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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) emergiu como um grave problema de saude publica
global causado pelo uso indevido de medicamentos, o que tem resultado no aumento da
morbidade, com expectativas alarmantes, caso ndo existam medidas eficazes para controlar
este distarbio. Em contraponto a essa desordem, as nanoparticulas de prata (AgNps) sdo
capazes de atuar como antimicrobianos contra fungos e bactérias, carregando principios ativos
ou agindo isoladamente contra estes microrganismos. Essas AgNps podem ser sintetizadas de
diversas maneiras, inclusive podendo ser utilizados compostos biologicos, obtidos através de
plantas, visando que o processo seja mais ecoldgico. O objetivo deste trabalho foi sintetizar
AgNps com extrato da planta Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore,
para que pudessem ser testadas in vitro quanto a inibi¢do bacteriana. A formagdo de
nanoparticulas foi verificada por Espectroscopia de Absor¢dao Molecular na Regido do
ultravioleta e visivel (Espectroscopia UV-vis) com pico de absor¢ao em 410nm e microscopia
eletronica de transmissdo de alta resolugdo (HR-TEM) indicando estrutura cubica de face
centrada (FCC). Estes foram caracterizados por HR-TEM com uma distancia interplanar de
0,236 nm na diregao <-1-2-1>; 79,88 nm de comprimento hidrodinamico e -46,92 mV de
Potencial Zeta. Identificou-se capacidade inibitéria das AgNps contra Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Portanto, o uso de AgNps ¢ promissor para o desenvolvimento de
inibidores microbianos nos proximos anos.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Inibicdo Bacteriana. Sintese Verde.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) has emerged as a serious global public health problem
caused by the misuse of drugs, which has resulted in increased morbidity, with frightening
expectations if there are no effective measures to control this disorder. In contrast to this
disorder, silver nanoparticles (AgNps) are capable of acting as antimicrobials against fungi
and bacteria, carrying active principles or acting alone against these microorganisms. These
AgNps can be synthesized in several ways, including using biological compounds such as
microorganisms and plants, aiming for a more environmentally friendly process. The
objective of this work was to synthesize AgNps with extract of the plant Gymneia platanifolia
(Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore, so that they could be tested in vitro for bacterial
inhibition. The formation of nanoparticles was verified by Ultraviolet—Visible Molecular
Absorption Spectroscopy with absorption peak at 410nm and high-resolution transmission
electron microscopy (HR-TEM) indicating face-centred cubic structure. These were
characterized by HR-TEM with an interplanar distance of 0.236 nm in the <-1-2-1> direction;
79.88 nm of hydrodynamic length and -46.92 mV of Zeta Potential. Inhibitory capacity of
AgNps against Escherichia coli and Staphylococcus aureus was identified. Therefore, the use
of AgNps is promising for drug development in the coming years.

Keywords: Nanotechnology. Bacterial Inhibition. Green Synthesis.
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1 INTRODUCAO

Nanoparticulas (Nps) sdo particulas de tamanho compreendido entre 1nm ¢ 100nm em

pelo menos uma de suas dimensdes (Jean - Marie Teulon et al., 2018). Considera-se que a

menor ou mais simples particula para escala nanométrica tenha 1 bilionésimo do metro. Dessa
forma, seu tamanho pode ser menor que de uma célula eucaridtica ou procaridtica e
semelhante a de um anticorpo ou virus, por exemplo (Marathe et al., 2023).

Por causa de seu tamanho reduzido, Nps vém ganhando aten¢cdo da industria
farmacéutica, apresentando-se como possivel alternativa aos tratamentos antibioticos
convencionais, especialmente, contendo principios ativos contra fungos e bactérias (Abdel-
Hadi et al., 2023; Jalal et al., 2018; Khan et al., 2020; Sajid; Plotka-Wasylka, 2020). As
Nanoparticulas de Prata (AgNps) sdo exemplos dessa aplicagao, possuindo espectro de acao
antimicrobiana que compreende bactérias como Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (Srikar et al., 2016).

Antibidticos convencionais mostram-se, cada vez mais, sob o risco de uma ineficacia
diante do agravamento da Resisténcia Antimicrobiana (RAM), situagdo que se apresenta
como uma das grandes adversidades relacionadas a satide publica global, sendo estimado,
através de indices, que podem ocorrer mais de 700 mil mortes em todo mundo, anualmente
(Siile, 2022).

A RAM refere-se a capacidade inerente a microrganismos de sobreviverem a agdo de
agentes antibioticos. Ela se desenvolve a partir de alteragdes de mecanismos do patéogeno, que
tornam ineficazes os farmacos usados anteriormente contra a mesma infecgdo. A formacgao de
biofilmes por agentes patogé€nicos agrava o problema, podendo tornar as infec¢des mais
dificeis de tratar (Almutairy, 2024; Ghaffar et al., 2024). Alguns dos mecanismos pelos quais
microrganismos exercem essa resisténcia sao: inibicdo da sintese da parede celular, das
proteinas, dos acidos nucléicos ou inibigdo das vias metabolicas (Song, 2024).

A sintese de Nps pode ocorrer por métodos quimicos, fisicos ou bioldgicos, sendo que
a preferéncia por “métodos verdes” (“green synthesis”), em que se preconiza a utilizagdo de
compostos bioldgicos, faz-se interessante por acarretar menos danos ao meio ambiente
(Gomaa, 2017; Jebril; Fdhila; Dridi, 2021).

Assim, a espécie Gymneia platanifolia apresenta-se como uma planta endémica na
regido Nordeste e compreende-se o uso dela como reagente em sintese verde de AgNps,

propondo que fitoquimicos que compdem o extrato desta planta substituam reagentes
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quimicos industriais (Oliveira et al., 2011). A definicdo do protocolo da sintese das AgNps
faz-se, também, necessaria para otimizagao e controle das caracteristicas inerentes as AgNps
sintetizadas, existéncia de maior previsibilidade nos resultados de sintese, assim como na
atividade antimicrobiana, formando AgNps mais eficazes no combate aos patdgenos
selecionados.

Portanto, este trabalho tem como objetivo sintetizar nanoparticulas de prata utilizando
extrato aquoso de Gymmneia platanifolia, caracteriza-las e investigar sua agdo contra as
bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli, compreendendo melhor suas

propriedades a fim de uma aplicagdo como inibidor bacteriano.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONTEXTUALIZANDO O USO DE NANOMATERIAIS

A historia da ciéncia e do uso dos nanomateriais t€ém sido investigados para melhor
entendimento e aplicagdo de suas propriedades. Sobre seu surgimento, ¢ possivel que a
matéria de escala nanométrica esteja presente na Terra desde a poeira cdsmica, trazida através
de meteoritos. Sugere-se também que os nanomateriais tenham relagdo com a constituicdo da
vida, das células primitivas aos seres de maior complexidade (Barhoum ez al., 2022).

Durante a idade antiga, anteriormente a descoberta dos antibioticos por Alexandre
Flemming, a prata (Ag) ja se fazia util para preservacdo de bebidas e alimentos, devido a sua
propriedade antimicrobiana. Assim, os gregos ja utilizavam recipientes de prata para
armazenamento de bebidas, assim como os romanos ja faziam uso deste artificio para manter
o vinho livre de mofo. Da mesma forma, os utensilios de prata também sao preferidos na
culinaria praticada por adeptos da religido hindu (Medici et al., 2019; Srikar et al., 2016). Os
chineses costumavam cozinhar arroz junto a uma moeda de ouro para combater o “déficit de
ouro” no organismo; ja os romanos utilizavam moedas de prata para a manutengdo de
alimentos e bebidas (Marinescu et al., 2020).

No século XIX, Michel Faraday sintetizou uma solu¢ao de ouro com nanoparticulas
em 1857. Em 1959, Richard Feynman, considerado o pai da nanotecnologia, publicou um
livro nomeado “There is plenty of room at the bottom”, no qual ele define o conceito de

Nanotecnologia (Marinescu ef al., 2020; Rai Dhirenda Prasad ef al., 2024).

2.2 NANOPARTICULAS

Nanoparticulas (Nps) sdo definidas como particulas de didmetro menor do que 100nm
(Ahlawat et al., 2020; Ansari, 2019). No grego, o prefixo “nano” significa “pequeno” e indica
que a matéria estudada estd a poténcia de 10~° (Jamkhande et al., 2019). Entdo, a nanociéncia
se ocupa do estudo dessas nanoparticulas e de suas propriedades tamanho-dependentes. Ja a
nanotecnologia ocupa-se da sintese e aplicagdo desses nanomateriais (Joudeh; Linke, 2022). A
Figura 1 apresenta as imagens de uma nanoparticula através da microscopia eletronica de

transmissao.
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20 nm
e

20 nm

Figura 1: Nanoparticulas de prata observadas em microscopia eletronica de transmissao
Fonte: Adaptada de Abou El-Nour ef al., 2010; Kim ef al., 2007 (adaptado).

As nanoparticulas podem ser classificadas em orgénicas, inorganicas, cerdmicas e
biologicas. Nps organicas também sao conhecidas como poliméricas, sendo, geralmente, ndo-
toxicas e biodegradaveis. Costumam ter uso em administragdo de medicamentos. Incluem
micelas, dendrimeros, ferritina e lipossomos. As Micelas e lipossomos possuem um
revestimento que forma um interior oco e por isso sdo conhecidos por nanocéapsulas (Ijaz et
al., 2020; Khan et al., 2022). A Figura 2 apresenta as ilustragdes representativas de variados

tipos de nanoparticulas.

Nanoparticula
polimérica

Micela Nanoesfera

Nanoparticula Nanoparticula Micela
lipidica sélida . de ouro polimérica

Figura 2: Tipos de nanoparticulas, sendo A) Nanoparticula polimérica; B)micela; C) Nénoesfera; D)
Nanoparticula lipidica sélida; E) Nanoparticula de ouro; F) Micela polimérica .
Fonte: Adaptada de Das; J. 2023.

As nanoparticulas inorganicas sdo, normalmente, hidrofilicas e mais estaveis do que as
organicas. Diferem-se em Nps metalicas e 6xido metalicas. Nps metalicas abrangem as Nps
sintetizadas a partir de aluminio, ouro, ferro, cobalto, prata, zinco, cddmio, chumbo. Estas, por

causa de sua grande razdo de superficie por volume e propriedades quanticas, possuem uma
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notdria sensibilidade a luz ultravioleta-visivel, excelentes propriedades elétricas, cataliticas,
térmicas e antimicrobianas (Ijaz et al., 2020; Khan et al., 2022).

Por outro lado, as Nps de 6xido metéalicas (OMNps) possuem aumentada reatividade
em relacdo as suas respectivas Nps metélicas. Elas também possuem vantagens como alta
estabilidade, simples preparacao, facil adesdo a ambientes hidrofobicos ou hidrofilicos. Como
exemplo de OMNps, tem-se: Nps de o0xido de zinco, didxido de silicone, 6xido de ferro e
oxido de aluminio (ljaz et al., 2020; Nikolova; Chavali, 2020).

Estes materiais podem ser classificados de acordo com sua estrutura em:
nanomateriais cujas dimensdes estdo em escala manométrica (0D), cuja dimensdo estd em
escala manométrica (1D) e onde duas dimensdes estdo em escala manométrica (2D) (Paras et
al., 2022). Nanoparticulas e fulerenos sao dois exemplos de nanomateriais 0D. Ja os
nanomateriais 1D (como nanobastdes) destacam-se, além do alto comprimento por didmetro,
por suas propriedades de alta cristalinidade, boa uniformidade (Paras et al, 2022).
Nanomateriais 2D, a exemplo dos grafenos, destacam-se pela sua superficie de contato com
alta energia de ligacdao, quando comparados aos nanomateriais 1D e 3D, em decorréncia de
sua arquitetura planar (Murali et al.,, 2021). J& os nanomateriais 3D sdo formados pelo

rearranjo de nanomateriais 1D e 2D, como os nanocubos ¢ dendrimeros (Paras et al., 2022). A

Figura 3 ilustra essa classificacao.
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Figura 3: Classes dos nanomateriais.
Fonte: Adaptado de Wang ef al. 2020.
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As propriedades referentes as nanoestruturas estdo intimamamente relacionadas ao seu
formato (Meng; Tang; Vongehr, 2010). Diante disso, ressalta-se que as Nps se apresentam em
varios formatos, como nanoplacas de Ag triangulares (a), aproximadamente esféricas (b),
cubico (c), hastes (d), nanocubos (e), nanobarras (f), nanofios (g), nanoprismas (h), piramidal

(1) e formato de flor (j e k) (Figura 4).

A

Figura 4: Imagens de nanoparticulas de prata de diferentes formatos: A) Ag triangulares, B) aproximadamente
esféricas, C) cubico , D) hastes , E) nanocubos , F) nanobarras, G) nanofios , H) nanoprismas, 1) piramidal, J e K) formato de
flor.

Fonte: Adaptado de Khodashenas; Ghorbani, 2015.

O tamanho e o formato das AgNps sintetizadas dependem de diversas condi¢des
relacionadas ao processo de sintese, a exemplo da propor¢do molar entre a prata e o agente
redutor, temperatura, concentragdo da prata e pH da solugdo (Khodashenas; Ghorbani, 2015).
Diante disso, por exemplo, a morfologia dos cristais estd relacionado ao equilibrio

termodinamico da estrutura. O aumento da forga motriz para a cristalizagdo proporciona a
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formacgao de poliedros, como estruturas nanoméricas em octaedros, cubos e piramides (Figura

5) (Khodashenas; Ghorbani, 2015).

(&7

Préximo ao Equilibrio - Distante do Equilibrio

Figura S: Correlagdo entre a distancia das condi¢des de formacdo em relagdo ao equilibrio termostatico e as
morfologias das Nps metalicas formadas
Fonte: Adaptado de Khodashenas; Ghorbani, 2015.

2.2.1 Sintese de nanoparticulas

Para a sintese de Nps, as abordagens dividem-se em: bottom-up e top-down. A
abordagem top-down converte materiais de maior escala em particulas menores por meio de
métodos fisicos, a exemplo da ablagdo a laser e ball milling. Embora seja capaz de produzir
em larga escala, requer bastante investimento em energia e equipamentos (Jiang ef al., 2022).,
Enquanto isso, a abordagem bottom-up compreende a reorganizagdo molecular da matéria dos
reagentes em nanoparticulas, sendo considerada mais econdmica e simples de ser realizada,

como mostra a Figura 6 (Ahmad et al., 2019; Rai Dhirenda Prasad et al.,2024 ).
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Figura 6: Representacdo esquematica das Abordagens Botfom-up e top-down para a sintese de Nps
Fonte: Adaptado de Chandrasekaran et al. 2023.

A abordagem top-down compreende a redu¢do de uma substiancia volumosa até as
dimensdes nanométricas desejadas. Esta abordagem, normalmente, requer alta energia, por
via mecanica, térmica ou até por lasers de alta energia (Marinescu et al., 2020). Portanto, esta
forma de producdo de Nps necessita de grandes instalacdes e aporte de capital. Entre os
métodos que induzem esta abordagem, inclui-se: implantacdo de ions litografia de feixe de
elétrons e litografia de raios X, técnicas de fresagem, anodizagdo, corrosao ionica e de plasma
(Dhand et al., 2016; Patil et al., 2021). A abordagem top-down, porém, pode apresentar
dificuldades em estruturar completamente a superficie de contato das Nps (Pandit et al.,
2022).

Os métodos fisicos de sintese de Nps, geralmente, utilizam da abordagem top-down,
aplicando sobre o material uma pressao mecanica, radiagdes de alta energia, energia térmica
ou energia elétrica, provocando as alteragdes devidas ao material a ser reduzido a escala
nanométrica. Estes métodos fisicos incluem: moagem de bolas de alta energia, ablacdo a laser,
eletro pulverizagdo, condensa¢do de gés inerte, deposicdo fisica de vapor, pirdlise a laser,
mistura por fusdo (Dhand et al., 2016).

A abordagem bottom-up para sintese de Nps consiste na reorganizacdo por
automontagem de particulas, atomos e moléculas em nanoparticulas (Pandit ef al., 2022).
Entre os métodos da abordagem bottom-up, a sintese quimica ¢ amplamente utilizada devido

ao seu baixo custo e alta escalabilidade (Jiang et al., 2022). Entretanto, essa abordagem
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enfrenta desafios quanto a toxicidade e ao impacto ambiental dos reagentes utilizados, como
etilenoglicol, borohidreto de s6dio [NaBH4], citrato de sodio e hidrazina. Além disso, faz-se
necessaria a utilizacdo de agentes estabilizadores dessas reagdes, como polimeros, acido
ascorbico e dendrimeros (Pandit ef al., 2022). Para mitigar esses efeitos, tem-se explorado
métodos alternativos, como a sintese verde, proporcionando uma abordagem mais amigavel
ambientalmente para a producao de nanoparticulas (Ndlovu et al., 2024).

Portanto, a produgdo das AgNps pode ser realizada por diversos métodos, incluindo
fisicos, quimicos e bioldgicos. Os métodos fisicos e quimicos convencionais sdo caros,
requerem reagentes toxicos e apresentam riscos ambientais. Entretanto, a “sintese verde”, que
utiliza compostos bioldgicos como fungos, plantas e bactérias, ¢ mais econdmica e ecologica
comparada aos outros métodos, tornando crescente o interesse cientifico sobre essa
abordagem (Gomaa, 2017; Jebril ef al., 2021). A partir da possibilidade de uma rota verde
para producao das AgNps, fitoquimicos presentes em plantas, como glicosideos, terpendides,
alcaldides e compostos fendlicos apresentam-se como potenciais agentes redutores e
estabilizadores de ions de prata no processo de formacao das AgNps (Vidyasagar et al.,
2023). Como exemplo, a sintese de nanoparticulas de prata a partir do extrato metanolico do

caule da planta Callicarpa maingayi (Chung et al., 2016).

2.2.2 Sintese Biologica de nanoparticulas

A sintese bioldgica de nanoparticulas, também conhecida como 'sintese verde', utiliza
de reagentes bioldgicos como bactérias, fungos, algas e plantas, para sintese das Nps. Ela tem
se destacado como uma alternativa as abordagens tradicionais quimicas e fisicas, ja que a
sintese verde oferece menos toxicidade a célula e mostra-se mais amigével ao meio ambiente
(Nadaroglu, Giingdér & Ince, 2017). Além disso, os métodos tradicionais de sintese,
frequentemente, além de utilizarem reagentes toxicos, eles também consomem altos niveis de
energia (Ronavari et al., 2021).

A quimica verde tem sua utilizacao regida por principios como a reducao de residuos
toxicos, desenvolvimento de materiais biocompativeis, utilizagdo de solventes ecologicamente
amigéaveis (a exemplo da agua), baixo consumo de energia, utilizacdo de matérias-primas
renovaveis e processos de producdo, transporte e armazenamento mais eficientes (Osman et

al., 2024).
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A sintese verde de Nps, porém, apresenta como desvantagem a dificuldade em
produzir nanoparticulas monodispersas (Narayanan; Sakthivel, 2010), além da possibilidade
da matéria-prima nao estar disponivel em quantidade suficiente para as reacdes € tempo de
reacdo ser possivelmente longo (Ying et al., 2022).

A sintese de Nps a partir do uso de plantas, como redutor, oferece também a
possibilidade de producdo em larga escala, a exemplo das AgNps (Akintelu; Bo; Folorunso,
2020). As plantas sao consideradas fatores de preservacao e equilibrio ambiental, também
pela capacidade dos fitoquimicos reterem componentes toxicos do meio ambiente, que podem
ser prejudiciais a este mesmo em baixas concentracdes. Além disso, elas se relacionam com
componentes metalicos sendo reagentes na sintese verde de Nps (Jadoun et al., 2020).

A utilizacdo de microrganismos pode ser explorada para a “sintese verde” de
nanoparticulas, conhecendo-se a capacidade de certos microrganismos agirem acumulando
metais em sua estrutura e, dessa maneira, produzirem materiais em escala nanométrica intra
ou extracelular. A resisténcia microbiana a esses metais ocorre por uma subsequente
desintoxicacao quimica feita pela precipitagdo ou redugdo de ions inorganicos. Dessa forma, a
sintese de Nps com o uso de microrganismos pode ser utilizada em setores como a
biorremediacdo (Gericke; Pinches, 2006; Narayanan; Sakthivel, 2010). Vale ressaltar que se
recomenda a ndo-utilizagdo de microrganismos patogénicos para a sintese de Nps de uso
médico, por estes microrganismos acarretarem risco de toxicidade (Murillo-Rabago et al.,
2022). Diante deste contexto, ressalta-se, ainda mais, a vantagem da utilizagdo de extratos
vegetais como redutores de metais na sintese de Nps e, dessa forma, a investiga¢do a cerca
desse modo de sintese.

Os fungos estdo inclusos entre os microrganismos cuja atividade de desintoxicagdo de
metais e protecdo contra o estresse ambiental favorecem a formacao de nanoparticulas. Estas
nanoparticulas podem atuar ainda como nano enzimas. Um exemplo dessa circunstancia sao
as Nps de ferrihidrita que possuem atividade semelhante a peroxidase, além de auxiliarem na
aquisicao de ferro (Li et al., 2021).

Assim sendo, a sintese de Nps utilizando fungos pode ocorrer de forma extracelular ou
intracelular. Para a sintese intracelular de Nps, o percursor metéalico das Nps ¢ internalizado
diretamente a biomassa flingica. Neste processo, ¢ necessario tratamento quimico,
centrifugacdo e filtragem para liberar as Nps sintetizadas da biomassa. J4 no processo de
sintese extracelular, o componente metalico da reagdo de sintese ¢ adicionado aos metabolitos

derivados da biomassa (Guilger-Casagrande; De Lima, 2019).
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A fra¢do extracelular derivada do fungo compreende metabdlitos secretados e
proteinas, enquanto o meio intracelular contém proteinas, metabdlitos primarios e
secundarios, fragmentos de DNA e RNA derivados da biomassa (Murillo-Rébago et al.,
2022).

Um grande numero de bactérias também vem sendo utilizado para biossintese de Nps.
Para isso, parte-se também do principio que as bactérias possuem mecanismos de defesa
contra a alta toxicidade de metais pesados em seu organismo. Como exemplo, as espécies
bacterianas Pseudomonas stutzeri ¢ Pseudomonas aeruginosa sdo capazes de sobrevivéncia
em altas concentracdes de ions metélicos. Essa propriedade de resisténcia a metais acontece
por mecanismos como sistemas de efluxo de metais, inativagdo e complexagdo, volatizacao de
metais toxicos por enzimas, entre outros (Iravani, 2014).

De toda forma, as caracteristicas das Nps sdo influenciadas por caracteristicas fisico-
quimicas inerentes como estabilidade, tamanho e composi¢do. Assim, faz-se necessario
conhecer estrutura e propriedades fisico-quimicas das Nps a fim da otimizacdo destas para os

devidos fins de aplicagao (Duman et al., 2024).

2.2.3 Caracterizacio das nanoparticulas

A caracterizagdo das AgNps ¢ fundamental para conhecer a estrutura molecular e as
propriedades Oticas, fisicas e eletronicas inerentes a esta estrutura, implicando em diferentes
aplicagdes de acordo com essas caracteristicas. Métodos como a microscopia eletronica de
transmissdo (TEM) e difracdo de raios X (XRD) sdo frequentemente utilizados para
determinar o tamanho, a morfologia e a composicdo das nanoparticulas. Além disso, a
estabilidade coloidal e as propriedades de superficie, como a funcionalizagdo com grupos
quimicos, influenciam diretamente o desempenho das nanoparticulas em aplicacdes
biomédicas e cataliticas, tornando a caracterizacdo um passo critico no desenvolvimento de

novos materiais (De Oliveira et al., 2020).

2.2.4 Espectroscopia de Absorcao no Ultravioleta-Visivel

A Espectroscopia ¢ um método de analise de substancias a partir de sua interagdo com

a radiacdo eletromagnética (REM). A REM deriva da forga de um campo elétrico sobre um

elétron, causando movimento de particulas. A espectroscopia de Absor¢dao no Ultravioleta-
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Visivel (UV-vis) (Figura 7) consiste na mensura¢do da absorbancia ou emissdo dessa forma
de radiagdo pela amostra estudada (Ghosh; Nandi, 2024; Jee et al., 2022).

O processo de absorc¢ao e emissao de radiagdo por uma amostra quando esta muda de
estado energético ¢ identificado e sinaliza sobre diferentes propriedades vinculadas ao
composto estudado, de acordo com a Lei de Beer e Lei de Lambert. A Lei de Beer afirma que
a absorbancia do comprimento de onda e a concentragdo da solugdo absorvente sao
diretamente proporcionais entre si. Por outro lado, a Lei de Lambert explica que a intensidade

da luz diminui diretamente proporcional a espessura do meio (Jee et al., 2022).
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Figura 7: Ilustrag@o da técnica de Espectroscopia de Absor¢do no Ultravioleta-Visivel
Fonte: Adaptado de: Ghosh e Nandi (2024) Microscopias Eletronicas

Os diferentes resultados obtidos pelo equipamento de Espectroscopia UV-vis podem
ser analisados qualitativamente e quantitativamente, permitindo relaciona-los com a estrutura
e composi¢ao molecular da substancia (Chen, 2024).

Esta técnica ¢ amplamente utilizada em laboratorios de quimica analitica e na
industria farmacéutica, sendo considerada uma técnica simples € menos custosa que outras

espectroscopias, como a infravermelho (Laela Hayu Nurani et al., 2023).
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Figura 8: Espectros de UV-Vis das solugdes coloidais de AgNps
Fonte: Adaptado de: Antunes et al., 2013.

A espectroscopia UV-vis ¢ amplamente utilizada para confirmar a presenca de Nps em
uma solucdo coloidal, devendo esta mensuragdo indicar pico de absorbancia pertencente a
faixa de comprimento condizente a formagao de Nps. Assim demonstra o exemplo contido na
Figura 8, cuja espectroscopia foi utilizada para confirmar a sintese verde de AgNps em 18

ppm e 1000 ppm (Antunes, 2013).

2.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia Eletronica de Transmissao
Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) (Figura 9) e Microscopia Eletronica de
Transmissdo (TEM) (Figura 10) sdo técnicas de Microscopia distintas e bastante utilizadas na
caracterizagdo das Nps. A SEM apresentam 6tima profundidade de foco, podendo ampliar
uma imagem em até 100.000 vezes, por meio da incidéncia de feixe de elétrons sobre a
amostra, permitindo analise de superficies irregulares, como fraturas superficiais. Assim,
SEM ¢ uma técnica que auxilia na investigacdo da morfologia da superficie de contato das
AgNps e sua relagdo com outras substancias (Frota, Lima Filho & Morais Filho, 2024;

Pryshchepa; Pomastowski; Buszewski, 2020; Padilha, 2020). Esta técnica disponibiliza
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informagoes a respeito do grau de rugosidade da superficie, composi¢cdo, forma e tamanho
(Aziz et al., 2025).

A SEM apresenta vantagens relacionadas ao seu uso, que incluem capacidade de
fornecer imagens tridimensionais, de alta resolu¢cdo e fornecer imagens em tempo real. Em
contrapartida, a SEM ¢ possivel apenas diante de amostra, que deve ser condutora, em
quantidade adequada para sua realizacdo. Assim sendo, ¢ necessario adequar tamanho e

profundidade da amostra (Aziz et al., 2025).
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Figura 9: Ilustragdo da estrutura do aparelho de Espectroscopia Eletronica de Varredura
Fonte: Adaptado de: Samancioglu (2024)

A TEM ¢ uma técnica que pode fornecer informagdes como morfologia, cristalizacao
e magnetismo de materiais, além de possibilitar analise da composi¢do, dos defeitos e fases
internas destes, por meio de imagens ampliadas em alta resolugdo de uma espessura especifica
desse material. O mecanismo da TEM consiste em gerar imagem utilizando um feixe de
elétrons de alta voltagem que incide sobre a amostra (Aziz ef al., 2025). Consequentemente,
TEM, descrita na Figura 10, permite identificagdo do tamanho, formato e arranjo das Nps. A
TEM especifica-se em diferentes formas de Microscopia, estando inclusas: CTEM
(Conventional TEM), HRTEM (High-resolution TEM), e STEM (Scanning TEM)
(Pryshchepa; Pomastowski; Buszewski, 2020).
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Figura 10: Ilustracao do aparelho de Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)
Fonte: Adaptado de: Samancioglu (2024).

2.2.6 Espelhamento Dinimico de Luz e Potencial Zeta

Espelhamento Dinadmico de Luz (DLS) é uma técnica que permite a medi¢do da
intensidade da luz espalhada pelas nanoparticulas. O DLS, descrito na Figura 11, baseia-se na
utilizagdo de onda de luz, que se espalha devido ao movimento browniano dos
atomos/moléculas/particulas. Segundo o Efeito Doppler, a frequéncia de luz espalhada por
uma particula depende da velocidade desta. Particulas menores movem-se mais rapidamente
que as maiores (Jia et al., 2023). Dessa maneira, a analise deste espalhamento permite
identificar o tamanho hidrodindmico destas particulas de forma ndo-invasiva, de baixo custo e
rapida. Entretanto, existem dificuldades inerentes a analise e interpretacdo de dados, que
incluem a variagdao dos resultados do DLS de acordo com a temperatura e viscosidade do
solvente, além de distorcdo desses resultados perante a existéncia de maiores particulas na
solugdo (Jia et al., 2023; Rodriguez-Loya; Lerma; Gardea-Torresdey, 2024).

J& o Potencial Zeta (PZ) (Figura 12) ¢ a medida da carga elétrica a uma curta distancia
(1 nm) de uma superficie molecular (Hughes, 2024). PZ ¢ um pardmetro importante para
avaliar interagdes moleculares e biocompatibilidade, e esta entre as formas mais acessiveis
para medida da carga liquida de uma solucdo. Este indicador ¢ medido através da correlagdo
entre modelos teoricos e parametros obtidos por resultado de efeitos eletrocinéticos que
derivam da interacao entre liquido contendo ions e uma superficie carregada (Mohammadi-

Jam; Waters; Greenwood, 2022).
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Figura 11: Representagdo da técnica de mensuragido do Espelhamento Dindmico de Luz
Fonte: Adaptado de: (Rodriguez-Loya; Lerma; Gardea-Torresdey, 2024).
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Figura 12: Representacdo da defini¢do de Potencial Zeta
Fonte: Adaptado de: (Lunardi et al., 2021).

Assim, PZ indica a estabilidade das amostras de Nps, dado que as solugdes com
valores de PZ menor que -30 mV ou maior que +30 mV tendem a maior repulsdo e menor
agregacao entre as particulas. A ionizacdo de compostos presentes ou absor¢do de ions
aumenta ou diminui esse PZ. Sao fatores influenciadores do PZ: concentragdao e tamanho das

Nps, solventes, pH, condutividade, temperatura e condigdes do eletrodo (Lunardi ef al., 2021).
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2.3 ATIVIDADES ANTIMICROBIANA DAS NANOPARTICULAS

As diversas caracteristicas fisico-quimicas (como tamanho, superficie de contato,
estrutura cristalina e potencial zeta) inerentes a cada tipo de Nps ajuda a explicar por que essa
classe de substancias representam a principal alternativa aos medicamentos tradicionais em
frente a problemas como a resisténcia antimicrobiana. O comprimento nanométrico das Nps
permite, por exemplo, a ligagdo dessas com a parede celular bacteriana e gerar danos a
membrana (Rosli; Teow; Mahmoudi, 2021).

Dessa forma, Nps apresentam efeito antimicrobiano contra largo espectro bacteriano,
tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. E embora esse mecanismo de agdo
ainda ndo esteja tdo bem elucidado, atividade relacionada a estresse oxidativo celular,
liberacao de ions metalicos € mecanismos nao oxidativos podem implicar em ruptura ou
alteracdo da permeabilidade da membrana, presenga de espécies reativas de oxigénio no
interior da célula, interacdes das Nps com DNA e proteinas bacterianas (Wang; Hu; Shao,
2017).

Como exemplo da atividade antimicrobiana de Nps, as CuNps sintetizadas a partir da
redugdo de solugdo de cloreto de cobre, utilizando acido ascorbico como antioxidante foram
capazes de inibir Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans (Bogdanovi¢ et
al., 2014), assim como a atividade antibacteriana de Nanoparticulas de Oxido de Zinco
(ZnONps), sintetizadas utilizando-se extrato da planta Aloe vera, atuando na inibicdo de

bactérias como Bacillus subtilis, Escherichia coli e Salmonella typhi (Lakshmi et al. 2012).

2.4 ATIVIDADES ANTIMICROBIANA DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

As AgNps demonstraram atividade antimicrobiana contra uma variedade de fungos e
bactérias (Abdel-Hadi et al., 2023; Jalal et al., 2018; Khan et al., 2020), sendo aplicada em
tratamentos de dgua, agricultura, carreamento de fAirmacos e biomedicina (Srikar et al., 2016),
por exemplo, através de curativos para a cicatrizacao de ferimentos e cateteres, utilizando sua
capacidade antimicrobiana (Roy et al., 2013).

O espectro de agdo antibacteriana das AgNps inclui bactérias Gram-positivas como
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Bacillus licheniformis; e bactérias Gram-negativas
como Escherichia coli e Ureibacillus thermo sphaerius (Srikar et al., 2016). Outros exemplos

de aplicacao das AgNps no combate as bactérias sao a demonstrada capacidade de inibicao da
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Streptococcus mutans, um dos principais agentes etiologicos da doenga carie (Targino et al.,
2014).

As AgNps podem também ter sua composicao vinculada a outros farmacos (como
amoxicilina, ampicilina e clorafenicol), a fim de promover sinergia e¢ melhor atividade
antimicrobiana. Esse efeito sinérgico acontece por meio da perda da integridade das
membranas plasmaticas microbianas por acdo das AgNps, facilitando o acesso intracelular
dos antibioticos, e, dessa maneira, acentuando a eficiéncia destes (Vasquez-Mufioz, et al.,
2019). Como exemplo, as AgNps modificadas com C-ficocianina apresentaram Concentragao
Inibitoria Minima (CIM) de 7.4 pg/mL para inibi¢do de Pseudomonas aeruginosa resistentes
a carbapenem e Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (Chegini et al., 2024).

A atividade inibitoria contra bactérias ainda foi confirmada em testes de CIM
(concentracao inibitéria minima) e CBM (Concentragdo Bactericida Minima) pela inibi¢do do
crescimento de Staphylococcus aureus em 24h pelo uso de AgNps de concentragdo de 5
ng/ml, a qual também foi bactericida na concentragdo de 20 pg/ml (Li ef al., 2010). Outros
exemplos sdo a inibicao de cepas resistentes de Escherichia coli por AgNps em teste realizado
por microdiluicao seriada, que obteve CIM de 128 pmol/l (Gouyau et al., 2021); e ainda a
inibicdo de Escherichia coli, Salmonella thyphimurium e Vibrio parahaemolyticus pelo uso de
AgNps na CIM de 3,12 ng/ml e CBM de 6,25 pg/ml (Zarei; Jamnejad; Khajehali, 2014).

As Nps de ouro e zinco também obtiveram resultado antimicrobiano quanto a inibigao
bacteriana quando comparadas as CIM de outras Nps. Como exemplos, as AuNps
biossintetizadas demonstraram CIM de 75 pg/ml para Escherichia coli, 50 ng/ml para
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (Khan et al., 2016); assim como as nanoparticulas
de zinco (ZnNps) sintetizadas junto a um modificador de superficie, que apresentaram CIM
de 0.0652 mg/ml contra S. aureus (Silva et al., 2019).

O resultado referente ao efeito antimicrobiano do uso das AgNps varia também de
acordo a abordagem de sintese. Como exemplo, AgNps produzidas com uso de algas
marinhas apresentaram melhor rendimento do que AgNps sintetizadas sob a utilizacdo de
NaBHj4. As primeiras apresentaram CIM nos valores de 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 2
mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente, para inibi¢do de S. aureus, Salmonella sp., Aeromonas
sp., E. coli e B. cereus. Enquanto isso, as AgNps produzidas utilizando-se NaBH4,
encontraram CIM nos valores de 4 mg/mL, 4 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL e 4 mg/mL para as

mesmas espécies bacterianas (Hamouda ef al., 2019).

2.4.1 Mecanismo de Acio das Nanoparticulas de Prata
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O mecanismo de agdo da atividade antimicrobiana das AgNps ainda nao ¢
completamente compreendido. Contudo, sugere-se que ocorra tanto pela acdo do cation prata
(Ag+) quanto pelo contato direto das nanoparticulas com microrganismos (Radzikowska-
Buchner et al., 2023), como na relatada inibi¢ao de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(Wang et al., 2014). As AgNps demonstram significativa capacidade de inibi¢do bacteriana,
aumentando a permeabilidade da membrana celular, o que resulta em extravasamento
citoplasmatico e morte celular. Outro mecanismo de acdo inclui a interagdo das moléculas de
prata com o enxofre presente nas proteinas bacterianas, levando a desativacdo das enzimas
respiratorias e do oxigénio livre na célula. Isto interrompe a producdo de Adenosina
Trifosfato (ATP) e modifica processos metabdlicos essenciais conforme representado na

Figura 13 (Bruna et al., 2021; Yin et al., 2020).

Nanoparticulas de Prata

. .. Ruptura da cadeia de

transporte de eletrons

AgNps acumulado
na parede celular

¥ g
oéb g <
0’5?,\ Penetracao de AgNps
o
&

. q o
5 502"
e

“ l—HJ .‘L“J);a{r{o no DNA

Inativacao .

enzimatica

S

Figura 13: Esquema representativo do mecanismo de a¢@o da inibig@o bacteriana por AgNps
Fonte: Yin et al, 2020 (adaptado).

A presenca de oxigénio livre na célula também pode ser o principal fator
desencadeante da ruptura de membrana plasmatica e de alteragdo do 4cido
desoxirribonucleico (DNA). Essas alteragdes do DNA implicam em dificuldades de
replicacdo de DNA e reproducdo celular (Yin et al., 2020). A acdo antibacteriana pela
desativagdo de proteinas e perda da habilidade de replicacdo do DNA ¢ relatado na literatura,

como na inibi¢do de Escherichia coli (Sondi; Salopek-Sondi, 2004).
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2.4.2 Toxicidade das Nanoparticulas de Prata

Deve-se ter atencao as condigdes de toxicidade das AgNps, normalmente dependentes
de caracteristica inerentes a nanoparticulas, como forma e tamanho. Estudos apontam que as
AgNps podem exercer toxicidade celular através do mecanismo de “Cavalo de Tréia”, ao
serem fagocitadas no organismo por macréfagos, desencadeando a liberacao de oxigénio livre
e consequente ativacdo do Fator de Necrose Tumoral TNF), estimulando um processo
inflamatorio, que pode induzir apoptose (Mikhailova, 2020).

Além disso, a escala nanomérica das AgNps permite a interacdo de ions de prata com
moléculas, células e 6rgdos humanos. Relata-se que as AgNps podem prejudicar a funcdo
mitocondrial em células humanas devido ao estresse oxidativo associado. Adicionalmente, a
prata também pode ser encontrada pelo organismo humano, em 6rgaos como figado e baco,
existindo ainda a preocupacao sobre o transpasse dessas particulas ao sistema nervoso (Yin et
al., 2020).

A toxicidade das AgNps ¢ dependente de fatores como a dose, a preparacao da
suspensao, a natureza quimica da superficie de revestimento, o tamanho e a morfologia das
AgNps. Ressalta-se que esses indicadores ndo determinam a toxicidade das AgNps de
maneira independente. Por exemplo: embora menores AgNps tendam a desencadear maior
toxicidade que as maiores, este indicador relaciona-se também com o mecanismo de
internalizacao delas pelos organismos (Duran et al., 2018).

Além do mais, vale ressaltar que as abordagens tradicionais para a sintese de
nanoparticulas fazem uso de substancias quimicas como reagentes, que implicam maior
toxicidade das Nps formadas. Ao contrario, a sintese verde de Nps oferece uma alternativa a
essas reagoes de toxicidade, oferecendo Nps mais baratas, eficazes € menos toxicas do que o

que ¢ convencionalmente utilizado (Roy ef al., 2013).

2.5 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A descoberta dos antibidticos foi um advento de significativa importancia na historia
dos tratamentos médicos, acarretando uma diminui¢ao das mortes provocadas por infeccdo.
Em contraponto, o uso indevido desses antibioticos em setores como agricultura, pecudria e
medicina, ¢ apontado como causa principal do desenvolvimento da RAM. Por meio de uma

sele¢do provocada por um uso indiscriminado desses antibidticos, microrganismos adquirem
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genes que conferem resisténcia e podem passar essa capacidade a outros microrganismos,
espalhando, assim, a resisténcia (Tang; Millar; Moore, 2023; Velazquez-Meza et al., 2022).

Os principais mecanismos pelos quais a bactéria pode se tornar resistente a agao de um
antimicrobiano s3o: a) a permeabilidade reduzida das membranas externas; b) efluxo da
substancia ativa do farmaco; c¢) modificagdo/inativacao da droga, tornando este incapaz de se
ligar ao alvo molecular; d) redu¢do do acumulo intracelular do antibidtico, por meio da
redu¢do do influxo ou aumento do efluxo da substancia; e) alteracdo do sitio alvo da
substancia antibiotica (Abushaheen ef al., 2020; Reygaert, 2018).

Para avaliar a resisténcia ou susceptibilidade de bactérias a antimicrobianos, utiliza-se
como medida a Concentracao Inibitoria Minima (CIM), que indica a minima concentragdo em
que um farmaco pode inibir o crescimento da bactéria e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM), pela qual ¢ possivel eliminar 99,3% da carga bacteriana. Como exemplo, por meio do
monitoramento do crescimento de bactérias de origem alimentar (Escherichia. coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium e Vibrio parahemolyticus) verificou-se CIMs entre
6.25 png/mL e 3.12 pg/mL, assim como CBM de 6.25 pg/mL (Reygaert, 2018;
Zarei;Jamnejad; Khajehali, 2014).

Aliada a RAM, a formagao de biofilmes favorece o crescimento bacteriano por formar
uma barreira de prote¢do do aglomerado bacteriano contra o sistema imunoldgico do
hospedeiro, por meio de uma matriz polimérica extracelular, formada por polissacarideos,
proteinas € DNA extracelular. Evidéncias indicam que a resisténcia associada a presenca de
biofilme pode estar relacionada ao retardamento da penetragdo de antibidticos no biofilme,
alteracdo do microambiente quimico e a presenca de subpopulagdes bacterianas de espécies

diferentes no biofilme (Malaekeh-Nikouei ef al., 2020; Thambirajoo ef al., 2021).

2.6 PLANTAS MEDICINAIS DO SEMIARIDO

O Brasil ¢ uma pais extremamente rico em biodiversidade, contendo em seu territorio
a mais diversificada flora do mundo. Sao cerca de 35.500 espécies de espermatoéfitas, sendo
boa parte delas endémicas. Entre essas plantas, encontram-se compostos bioativos que
representam imenso potencial para a industria farmacéutica, cosmética, alimenticia, entre
outras (Rocha, 2022).

A caatinga, vegetacdo inclusa nas fronteiras climaticas do semiérido brasileiro,
representa um dos importantes biomas do territdrio brasileiro. Ela apresenta uma rica

biodiversidade, incluindo espécies usadas para alimentagdo, vestuario e para fins medicinais
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da populagdo. Inclusive, registram-se diversos saberes provenientes do senso comum dessas
populagdes sobre o uso medicinal de diversas plantas encontradas no dia a dia dessas

comunidades (Reis et al., 2023).

2.6.1 Gymneia platanifolia

Diante dessa riqueza natural, destaca-se a familia Lamiaceae, caracterizada pela
presencga de corola bilabiada em suas plantas e que agrega diversas plantas aromaticas, cujas
propriedades sdo interessantes a industria cosmética, farmacéutica, a medicina, a culinaria e a
agricultura. Diversas atividades bioldgicas apresentam-se relacionadas a aplicacdo de seus
6leos essenciais: atividade anti-inflamatdria, antiviral, antioxidante, analgésica, antifingica,
inseticida, antidiabética, entre outras propriedades (Ramos da Silva ef al., 2021; Zhao et al.,
2021).

A subtribo Hyptidinae da familia Lamiaceae engloba 19 géneros, incluindo Gymneia
(Benth.) Harley & J.F.B.Pastore (Rocha, 2022). Os componentes vgetais pertencentes a
Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth) Harley & J.F.B. (conhecida antes da revisdao
taxonémica como Hyptis platanifolia) mostram-se um possiveis reagente na sintese das
AgNps, com base na possibilidade de utilizagdo de seus fitoquimicos (o-farneseno e y-
bisaboleno) como redutores no processo de formacdo destas (Oliveira et al., 2011). Além
disso, ela ¢ uma planta perene endémica do Nordeste do Brasil (Araujo et al, 2005) e
demonstra potencial antimicrobiano contra bactérias como Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus e Salmonella choleraesuis; e fungos como Candida albicans (Oliveira et al., 2011).

Portanto, a planta Gymneia platanifolia apresenta-se como alternativa para a produgao
biotecnoldgica e a atual pesquisa a respeito da utilizagao desta planta na sintese de AgNps,
aliada a uma possivel prospeccao futura em produtos de biotecnologia, pode valorizar a
riqueza natural do semi-drido brasileiro, e assim, chamar aten¢do para alguns pontos
relacionados a Gymneia platanifolia. Um deles é sobre a possibilidade de incremento da
economia local por meio da inovagdo biotecnolédgica e toda atividade econdmica vinculada a
sua producdo, comércio e distribuicao, além dos beneficios vinculados a utilizagao direta do
produto em setores como a farmacéutica e alimentagdo. Além disso, a pesquisa também pode
ressaltar a necessidade de cuidado e preservagdo das reservas naturais nordestinas, detentoras

de tdo rica biodiversidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Investigar a acdo antibacteriana das nanoparticulas de prata sintetizadas com extrato

aquoso das partes aéreas da espécie Gymneia platanifolia.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Otimizar a sintese das AgNps de acordo com a variacdo dos pardmetros fisico-
quimicos: concentragdo do extrato aquoso da planta, pH do extrato aquoso da planta,
proporcao entre os reagentes e tempo de agitacdo durante a reagdo de sintese das AgNps.

o Caracterizar as nanoparticulas com as técnicas: Espectroscopia UV-vis,
Espalhamento de Luz Dindmico, Potencial Zeta e Microscopia Eletronica;

. Verificar in vitro a acdo antibacteriana das AgNps.
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4 MATERIAL E METODOS
41 COLETA E ARMAZENAMENTO DA PLANTA

As folhas e caules de plantas da espécie Gymneia platanifolia expostos na Figura 15,
foram coletados no periodo da manha do dia 18 de julho de 2023 no campus da Universidade
Estadual de Feira de Santana, localizadas nas coordenadas de latitude/longitude -12.1979840/-
38.9667470. O nimero do cadastro no SisGEN ¢ ACIA762 e o titulo ¢ “Atividade
antimicrobiana e citotoxicidade de nanoparticulas de prata sintetizadas com extrato de Hyptis
platanifolia em fungos e bactérias”. Ressalta-se que a planta tinha o nome cientifico citado
acima (Hyptis platanifolia) antes da revisdo taxondmica, que a renomeou para Gymneia
platanifolia.

A espécie Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth) Harley & J.F.B. est4 registrada no
herbario da UEFS, tendo sido coletada no Campus da Universidade Estadual de Feira de
Santana, Feira de Santana, Bahia, Brasil, nas coordenadas de latitude -12.2666997909546 e
longitude -38.9667015075684.

Apos a coleta, as folhas e caules foram depositados em sala a temperatura ambiente
para secagem natural, descritas na Figura 16. Apos secas, estas partes aéreas da planta foram

moidas e armazenadas em ambiente refrigerado.
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Figura 15: Partes aéreas da planta Gymneia latnifolia coletadas nocampus da Universidade Estadual de Feira
de Santana
Fonte: Elaboragdo do Autor.

Figura 16: Partes aéreas coletadas da planta em secagem natural (temperatura ambiente) em local fechado
Fonte: Elaboragdo do Autor
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42 OTIMIZACAO DAS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

4.2.1 Otimizacao de concentraciio de Extrato

Amostras de solugdo do extrato da Gymneia platanifolia foram produzidas nas
concentragdes de 0,5% e 1%. Estas amostras foram utilizadas na sintese de AgNps, e seguinte

mensuragao em espectroscopia UV-vis.

4.2.2 Otimizaciao do pH do extrato

Amostras da solugdo do extrato da planta foram ajustadas em pHs distintos com a
utilizacdo de Hidréxido de Calcio (Ca(OH)2). Apos estes ajustes, foram realizadas sinteses de
AgNps, utilizando-se amostras do extrato com pH em 9, 10 e 11, sendo, em seguida,

realizadas as mensuragdes destas AgNps em espectroscopia UV-vis.

4.2.3 Otimizacao do tempo de agitacio

Solugdes obtidas da reacdo entre a solugdo do nitrato de prata com a solugdo do
extrato da planta foram sintetizadas sob agitacdo magnética nos tempos de 0, 5 ¢ 10 min.

Ap0s estas sinteses, foram realizadas mensuracgdes por espectroscopias UV-vis.

4.2.4 Otimizaciao das proporg¢oes entre os reagentes e UV-Vis

Solugdes obtidas da reagdo entre a solucdo do nitrato de prata com a solugdo do
extrato da planta foram sintetizadas sob as propor¢des de 5:15, 10:10 e 15:15 (extrato:
solucao) de AgNOs. Apds as sinteses, foram realizadas mensuragdes por espectroscopias UV-

Vis.

4.3 SINTESE DAS AGNPS
As AgNps foram sintetizadas apos o extrato da planta ter seu pH corrigido para 10,
utilizando-se hidroxido de sodio (NaOH). A sintese foi realizada pela reagdo entre o
extrato aquoso de Gymneia platanifolia em concentracao de 1% adicionado a solugdo de

nitrato de prata (AgNO3) a 1mM, na propor¢do de volume de 5:15, respectivamente.
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Realizou-se a sintese sob agitacdo magnética constante a temperatura de 80°C por 5

minutos.

4.4 ESPECTROSCOPIA UV-VIS

A espectroscopia UV-visivel foi realizada utilizando-se o equipamento de Lambda 265
(PerkinElmer). Os espectros de absor¢do foram obtidos dentro do intervalo de comprimento

de onda de 200nm a 800nm.

4.5 POTENCIAL ZETA E DLS

A carga da superficie das AgNps foi medida pelo Potencial Zeta. O comprimento
médio das AgNps, assim como a distribuicdo desse comprimento, foi medido por
Espelhamento Dindmico de Luz (DLS), sob utilizagdao do aparelho DLS Zetasizer Advance

Series (Malvern Panalytical).

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA

A Microscopia eletronica de transmissdo (TEM) foi realizada utilizando um
microscopio modelo JEM-2800 (JEOL USA Inc., Peabody, EUA), operando a 200 kV. Essa
técnica permitiu a determinagdo precisa do tamanho, forma e caracteristicas cristalograficas
da distribuicdo das AgNps. As imagens foram obtidas nos modos de feixe paralelo e de
difragao.

As AgNps foram depositadas em uma grade de TEM de cobre, revestida com formvar

e carbono, a partir de uma suspensao contendo AgNps.

4.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As cepas padrao utilizadas foram obtidas da Colecdo de Culturas de Microrganismos
da Bahia (CCMB), vinculada a Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), sendo
elas: Staphylococcus aureus CCMB262 (bactéria Gram-positiva) e Escherichia coli
CCMB261 (bactéria Gram-negativa). Os indculos bacterianos foram preparados conforme o
método de suspensao direta de colonias, segundo o Clinical and Laboratory Standards

Institute — CLSI (2012), com modificacdo. Foram selecionadas de 3 a 5 col6nias isoladas de
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cada cepa, cultivadas em agar Miieller-Hinton e suspensas em 20 mL de solucdo salina a
0,85% em tubos Falcon, com turbidez ajustada para 0,5 na escala de McFarland utilizando
espectrofotometro.

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata (AgNPs) foi determinada por
meio da técnica de microdilui¢do em placa (Figura 14), para estimativa da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo Bactericida Minima (CBM), conforme protocolos
e adaptacdes propostas pelo CLSI, com modificagdes (2012). Para a determinacdo da CIM,
foram utilizados microplacas de 96 pogos (fabricante KASVI), nos quais foram adicionados
100 pL de caldo Miieller-Hinton (1x) e 100 puL da solugdo de AgNPs, a qual foi submetida a
diluigdo seriada em oito concentragdes: 214 pg/mL, 107 pg/mL, 53,5 ug/mL, 26,75 pg/mL,
13,375 pg/mL, 6,6875 ng/mL, 3,34375 pg/mL e 1,671875 pg/mL. Em seguida, adicionaram-
se 20 pL da suspensdo bacteriana padronizada. As placas foram homogeneizadas e incubadas
em estufa a 37 °C por 24 horas. Apos esse periodo, foi adicionado 20 pL de solugdo de
resazurina a 0,1% em cada pogo, a placas foram incubadas em estufa durante um periodo de 1
hora, apds esse periodo foram retiradas para leitura visual. A coloragdo azul da resazurina
visualizada nos pocos indicou auséncia de crescimento bacteriano (atividade inibitoria),
enquanto as coloragdes rosa ou lilas indicaram crescimento (auséncia de inibigao).

Para a determinacdo da CBM, aliquotas de 10 pL foram retiradas dos pogos que
mostraram inibicdo e semeadas em placas de Petri contendo agar Miieller-Hinton. As placas
foram incubadas a 37 °C por mais 24 horas para observagdo de crescimento bacteriano. A
auséncia de crescimento indicou efeito bactericida das AgNPs, enquanto o crescimento
indicou efeito apenas bacteriostatico e/ou auséncia de efeito inibitorio.

Como controles foram utilizados 20 pg dos antibidticos gentamicina 20 mg/mL e
cloranfenicol 100 mg/mL. Também foram utilizados pogos apenas com o meio € os indculos
bacterianos e pogos apenas com o meio de cultura, para verificar a esterilidade do mesmo.

Todas as amostras e controles foram testados em triplicatas.
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De 10Aa 12A  Gentamicina
De 10Ba 12B  Clorafenicol
De 10C a 12C  Indculo Bacteriano
De 10D a 12D Meio Nutritivo

Figura 14: Espelho do Teste de CIM realizado através da microdilui¢do seriada das AgNps (rosa), Extrato
aquoso da Gymneia platanifolia (marrom-claro), AgNOs (prata) e controles (verde)
Fonte: Elaboragdo do Autor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A otimizacdo das condicdes de sintese das AgNps iniciou-se com a mensuragdo da
absorbancia das moléculas que compdem o extrato da planta. Este resultado ndo indicou picos
de absorbancia em faixa de comprimento de onda condizentes com a presenga de AgNps,
evitando o viés de interpretacdo sobre a solugdo de AgNps a ser sintetizada.

Durante o processo de otimizacao da sintese das AgNps, realizou-se o monitoramento
destas utilizando-se Espectroscopia UV-vis, cujos resultados indicados em graficos foram
interpretados. E importante ressaltar que o grafico revela como a substancia em solugio
absorve radiag¢do eletromagnética em cada comprimento de onda. A posicdo da curva nos
eixos x e y do grafico aponta, respectivamente, para diferenciacdo da estrutura molecular da

amostra e sua concentragao.

5.1 RESULTADOS DA OTIMIZACAO DA PROPORCAO DOS REAGENTES

Observou-se a formagdo das AgNps em reacdes que utilizaram as proporgdes de volume
entre o extrato de Gymneia platanifolia ¢ a solugdo de AgNOs, respectivamente, em 5:15,
10:10 e 15:5. Estas solugdes apresentaram diferentes absorbancias por comprimentos de onda

(Figura 17).
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Figura 17: Espectroscopia UV-visivel das AgNps sintetizadas nas propor¢des 5:15, 10:10 e 15:5 entre o extrato
de Gymneia platanifolia e solugdo de AgNO;
Fonte: Elaboragdo do Autor.
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As AgNps sintetizadas na propor¢do 5:15 apresentaram curva em grafico de
absorbancia por comprimento de onda, conforme descrito na Figura 16, compativel com
maior concentracdo de AgNps. A solugdo sintetizada pela reacdo do extrato de Gymneia
platanifolia e AgNO3 na proporc¢ao de 15:5 ndo apresentou pico em grafico de espectroscopia

UV-vis, indicando a ndo formagdo de AgNps.
5.2 RESULTADOS DA OTIMIZACAO DA CONCENTRACAO DO EXTRATO

Para a otimizacdo da concentragdo do extrato da planta, observou-se as concentragdes
de 0,5% e 1%. Para evitar problemas na analise, padronizou-se provisoriamente o pHem 9 e a
proporcao dos reagentes em 5:15 para essas amostras testadas. As AgNps apresentaram
diferentes absorbancias, conforme a mudanca da concentracdo do extrato da planta Gymneia

platanifolia em 0,5% e 1%, como mostra o grafico da Figura 18.
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Figura 18: Espectroscopia UV-visivel das AgNps sintetizadas utilizando extrato da planta em 0,5% e 1%
Fonte: Elaboragdo do Autor.

Considerando a interpretagdo do grafico de espectroscopia UV-vis, verifica-se uma
melhor formacdo de AgNps com extrato em 1%, j& que, a posi¢do do pico no grafico de
absor¢ao de radiagdo UV-vis pelas AgNps confere a estas maior absorbancia em faixa de
comprimento de onda, condizente com a estrutura molecular das AgNps (Aziz et al., 2017;

Jabini et al., 2022).

5.3 RESULTADOS DA OTIMIZACAO DO TEMPO DE AGITACAO
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A otimiza¢do do tempo de agitagdo dos reagentes da sintese em 0, 5 e 10 minutos
implicou em diferentes resultados de absorbancia da substincia, assim como as solucdes

apresentaram-se distintas visualmente (Figuras 19 e 20).

‘= 5:15 (pH 9- 0 min) |
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Figura 19: Espectroscopias UV-visivel das AgNps sintetizadas sob tempo de agitacdo de 0, 5 ¢ 10 minutos
Fonte: Elaboracdo do Autor.
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Figura 20: Amostras das AgNps, sob iluminagdo natural, em ordem crescente de tempo de agitagdo dos
reagentes da sintese extrato da planta Gymneia platanifolia e as AgNps agitadas por 5 min, 10 min
Fonte: Elaboragdo do Autor.

Diante das AgNps obtidas, escolhe-se o tempo de 5 minutos afim de se reduzir o
tempo de sintese, considerando que este tempo produziu boas AgNps, embora as AgNps
sintetizadas em 10 minutos de agitacdo apresentem grafico de maior pico. As AgNps
sintetizadas apresentaram também diferentes cores de solucdo, apresentando coloragdo mais

escura proporcionalmente ao tempo de agitacao.
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5.4 RESULTADOS DA OTIMIZACAO DO PH DO EXTRATO UTILIZADO COMO
REAGENTE

A otimizacdo do processo de sintese seguiu com a variacdo do pH do extrato em 9, 10
e 11. As diferentes sinteses de AgNps variaram em absorbancia de radiacdo e constatou-se,
por meio da interpretacdo das linhas do grafico de absorbancia por comprimento de onda,
melhores estabilidades e concentragdes de AgNps nas sinteses que utilizaram extrato em pH

10 e pH 11, de acordo ao grafico da Figura 21.
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Figura 21: Grafico das espectroscopias UV-visivel das AgNps sintetizadas utilizando extrato da planta em pHs
de9,10e 11

Fonte: Elaboragdo do Autor.

Com base nos resultados obtidos, infere-se que a espectroscopia UV-vis ¢ um método
simples e conveniente de caracterizagdo primaria das AgNps, o qual indica para cada tipo de
AgNps uma absorbancia especifica, dependente do tamanho das particulas e interagdes
quimicas (Rahuman et. al., 2022). Assim, a padronizagao do protocolo para sintese de AgNps,
utilizando-se Espectroscopia UV-vis permite comparar a concentracdo ¢ uniformidade das
AgNps formadas.

A otimizagdo da concentracdo dos reagentes da sintese ¢ etapa fundamental para
formagdao de melhores AgNps. A concentragdo do extrato da planta e fitoquimicos
influenciam as propriedades fisico-quimicas das AgNps. Maiores concentragdes do extrato
tendem a formar AgNps menos agregadas, enquanto as menores concentragdes formam
AgNps mais agregadas e, portanto, de tamanho médio maior (Akpobolokemi et al., 2025)
(Sunita; Palaniswamy, 2017). A literatura indica também que maiores concentragdes do
reagente metalico e do ion metalico, por consequéncia, tendem a produzir AgNps maiores €

mais aglomeradas, ao passo que menores concentragdes da prata tendem a produzir AgNps



51

menores ¢ mais estaveis (Kurra et al., 2025). Os resultados do trabalho atual referentes a
otimizagdo da concentracdo do extrato e proporcao entre os reagentes da sintese corroboram
com o que foi apresentado na literatura.

Seguiu-se, dessa forma, com a avaliagdo do tempo de agitagdo para 0 min, 5 min e 10
min. E possivel observar a formagado da cor visivel nas solugdes de AgNps em cada tempo de
agitacdo avaliado, notando-se uma colora¢do mais escura proporcional ao tempo (Figura 18).
A alteragao da cor da solugdo, tendendo ao escurecimento com o avango do tempo de agitacao
acontece por vibracdo através do estimulo da ressondncia de plasmons de superficie (SPR)
(Alzahrani, 2020; Sreelekha et al., 2021), além de ser indicativa da sintese das AgNps (Kedi
et al., 2018) (Singh; Gaud; Jaybhaye, 2020). SPR ¢ um fendmeno caracteristico das
nanoparticulas metalicas, em que os elétrons de condugdo na superficie das nanoparticulas
oscilam em resposta a luz incidente, causando uma absor¢do especifica de luz que resulta na
mudanc¢a de cor observada (Ismail; Mubarak; Al-Haddad, 2019) (Miranda et al., 2022). A
otimizagdo realizada no trabalho atual, selecionando o tempo de agitagdo de 5 minutos,
corrobora também com trabalhos que correlacionam menores tempos de agitagdo a um nivel
maior de absorbancia e nanoparticulas de menor tamanho (Maarebia et al., 2019) (Balavandy
et al., 2014). Por exemplo, ¢ demonstrado uma melhor absorbancia pelas AgNps sintetizadas
com AgNOs na concentragdo de ImM sob tempo de agitagdo de 120 min, em detrimento do
uso de AgNOs na concentragdo de 1.5 mM sob tempo de agitacdo de 150 minutos, ambos sem
uso de agentes estabilizadores (Maarebia et al., 2019). Outro exemplo, indica sintese de
AgNps menores, sob tempo de agitacdo de 36h, comparadas a 48h e 72h (Balavandy et al.,
2014).

A tltima varidvel testada foi o pH, tendo o pH 10 sido avaliado e selecionado para
formulacdo das AgNps. O trabalho atual corrobora com (Anigol; Charantimath;
Gurubasavaraj, 2017) (Guzman et al., 2022) , que relaciona menores tamanhos de AgNps a
pHs mais elevados, em uma relacdo de inversa propor¢do. De acordo com o autor, conforme a
solucdo se torna mais alta, as AgNps manifestam pico mais estreito e maior absorbancia em
espectroscopia. O trabalho atual também corrobora as AgNps possuirem maior comprimento
em pH acido, devido ao processo de formacao de nanocristais ser mais lento nessas condi¢des
(Chitra; Annadurai, 2014).

Portanto, foram testadas variaveis que compdem o processo de sintese de AgNps,
através do aprimoramento desse método, definiu-se como melhores condi¢des de sintese: a

utilizagdo de extrato aquoso da planta Gymneia platanifolia na concentragdo de 1% com
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solucdo de nitrato de prata em 1mM, na propor¢cdo de volume de 5:15, sendo agitados

constantemente por 5 minutos sob temperatura de 80°C.

5.5 RESULTADOS DA SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA COM
EXTRATO DE GYMNEIA PLATANIFOLIA

Apos a sintese das AgNps por meio da féormula otimizada, observou-se alteracdo na
cor da solucao, que passou de marrom claro para marrom escuro, conforme a Figura 22. Esta
alteragdo foi a primeira evidéncia que identifica a sintese de AgNps (Alzahrani, 2020; Kumar
et al., 2020; Miranda et al., 2022). Esta variagdo na cor ocorre devido a redugdo dos ions Ag"
a Ag’, além da estimulagiio da SPR (Jabini et al., 2022; Susilowati et al., 2023).

Em contraste, a alteracdo da intensidade da cor, que também pode ser observada
durante uma reacao de sintese de AgNps ¢ proporcional a concentracdo destas nanoparticulas
(Jabini et al., 2022). Além disso, a formagao de nanoparticulas de prata (AgNps) também foi
indicada por espectroscopia UV-visivel, com pico de absorbancia em 408 nm, enquanto o
extrato vegetal ndo apresentou pico nesta faixa de comprimento de onda, conforme a Figura
23. Isto confirma que a absor¢do observada se deve as AgNps formadas, e ndao aos

componentes do extrato.
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Figura 22: Extrato da planta Gymneia platanifolia na concentracdo de 1 %, Skolugio de AgNOs e Solugdo de
AgNps no momento da sua sintese
Fonte: Elaboracgdo do Autor.

A absorbancia maxima observada das AgNps em 408 nm, também descrito na Figura
23, pertence a faixa tipica de 400-500 nm, a qual ¢ derivada da ressonancia plasmoénica de
superficie consistente com a presenca de AgNps (Agustina; Handayani; Imawan, 2021). Este
dado corrobora com a literatura presente, na qual picos de absorbancia para AgNps tém sido

relatados em diferentes comprimentos de onda, como 400-420 nm (Jabini et al., 2022) e até
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430 nm (Aziz et al., 2017), dependendo das condi¢cdes especificas de sintese e das

propriedades das particulas formadas.

0,8

= AgNps

L 0,6 - Extrato a 1%
=
2 04
3
Q0
< 0,2
O R ——

300 400 500 600

Comprimento de Onda (nm)

Figura 23: Espectroscopia UV-vis das AgNps e extrato aquoso de Gymneia platanifolia
Fonte: Elaboragdo do Autor.

5.6 RESULTADOS DE POTENCIAL ZETA

A medicao do potencial zeta das AgNps apresentou valor de -46,92 mV e a andlise de
espalhamento dindmico de luz (DLS) caracterizou o comprimento hidrodindmico das AgNps
em 79,88 nm (Figura 24). E fundamental conhecer essas propriedades, ja que o Potencial Zeta
e o Diametro Hidrodindmico das AgNps possuem implicagdes no efeito bioldgico destas em
um organismo, que incluem a dissolugdo destas AgNps, sua toxicidade celular, além da
capacidade de carrear e liberar moléculas de acdo farmacoldgica (Bhattacharjee, 2016).

O Potencial Zeta indica a carga superficial de uma particula e a concentra¢do de ions
presentes em uma solug¢do coloidal e ¢ decisivo para a agregagdo ou dispersao dessas
particulas (Radzikowska-Biichner et al., 2023; (Tang; Zheng, 2018). O Potencial Zeta das
AgNps sintetizadas corrobora com a literatura, que afirma que um valor de potencial zeta
significativamente negativo ou positivo (acima de +30mV ou abaixo de -30mV) ¢ indicativo
de uma alta repulsdo eletrostatica entre as particulas, evitando a agregacao e garantindo uma
maior estabilidade em solugdo (Ahmad et al., 2017; Restrepo; Villa, 2021).

Essa estabilidade ¢ crucial para aplicagdes biologicas, em que a agregagdo de
nanoparticulas pode reduzir a eficicia e aumentar a toxicidade (Bhattacharjee, 2016;

Radzikowska-Biichner et al., 2023; Tang; Zheng, 2018).
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Figura 24: (A) Potencial ZETA da superficie das AgNps. (B) Diametro Hidrodindmico das Nps por DLS
Fonte: Elaboragdo do Autor.

5.7 RESULTADOS DE MICROSCOPIAS ELETRONICAS

A TEM indica AgNps de distancia interplanar de 0,236 nm na dire¢do <1 Z I > que
possuiam, em maior frequéncia, didmetro proximo a 20 nm, conforme a Figura 25A. Além
disso, as AgNps possuem uma estrutura cristalina bem ordenada e de alta qualidade, além de
estrutura definida como “face-centered cubic” (FCC). A Figura 25B também mostra as
AgNps, porém em uma menor ampliagdo. A Figura 25C contem o histograma com a
distribuicdo dos tamanhos das AgNps sintetizadas, sendo o didmetro mais frequente
pertencente a faixa de 10 a 20 nm.

Difragio de Elétrons de Area Selecionada (SAED) ¢é uma técnica experimental
cristalografica realizada através do miscroscopio eletronico de transmissdo, que identificou
um eixo de zona na diregdo [1 1 1] nas AgNps do atual trabalho, conforme demonstrado pela

Figura 26.
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Figura 25: A) Microscopia Eletronica de Transmissdo de Alta Resolu¢do da Nanoparticula de Prata sintetizada a
partir do extrato da Gymneia platanifolia; B) Microscopia Eletronica de Transmissdo de distribui¢do de
nanoparticulas de prata; C) Histograma da distribui¢do de didmetros de nanoparticulas de prata
Fonte: Elaboragdo do Autor.

Figura 26: Difracio de Elétrons de Area Selecionada (SAED)
Fonte: Elaboragdo do Autor.
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A distancia interplanar indicada pelo TEM confirma a elevada cristalinidade das
nanoparticulas, indicando um controle preciso sobre a morfologia e a estrutura das particulas
formadas. A distancia interplanar e a estrutura FCC s3o caracteristicas importantes para
determinar as propriedades Opticas e eletronicas das AgNps (Singh Golia; Singh; Arora,
2022). A TEM indica que as AgNps deste trabalho possuem tamanho compativel com outras
AgNps (Rauwel ef al., 2015), além de que estas sdo interessantes pela sua uniformidade de
forma e quantidade de AgNps pertencentes a faixa de didmetro que apresenta atividade
antimicrobiana, conforme ¢ indicado pelo histograma de distribui¢do de diamentro das
AgNps, que exibe frequéncia de AgNps de didmetro pertencente a faixa entre 0 e 20 nm (Liao

etal.,2019).

5.8 RESULTADOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios antibacterianos realizados com AgNPs em diluigdes seriadas evidenciaram
uma atividade antimicrobiana dose-dependente. As AgNPs apresentaram efeito inibitério a
partir da concentragdo de 53,5 pg/mL frente as cepas padrdo de Staphylococcus aureus
(CCMB262) e Escherichia coli (CCMB261), conforme demonstrado nas Figuras 27 e 29, a
seguir. A solucdo de AgNO;3, utilizada como controle, exibiu atividade inibitoria contra ambas
as cepas na concentragdo minima de 26,75 pg/mL, conforme os dados apresentados na Tabela
1.

Tabela 1: Comparagdo da atividade antibacteriana entre as AgNps sintetizadas, extrato vegetal de Gymneia
platanifolia, solugdo AgNO; mostrada com base em CIM ¢ CBM em pg/mL
Extrato aquoso

Microrganismos de Gymneia (Ag}jnolj) (Ag/ljrf)]f) (Ag/ljfi)
platanifolia - He He
CIM CIM CIM CBM
Escherichia coli = 26,75 53,5 535
Staphylococcus ) 26,75 53,5 53,5

aureus
Fonte: Elaboragdo do Autor.

A eficicia antimicrobiana das AgNPs contra Staphylococcus aureus observada neste
estudo encontra-se em consonancia com valores de concentragdo inibitéria minima (CIM)
descritos na literatura. As AgNps sintetizadas apresentam melhores indicadores comparadas
as CIM de 625 pg/mL (Parverkar et al., 2020), 50000 pg/mL (Gomaa, 2017) e 500 pg/mL
(Hamouda et al., 2019). Por outro lado, as AgNps sintetizadas apresentam piores resultados
de CIM em relagao as AgNps sintetizadas a partir das folhas de Gardenia thailandica que
possuem indicadores de 4 a 64 pg/mL (Attallah et al., 2022). A atividade bactericida das

AgNPs foi evidenciada pelos testes de concentragdo bactericida minima (CBM). A
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concentragdo de 53,5 pg/mL foi capaz de eliminar o crescimento bacteriano, indicando efeito

bactericida, conforme ilustrado na Figura 28.

AgNps i):;l:it; AgNO3 Controles
1 22 3 4 6 B T 8 B9 0 M5 42
214 ug/mL A .‘. & M N3
107 pg/mL B ... g | "
53,5 ug/mL C ... .‘. Inéculo Bacteriano
26,75 pg/mL D . .‘ Meio nutritivo
1337pg/mL E () )()
668ug/mL  F |
3,34 pyg/mL G
1,67ug/mL  H

Figura 27 — Teste Concentragdo Inibitoria Minima da Staphylococcus aureus
Fonte: Elaboragdo do Autor.

214 pg/mL 107 pg/mL 53,5 pg/mL.

Figura 28 — Teste de Concentragdo Bacteriana Minima da Staphylococcus aureus nas concentragdes de 214
pg/mL, 107 pg/mL, 53,5 pg/mL, respectivamente
Fonte: Elaboragdo do Autor.

Em relagdo a Escherichia coli, os resultados também corroboram estudos prévios,
inclusive, apresentando CIM mais satisfatorias do que as apresentadas em literatura variando
entre 310 pg/mL e 50000 pg/mL, de AgNps sintetizadas por diferentes métodos (Ashmore et
al., 2018; Gomaa, 2017; Hamouda et al., 2019). Entretanto, as AgNps sintetizadas mostram
resultados de CIM inferiores quando comparados as CIM de 3,38 pug/mL a 54 pg/mL de
AgNps sintetizadas pela reducido do cation [Ag(NH3)2]" derivado da maltose (Hochvaldova
et al., 2024). Para E. coli, a CBM foi de 53,5 ng/mL, conforme demonstrado na Figura 30.
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Figura 29 — Teste de Concentragéo Inibitoria Minima da Escherichia coli
Fonte: Elaboragdo do Autor.

Figura 30 — Teste de Concentragdo Bacteriana Minima da Escherichia coli nas concentragdes de 214 pg/mL,
107 pg/mL, 53,5 pg/mL, respectivamente.
Fonte: Elaboragdo do Autor.

A solucdo de AgNOs também apresentou atividade antimicrobiana contra ambas as
cepas na concentracao de 26,75 ug/mL, mostrando-se superior as concentragdes utilizadas da
AgNps. Embora os indices de inibi¢do bacteriana mostrem-se favoraveis a utilizagdo da
AgNO; como antibacteriano, a utilizagdo das AgNps pode ser mais vidvel minimizando
efeitos toxicos relacionados ao uso da prata. Portanto, sdo necessarios novos estudos a fim de
aprofundar o conhecimento sobre as reagdes de toxicidade das AgNps.

O estudo atual possui a vantagem de utilizar como reagente uma planta abundante no

local em que foi encontrada, sendo de fécil colheita. Porém, o estudo limita-se por depender
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das condicdes sazonais climaticas que podem alterar a estrutura molecular do extrato da
planta em diferentes momentos do ano. Além disso, a sintese ainda pode ser otimizada em
outras condi¢gdes diferentes das testadas neste trabalho, implicando em diferentes tamanhos e
formas das AgNps e, por consequéncia, outros resultados antimicrobianos. Vale a pena
ressaltar que os testes antibacterianos foram realizados com cepas padrio e, dessa maneira,
nao refletem em totalidade a aplicacdo destas AgNps em contexto de cepas resistentes. Entdo,
as AgNps sintetizadas no trabalho atual podem acarretar em resultados excelentes diante do
problema da RAM, necessitando de mais testes antimicrobianos para confirmagdo desse
potencial.

As informagdes a serem ainda obtidas sdo de suma importincia para uma possivel
prospeccao das AgNps sintetizadas, podendo resultar em medicamentos a serem aplicados em
diversos contextos, por exemplo, na pele humana, em caso de infec¢do por Staphylococcus
aureus, ou até mesmo sobre infecgdes no trato gastrointestinal por Escherichia coli. Além da
medicina, as AgNps podem ser aplicadas em outras atividades, como a agricultura e sensores

biologicos (Natsuki, 2015).
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6 CONCLUSAO

Em suma, para fins de otimizagdo da formula de sintese das AgNps, os parametros de
proporc¢do entre os reagentes; concentracdo ¢ pH do extrato; e tempo de agitacdo magnética
durante a reacdo foram avaliados. Definiu-se o método na utilizacdo do extrato aquoso de
Gymneia platanifolia em 1% de concentragdo e pH 10 (corrigido com solu¢do de NaOH), ao
qual ¢ adicionado solucao de AgNOs, na propor¢do de 1:3, agitada magneticamente por 5
minutos na temperatura de 80 °C.

Dessa forma, as AgNps foram sintetizadas por um método ecoldgico, baseado na
utilizagdo de componentes da planta Gymneia platanifolia como redutores de ions Ag". A
formacao de AgNps foi identificada por UV-visivel e caracterizada por TEM, Potencial Zeta e
DLS.

Os resultados obtidos demonstraram que as nanoparticulas de prata sintetizadas a
partir do extrato de Gymmneia platanifolia apresentaram atividade antibacteriana frente as
cepas Staphylococcus aureus ¢ Escherichia coli, confirmando seu potencial antimicrobiano.
No entanto, ¢ importante ressaltar que o extrato vegetal em si ndo apresentou atividade
antibacteriana direta nas condigdes testadas. Sua fun¢do neste estudo foi atuar como agente
redutor e estabilizante na sintese verde das AgNPs, sendo, portanto, um componente essencial
do processo de obtencdo das nanoparticulas, e ndo do efeito bioldgico final.

A comparagdo entre as AgNPs e a solucdo de AgNOs revelou que o sal metalico
apresentou maior atividade inibitéria em menores concentragdes, o que ja era esperado e €
amplamente documentado na literatura. Apesar disso, o uso de AgNPs sintetizadas por
métodos verdes apresenta vantagens importantes, especialmente no contexto de aplicagdes
biomédicas futuras. Dentre essas vantagens destaca-se a possibilidade de reducao da
toxicidade associada ao uso direto de sais metalicos, considerando que as AgNPs tendem a
liberar ions de forma controlada e gradual, o que pode minimizar efeitos adversos em
organismos e tecidos humanos.

Além disso, este trabalho contribui com evidéncias do potencial biotecnologico de
espécies nativas do Nordeste brasileiro, como Gymneia platanifolia, para a sintese de
nanomateriais por rotas sustentdveis. Isso abre perspectivas relevantes tanto para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas no combate a resisténcia antimicrobiana,
quanto para a valorizagdo da biodiversidade regional com foco em solu¢des economicamente

vidveis e ambientalmente seguras.
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Por fim, embora os resultados iniciais sejam promissores, destaca-se que a real
aplicabilidade clinica das AgNPs sintetizadas somente podera ser avaliada com a realizagdo

de ensaios adicionais, especialmente os testes de citotoxicidade, para validacdo de sua

seguranga em sistemas bioldgicos complexos.
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