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Introducao

Nanoparticulas de prata (AgNPs) s&o nanomateriais com didmetros da ordem de 1 a 100 nm, contendo de
15 a 20.000 atomos de prata, conferindo-lhes uma grande area superficial e resultando em propriedades O6pticas,
quimicas e bioldgicas Unicas, que diferem das propriedades de particulas maiores (Anjum et al., 2013). Além do uso
tradicional em aplicagdes como catalise, dispositivos dpticos, biossensores, diagndsticos e detecgao biomolecular, suas
propriedades antimicrobianas tornam as AgNPs populares em uma ampla gama de aplicacées que envolvam controle
de microrganismos (incorporagdo em tecidos, cosméticos, tintas, desinfetantes, dispositivos médicos, purificagéo de
agua, entre outros) (Rai et al., 2013).

A sintese de AgNPs pode ser realizada tanto por métodos quimicos tradicionais quanto por métodos mais eco
sustentaveis denominados de sintese verde. Em todos os métodos, AgNPs estabilizadas sao formadas pela redugao
de ions Ag* e subsequentes processos de nucleagao e crescimento. Os métodos quimicos convencionais para sintese
de AgNPs geralmente utilizam sais precursores de prata, como o nitrato de prata (AgNO,) e agentes redutores e
estabilizantes para evitar a aglomerag&o das nanoparticulas, como o borohidreto de sodio (NaHB,) e o citrato de sodio,
respectivamente (Iravanietal., 2014). Os métodos baseados na sintese verde de AQNPs se pautam na chamada Quimica
Verde, que possui como um dos principios a elaboragdo de métodos que utilizam reagentes menos toxicos ou atéxicos
ao meio ambiente e ao ser humano (Anastas; Eghbali, 2010). Na sintese verde de AgNPs, em substituicdo aos agentes
redutores e estabilizantes quimicos, sao utilizados extratos de plantas ou microrganismos. Varios metabdlitos presentes
em plantas, que incluem acucares, alcaloides, acidos fendlicos, terpenoides, polifendis e proteinas desempenham um
papel importante na biorreducdo de ions prata a AQNPs e na sua estabilizagdo. Microrganismos como bactérias e
fungos também apresentam um grande potencial na produgédo de nanoparticulas metalicas decorrente sobretudo de
suas enzimas redutoras (Mohammadlou et al., 2016; Silva et al., 2017; Pereira et al., 2020).

Apos a sintese das AgNPs, os proximos passos envolvem a caracterizagéo, cujas analises confirmam a formagéao
e investigam as propriedades opticas, o tamanho, a forma, a morfologia, a area de superficie, a cristalinidade, a
composicao e a estabilidade. Algumas técnicas que sdo comumente utilizadas para essa finalidade sdo: espalhamento
de luz dinamico (DLS), microscopia de forga atdmica (AFM), microscopia eletronica de transmisséo (TEM), difragéo de
raio-X (XRD), espectrofotometria UV-Vis, Raman, espectroscopia de infravermelho proximo (FT-IR), espectroscopia de
plasma indutivamente acoplado (ICP) e voltametria (Zhang et al., 2016; Gamboa et al., 2019). As condi¢cbes da reagéo
de sintese de AgNPs, como temperatura, agitagcéo, pH, tempo de reagéo, concentragao inicial dos provedores de ions
prata, a composicado e concentracdo dos agentes redutores e estabilizantes de origem bioldgica (extrato de plantas,
por exemplo) podem influenciar na eficacia da sintese, no rendimento das rea¢des e também nas caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas formadas. Uma forma de estudar a eficacia e o rendimento das reagbes € utilizar
métodos analiticos para a deteccdo e determinagdo da concentracdo de AgNPs formadas apds a sintese. Dentre
as técnicas comumente utilizadas, a voltametria constitui uma boa alternativa para a deteccao de AgNPs, devido a
sua seletividade, sensibilidade e simplicidade. No que se refere a avaliagao do rendimento das reagdes de sintese,
a voltametria pode ser utilizada para a determinacgao indireta da concentragédo de AgNPs por meio da determinagao
voltamétrica de ions prata (Ag*), que ndo sofreram biorreducéo. Neste contexto, as técnicas voltamétricas podem ser
utilizadas como alternativas aos métodos espectrométricos como ICP para a determinacédo de AgNPs, devido as suas
vantagens como: menor custo, ndo sao destrutivas, demandam equipamentos de porte pequeno, utilizam quantidades
de amostras na ordem de microlitros e ndo ha necessidade da utilizacdo de grandes quantidades de gases puros como
0 que ocorre com a técnica de ICP.



A voltametria € uma técnica eletroquimica na qual as informagdes qualitativas e quantitativas de uma espécie
quimica séo obtidas a partir do registro de curvas de corrente versus potencial, coletadas durante a eletrdlise dessa
espécie em uma célula eletroquimica. A célula eletroquimica é constituida pelo eletrodo de trabalho (composto de
material inerte como ouro, platina, carbono e mercurio), eletrodo de referéncia (podendo ser de calomelano saturado ou
de prata/cloreto de prata) e eletrodo auxiliar (podendo ser de platina, ouro, carbono vitreo). Na voltametria, o potencial
(E) é o parametro que se ajusta e a corrente resultante (i) € o parametro que € medido, ou seja, i = f(E). As informacdes
sobre as espécies de interesse sado obtidas por meio da medicao da magnitude da corrente elétrica que surge entre
o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar ao se aplicar uma diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o
eletrodo de referéncia. O registro da corrente em funcéo do potencial € denominado voltamograma. A magnitude da
corrente obtida pela transferéncia de elétrons durante um processo de oxirredugao é proporcional a quantidade da
espécie quimica de interesse presente na interface do eletrodo e, consequentemente, na solugdo. A forma na qual o
potencial é aplicado, e, por consequéncia, a forma como a corrente é adquirida determina o tipo de técnica voltamétrica
em questao (Bard; Faulkner, 2001; Skoog et al., 2002; Pacheco et al., 2013).

Na voltametria ciclica, o potencial (sinal de excitagdo) é aplicado na forma triangular, no qual um potencial varia
de forma linear numa determinada diregdo (anddica-catddica ou catddica-anddica) e, entdo, a dire¢cao de varredura &
invertida e o potencial volta ao seu valor original. Uma velocidade de varredura € estabelecida para qualquer diregao.
Esse ciclo de excitagdo, que pode durar de 1 a 100 s pode ser repetido varias vezes. Como resposta ao sinal de
excitagao, pode-se obter dependendo da espécie quimica de interesse, a visualizagdo no voltamograma de picos de
correntes de oxidagao e picos de corrente de redugéo. Os parametros importantes em um voltamograma ciclico sao:
o potencial do pico catddico, Epc, o potencial do pico anddico, Epa, a corrente de pico catédico, ipc, e a corrente de pico
anaodico, ipa. O principal uso da voltametria ciclica € como ferramentas para estudos fundamentais e de diagndstico, que
fornecem informagdes qualitativas sobre processos eletroquimicos em varias condigdes (Bard; Faulkner, 2001; Skoog
et al., 2002; Pacheco et al., 2013).

Na voltametria de pulso diferencial, o sinal de excitagdo € aplicado na forma de degraus. Pulsos de amplitude
fixos sobrepostos a uma rampa de potencial crescente sao aplicados ao eletrodo de trabalho. A corrente é medida duas
vezes, uma antes da aplicagdo do pulso (S1) e outra ao final do pulso (S2). A primeira corrente € instrumentalmente
subtraida da segunda e a diferenga das correntes é plotada versus o potencial aplicado. O voltamograma resultante
consiste em picos de corrente de forma gaussiana, cuja area deste pico é diretamente proporcional a concentragéo da
espécie quimica de interesse. O objetivo de se fazer duas medidas da corrente e trabalhar com a diferenga entre elas
€ minimizar o efeito da corrente de fundo, aumentando assim a sensibilidade da técnica. Esta corregdo de correntes,
possibilitada pelo modo de pulso diferencial, permite obter limites de deteccdo da ordem de 10 mol L. A varredura
de potencial ocorre num sentido especifico, sem inversao. Desta forma, se o sentido for o catddico (em direcéo a
potenciais mais negativos) os parametros visualizados nos voltamogramas sao o potencial do pico catodico, Epc, ea
corrente de pico catddico, ipc. Se o sentido for 0 anddico (para potenciais mais positivos) os parametros visualizados séo
o potencial do pico anddico, Epa, e a corrente de pico anddico, ipa. A varredura do potencial ocorre numa determinada
velocidade, e outros parametros relativos ao pulso sdo também importantes como a amplitude de pulso e o tempo de
pulso (Bard; Faulkner, 2001; Skoog et al., 2002; Pacheco et al., 2013).

Os métodos de redissolugdo apresentam processos eletroquimicos nos quais a espécie quimica de interesse
€ depositada na superficie do eletrodo de trabalho a partir de uma solucéo sob agitagdo. Depois de um determinado
tempo, denominado tempo de deposicéo, td, a eletrélise é interrompida, cessa-se a agitagdo adotando-se um pequeno
tempo de equilibrio ou repouso, e a espécie quimica depositada é redissolvida ou retirada da superficie do eletrodo.
Nos métodos de redissolugéo anddica, o eletrodo é inicialmente polarizado negativamente (se comportando como um
catodo) fazendo com que as espécies quimicas de interesse de carga positiva na solu¢ao se reduzam e pré-concentrem
na superficie do eletrodo. Posteriormente, é realizada uma varredura a potenciais mais positivos (sentido anédico),
fazendo com que as espécies reduzidas na superficie do eletrodo oxidem de volta para a solugéo (redissolu¢do). Na
etapa de deposi¢ao, a concentragdo da espécie quimica de interesse na superficie do eletrodo de trabalho é muito
maior que no restante da solugdo. Devido a esta etapa de pré-concentragcdo, os métodos de redissolugdo produzem
limites de deteccdo muito mais baixos que as outras técnicas voltamétricas. Na etapa de redissolugdo, o modo como



o potencial é aplicado, definira a técnica que se pretende utilizar (preferencialmente pulso diferencial) (Bard; Faulkner,
2001; Skoog et al., 2002; Pacheco et al., 2013).

Para que as técnicas voltamétricas possam ser aplicadas, a espécie quimica de interesse tem que ser eletroativa,
isto &, ser capaz de sofrer a reagéo redox na janela de potencial estudada. Geralmente, eletrélitos suporte consistindo
em solugbes com concentragdes relativamente elevadas de sais inertes sdo escolhidos visando assegurar adequada
condutividade elétrica ao sistema, além de garantir for¢a idbnica adequada e constante e controle de pH.

Na voltametria, a quantificacdo de espécies quimicas de interesse geralmente é realizada por meio do método
de adigao padréo, que é usado com o objetivo de minimizar-se o problema de efeito de matriz. Nesse procedimento,
a amostra é adicionada a célula eletroquimica juntamente com o eletrélito suporte e a corrente referente a espécie
de interesse (analito) é registrada. A seguir, adiciona-se sobre a solugdo da amostra volumes definidos do padrao do
analito de concentragdo conhecida. Como as medidas com os padroes sao feitas em condigdes muito préximas das
condi¢cdes da amostra, o efeito de matriz & significativamente minimizado, ou seja, as interferéncias que afetam as
medidas da corrente referente ao analito presente na amostra, afetardo da mesma maneira as medidas das correntes
referentes ao analito mais as aliquotas da solugdo padrdo sucessivamente adicionadas sobre a amostra. O método
da curva de adi¢do padrao é considerado mais exato. Assim, se as caracteristicas da matriz forem reprodutiveis e
conhecidas, entdo o método da curva de adicao padrdo é melhor e deve ser preferido (Aleixo, 2003).

A interagado da eletroquimica com a nanotecnologia tem duas vertentes: a nanotecnologia pode ser aplicada
a voltametria, quando sensores eletroquimicos nanoestruturados sao utilizados como eletrodos de trabalho para a
detecgao de diferentes moléculas e ions; e a eletroquimica pode ser aplicada a nanotecnologia quando é utilizada, por
exemplo, para a sintese e caracterizagao de nanoparticulas metalicas, além de ser aplicada para estudar processos de
funcionalizagao e eletrooxidagcao de nanoparticulas (Brainina et al., 2011).

E objetivo deste comunicado técnico: 1) apresentar as técnicas voltamétricas, como a voltametria ciclica, a
voltametria de redissolugcdo anddica e a voltametria de pulso diferencial como técnicas alternativas para a deteccao
de AgNPs e determinacao da concentragdo de ions Ag*; 2) determinar o rendimento de reagbes de sintese verde de
AgNPs por técnicas voltamétricas.

Protocolo para a deteccao voltamétrica de  nanoparticulas de
prata (AgNPs) e para a determinacéo voltamétrica de ions prata

(Ag+)

1) Aparato instrumental:

O principal aparato instrumental é o potenciostato/galvanostato, que é responsavel pela aplicagdo do potencial a
célula eletroquimica e pelas medidas das correntes resultantes dos processos redox envolvendo as espécies de prata.
O equipamento utilizado para o desenvolvimento dos protocolos € um potenciostato/galvanostato modelo Autolab
PGSTAT 128N (Metrohm®), acoplado a uma célula eletroquimica composta pelos eletrodos: carbono vitreo (¢ = 2 mm)
(eletrodo de trabalho), Ag/AgCI (KCI 3 mol L") (eletrodo de referéncia) e platina (eletrodo auxiliar). Todos os eletrodos
sdo da marca Metrohm. Os eletrodos sdo conectados ao potenciostato por meio dos conectores elétricos proprios
do equipamento (Figura 1). A interface computacional, na qual se inserem os comandos e possibilita a aquisicao
dos voltamogramas, opera por meio do software NOVA 2.0, préprio do equipamento. O equipamento esta disponivel
no Laboratérios de Tecnologias para a Seguranga Alimentar (Sala de Eletroquimica e Eletroanalitica) da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia.



Figura 1: Aparato instrumental utilizado para as analises voltamétricas constituido por um potenciostato/galvanostato (A) conectado
a célula eletroquimica, composta pelos eletrodos de carbono vitreo (eletrodo de trabalho- ET), Ag/AgCl (KCI 3 mol L") (eletrodo de
referéncia- ER) e platina (eletrodo auxiliar- EA) (B) e conectado ao computador (C). Fotos de Gabriella Magarelli.

2) Limpeza do eletrodo de trabalho

A superficie do eletrodo de trabalho deve passar por limpeza e tratamento eletroquimico com o objetivo de tornar
a superficie livre de interferentes e ativa para os processos eletroquimicos. Para isso, antes do inicio de cada medida
voltamétrica, o eletrodo de carbono vitreo € polido em suspenséo de alumina (6xido de aluminio com particulas <10
Mm) por 2 minutos sob um disco de feltro e lavado com agua ultrapura (Figura 2). Posteriormente, o eletrodo de carbono
vitreo tem sua superficie mergulhada em acido nitrico 20% por 1 minuto e, em seguida, lavado com agua ultrapura
(tipo ). Apos estas etapas de limpeza, é realizado o tratamento eletroquimico do eletrodo aplicando-se 10 ciclos de
varredura por voltametria ciclica em potenciais de -1,5 a 1.5 V a uma velocidade de varredura de 50 mV s' em tampao
fosfato, pH 7,0. Os eletrodos de referéncia e auxiliar séo lavados antes de cada analise com agua ultrapura.

(A) (B)

Figura 2: Eletrodo comercial de carbono vitreo utilizado como eletrodo de trabalho nas analises voltamétricas (A) e o
processo de limpeza mecéanica de sua superficie (B). Fotos de Gabriella Magarelli e Caroline Matos Ribeiro

3) Obtengao das amostras

A sintese verde de AgNPs utiliza em seu sistema reacional extratos aquosos de plantas e nitrato de prata (AgNO,)
sob condigdes otimizadas de reagédo envolvendo concentragdes de precursores, aeragao, agitagao, luminosidade e pH.
Os extratos vegetais, com concentragdes finais de 100 mg mL™" (matéria seca) foram obtidos por decocgdo de 3 g de
fragmentos de folhas em 30 mL de agua ultrapura por 2 min. Em seguida, 10 mL do extrato filtrado € utilizado na reagéo
de sintese juntamente com 990 mL of AGNO, 1 mmol/L. O protocolo voltamétrico descrito neste comunicado pode
ser aplicado em suspensdes de AgNPs sintetizadas a partir de qualquer espécie vegetal, de preferéncia utilizando as
folhas. Seguindo este protocolo de extracdo, nao foram verificados sinais interferentes de residuos de extratos vegetais
sobre os perfis voltamétricos de Ag* e AgNPs.

Amostras homogéneas de 2 mL de suspensao contendo as AgNPs s&o coletadas em microtubos apds a sintese
verde das AgNPs. Os microtubos com as suspensoes séo colocados em microcentrifuga e centrifugados por 30 minutos



a 15339 x g. O sobrenadante é separado por pipetagem e armazenado para as analises voltamétricas de ions prata
(Ag"). O centrifugado (pellet) é ressuspendido em 500 puL de agua ultrapura e armazenado no proprio microtubo para as
analises voltamétricas de AgNPs. A concentragao tedrica de AgNPs ressuspendido dependera da concentragéo inicial
da solugdo de AgNOQ, utilizada na reagdo de sintese. Para uma concentragdo de 1 mmol L' de AgNO,, a concentragéo
tedrica de AgNPs é igual a 1 mmol L. A concentragao tedrica de AgNPs ressuspendidos em 500 uL de agua é de 4
mmol L. Particulas soélidas de AgNPs ndo s&o observaveis a olho nu nos microtubos apds a ressuspensdo com agua
e, antes das analises voltamétricas, o microtubo é agitado utilizando um vértex para homogeneizagéo da suspensao.
Todas as amostras sao identificadas e armazenadas em geladeira a temperatura de 4°C por no maximo 3 dias até as
andlises voltamétricas serem efetivadas.

4) Deteccao de nanoparticulas de prata (AgNPs) por voltametria ciclica

Para a analise voltamétrica das AgNPs, 2 uL da suspensdo do pellet ressuspendido de AgNPs é pipetado na
superficie do eletrodo de trabalho. O eletrodo é deixado em repouso e em temperatura ambiente até toda evaporacao
do solvente e adsorgéo das AgNPs na superficie do eletrodo de carbono vitreo (Figura 3). Apos esta etapa, o eletrodo
é conectado a célula eletroquimica contendo 10 mL de tampao fosfato, 0,2 mol L, pH 7,0. Os eletrodos de referéncia
e eletrodo auxiliar também sao conectados a célula. A técnica de voltametria ciclica é utilizada para a deteccédo apos
a selegcado dos parametros eletroquimicos descritos na Tabela 1. A metodologia foi baseada em artigo de Giovanni;
Pumera, 2012.

Tabela 1: Pardmetros eletroquimicos para a analise voltamétrica das AgNPs.

Parametros eletroquimicos Valor
Potencial inicial (E,) -1,0V
Potencial de inverséo (E, ) 1,0V
Potencial final (E,) 09V
Velocidade de varredura 0,1Vs"
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Figura 3: Voltamograma ciclico de amostra de 2 yuL de suspensao de AgNP 4 x 10-® mol L. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo;
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl; Eletrodo auxiliar: platina. Eletrélito suporte: Tampéo fosfato, pH = 7,0. Parametros eletroquimicos:
Tabela 1.



Como resposta ao sinal de excitagdo caracteristico da voltametria ciclica, e adotando-se os parametros
eletroquimicos da Tabela 1, obtém-se voltamogramas com os seguintes resultados: a) um pico de corrente, |, da ordem
de 10 ampere (A) em potenciais anddicos, E_, de 0,2 a 0,3V, decorrente da oxidagao de Ag® (AgNPs)a Ag*; b) um pico
de corrente, |, da ordem de 10" A em potencial catodico, Epc, de -0,15 'V, decorrente da redugdo de Ag* eletrogerado a
Ag® (Figura 3). O potencial de oxidagdo pode variar de 0,2 a 0,3 V dependendo do tipo de extrato vegetal utilizado. Em
trabalho de Ndikau et al. (2016), o perfil voltamétrico de AgNPs sintetizadas a partir de extrato de melao apresentou
pico de corrente de oxidagdo em Epa = 0,29 V. O perfil voltamétrico pode variar também se as condi¢cbes de analise e
eletroquimicas envolvendo a técnica, o volume de suspensao adicionado no eletrodo, os eletrodos, a area de trabalho
do eletrodo de carbono vitreo, o eletrélito e o pH forem diferentes. Nas condi¢cdes experimentais apresentadas neste
trabalho, a identificagdo de AgNPs por voltametria pode ser confirmada utilizando-se como paradmetros indicadores, os
potenciais redox obtidos e apresentados neste Comunicado Técnico.

Para a determinacao direta de AgNPs por voltametria haveria necessidade de uma solu¢do padrao de AgNPs,
entretanto, n&o ha padrées comerciais de AgNPs que sejam similares as AQNPs obtidas por sintese verde, que possuem
suas propriedades fisico-quimicas, como didmetro hidrodinamico, morfologia e potencial-Zeta dependentes do extrato
vegetal utilizado e das condigdes de reacao. Neste comunicado, &€ proposto.um protocolo para a determinagéo indireta
da concentragao experimental de AQNPs por voltametria.

5) Determinacdo da concentragdo de ions prata (Ag*) por voltametria de redissolugdo anédica e pulso
diferencial

Adiciona-se uma aliquota de 5-10 pyL do sobrenadante das suspensdes de AgNPs centrifugadas na célula
eletroquimica contendo 10 mL do eletrodlito suporte constituido de KNO, 0,2 mol L' e EDTA 0,004 mol L' (pH = 4,48). Os
eletrodos sdo conectados a célula e ao potenciostato para as medidas voltamétricas utilizando a técnica de voltametria
de redissolucéo anddica e pulso diferencial. Os parametros eletroquimicos adotados estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Pardmetros eletroquimicos para a determinacéo voltamétrica de Ag+.

Parametro eletroquimico Descriminagao

Etapa de pré concentraciao

Potencial de deposicéo (E,) -0,4V
Tempo de deposicéo (t,) 120 s
Agitacao 1 min (agitador magnético adotando-se 600 rpm)
Tempo de equilibrio 5s

Etapa de redissolucao

Técnica Pulso diferencial
Potencial inicial (E,) oV
Potencial final (E)) 0,5V
Degrau de potencial 0,004 v
Tempo do degrau de potencial 0,1s
Velocidade de varredura 0,05Vs
Amplitude de pulso 0,056V

Apos o eletrodo sofrer uma polarizagéo negativa ao se aplicar um potencial de -0,4 V (E,), os ions Ag* presentes
na interface solucao-eletrodo sdo reduzidos a Ag® (prata metalica) e se pré concentraram na superficie do eletrodo.
Ao fim do tempo de deposicéo (t,) de 120 s, a eletrélise € cessada e uma varredura para potenciais mais positivos
(até 0,5 V) resulta na reoxidagdo das espécies Ag°® pré-concentradas em Ag* de volta para a solugdo. Esta etapa é
denominada de redissolugdo. A varredura anddica de potenciais de 0 a 0,5 V, aplicada ao eletrodo na forma de pulso,



sob parametros descritos na Tabela 2, resulta em um pico de corrente de oxidagdo da ordem de 107 - 10 A, no
potencial de 0,25 - 0,30 V (Figura 4).
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Figura 4: Voltamograma de redissolu¢do anddica e pulso diferencial de 10 yL de amostra do sobrenadante em 10 mL de eletrélito
(KNO,/EDTA), com adigdes sucessivas de 10 uL de Ag*, 10 mg L. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo; Eletrodo de referéncia: Ag/
AgCl; Eletrodo auxiliar: platina. Pardmetros eletroquimicos: Tabela 2. Grafico inserido corresponde a curva da concentragcao de Ag*

correspondente de cada adigao sobre a amostra versus o valor do pico de corrente de oxidagao.

Para a quantificagao da concentracdo de Ag* em solucao, foi realizado o método de adigdo de padrao seguindo-
se 0s seguintes passos: 1) 10 -20 pL de amostra de sobrenadante é adicionada a célula eletroquimica contendo 10 mL
KNO, 0,2 mol L' e EDTA 0,004 mol L (pH = 4,48) e a corrente referente a espécie de interesse (Ag*) é registrada; 2)
adiciona-se sobre a solugdo da amostra quatro adi¢des de 5-10 pL de padrdo de Ag* na concentragao de 10 mg L™,
registrando-se a corrente apos cada adigcdo. As solugdes de padrao de Ag* 10 mg L' sdo obtidas por diluicdo da solugéo
estoque de 1000 mg L' do padrdo de Ag*, da marca Merck/Supelco; 3) E construida uma curva da concentragéo de
Ag" adicionada sobre a amostra (eixo x da curva) versus o sinal do pico de corrente de oxidagéo (l,) de Ag* (eixo y da
curva), sendo que o primeiro ponto da curva representa o sinal de corrente de oxidagdo da amostra, com valor zero
de concentracao; 4) O grafico resultante deve dar uma reta. Essa reta é extrapolada até cortar o eixo da concentragao
(eixo «x») no lado negativo das coordenadas. O mddulo do valor negativo obtido € o valor da concentracéo de Ag*
na solugédo da célula eletroquimica. Sabendo-se o volume total da solugdo na célula (10,01-10,02 mL) e o volume
da amostra original adicionado a ela (10 -20 yL), calcula-se entdo a concentragdo do analito na solu¢do da amostra
(sobrenadante) original. A metodologia de determinagao voltamétrica de Ag* foi baseada em publicagbes de Metrohm
(2020) e Radulescu et al. (2016).

6) Limpeza da vidraria e descarte dos residuos

A vidraria utilizada nos experimentos foi submetida a lavagem com agua potavel e sabao, seguida por lavagem
com agua destilada, imersdo em solugdo HNO, 20% por 12 horas seguida de imers&o em agua ultrapura por mais 12
horas. A secagem foi realizada em temperatura ambiente. Os residuos contendo prata (na forma idnica e como AgNPs)
foram descartados em frascos de vidro escuro e os compostos fendlicos foram descartados em reservatorios plasticos
a base de polietileno de alta densidade. Todos os reservatoérios de residuos foram lacrados, rotulados e armazenados
em local mais arejado do laboratério para posterior recolhimento, em conformidade com as orientagdes do Setor de
Gestéo de Laboratérios da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — SGLA.



Determinacao do rendimento da reacao de sintese: concentraciao
experimental das AgNPs formadas

Aconcentracéo tedrica de AgNPs, considerando 100% da biorredugao de ions prata (Ag*) em Ag°é determinada
pela concentragéo inicial da solugdo de nitrato de prata (AgNO,) utilizada na sintese. A concentragéo experimental de
AgNPs, determinada apds a reagao de sintese, € um parametro util para acompanhar o rendimento da reagao de sintese
verde de AgNPs. Esse dado adicional pode ser correlacionado com outros dados experimentais para a obtencéo de
AgNPs em condic¢des 6timas e com caracteristicas desejaveis. A determinacao voltamétrica da concentracdo de AgNPs
exige a adicdo de um padrdo de AgNPs comercial de concentracao conhecida. Os padroes comerciais de AgNPs
sdo nanoparticulas obtidas por sintese quimica com uso de estabilizantes quimicos que diferem das biomoléculas
dos extratos vegetais utilizados na sintese verde. Na auséncia do padrao de AgNPs, uma alternativa é determinar a
concentracao de espécies Ag* que nao sofreram biorreducao por voltametria, e por diferenga da concentracao tedrica,
estimar a concentragéo de AgNPs efetivamente formadas. A determinagéo da concentragéo de ions prata (Ag*) ja foi
descrita na se¢ao anterior.

A concentracao de AgNPs é determinada pela férmula:
[AgNP] = [Ag+] tedrica [Ag+] pods sintese FérmUIa 1

sendo que, [Ag*] = [AgNQ,]

tedrica

[Ag+] pos sintese = [Ag+] sobrenadante

Consideracodes finais

A sintese verde de nanoparticulas metdlicas, como as nanoparticulas de prata (AgNPs), constitui um
campo de pesquisa concreto e promissor, que alia praticas mais eco-amigaveis, valoragao de recursos genéticos
e geragdo de produtos com alto valor agregado. A caracterizacdo das AgNPs é uma etapa obrigatéria e de grande
relevancia para a validagéo e controle de qualidade das nanoparticulas produzidas. Diante das diversas técnicas de
caracterizagao existentes, a voltametria constitui uma boa alternativa para ser aplicada como técnica complementar as
técnicas tradicionais para detecgéo de nanoparticulas de prata (AgNPs), devido as suas vantagens como seletividade,
sensibilidade, rapidez e menor custo. Os resultados dos perfis voltamétricos de AgNPs utilizando o eletrodo de carbono
vitreo, o eletrodo de Ag/AgCI e o eletrodo de platina podem ser utilizados como indicadores da presenca efetiva de
AgNPs, confirmando a ocorréncia da sintese.

Pode-se observar que nao houve efeito matriz por parte dos extratos das plantas sobre os perfis voltamétricos de
Ag* e AgNPs. Os picos de correntes de oxidagdo de AQNPs e de Ag* apresentaram-se livres de ombros e deformacoes,
evidenciando que as condigbes eletroquimicas e de analise foram satisfatdrias. Observando as condi¢des analiticas
adotadas, a metodologia aqui descrita pode ser facilmente aplicada a analise de outras suspensdes de AgNPs
sintetizadas por meio de diferentes tipos de extratos vegetais. A concentracdo final do extrato vegetal no sistema
reacional para sintese verde de AgNPs (1 mg mL""), a etapa de centrifugagdo, a quantidade pequena de sobrenadante
adicionadas a célula eletroquimica (10 - 20 uL") contendo 10 mL de eletrdlito suporte, o pH das analises e as condigbes
eletroquimicas adotadas, resultaram em boa resposta analitica e sdo essenciais para o sucesso das analises.



O estudo do rendimento da reacéo de sintese verde de AgNPs por meio da determinagao voltamétrica de Ag*
que nao sofreu biorreducao € um método indireto, mas eficiente e alternativo a outros métodos envolvendo técnicas
de espectroscopia de emissdo atdbmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e espectroscopia de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), que possuem custo mais elevado. Dentre essas técnicas, a técnica
de menor limite de detec¢éo (LD) é a de ICP-MS com LD da ordem de 0,02 ppb (ug L‘1) (Tolessa et al., 2017), em
comparagao a ICP-OES com LD da ordem de 4,6 ppb (Anekthirakun; Imyim, 2019) e a voltametria com LD da ordem
de 5,0-10 ppb Metrohm (2020) e Radulescu et al. (2016).
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