2008).

5.4 Biofilme de amido da casca de batata com nanoparticulas de prata

Os biofilmes de amido da casca de batata sdo filmes finos compostos por amido
derivado da batata, que apresentam propriedades biodegradaveis e biocompativeis. Esses
biofilmes possuem uma ampla variedade de aplicagdes, incluindo sua utilizacdo em
embalagens para alimentos e como revestimentos para protecdo de diversas superficies
(Santos et al., 2021). Em contrapartida, as nanoparticulas de prata apresentam propriedades
antimicrobianas, decorrentes da liberacdo de ions de prata, que tém acdo contra diversos tipos
de microorganismos (Melo, 2023). Dessa forma, as nanoparticulas de prata séo amplamente
empregadas em produtos com propriedades antibacterianas.

Os resultados da analise da transparéncia dos biofilmes elaborados utilizando
amido da casca de batata e incorporacdo de (AgNPs) estéo ilustradas nas Figuras 12 e 13 (a e
b). Na qual evidencia-se que os filmes contendo AgNPs das folhas (Figura 12) demonstraram
uma boa resisténcia ao rasgo, e apesar da alteracdo da cor, ainda apresentou boa transparéncia
quando comparados com os filmes de AgNPs das flores (Figura 13). Esta constatacdo sugere
um potencial aplicacdo desses biofilmes, incluindo embalagens de alimentos e revestimentos
industriais, além disso, “a carboximetilcelulose tem aplicagdo no setor farmacéutico ¢ forma

filmes transparentes e bastante hidrofilicos" (Souza, 2020, p. 26).
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Figura 12 - Aspectos visuais dos biofilmes de amido da casca de batata/Glicerina
/carboximetilcelulose e nanoparticulas de prata (extrato das folhas).

A. Biofilme sem adigdo de AgNPs. B. Biofilme com adi¢do de AgNPs. C. Resisténcia ao rasgo - Biofilme com
adicdo de AgNPs.

Fonte: Autoria prdpria, 2024.

Observa-se nas Figuras 12 e 13 gque os biofilmes com nanoparticulas incorporadas
apresentaram uma leve modificacdo na coloracdo, tanto nos biofilmes com as AgNPs das
folhas, quanto das AgNPs das flores. Entretanto, ambas mantiveram uma aparéncia
homogénea e com uma boa resisténcia ao rasgo. Esses resultados sugerem que a adi¢do de
nanoparticulas de prata pode conferir propriedades antimicrobianas e antibacterianas aos
biofilmes de amido da casca de batata, sem comprometer sua integridade estrutural (Santos et
al., 2021; Souza, 2020). O processo de incorporacao das nanoparticulas de prata nos biofilmes
resultou em uma coloracdo amarela/castanha coloidal, indicando eficiéncia na incorporacao
dessas particulas. Adicionalmente, os biofilmes permaneceram suas propriedades de
resisténcia, flexibilidade, rigidez e boa visibilidade, essa combinacdo de materiais oferece
uma alternativa ambientalmente mais sustentavel e segura em comparacdo com embalagens e
revestimentos convencionais, frequentemente produzidos com plasticos ndo biodegradaveis
(Santos et al, 2021).

Figura 13 - Aspectos visuais dos biofilmes de amido da casca de batata/Glicerina
/carboximetilcelulose e nanoparticulas de prata (extrato das flores).

A. Biofilme sem adigao de AgNPs. B. Biofilme com adigdo de AgNPs. C. Resisténcia ao rasgo - Biofilme com
adi¢ao de AgNPs.

Fonte: Autoria proprla 2024.

A andlise da taxa de absorcdo de agua dos filmes biodegradaveis, revelou
variages significativas ao longo do tempo de teste, conforme demonstrado na Tabela 5. Apos

30 minutos de exposicdo, j& se observaram variacGes significativas nas taxas de
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intumescimento entre os diferentes tipos de biofilmes testados, indicando distintas
capacidades de absor¢do de agua. Notavelmente, com 1 hora de teste, os filmes compostos por
amido, glicerina e CMC, sem a adicdo de nanoparticulas, demonstraram mudancas mais
acentuadas em suas taxas de intumescimento. Uma possivel explicacdo é a suscetibilidade
desses materiais & desintegracdo da matriz polimérica, resultando na liberagdo de liquido uma
vez que a CMC apresenta a capacidade de formacéao de gel (Souza, 2020).

Em contrapartida, observa-se que a adicdo de AgNPs conferiu aos biofilmes
melhoras na resisténcia a formacdo de gel, exibindo uma manutencdo significativa de sua
resisténcia estrutural, sugerindo uma possivel protecdo conferida pelas nanoparticulas. Apés 1
hora e 30 minutos, os filmes sem AgNPs sofreram desintegragdo, enquanto os filmes com
AgNPs mostraram uma resisténcia prolongada, apresentando apenas sinais incipientes de
solubilizacdo apos 2 horas de teste. Esses resultados destacam o potencial das nanoparticulas
de prata em conferir resisténcia a agua aos biofilmes, abrindo perspectivas promissoras para

sua aplicacdo em diversas areas, como embalagens e materiais biodegradaveis.

Tabela 5 - Indice de absorcdo de agua (intumescimento) dos filmes biodegradaveis feitos de
amido da casca de batata, glicerina, CMC e incorporacdo AgNPs das folhas (a) e flores (b) do

pequi.

INTUMESCIMENTO %

TEMPO (H)
AMOSTRAS Seco 30min 1h 1h30min 2h
Amido + Glicerina + CMC 0,050 470 646 ND ND
Amido + Glicerina + CMC + AgNPs (a) 0,047 | 1771 | 2.047 2.287 2.606
Amido + Glicerina + CMC + AgNPs (b) 0,057 668,4 | 803,5 921 1.132

Fonte: Autoria propria, 2024.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo realizado sobre o pequi (Caryocar brasiliense) e seus extratos,
utilizando as folhas e flores, destaca a sua importancia na biodiversidade do cerrado brasileiro
e seu potencial em diferentes aplicacGes, desde a gastronomia até a nanotecnologia. A triagem
fitoquimica evidenciou diversas classes de metabdlitos secundarios, tais como saponinas,
taninos, alcaldides, aclcares redutores, flavondides, esterGides e triterpendides. Esses
compostos tém propriedades medicinais e nutricionais importantes, como diureéticas,
depurativas do sangue e expectorantes, resultando em possibilidades de explorar suas
capacidades para o desenvolvimento de bioprodutos ou a caracterizagdo de suas propriedades
farmacoldgicas. Com base nos resultados dos testes de citotoxicidade, foi observado que 0s
extratos das folhas e flores apresentaram diferentes niveis de toxicidade. O extrato etandlico
das folhas demonstrou ser toxico, com concentracdo letal de igual a 154,8 ug.mL™, enquanto
o extrato da flor revelou uma menor toxicidade (CLso 538,9 pg.mL™). Isso configura uma
investigacdo mais profunda dos compostos presentes em cada planta, sugerindo que tais
descobertas tem potencial para desenvolvimentos de futuros produtos farmacéuticos ou para
indUstria de cosméticos.

A sintese verde de AgNPs mostrou-se promissora, destacando-se como uma
alternativa sustentdvel e eficaz. A caracterizacdo das nanoparticulas demonstrou uma
absorcdo na faixa de comprimento de onda de 200 a 500 nm, sugerindo a presenca de
nanoparticulas de diferentes tamanhos e morfologias. A incorporacdo dessas AgNPs em
biofilmes de amido de batata revelou boas propriedades de resisténcia ao teste de
intumescimento por mais de 2 horas, indicando seu potencial em aplica¢cdes como embalagens
de alimentos e revestimentos industriais.

A sintese verde utilizando extratos vem cada vez mais ganhando destaque devido
a preocupacdo com o impacto ambiental e a busca por processos mais ecoldgicos. Pois, 0
material vegetal caracteriza-se como agentes redutores e estabilizantes para produzir
nanoparticulas de prata de forma mais sustentavel. Contudo, este estudo demonstrou que a
espécie C. brasiliense tem potencialidade para o desenvolvimento de futuros trabalhos

cientificos, quer seja na area farmacoldgica, quer seja para formulagdes de biomateriais.
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