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RESUMO 
O mosquito Aedes aegypti é o principal vetor de transmissão dos virus 

causadores da Dengue, da febre Chicungunha e da febre Zika. Devido a alta 

taxa reprodutiva desse mosquito junto e sua capacidade de desenvolver 

resistência aos larvicidas e pesticidas, o controle populacional de Aedes 

aegypti continua a ser uma questão de suma importância na saúde. O trabalho 

teve o objetivo de avaliar o potêncial da norbixina e sua união com 

nanoparticulas de prata ao serem usadas como agente larvicida no combate ao 

Aedes aegypti. Os materiais sozinhos e em conjunto foram caracterizados por 

FT-IR, DRX e UV-Vis. O teste toxicologico preliminar feito em Artemia salina, 

indicou a CL50 na concentração de 100 µg/mL e a CL90 na concentração de 150 

µg/mL, para a solução de norbixina. Já nas larvas de Aedes aegypti foi utilizado 

2,5×10-4 mol/L de norbixina para ter uma ação larvicida, onde observou-se que 

a solução de norbixina é mais efetiva a longo prazo e sem a presença de 

nanoparticulas de prata. 

 
 
 

Palavras-chave: norbixina; nanopartículas de prata; Aedes aegypti. 



 
 
 
 

 

 

ABSTRACT 
The insect caled Aedes aegypti is the main transmission vector of the Dengue, 

Chikungunya and Zika virus. Due to the high reproductive rate of this mosquito 

and its ability to develop resistance to larvicides and pesticides, population 

control of the Aedes aegypti continues to be a matter of importance in health 

issues(Brasil, 2021). This research aims to evaluate the potential of norbixin 

and together with silver nanoparticles to be used as a larvicidal agent in the 

fight against this mosquito. The materials, alone and together, was 

characterized by FT-IR, XRD and UV-Vis. The preliminary toxicological test 

carried out on Artemia salina, an aquatic microcrustacean, indicated the LC50 at 

a concentration of 100 µg/mL and the LC90 at a concentration of 150 µg/mL, for 

the norbixin solution, nanoparticles teste was impracticable. Using the Aedes 

aegypti larvae there is a 2.5×10-4 mol/L concentration of norbixin used to have 

a larvicidal action, where showed it was that the solution is more effective in the 

long term action and without the presence of silver nanoparticles 

 

Keywords: silver nanoparticles; norbixin; Aedes aegypti. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O mosquito Aedes aegypti L. (Díptera: Culicidae) é um dos insetos mais 

adaptados ao convívio com os seres humanos, tendo o seu ciclo reprodutivo 

intimamente ligado ao contato com a humanidade e o clima neotropical. Seu 

ciclo reprodutivo seria a priori inofensivo, no entanto essa espécie tornou-se 

vetor de arboviroses, responsável por transmitir os vírus causadores da 

dengue, zika, chikungunya e a febre amarela urbana (Consoli; Oliveira, 1998). 

Nos últimos anos, com o aumento da intensidade das chuvas na américa 

do sul, notou-se um crescente de casos das doenças transmitidas por esse 

mosquito, sobretudo, a dengue. Neste cenário têm sido de grande preocupação 

no setor de saúde as complicações no tratamento de pacientes quando ocorre 

a co-contaminação da dengue e do coronavírus (Venkatesh et al., 2022; 

Nicolete, 2021). A epidemia é sazonal, pois depende do tamanho populacional 

do Aedes, que cresce exponencialmente no período chuvoso. Portanto, a 

melhor forma de controle da epidemia é o controle reprodutivo do mosquito 

(Fundação Osvaldo Cruz, 2022). Para este fim, além do monitoramento de 

água parada, muitos larvicidas e pesticidas já foram desenvolvidos. 

A maioria dos larvicidas são fórmulas químicas desenvolvidos em 

laboratório e apesar de terem seu uso aprovados o uso, trouxeram efeitos 

adversos na saúde e na natureza, pois não são processados no ciclo 

biogeoquímico. Entre os problemas causados pelos larvicidas e pesticidas têm 

destaque a poluição química da água; poluição do solo; atividade neurotóxica 

em humanos; contaminação de alimentos; contaminação no pré-natal e no leite 

materno; contaminação de animais, entre outros (Mekonen et al., 2021; Zhu et 

al., 2021; Carneiro, 2022; Ganie, 2022; Niantakyi, 2022; Yang, 2022; Zarei- 

Choghan, 2022). 

A crescente resistência à larvicidas e inseticidas em populações de 

Aedes aegypti em todo o globo impulsiona ainda mais a pesquisa por novos 

materiais com eficácia (Gan et al., 2021; Solis-Santoyo et al., 2021; Boyer et 

al., 2022). 

Devido a estas questões aumentou-se o interesse pelos chamados 

biolarvicidas, que são caracterizados principalmente como um produto 
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biológico de baixo impacto para a saúde humana e que não acumula no 

ambiente ou causa impactos negativos em animais e plantas. Na busca por 

substâncias anti-microbiológicas mais sustentáveis, as nanopartículas de prata 

têm ganhado notoriedade. Esse destaque vem da possibilidade de aplicações 

diversas como antibacterianos, antifúngicos, antivirais, anti-inflamatórios, 

antitumorais, regeneradores, biosensores e catalisadores (Chen; Schluesener, 

2008; Nowack; Krug; Height, 2011; Benedito; Silva; Santos, 2017). 

Neste cenário, os extratos da Bixa orellana, conhecido popularmente no 

Brasil como urucum, preparados do tegumento das sementes, têm uma relação 

com este inseto pouco explorada, mas conhecida principalmente por 

comunidades tradicionais indígenas por evitar picadas de mosquitos, além de 

conferir proteção a pele dos raios solares (Cavalcante et al., 2005;Montanha; 

Barboza; Oliveira, 2014). O princípio ativo do extrato se deve aos carotenoides 

bixina e norbixina, principais responsáveis por tais propriedades (Giuliano; 

Rosati; Bramley, 2003). Em resumo, os principais usos da norbixina e da bixina 

na indústria se deve ao uso como corante de diversas substâncias, sobretudo 

alimentícias. Devido a isso suas propriedades como antioxidante e níveis de 

seguridade toxicológica para ingestão de mamíferos são extensamente 

estudadas, mas a relação dessa substância com outros grupos, como os 

insetos, é inexplorada. 

Não havendo registros de pesquisas anteriores sobre possíveis relações 

entre os princípios ativos do urucum isolados e os culicídeos, este trabalho se 

propõe a investigar a possibilidade da ocorrência de um efeito larvicida da 

norbixina quando dissolvida em água. Além disso foi usado nanopartículas de 

prata como comparativo de eficiência e verificação de possível ação 

sinergética. Devido a sua grande extensão de pesquisas voltadas para AgNPs 

como larvicida, será utilizado a via mais simples e comum de obtenção das 

mesmas, a rota por redução química do boro-hidreto. Desse modo espera-se 

que no futuro este trabalho possa servir como base para comparação de ação 

de diferentes nanopartículas em solução de norbixina em pesquisas larvicidas 

e de toxicologia aquática. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o uso da norbixina como um potencial biolarvicida no controle 

populacional de Aedes aegypti. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Sintetizar e caracterizar a solução de norbixina; 

Caracterizar a solução de nanopartículas de prata estabilizadas em 

norbixina através de técnicas de físico-química; 

Verificar a atividade toxicológica mínima das soluções desenvolvidas 

utilizando o teste de toxicidade aquática em Artemia salina; 

Comparar o potencial toxicológico da solução de norbixina com o 

potencial toxicológico da solução de nanopartículas de prata estabilizada em 

norbixina em larvas de Aedes aegypti. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
 

3.1 CENÁRIO EPIDEMIOLÓGICO DO Aedes aegypti 
 
 

O Aedes aegypti L. (Figura 1) é conhecido popularmente como 

“mosquito da dengue” e originário do Egito, assim como o vírus causador da 

dengue. Sua disseminação pelo globo começou no século 16 com as grandes 

navegações. No Brasil, o primeiro registro da doença ocorreu no final do século 

19 em Niterói, no Rio de Janeiro (Fundação Osvaldo Cruz, 2022). Devido a sua 

rápida proliferação e a capacidade de seus ovos de resistir por mais de 1 ano a 

estiagem, a Organização Mundial de Saúde (OMS) considera atualmente 

impossível a exterminação completa do Aedes aegypti (OPAS/OMS, 2022). 
 
 

Figura 1 – Fêmea de Aedes aegypti 
 

Fonte: James Gathany, 2005 
 
 
 

Em 1908, no Brasil, foi detalhado o ciclo de vida, características e 

hábitos reprodutivos desta espécie de Aedes, entre outras espécies de 

culicídeos (Peryassu, 1908). Esta publicação revolucionou o combate à 

dengue, pois correlacionou a densidade populacional humana e do Aedes 
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aegypti, investigou a resistência à dessecação e como a temperatura ambiente 

afeta a eclosão e crescimento nos estágios iniciais da larva (Consoli; Oliveira, 

1998; Fundação Osvaldo Cruz, 2022). 

Após uma campanha de mais de 20 anos de combate ao vetor, em 1955 

o mosquito da dengue foi oficialmente registrado como erradicado das terras 

brasileiras. No entanto, ele foi repetidamente reintroduzido em 1967, 1977 e 

1980, passando a estar presente em todo o território brasileiro (Fundação 

Osvaldo Cruz, 2022). 

Segundo os registros da OMS, com a distribuição do mosquito, a dengue 

se espalhou por todas as regiões do globo e a incidência de casos cresceu 

rapidamente nas últimas 4 décadas. Só na região das américas foram 

acumulados 1,5 milhão de casos na década de 80 e esse número saltou para 

16,2 milhões entre 2010 e 2019, sendo que o Canadá e o Chile são os únicos 

atualmente livres tanto da dengue quanto do vetor (PAHO, 2020). 

A transmissão da dengue, febre chikungunya e febre zika aumenta nos 

meses de janeiro a junho, devido a relação climática com o controle dos 

criadouros do mosquito Aedes aegypti. Por isso, a secretária de vigilância em 

saúde intensifica ações de preparação para o próximo período sazonal durante 

os meses de novembro e dezembro para evitar um aumento intenso dos casos 

no início do ano seguinte (Brasil, 2020). 

A infecção causada pela dengue (Denv-1, Denv-2, Denv-3 e Denv- 4) 

ocorre em climas tropicais e subtropicais, principalmente em áreas urbanas e 

semiurbanas, afetando seres humanos de todas as idades, podendo ou não ser 

assintomática. Os sintomas gerais variam de febre baixa a febre alta 

incapacitante, com forte dor de cabeça, dor atrás dos olhos, dores musculares 

e nas articulações e erupções cutâneas. Quando o caso progride para dengue 

grave caracteriza-se por choque, falta de ar, sangramento intenso podendo ter 

complicações graves nos órgãos (Brasil, 2021). Atualmente não existe um 

medicamento específico para tratar do vírus, torna-o uma das principais causas 

de doenças graves e morte entre crianças em países de vulnerabilidade social 

na Ásia e na América Latina (OPAS/OMS, 2022; PAHO, 2020). 

No caso da chikungunya (CHIKV), após a fase inicial ela pode evoluir 

para as fases subaguda e crônica que têm duração de até 3 anos. Em casos 
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mais graves a artralgia (dores articulares intensas) pode ser persistente e 

destrutiva diminuindo a qualidade de vida (Brasil, 2020). 

A febre zika (ZIKV) têm a duração média entre 3 até 6 dias, mas pode 

ter complicações mais severas. Os sintomas abrangem febre, conjuntivite, 

cefaleia, artralgia, astenia, rash maculopapular, pode levar a síndrome de 

Guillain-Barré (doença autoimune neurológica) que causa paralisia e fraqueza 

muscular generalizada. E em grávidas pode ocorrer a cefaleia em recém- 

nascidos (Brasil, 2020). 

Em 2020 vários países registraram uma alta nos casos segundo a Pan 

American Health Organization (PAHO) em relação aos dados de 2019, com 

mais de 3,1 milhões de casos reportados, incluindo 28.176 casos severos e 

1.535 mortes por dengue. Sendo que no intervalo de janeiro até maio já tinham 

sido reportados 1,4 milhões de casos nas américas (PAHO, 2020). 

No Brasil, em 2020, foram notificados 979.764 casos prováveis de 

dengue. Na região nordeste do Brasil, ocorreu cerca de 261,4 casos por 100 

mil habitantes no ano de 2020. Para casos de agravamento da dengue no país 

foram 9.002 com sinais de alarme, 790 casos graves e 541 óbitos confirmados 

e mais 138 em investigação. Em relação a chikungunya foram notificados 

80.914 casos prováveis no país e o Nordeste apresentou a maior taxa de 

incidência com 102,2 casos por 100 mil habitantes. A zika teve cerca de 7.119 

durante o mesmo ano (Brasil, 2020). 

No estado do Piauí no ano de 2020 foi detectada somente a circulação 

do sorotipo Denv-2, sendo registrados 2.147 casos de dengue, 178 casos de 

chikungunya e 15 casos de zika. Desse número, na primeira metade do ano 

foram registrados respectivamente 82%, 80,33% e 80% de casos para dengue, 

chikungunya e zika. Para o ano de 2021, o Piauí registrou uma alta nos casos, 

sendo eles 3.534 casos de dengue, 228 casos de chikungunya e 56 casos de 

zika (Brasil, 2021). 

Para prevenir a transmissão destas doenças no Brasil o governo investe 

principalmente no programa nacional de controle da dengue, que foca no 

controle do vetor Aedes aegypti pela população e por agentes governamentais. 

Nas américas, durante o período de 2000 até 2007, o Brasil foi o país que 

apresentou os maiores gastos anuais induzidos pela dengue, com uma média 
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de US$1,35 bilhão/ano considerando custos diretos e indiretos (Shepard et al., 

2011). 

Em 2015 foram registrados no Brasil 1,65 milhão de casos de dengue 

com 811 óbitos, também ocorreram 8.499 casos prováveis de febre de 

chikungunya, número que aumentou no ano seguinte. No ano de 2016 o Brasil 

gastou cerca de R$ 374 milhões no custo médico direto do tratamento de 

arboviroses. Como custos indiretos é estimado aproximadamente uma perda 

de R$ 431 milhões de produtividade por afastamentos relacionados com as 

arboviroses transmitidas por Aedes aegypti, principalmente associado a febre 

chikungunya. Considerando os custos totais com o manejo das arboviroses, o 

país sofreu com um impacto de aproximadamente R$ 2,3 bilhões em 2016 

(Teich; Arinelli; Fahham, 2017). 

No ano de 2020 além dessas iniciativas foi realizada uma reunião virtual 

intitulada “Monitoramento da Resistência a Inseticidas 2020-2021” com 

representantes das 26 unidades federadas e mais o distrito federal, capitais, 

municípios de fronteira, Conselho Nacional de Secretários de Saúde 

(CONASS) e pelo Conselho Nacional de Secretarias Municipais de Saúde 

(CONASEMS) em julho de 2020 (Brasil, 2021), para tratar de direcionamentos 

no combate ao Aedes aegypti, principalmente no monitoramento da qualidade 

e seleção tanto de inseticidas quanto larvicidas a serem comprados e 

distribuídos para uso focado em manutenção da saúde pública. 

 

3.2 MOLÉCULA DE NORBIXINA 
 
 

3.2.1 Aplicações e Regulamentações 
A norbixina, Figura 2, é um carotenoide produzido naturalmente pela 

Bixa orellana L., popularmente chamado de urucum. A obtenção deste 

componente pode ser feito pela saponificação da bixina, que se encontra em 

maiores quantidades na polpa aderida ao tegumento das sementes de urucum 

(Stringhet; Silva, 2008). A bixina e a norbixina são os princípios ativos de maior 

relevância extraídos da semente cuja a coloração característica vai do 

vermelho ao amarelo (de Castro et al., 2009). 
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Figura 2 – Molécula de norbixina 
 
 

Fonte: De autoria própria. 
 
 

O urucum é usado por vários povos indígenas no preparo de tintas 

corporais e cada povo tem seu método próprio (Montanha; Barboza; Oliveira, 

2014). Segundo o povo Kraô a tinta que eles fazem a partir das sementes é 

usada para passar na pele, apresentando tanto ação antisséptica quanto 

repelente (Cavalcante, 2005). Em uma pesquisa preliminar sobre os compostos 

voláteis de urucum, Giorgi et al. (2013) constatou o potencial da planta para 

agir como repelente. Além da pintura corporal também é usado para a 

preservação de alimentos e para a pintura de ossos no enterramento 

secundário (Cavalcante, 2005). 

No Brasil o uso do urucum, da bixina e da norbixina está permitido pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), contando na Resolução nº 

382, de 5 de agosto de 1999, que regulamenta o uso da bixina, norbixina e 

demais extratos da semente de urucum em molhos e condimentos, também a 

liberação para uso em outros alimentos e diferentes ramos, como a indústria 

dos cosméticos em outras resoluções. A comercialização se dá em todo o 

território nacional, principalmente na venda como corante alimentício de 

produtos canáceos (Demczuk; Ribani, 2014). A norbixina em especial têm a 

capacidade de reagir com a caseína, tornando-a um pigmento importante na 

indústria dos laticínios, com destaque para a coloração de queijos (Alehosseini 

et al., 2021). 

O uso dessa substância como corante ocorre no mundo todo e possui 

diversas regulamentações. A diretiva 95 45 CE da comissão de 26 de julho de 

1995 estabelece um consenso do uso e pureza do urucum, da bixina e da 
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norbixina como corante feito pela Comunidade Econômica Europeia (CEE) sob 

o número de registro e160b e CL-natural-color. A Food And Agriculture 

Organization Of The United States (FAO) em conjunto com a World Health 

Organization (WHO), criou o Food Chemical Codex que estabelece parâmetros 

para uso de extratos de urucum com base em norbixina como corante de forma 

segura e sem sabor, com o ins.160b(ii) (FAO/WHO, 2011). Também é 

regularizado pela Foods Standards Agency, programa que regulamenta 

alimentos importados no Reino Unido. 

 

3.2.2 Propriedades Químicas 
A estrutura completa e estereoquímica da bixina, norbixina e outras 

derivadas, foram estabelecidas em 1961 por McKeown. Já a cristalização da 

bixina foi obtida pela primeira vez por Etti (1878). A bixina e a norbixina têm a 

particularidade de serem carotenoides contendo dois grupamentos fortemente 

polares (Pimentel, 1995). 

Em natura, a rota de síntese da bixina e da norbixina supõe-se que seja 

a partir da clivagem enzimática de uma ligação dupla específica do carotenoide 

licopeno conduzidas pelas enzimas desoxigenasse e desidrogenasse que dará 

formação a molécula de norbixina, onde a partir da catalisação desta pela 

enzima metiltransferase será produzida a molécula de bixina (Stringhet; Silva, 

2008). Esse processo é reversível e pode ocorrer de forma natural pela 

desmetilação da bixina formando novamente norbixina (Crispim, 2019). 

A extração destes pigmentos do urucum pode ser feita utilizando óleos 

de soja ou milho, solventes orgânicos com acetona, clorofórmio, propilenoglicol, 

ou por extração alcalina utilizando KOH e NaOH. Durante a extração alcalina o 

excesso de álcali faz com que o ácido dicarboxílico se dissocie da molécula 

causando uma hidrólise do principal éster da bixina, saponificando a bixina e 

dando origem ao sal de norbixina, ou norbixinato, geralmente de sódio ou de 

potássio. A adição de ácido ao meio causa a reprotonação do norbixinato 

resultando na molécula de bixina, produzindo assim a norbixina como corante 

principal (Stringheta; Silva, 2008). Esse processo pode é exemplificado na 

Figura 3. 
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Figura 3 – Conversão da bixina em norbixina 
 

 
 

Em vermelho o grupo funcional que diferencia bixina e norbixina. Em verde o 

grupo funcional do norbixinado de sódio (intermiário entre as estruturas). 

Fonte: Adaptado de Stringheta e Silva, 2008 
 

A presença de dois grupos funcionais -COOH da norbixina caracteriza-a 

como um composto ácido dicarboxílico, contribui para a sua propriedade 

aniônica (Crispim, 2019). Sua fórmula química é C24H28O4, podendo doar 

cerca de 2 ligações de hidrogênio ou aceitar 4, têm a contagem de ligações de 

estereocentros igual a 9 e uma ligação covalente (NCBI, 2023). 

 

3.2.3 Estudos toxicológicos 
A toxicidade da norbixina foi estudada em uma exposição oral em ratos 

durante 12 semanas usando um extrato de urucum, com a concentração de 

norbixina estimada em 91,6%. Resultando que a suplementação de alimentos 

com o teor de 0,9% do extrato causou a hipertrofia de hepatócitos e a partir de 

0,3% foi observado um aumento na quantidade de mitocôndrias, enquanto 

0,1% não causou alterações. Mas essas modificações não foram considerados 

significativos para toxicologia, já que elas desaparecem logo após o termino da 
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suplementação pois a norbixina é expelida em até 24 horas do corpo (Hagiwara 

et al., 2003). 

A Comissão Europeia requisitou uma pesquisa sobre a segurança da 

ingestão da norbixina por gatos e cachorros obtendo que, a cis-norbixina não 

apresenta toxicidade in vivo, nem riscos de toxicidade no desenvolvimento e é 

uma substância considerada não carcinogênico. Sendo definido que a 

norbixina é considerada segura para gatos na concentração máxima de 13 

mg/kg de ração completa e para cães na concentração máxima de 16 mg/kg de 

ração completa (EFSA, 2017). 

Em testes in vitro a suplantação de eritrócitos com norbixina, aumentou 

a resistência das células contra estresse osmótico, além disso ajudou a 

proteger a célula de sofrer fragilidade na membrana causado por nitrato de 

sódio (NaNO2) e fragilidade induzida por glicose. Mas in vivo a norbixina só foi 

capaz de proteger as células do estresse causado pelo NaNO2 (Beni et al., 

2020). No plasma humano a norbixina elevou os níveis dos antioxidantes 

glutationa e da glutationa-peroxidasse e a administração oral de norbixina 

seguido do consumo de carne gordurosa diminuiu a concentração de 

malondialdeído, que é um indicador de estresse oxidativo, no plasma 

sanguíneo (Camelo et al., 2020). 

A característica antioxidante e anti-inflamatória da molécula de norbixina 

foi estudada na França por possíveis benefícios no uso como neuroprotetor em 

casos de degeneração macular (Camelo et al., 2020). Os primeiros testes em 

ratos foram feitos através da alimentação. Nos primeiros 3 meses não houve 

diferença em comparação com o grupo controle, a pós seis meses já foi visível 

a preservação macular do dano causado por amplitudes escotópicas(baixa 

luminosidade) e fotópticas (alta luminosidade) (Fontaine et al., 2020). 

Posteriormente a aplicação em ratos de um composto gerado a partir da 

norbixina, aplicado via repetidas injeções intraperitoneais, teve um resultado 

melhor protegendo a função visual de ratos albinos contra a degeneração da 

retina pela exposição aguda de luz azul, além de ter um efeito protetor na retina 

em condições de baixa e alta luminosidade (Fontaine et al., 2023). 

A norbixina também já foi investigada como agente cicatrizante. No 

trabalho de Santos, Sousa e Aguiar (2014) quando o extrato do urucum foi 
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aplicado no leito truculento da ferida houve um recrutamento maior de células 

inflamatórias para local e embora também tenha aumentado o número de 

fibroblastos não houve muita deposição de colágeno no local da feriada em 

comparação com o grupo controle. Resultado similar ao de Maia Filho et al. 

(2017) onde a norbixina foi utilizada em conjunto com as nanopartículas de 

prata na obtenção de um gel com efeito cicatrizante em queimaduras, obtendo 

relativa eficácia na contração do tecido danificado. 

Além disso estudos de docagem molecular mostram outras 

possibilidades de uso para a molécula. Silva et al. (2017) realizaram um estudo 

computacional da capacidade da bixina e da norbixina de se ligarem ao uma 

proteína do sitio ativo do DENV-4, uma das variantes virais da dengue, obtendo 

bons resultados de estabilidade. A bixina foi avaliada novamente como possível 

inibidor do DENV-3 (Fonseca et al., 2022), do ZIKA vírus (Sobrinho et al., 2022) 

e contra o HIV-1 onde se acoplou na mesma região do fármaco Saquinavir, 

mostrando que tem potencial de ser usado contra esse vírus (Silva, J. et al., 

2018). 

Como a norbixna e seus isomêros estão muito ligados ao consumo por 

seres humanos, é carente o estudo da toxicoligia desse componente em 

espécies que não sejam do grupo dos mamíferos. 

 

3.3 NANOPARTÍCULAS DE PRATA (AGNPS) 
 
 

3.3.1 História do uso 
As primeiras sínteses das nanopartículas de prata (AgNPs), similar a 

metodologias atuais pela rota do citrato, retomam do ano de 1889 (Nowack; 

Krug; Height, 2011), entretanto o conhecimento aprofundado do que é o 

material só surgiu anos mais tarde. No final do século 20 o conhecimento e 

interesse na síntese de nanopartículas cresceu muito, principalmente pelas 

suas propriedades como antibiótico. Mas devido a ocorrência da 1 Guerra 

Mundial e a descoberta da penicilina com um custo menor de produção, o uso 

das nanopartículas como agente antimicrobiano perdeu notoriedade na época 

(Rai; Yadav; Gade, 2009). 
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Apesar de seu uso ser antigo, os estudos para se determinar com 

precisão os mecanismos de interação bioquímica que a nanopartícula de prata 

tê em contato com os seres vivos continua sendo estudado. No entanto, por ter 

um caráter antisséptico, entre outras propriedades, as AgNPs tornaram-se de 

grande interesse farmacológico. Varadavenkatesan, Vinayagam e Selvaraj 

(2017) mostraram que as AgNPs também têm potencial para serem utilizadas 

como anticoagulante, pois elas foram capazes de solubilizar coágulos 

sanguíneos no intervalo de 5 minutos. 

Smekalova et al. (2016) avaliou o efeito da combinação de 

nanopartículas de prata com os antibióticos amoxicillin, penicillin g, colistin e 

gentamicin contra os patógenos Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, 

Streptococcus uberis. De forma geral o crescimento das bactérias Gram 

positivas foi menos inibido que o crescimento das bactérias Gram negativas. 

Na pesquisa foram observados efeitos sinergéticos entre AgNPs e os 

antibióticos no aumento da atividade bactericida. 

Shaker e Shaaban (2017), testaram as AgNPs contra patógenos 

resistentes aos antibióticos baseados em b-lactams, aminoglycosides e 

quinolones, que formavam biofilmes. As AgNPs foram eficientes em inibir a 

síntese de biofilmes por patógenos resistentes a múltiplos fármacos. Sendo a 

concentração inibitória mínima para obter esse resultado em bactérias gram- 

negativas em valores mínimos de aproximadamente 3 microgramas por mL, 

efeito associado ao tamanho pequeno das partículas, entre 37 e 168 nm. 

Para seres humanos as AgNPs já estão catalogadas como tendo baixa 

toxicidade (Benedito; Silva; Santos, 2017). Isto se baseia principalmente nos 

resultados de pacientes com argyria, uma condição caracterizada por deixar a 

pessoa permanentemente com a pele azul-acinzentada após ingestão 

prolongada de prata coloidal. Esses casos surgiram principalmente entre 1924 

e 1939 devido a automedicação com nano prata coloidal de algumas pessoas 

da época (Nowack; Krug; Height, 2011; Duran et al., 2019). 

As reações toxicológicas severas só foram observadas em humanos que 

ingeriram concentrações muito altas de AgNPs, ou em formas mais instáveis. A 
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legislação brasileira estabelece um limite de 0,010 mg/L-1 de Ag total para 

águas potáveis (Benedito; Silva; Santos, 2017). 

Os principais indícios que justificam a ação citotóxica atualmente são a 

oxidação celular e a liberação de íons de prata no interior celular. Isso se deve 

principalmente pelas AgNPs se ligarem com a membrana dos microrganismos 

desencadeando reações de oxidação que provocam a ruptura regional da 

membrana facilitando a penetração de íons na célula. Foi observado também 

que em muitos microrganismos as AgNPs são desfeitas liberando íons de prata 

que são distribuídas pelo citoplasma e pelo núcleo celular causando reações 

adversas (Pandian 2010; Duran et al., 2019). Em relação à atividade da prata 

em escala nanométrica, a ação que ela irá desempenhar pode mudar de 

acordo com a variação do formato e tamanho (Xie et al., 2007; Samberg; 

Orndorff; Monteiro-Riviere, 2011). 

 

3.3.2 Nanopartículas de prata como agente larvicida 
Na última década, com o avanço da inovação dos métodos de síntese 

de nanopartículas de prata e a diversificação das propriedades da mesma, a 

pesquisa sobre o potencial das AgNPs como larvicida cresceu. Como a 

resistência do Aedes aegypti aos larvicidas evolui rapidamente, novas 

alternativas de combate ao vetor da dengue são continuamente desenvolvidas. 

O trabalho de Benelli (2016) apontou o crescimento da busca de 

dierentes formas de sintetizar e utilizar nanoparticulas de prata com extratos 

vegetais, como forma de combate ao Aedes aegypti nos últimos anos. A ação 

das AgNPs no corpo larval causam reações diferentes dependo das 

características de cada nanopartícula, como compilado nas pesquisas de 

Kumar et al. (2020) e Zohra et al. (2022). Um esquema das possíveis reações 

na célula das larvas de Aedes aegypti pode ser visto na Figura 4. 
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Figura 4 – Mecanismos de toxicidade das AgNPs no corpo das 

larvas do mosquito. 

 
Fonte: Kumar et al., 2020. 

 
 

Outro dado muito importante para se avaliar a toxicidade é descoberta a 

aplicação da Concentração Letal para 50% (CL50) dos especimes e o valor da 

concentração Letal pra mortalidade em 90% da amostra (CL90). O Alharbi et al. 

(2018) sintetizou AgNPs usando o extrato aquoso de Bauhinia acuminata. 

Somente o extrato aquoso tinha CL50 de 226,02 μg/mL e as AgNPs sintetizadas 

obtiveram taxa de mortalidade cerca de 8 vezes, em 27,19 μg/mL. Em geral os 

valores são similares ao de Rajput, Kumar e Agrawal (2020) sintetizou AgNPs 

usando A. acuminata que teve um CL50 12,39 ppm e CL90 36,34 ppm. As 

nanopartículas de prata sintetizadas usando o extrato aquoso de A. caesia 

foram testadas para uso contra larvas de 3 espécies de mosquito, Aedes 

albopictus, An. subpictus e Cx. tritaeniorhynchus, alcançando valores de CL50 

de 11,32 μg/mL; 10,33 μg/mL; 12,35 μg/mL, respectivamente (Benelli et al., 

2017). 

Alshehri et al. (2020) sintetizou AgNPs usando o extrato aquoso de 

Rhazya stricta e comparou a mortalidade de Aedes aegypti da índia e da 

Arábia Saudita e obteve que os espécimes que vieram da Arábia Saudita 

precisaram de 3 vezes a dose de CL50 e CL90 das espécimes coletadas na 
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Índia. No trabalho de Aziz (2022) as nanopartículas fabricadas usando Ulva 

lactuca inibiram emergência de pulpas em 48,7% e a emergência de adultos foi 

reduzida em 3,5%. Além disso, foram realizados testes usando marcadores 

genéticos que constataram que ocorreu modificações na estrutura do DNA das 

larvas. 

Fouad et al. (2018) usou a polpa da fruta Cassia fistula para sintetizar 

AgNPs e analisou sua atividade contra larvas do primeiro ao quarto estágio 

larval e a pulpa dos mosquitos Aedes albopictus e Cx. pipiens pallens e a sua 

influência no nível de proteínas do metabolismo. Após 24 horas expostas às 

nanopartículas, as larvas tiveram uma redução de cerca de 60% das proteínas 

do corpo larval. 
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4 MATERIAL 
 
 
 

4.1 PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE NORBIXINA 
 
 

A norbixina foi extraída utilizando uma solução alcalina de hidróxido de 

potássio (KOH) a 4%, segundo a técnica descrita primeiro por Pimentel (1995). 

O processo de extração da norbixina usando uma solução alcalina é o mais 

utilizado pela indústria para produção de corantes de urucum (Stringheta; Silva, 

2008). Isso acontece porque a bixina, pigmento de maior concentração na 

semente do urucum, não é solúvel em água, mas o faz em meio alcalino. 

Nessas condições o grupo metil da bixina pode ser saponificado dando origem 

a norbixina, que é o ácido carboxílico resultante (Stringheta; Silva, 2008). A 

norbixina pode ser separada da solução pelo processo de precipitação ácida e 

filtragem. O passo a passo está descrito na Figura 5. 
 
 

Figura 5 – Fluxograma de extração da norbixina 

Fonte: De autoria própria. 
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A solução de norbixina foi preparada na molaridade de 5×10-4 mol/L. 

Para isso foram mensurados aproximadamente 0,2 g de norbixina em pó, para 

serem diluídos em 1,0L. Para contornar a questão da norbixina ser insolúvel 

em água, o pó foi previamente dissolvido, em 100mL de álcool 70% e 

posteriomente em 100mL de água. Para maior eficiência dessa etapa, o béquer 

ficou em agitação no ultrassom durante 30 minutos. Em seguida a solução foi 

transferida para um balão volumétrico de 1 litro, onde a quantidade requerida 

foi completada com água destilada, resultando a proporção de 9/1 de água e 

álcool respectivamente. Tendo a norbixina diluída e em solução, o produto foi 

mantido em armazenamento fechado em sistema refrigerado. 

Como a norbixina apresenta caráter insolúvel em água, mesmo com as 

preparações anteriores, ela tem tendência a criar flocos se armazenada em 

solução aquosa por semanas. Foi realizado um teste toxicológico tanto com 

uma solução recém fabricada (Nbx1) quanto com a solução armazenada em 

sistema refrigerado até o surgimento dos primeiros flocos (Nbx2), para verificar 

que possíveis efeitos isso pode causar nos indivíduos do teste. 

 

4.2 PREPARAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS DE PRATA (AgNPs) 

As nanopartículas de prata foram obtidas usando a metodologia de 

síntese inicialmente desenvolvida por Creighton, Blatchford e Albrecht (1979) 

em o AgNO3 é reduzido utilizando-se do boro-hidreto de sódio (NaBH4) como 

agente redutor. Esta é a síntese mais utilizada pela simplicidade e uniformidade 

das nanopartículas pela redução química do sal metálico, no caso o nitrato de 

prata (Melo Jr. et al., 2012). Para essa síntese é gotejado uma solução de 

AgNO3 na concentração molar 1,0×10-1 mol/L-1 na proporção de ¼ da solução 

final, como pode ser observado na Figura 6. Esse gotejamento é feito na 

solução de NaBH4 a 2,0×10-3 mol/L que retêm a parte de ¾ do volume total da 

solução. 

A solução de norbixina com AgNPs (NbxAgnp) foi preparada gotejando a 

solução de norbixina a 1×10-3 mol/L na solução de AgNPs logo após o término 
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Figura 6 – Processo de síntese das nanopartículas de prata (AgNPs). 

da síntese na proporção de 45% solução de norbixina e 55% solução de 

AgNPs. 

 

Fonte: De autoria própria. 
 
 
 

4.3 CARACTERIZAÇÃO FISICOQUIMÍCA 
 
 

4.3.1 Caracterização por Espectroscopia no Infravermelho por 
Transformada de Fourier (FT-IR) 
O equipamento que realizou a análise no infravermelho foi o Fourier 

infrared Spectrophotometer IR Affinity-1, da marca Shimadzu, com resolução 

espectral de 8cm-1 e 45 varreduras. O preparo da amostra para a análise se 

deu com a formação de discos utilizando o Brometo de Potássio (KBr), que é o 

padrão de referência da técnica, com cerca de 1% do material utilizado. Para 

isso, o material que estava em estado líquido foi gotejado no pó do KBr e posto 

para secar a temperatura ambiente. 
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4.3.2 Caracterização por Espectroscopia de Absorção no Ultravioleta- 
visível (UV-Vis) 
A análise por espectroscopia de absorção do UV-Vis foi realizada com o 

Equipamento “UV Spectrophotometer UV-1800” da SHIMADZU, utilizando 

cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho óptico, cuja varreduras ocorreram no 

intervalo de 250 a 800 nm. Esse tipo de espectroscopia foi utilizado para obter 

informações qualitativas, uma vez que os níveis de energia correspondem aos 

níveis de excitação eletrônica do material. O solvente escolhido para a análise 

no equipamento foi o hidróxido de potássio a 0,5%. 

 

4.3.3 Caracterização por Difração de Raios-X (DRX) 
Para a caracterização das amostras em DRX foi feito uma análise do pó 

da norbixina e depois, quando o material foi diluído, foi utilizado a técnica de 

gotejamento em lâminas de vidro para nova análise de DRX. O equipamento 

usado para a análise foi um difratômetro da Shimadzu® modelo XRD-6000, 

com um detector de radiação PIXcel/3D. A fonte de radiação de Cu-Kα = 

0,154nm, operando com uma voltagem de 40kV e com uma corrente de 30 mA. 

A velocidade adotada de varredura foi de 0,014º/min para valores de 2θ entre 

10º e 90º a uma taxa de 2º/min. 

 

4.4 ENSAIO DE ECOTOXICOLOGIA AQUÁTICA EM Artemia salina 
 
 

Na realização da análise do potencial de ação do larvicida material, foi 

inicialmente realizado um estudo ecotoxicológico exploratório em à Artemia 

salina conforme a padronização da NBR 16530 (ABNT, 2021). Foi realizado 

uma variedade de concentrações, para servir de base para as dosagens do 

teste posterior com as larvas de Aedes. Para garantir a confiabilidade do teste 

foi utilizado a presença de um grupo controle e cada concentração foi replicada 

4 vezes. 

Antes da realização do teste foi preparado água salina, utilizando o 

substrato “Ocean Tech, premium reef salt”. No preparo foram diluídos 30 

gramas de sal do substrato em 1000 mL de água, em agitação. Utilizando o 

aparelho PH METER 1900, como controle de monitoramento o PH da solução 
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foi estabilizado 8,4, sendo o ideal para a sobrevivência da Artemia salina, 

segundo a norma. 

Nesta solução, foram colocados os ovos de artêmia sob regime de luz 

fornecido por lâmpada fluorescente, a temperatura média de 28°C e com um 

sistema de oxigenação. Após 48 horas ocorreu a eclosão e crescimento inicial, 

momento em que elas foram cuidadosamente transferidas para os tubos de 

ensaio para realização do experimento. 

Os testes foram conduzidos nas concentrações seriadas de 1.000µg/mL, 

750µg/mL, 500µg/mL, 250µg/mL e 100µg/mL, para se delimitar a primeira zona 

de ação do substrato e com base nisso fazer uma nova diluição seriada dentro 

de um intervalo mais específico. Em todos os tubos de ensaio foram 

adicionados dimetilsulfóxido (DMSO) há 1% em 10mL de solução. O teste foi 

repetido nas concentrações de 250µg/mL, 200µg/mL, 150µg/mL, 100µg/mL, 

50µg/mL. 

A contagem do número de larvas vivas foi feita após 5 horas, 24 horas e 

48 horas. Foram consideradas mortas as larvas que estavam no fundo do tubo 

e permaneciam imóveis após a agitação. Para determinar os valores da 

Concentração Letal para matar 50% dos indivíduos (CL50) e Concentração 

Letal para matar 90% dos indivíduos (CL90) foram calculados usando a linha de 

regressão de Probit. Desvio padrão das médias dos valores de concentração 

letal foram calculados e registrados em um formulário tendo como limite de 

confiança p<0,05. 

 

4.5 COLETA, CRIAÇÃO E MANUTENÇÃO DA COLÔNIA DE Aedes aegypti 
 
 

4.5.1 Localização e Caracterização Geográfica 
As ovitrampas foram posicionadas na zona sul da cidade de Teresina, 

uma Metrópole regional urbanizada e capital do estado do Piauí. Localizado na 

região Meio Norte, este domínio geoambiental é formado pelos Estados do 

Piauí e Maranhão em uma zona de transição dos domínios da caatinga, 

cerrados e Amazônia. 

Para a decisão da localização das armadilhas de ovoposição foi levado 

em consideração que a espécie Aedes aegypti possui seu estilo de vida bem 
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Figura 7 – Ovitrampa em campo 

Fonte: De autoria própria 

integrado à habitação em regiões urbanas. Entretanto, a dinâmica da 

população humana foi bastante afetada em virtude da pandemia do 

Coronavírus, período no qual se passa a maior parte da pesquisa. Por isso, 

considerando as necessidades do vetor, foi proposto que teria maior eficácia 

colocar armadilhas na zona Periurbana da cidade, no quintal de residências de 

voluntários, o mais distante possível da residência principal, usando o método 

aplicado pela vilância sanitária. 

 

4.5.2 Preparação das ovitrampas para coleta dos ovos 
Como atrativo natural foi utilizado cevada fermentada na quantia de 10 

mg, dispersa em 400mL de água filtrada para cada recipiente da armadilha de 

ovoposição, Figura 7. Palhetas de madeira foram utilizadas para servir como 

substrato para a deposição dos ovos pelas fêmeas. Foram instaladas 15 

ovitrampas, inspecionadas diariamente durante 7 dias. Quando uma ovitrampa 

apresentava ovos, a mesma era removida e cuidadosamente armazenada, 

enquanto uma nova era colocada em seu lugar. Como os ovos precisam de 7 

dias de contato continuo com água para eclodir e os paletes com os ovos eram 

trocados diariamente, não houve risco de propagação do mosquito. Esse 

processo se repetiu durante a semana de monitoramento. 
 
 



 
 
 

31 
 

  

4.5.3 Triagem de Mosquitos e Manutenção da Colônia 
Os ovos recolhidos através das ovitrampas foram levados para o 

laboratório e colocados para eclosão em água limpa com a adição de 

pequenas quantidades de levedura, para servir de alimento durante os estágios 

larvais. Como condições climáticas, eles foram mantidos a temperatura 

ambiente cerca de 28°C (±2 °C) e expostos a um fotoperíodo de 12horas luz e 

12 horas no escuro. 

Ao atingirem a fase adulta foi realizado o processo de triagem, onde 

utilizou-se um capturador de alados para isolar e transferir os mosquitos um a 

um. A identificação das espécies foi feita no do Laboratório de Entomologia 

Médica (LAbem), sediado na Universidade Estadual do Maranhão (UEMA), 

Campus CAXIAS. A característica do desenho de lira no mesonoto foi usada 

para diferenciar o Aedes albopictus do Aedes aegypti. Os indivíduos 

pertencentes a espécie Aedes aegypti foram transferidos para uma gaiola 

utilizando o capturador de alados, mostrado na Figura 8, para a formação da 

colônia, enquanto os outros foram exterminados para evitar a disseminação 

indevida da espécie. 

 
 

Figura 8 – Processo de triagem de mosquitos 
 

Fonte: De autoria própria 
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4.5.4 Ensaio Larvicida em Aedes aegypti 
Para a realização do teste, essa colônia pura de Aedes aegypti 

reproduziu em laboratório, os ovos adiquiridos foram separados e colocados 

para dar inicio a eclosão. Após a eclosão, as larvas foram alimentadas com 

leverdura e quando elas atigiram o 3° e 4° estágio do crescimento larval, estas 

foram separadas e cuidadosamente em um novo recipiente contendo água 

destilada, seguindo o protocolo estabelecido pela World Health Organization 

(2005) para testes toxicológicos em larvas de Aedes aegypti. Neste novo 

recipiente que possuia um grupo de Aedes no 3° e 4° estágio larval foi 

adicionado as soluções sintetizadas com atênção a concentração da massa 

molar final do produto em cada recipiente. 

Foram testados 50mL da solução de NbxAgnps, foco principal da 

pesquisa; 25mL da solução contendo só AgNPs, onde a concentração é 

equivalente a amostra de NbxAgnps; 25 mL de solução de nitrato de prata, 

para verificar se há ocorrência de toxicidade para os organismos testados pela 

presença de prata; 50mL e solução de norbixina recém sintetizado (Nbx1), e 

50mL de solução de norbixina floculada (Nbx2). 

Todas as amostras tiveram acompanhamento de um grupo controle 

contendo somente água destilada e DMSO para certificar de que a mortalidade 

dos indivíduos não é causada pelas condições laboratoriais ou por possíveis 

complicações em estágios larvais anteriores. Cada recipiente continha 100mL 

de água destilada com 1% de DMSO, respeitando-se o limite de 100-200mL 

recomendados, com profundidade acima de 5cm e abaixo de 10cm, os 

volumes faltantes foram completados com água destilada. O teste prosseguiu 

com a realização em quadruplicada para cada um desses grupos e em cada 

recipiente foram utilizadas 25 larvas. 

O motivo da escolha dessas diluições foi que realizando-se o preparo 

das sínteses na contração molar como previamente indicado e fazendo a 

diluição da amostra para colocar nos recipientes com os volumes sugeridos, a 

concentração em mols da norbixina é aproximadamente a mesma. 

As larvas foram contadas depois de 24 e 48 horas. O delineamento 

estatístico  usado foi inteiramente  casualizado  (DIC).  A  mortalidade  das 
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mesmas foi determinada em porcentagem por meio da equação 1, definida por 

Abbott (1925), onde X é igual a porcentagem de sobreviventes no grupo não 

tratado e Y é igual a porcentagem de sobreviventes na amostra tratada. 
 
 
 

Equação 1: 
 

Mortalidade(%) = X−Y 100 
X 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
 

5.1 CONCLUSÃO DAS SINTESES 
 
 

O processo de síntese da norbixina resultou em um pó com a coloração 

vermelho escuro e o método de dilução desse pó produziu uma solução 

homogênea de tom roseado, como mostra a Figura 9a. A sintese das 

nanopartículas de prata também foi exitosa produzindo uma solução de cor 

amarelo intenso, Figura 9b, característica desse tipo de nanopartículas. A união 

dessas duas soluções resultou em uma solução mais escura de cor vermelho- 

alaranjado (Figura 9c). Todas as soluções passaram por caracterização fisico- 

quimícas, nas etapas posteriores. 
 
 

Figura 9 – Soluções fabricadas 

 

a) Solução de norbixina; b) Nanopartículas de prata; c) Solução de norbixina com 

nanopartícas de prata. Fonte: De autoria própria 
 
 
 

5.2 DADOS DA DIFRAÇÃO DE RAIOS-X(DRX) 
 
 

Após as amostras serem preparadas em laminas de vidro e levadas para 

o equipamento de DRX o Gráfico 1 é obtido apresentando o resultado da 

norbixina em pó e após a diluição, pela técnica de gotejamento e a solução de 

nanopartículas de prata com norbixina. No espectro da norbixina obtida em pó, 

o material se apresenta como semicristalino com uma curva característica da 

cadeia de carbono. O mesmo material pós diluição e secagem, perde sua 
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cristalinidade e o ruído da região amora é dominante, sendo conservado 

somente 4 picos que se encontram, em ordem de leitura da esquerda para a 

direita, em 25,56°; 28,35°; 36,46° e 40,51° do ângulo 2θ°. 

No difratograma de AgNPs/Norbixina, o pico mais proeminente de 

encontra no ângulo 32,03°. Nesta amostra ocorreu redução da intensidade dos 

picos da norbixina, bem como a presença de picos cristalográficos na região 

referente a prata. Isso evidencia a continuação da ocorrência de um efeito de 

mascaramento dos picos da norbixina pela as nanopartículas de prata, como 

foi observado no espectro do ultravioleta deste trabalho. 
 
 

Gráfico 1 – Difratograma de Raios-X das Amostras 
 

Fonte: Dados da pesquisa 
 
 

O difratograma da norbixina em pó está de acordo com o espectro obtido 

por Liu et al. (2022). O padrão da amostra de norbixina após a diluição, em 

vermelho, corrobora com o espectro de norbixina obtido por Perotti et al. 

(2020), o que sugere que eles também usaram a técnica de gotejamento em 

placa de petri para realizar a leitura no DRX. O espectro geral do difratograma 
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é similar ao Pilaquinga et al. (2019) e aos Pavitra Bharathi et al. (2017) que 

obtiveram AgNPs com a estrutura cristalográfica de célula cúbica para prata. 

 

5.3 DADOS DO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FURRIER 

(FT-IR) 

 
O espectrograma gerado pelo infravermelho pode ser observado no 

Gráfico 2. Para a norbixina temos um pico bem marcado em 1700 cm−1 

característico do grupamento C=O do ácido carboxílico, pertencente ao grupo 

funcional da norbixina. Um grande alargamento de banda pode ser visto acima 

de 2500 cm−1, provavelmente devido aos grupos O-H e C-H em sobreposição. 

Ainda pode ser visto um claro estiramento em 2999 cm−1, que é característico 

do estiramento assimétrico CH3. 
 
 

Gráfico 2 – Infravermelho das amostras 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 

Número de onda (cm-1) 

Fonte: Dados da pesquisa. 
 
 

Em ácidos carboxílicos o estiramento C-O ocorre dentro da faixa de 

1210 cm−1 a 1320 cm−1 e no espectro pode ser visto dois picos nessa região, 

um em 1300 cm−1 e o segundo em 1245 cm−1, que ocorre devido a norbixina ter 

Nbx 
NbxAgnp 

Tr
an

sm
itâ

nc
ia

 (u
.a

.) 

29
99

 

17
00

 16
40

 
15

79
 

13
84

 
13

00
 

12
45

 
12

67
 

11
30

 



 
 
 

37 
 

  

dois desse grupo funcional, ou seja é um ácido dicarboxílico. O pico em 1640 

cm−1 ocorre na região característica do grupamento C=C. 

No espectro NbxAgnp está presente o estiramento 1384 cm−1 

referente ao dobramento do grupo C-H. Também pode ser encontrado dois 

picos de intensidade média do C-O ligeiramente afastados, quando 

comparados com espectro da norbixina pura, nas regiões. Um pico pode ser 

visto em 1579 cm−1 dentro da zona de estiramento do grupo C=C. Essas 

diferenças podem ter ocorrido devido a presença das nanopartículas de prata, 

mas um estudo aprofundado sobre a afinidade dos elétrons e das interferências 

da ressonância de plasmôns em amostras de ácido carboxílico é necessário. 

A norbixina pode ser facilmente diferenciada da bixina no espectro do 

infravermelho pela presença das bandas características do ácido carboxílico. 

Os dados do espectro de norbixina obteve valores próximos aos registrados 

por Rahmalia e Naselia (2021) onde para o agrupamento C-COOH observou- 

se o aparecimento de uma banda na região entre 1271-1260 cm−1. Uma banda 

larga é vista na região em 3421 cm−1 e indica a presença do grupo OH e isso é 

confirmado pelo pico em 1620 cm−1, em 1718 cm−1 aparece a banda do C=O 

característico do grupo carboxílico. 

O espectro possui pontos similares ao de Perotti et al. (2020), que 

declara “o espectro infravermelho da norbixina é dependente da geometria dos 

isômeros da amostra e das condições de precipitação do substrato”. As 

principais bandas são 1558 cm−1; 1382 cm−1 que foi associada ao dobramento 

dos grupos C-H e CH3 ao longo do esqueleto principal e entre 1271-1260 cm−1. 

 
5.4 DADOS DO ESPECTRO DE ABSORÇÃO NO ULTRAVIOLETA (UV-VIS) 

 
 

5.4.1 Absorbância no Ultravioleta (UV-Vis) da norbixina 
O espectro de absorbância da norbixina pode ser visualizado no Gráfico 

3. O gráfico exibido foi escolhido dentro uma série de diluições, a partir da 

solução estoque de 0,0019 g de norbixina extraída, diluída totalmente de 50 mL 

de solução de KOH a 0,5%. Sendo selecionado o espectro cujos principais 

picos de Absorbância (abs) estavam dentro dos limites de no máximo 1,1 abs e 

no mínimo 0,8 abs para maior precisão da análise quantitativa. 
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Dentro desses parâmetros o que mostrou o melhor resultado foi a 

concentração de 6×10-5 mol/L-1 da norbixina onde o pico de maior energia 

apareceu no comprimento de onda de 482 nm com a absortividade de 0,899 e 

o que teve maior absorção aparece no comprimento de onda de 453 nm com 

absortividade de 1,05. 

Utilizando a lei de Lambert-Beer foi calculado a absortividade molar 

usando a equação 2: 

 

Equação 2: 

𝑒𝑒 = 𝐴𝐴/𝑏𝑏𝑐𝑐 
 
 

Onde “e” é a absortividade molar; “A” é absorbância mensurada pelo 

equipamento; “b” é o caminho da cubeta; “c” é a concentração em mols. 

Realizando o cálculo utilizando o pico de maior energia (481 nm), obteve-se a 

absortividade molar em aproximadamente 15008 mol-1cm-1. 
 
 

Gráfico 3 – Espectro UV-Vis da norbixina 
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Segundo a FAO, quando a norbixina se encontra em uma solução de 

hidróxido de potássio a 0,5% mostra a absorbância máxima nas regiões de 453 

nm e 482 nm, esses valores estão em acordo com o obtido na análise. 

Entretanto a absorbância específica relatada por eles e por Silva, M. et al. 

(2018), cerca de 5 vezes menor a obtida no UV-Vis. 

Além disso é observado picos em comprimentos de onda menores, entre 

345 nm e 382 nm. Segundo Santos et al. (2014) isto é relacionado às 

transições do nível vibracional mais baixo do estado eletrônico excitado da 

molécula do carotenoide. Scotter et al. (1994) os associa diretamente ao 

isômero 9’-cis-norbixina. 

Outro elemento que pode influenciar nos resultados é que é possível 

durante a síntese ser produzido mais de um isômero de norbixina, o que pode 

gerar leve deslocamento na posição dos picos sem grandes interferências na 

estrutura geral do gráfico (Perotti et al., 2020). 

 
 
 

5.4.2 Absorbância no Ultravioleta (UV-Vis) da Nanopartícula de prata 
(AgNPs) 
Usando água deionizada como solvente na preparação da amostra, 

obteve-se a absorbância máxima no Comprimento de Onda em 406 nm, como 

mostrado no Gráfico 4. A região da absorbância de nanopartículas metálicas 

está realicionada ao tipo de metal da qual ela feita e o tamanho da partícula 

(Creighton; Eadon,1991; Paramelle et al., 2014), partículas menores absorvem 

em comprimentos de onda menores. O formato também pode influênciar 

(González et al., 2014). Segundo Baset et al. (2011) a absorbância próxima de 

405 nm em água deionizada indica nanopartículas de um tamanho médio de 

6 nm a 6,5 nm. 



 
 
 

40 
 

  

Gráfico 4 – Espectro UV-Vis das nanopartículas de prata 
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A interação entre as nanopartículas metálicas e a luz está relacionada 

com a ressonância plasmônica. Para a formação de um plasmo ocorre a 

separação de cargas elétricas na partícula em função da oscilação coletiva dos 

elétrons (da Silva et al., 2019). Ao incidir uma radiação eletromagnética, como 

a luz ultravioleta, com a mesma frequência que a dos plasmôns tem-se a 

ressonância plasmônica (Creighton, 1982). Esta, por sua vez, produz intensas 

oscilações eletrônicas na partícula que serão responsáveis pela absorção ou 

espalhamento da radiação (Da Silva et al., 2019; Zhang et al., 2016; Zimbone 

et al., 2011). 

 

5.4.3  Absorbância no Ultravioleta (UV-Vis) da AgNPs com Norbixina 
Quando a norbixina e as AgNPs são colocadas em conjunto, os 3 picos 

principais referente a norbixina somem e observa-se somente o pico da prata, 

que sofreu um alargamento da base. No Gráfico 5 está como ficou o espectro 

do material logo após a mistura (5 min) e após 24 horas em repouso. 
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Gráfico 5 – Norbixina + AgNPs 
 

Fonte: Dados da Pesquisa 
 
 
 

É perceptível que em um primeiro momento os picos referentes a 

norbixina ainda são observáveis. Sendo possível que com o tempo, a 

inclinação aniônica da molécula de norbixina e a catiônica das nanopartículas 

de prata encontrem um posicionamento mais estável na solução gerando uma 

ligação superficial por afinidade eletrônica, onde as AgNPs se dispõe ao redor 

da cadeia da norbixina. 

 

5.5 ENSAIO ECOTOXICOLÓGICO 
 
 

5.5.1 Ensaio em Artemia salina 
Após 5 horas de exposição a norbixina, houve nas Artemias salinas 

morte total nas concentração de 250 µg/mL e acima (500 µg/mL, 750 µg/mL, 

1.000 µg/mL). A menor concentração, de 100 µg/mL, não apresentou mortes. 

O grupo controle negativo, não apresentou mortalidade. 

O segundo teste foi realizado em 24 horas nas concentrações de 250 µg 

/mL, 200 µg /mL, 150 µg /mL, 100 µg /mL, 50 µg /mL na Figura 10, é exibido as 

diluições preparadas para o teste e os resultados são exibidos no Gráfico 6. O 

resultado evidência que a CL50 para a norbixina em microrganismos como a 
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Controle 250 µg 200 µg 150 µg 100 µg 50 µg 

Artemia salina se encontra próximo a concentração de 100 µg/mL, e a CL90 

está em 150 µg/mL taxa de erro de ± 0,036. 
 
 

Figura 10 – Variação da concentração de norbixina 
 

Fonte: Dados da pesquisa 
 
 
 
 
 

Gráfico 6 – Concentração Letal (CL) da norbixina em 24 horas 
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Os testes toxicológicos com nanopartículas de prata Artemia salina 

mostrou-se inviável devido a ocorrência de reações químicas em cadeia logo 

após o contato com a água salgada. A reação é imediata e é mostrado na 

Figura 11, processos da visíveis da reação que ocorre no intervalo de 1,0 

segundo. A solução tende a torna-se transparente com formação de 

precipitado, conforme a prata sai do tamanho nano e se aglomera com outros 

íons de prata. As Artemias não foram afetadas durante as 72 horas de 

observação. 

 

Figura 11 – Degradação das nanopartículas de prata em água salina 

durante o contato 

Fonte: Dados da pesquisa 
 
 
 

Neste trabalho para o teste para norbixina foi encontrado CL50 de 100 

mL e CL90 de ±175 mL. Em comparação, o resultado mais próximo encontrado 

em literatura é de Vilar et al. (2015) que encontrou para bixina o valores de 

CL50 353,64 ± 67,54 µL/mL e para a fração oleosa do extrato das sementes de 

Bixa orellana um valor de 285,41 ± 35,81 µg/mL. Todos para concentração letal 

em 24 horas após a plicação. 

De acordo com Meyer et al. (1982) e Martínez (2006) para a escala de 

toxicidade usando náuplios de Artemia salina considera-se que valores de CL50 

acima de 1000 µg/mL o extrato é considerado atóxico; entre 1000 e 500 µg/mL 

o extrato é um extrato ativo de baixa toxicidade; entre 500 e 200 µg /mL a 

toxicidade é moderada; entre 200 e 5 mg/mL é um composto tóxico e CL50 

abaixo de 5 µg/mL é extremamente tóxico. 
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Segundo Kumar (2012), as AgNPs formadas pela biosíntese de extratos 

de Sargassum ilicifolium, têm um CL50 de 1.08mg/L. Para AgNPs encapsulada 

concentrações acima de 2 nanomols começavam a se acumular na região do 

intestino e acima de 12 nanomol as nanopartículas de prata induziam a 

apoptose (Arulvasu, 2014). As AgNPs formadas pela biossíntese de extratos da 

Turbinaria conoides atingiram CL50 = 89 ± 5 µL/mL (Vijayan et al., 2014). 

 
5.5.2 Ensaio em Aedes aegypti 

Somente as soluções Nbx1 (Solução nova) e Nbx2 (Solução floculada) 

apresentaram algum efeito contra as larvas de Aedes aegypti.Não houve 

mortalidade observada nos recipientes de Nitrato de Prata, Nanopartículas de 

Prata ou no de Nanopartículas de Prata com Norbixina, durante o período de 

observação de 48 horas. 

Usando a equação de Abbott temos que a solução Nbx1 causou 

mortalidade de 5% em 24 horas e 14% em 48 horas. Enquanto a solução de 

Nbx2 provocou 29% de mortalidade em 24 horas e 38% depois de 48 horas. 

Prolongando-se o período de observação para uma semana o máximo de 

mortalidade para Nbx1 foi de 21% e para Nbx2 foi de 65%. 

A principal diferença entre essas soluções é que na Nbx2 parte da 

norbixina estava floculada. As consequências disso foram observáveis a olho 

nu, pois os flocos aderiram a superfície do exoesqueleto larval, de tal forma 

que independente da movimentação causada pelo nado, os flocos continuaram 

aderidos a superfície e ocorreu branqueamento da larva, como pode ser visto 

na Figura 12. Como houve um branqueamento larval sugere-se que tenha 

ocorrido uma modificação no exoesqueleto, podendo ser despigmentação 

possivelmente ou desintegração da exocutícula. 
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Nbx 1) Todas as larvas mantiveram sua coloração original. Nbx2) algumas larvas 
apresentaram branqueamento. Fonte: Dados da pesquisa 

Nbx2 Nbx1 

Figura 12 – Ensaio larvicida com as soluções Nbx1 e Nbx2. 
 

 

Alterações morfológicas como despigmentação, desintegração da endo 

e exocutícula, necroses, perdas das cerdas da cabeça, cauda e da antena, não 

foram observadas nas larvas, quando em contato com a solução de AgNPs, o 

mesmo para a solução de nanopartículas com norbixina. 

Essa reatividade da norbixina nos microrganismos de testes 

selecionados e a não ocorrência de atividade toxica do material em mamíferos 

(Beni et al., 2020, Hagiwara et al., 2003), provavelmente se deve a capacidade 

da mesma de ajudar na redução de agregados lipídicos no corpo (Fontaine et 

al., 2020, Somacal et al. 2022). Como o micro crustáceo Artemia salina têm 

como característica filogenética a ausência de carapaça (Timms, 2012), eles 

são mais susceptíveis ao ataque da norbixina que circunda o meio. As larvas 

de Aedes aegypti possuem um revestimento quitinoso, o que pode lhe conferir 

certa proteção a ação oxidante da norbixina. A norbixina floculada teve maior 

facilidade de se acumular na região externa do exoesqueleto larval, 

aumentando a superfície de contato da substância com o animal, o que deve 

ter facilitado esse processo. 

A avalição da toxicidade das AgNPs em comparação com íons de Ag+ 

também foi feita por Sambale et al. (2015) investigou o efeito da toxicidade em 

4 diferentes linhagens de células de mamíferos comparando-os nas mesmas 
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concentrações de átomos que as nanopartículas e as nanopartículas 

demonstraram serem mais tóxicas do que os íons de Ag+. Os mecanismos de 

ação nas células parecem ser diferentes, pois as células cultivadas na 

presença de AgNPs sofreram apoptose e as células cultivadas na presença 

dos íons morreram por necrose. 

Samberg et al. (2014) avaliou a biocompatibilidade e a atividade 

bactericida de nanopartículas de prata incorporada no copolímero poly(l-lactide- 

co-epsilon-caprolactone) que pode ser usado como revestimento tecidual, 

nestas condições só houve diminuição substancial da viabilidade celular para 

concentrações de Ag de 1,0 mg por grama do material. Também foi realizada 

uma simulação da degradação dos scaffolds utilizando enzimas para realizar a 

liberação prolongada de Ag, onde é visto que pelo menos 0,5 mg de Ag precisa 

ser liberado para inibir tanto o crescimento de bactérias gram-negativas quanto 

de bactérias gram-positivas. 

A toxicidade das nanopartículas de prata em diferentes estágios do 

crescimento larval foi investigada por Telma et al. (2021), apresentando uma 

sutil variação entre o 3° e 4° estágio. O CL90 foi de 63,31 ppm, para o 3° 

estágio foi de 61,41 ppm, para o 4° estágio foi de 73,76 ppm e para a pulpa 

foram necessários 65,45 ppm. Gopu et al. (2021) usou o extrato da água 

marina Amphiroa rígida para sintetizar nanopartículas de prata. A mortalidade 

máxima para larvas do 3 estágio ocorreu em 20 μg/mL e a concentração para o 

4 estágio larval foi em 40 μg/mL. 

Ocasionalmente o efeito sinérgico do extrato usado junto com as 

nanopartículas produz efeitos muito fortes, como o caso de Pilanquinga et al. 

(2019) que sintetizou AgNPs usando o extrato aquoso de S. mammosum que 

resultou no CL 50 de 0,06 ppm e CL90 de 0,08 ppm que é uma toxicidade mais 

de 20.000 vezes superior ao extrato puro, caso diferente do observado neste 

experimento. 
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6 CONCLUSÃO 
 

A solução de nobixina têm mais eficácia como larvicida de Aedes aegypti 

quando utilizada sozinha. A extração da norbixina foi exitosa e a carcterização 

molecular feita pelo UV-Vis e FT-IR comprova isto. Como pode ser observado 

principalmente pela caracterização do UV-Vis e DRX a solução de 

nanopartículas de prata e a solução de norbixina entram em equilíbrio após a 

passagem do tempo e suas ressonâncias se sobrepõe. A solução de norbixina 

unida a solução de nanopartículas de prata não apresenta efetito tóxico em 

larvas de Aedes nos 3° e 4° estágio. 

Este estudo abre portas para novos ramos de pesquisa poi o uso do 

carotenoide norbixina e seu isomêros no combate as larvas de Aedes aegypti 

não tinha sido explorado anteriormente.Além disso a possível rota de 

degradação mutúa do carotenoide com as nanopartículas de prata, algo que 

pode gerar método de controle e degradação de nanopartículas metalicas. 
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