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RESUMO

Nanoparticulas, em especial as nanoparticulas de prata (NPs-Ag), estdo sendo empregadas atualmente em
diversas aplicagdes tecnoldgicas. O método mais utilizado para sintese de NPs-Ag é o de reducdo quimica,
porém a sintese verde estd ganhando cada vez mais espaco em pesquisas porque esse método reduz a produgdo
de residuos indesejaveis, dentre eles, aqueles que causam danos ao meio ambiente. O presente trabalho descreve
a preparacéo, caracterizacdo e ensaios microbioldgicos para avaliar a a¢do antimicrobiana das nanoparticulas de
prata. As NPs-Ag, foram sintetizadas a partir do método de sintese verde, utilizando extrato de Humirianthera
ampla como agente redutor. A caracterizacdo das nanoparticulas foram realizadas utilizando anélise
espectroscopica de UV-Vis e DLS para verificar tamanho e formato das nanoparticulas e ensaios de atividade
biol6gica em bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos filamentosos e leveduriformes. As analises de
UV-Vis e DLS mostraram a formagao de nanoparticulas esféricas de tamanho em torno de 47nm . Os resultados
mostraram ser promissor tendo em vista que o extrato de Humirianthera ampla e as nanoparticulas por redugéo
guimica utilizando boroidreto de sédio (NPs-Ag/inorganica) ndo apresentaram nenhum indicio de atividade
antimicrobiana, porém, quando associado o0 extrato com as nanoparticulas de prata, pela rota de sintese verde
inibiram o crescimento microbiano de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, o que possibilita expectativas
para aplicagdes biomédicas a partir de estudos futuros.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Sintese Verde. Atividade Antimicrobiana.

ABSTRACT

Nanoparticles, in particular silver nanoparticles (NPs-Ag), are currently being used in several technological
applications. The most used method for synthesis of NPs-Ag is chemical reduction, however green synthesis is
gaining more and more space in research because this method reduces the production of undesirable residues,
among them, those that cause damage to the environment. The present work describes the preparation,
characterization and microbiological tests to evaluate the antimicrobial action of silver nanoparticles. The NPs-
Ag were synthesized using the green synthesis method, using Humirianthera ampla extract as a reducing agent.
The characterization of the nanoparticles was performed using spectroscopic analysis of UV-Vis and DLS to
verify the size and shape of the nanoparticles and assays of biological activity in gram-positive, gram-negative
bacteria and filamentous and yeast-like fungi. The UV-Vis and DLS analyzes showed the formation of spherical
nanoparticles of size around 47nm. The results showed to be promising considering that the Humirianthera
ampla extract and the nanoparticles by chemical reduction using sodium borohydride (NPs-Ag / inorganic) did
not present any indication of antimicrobial activity, however, when associated the extract with the silver
nanoparticles , by the green synthesis route, inhibited the microbial growth of Gram-positive and Gram-negative
bacteria, which allows expectations for biomedical applications from future studies.

Key words: Nanoparticles. Green Synthesis. Antimicrobial Activity.
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1. INTRODUCAO

As nanoparticulas, em especial as nanoparticulas de prata (NPs-Ag), estdo sendo
empregadas hoje em diversas aplicacbes tecnoldgicas, como por exemplo, no campo da
informatica, medicina, biotecnologia entre outras. As NPs-Ag, possuem propriedades fisico-
quimicas muito caracteristicas, incluindo a sua flexibilidade, maleabilidade e uma
condutividade térmica e elétrica elevada em relacdo a qualquer outro metal, além da sua
estabilidade quimica, atividade catalitica e um comportamento dptico ndo linear. Dentre 0s
métodos de sintese de nanoparticulas, destaca-se 0 método de reducdo quimica, por se obter
uma solucdo coloidal estdvel em agua ou solventes organicos [1] além de desse método de
obtencdo temos a rota de sintese verde, metodo & promissor por causar baixo impacto
ambiental, se comparado aos demais.

A sintese verde esta ganhando espaco na pesquisa e desenvolvimento da atualidade.
Sua utilizacdo reduz a producéo de residuos indesejaveis, consequentemente evita a poluicéo,
e também incentiva a utilizacdo dos recursos naturais. Para a sintese de nanoparticulas de
metal tem-se considerado o uso da biodiversidade vegetal devido a disponibilidade de
fitoquimicos existentes em varios extratos vegetais, especialmente em folhas como fendis,
cetonas, aldeidos, flavonas, &cidos carboxilicos entre outros constituintes fitoquimicos
capazes de reduzir sais metalicos em nanoparticulas metalicas [2]. Os parametros
morfoldgicos dessas nanoparticulas, como o tamanho e a forma, podem ser modulados de
acordo com as concentragfes de produtos quimicos e condi¢des de reacdo, como os fatores
fisicos de temperatura e pH, no qual foram utilizados.

Atualmente a busca por novos meios de controle a proliferacdo de microrganismos
resistentes, como as bactérias patdgenas que, cada vez mais, inutilizam os antibidticos
conhecidos (por se tornarem resistentes a seu principio ativo) vém sendo destaque nas linhas
de pesquisa. Visando isso esse trabalho de pesquisa objetivou realizar ensaios contra bactérias
e fungos para simular novas utiliza¢6es das nanoparticulas na indastria farmacéutica.

Dentre as plantas encontradas na regido amazbnica a escolha pela utilizagdo da
Humirianthera ampla se deu pelo fato de ser uma espécie pouco estudada, apesar de ja se
mostrar promissora para novos estudos, pois pode conter alcaloides em sua estrutura [3], esta
é famosa pela sua utilizacdo no tratamento contra picadas de cobra relatado por povos

indigenas e seringueiros.
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O presente trabalho descreve a preparagdo e a caracterizacdo das nanoparticulas de
prata a partir da reducdo de ions pelo método de sintese quimica inorgénica e verde,
utilizando extrato hidro alcoolico liofilizado de Humirianthera ampla, além disso, foram
realizados ensaios microbioldgicos para avaliar a atividade antimicrobiana sobre cepas de

bactérias, fungos filamentosos e fungos leveduriformes.

2. FUNDAMENTACAO E PERCURSO METODOLOGICO

PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

A amostra vegetal foi coletada no municipio de Placido de Castro, a exsicata foi
depositada no herbario UFACPZ, para confirmacdo de género e espécie, com numero de
tombo 20566. Apos confirmacdo, o material vegetal foi secado em estufa a 40 °C por 48h e
em seguida triturado. O extrato foi preparado em meio hidro alcéolico, sendo coletadas as
fracbes a cada 24h. Esse processo foi repetido trés vezes e filtrado para realizar a

rotaevaporacdo do solvente, para entdo realizar a liofilizacdo da amostra vegetal.

SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA UTILIZANDO BOROIDRETO DE
SODIO COMO AGENTE REDUTOR - NPs-Ag/Inorganicas

Em um Erlenmeyer de 250mL, adicionaram-se75 mL de uma solug&o 2,0x10° mol L
de boroidreto de sodio. O frasco foi entdo colocado em um banho de gelo durante 10 a 15
min. Em seguida, colocou-se uma barra magnética de agitacdo no frasco e levou-se o
conjunto a uma placa de agitacdo. Com o auxilio de uma bureta, adicionaram-se, gota a gota,
25 mL de uma solugdo 1,0 x 10°3 mol L de nitrato de prata. Essa adigio ocorreu num periodo

de aproximadamente 4 min e com taxa de adicdo de 1 gota s™.

SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA A PARTIR DO EXTRATO
VEGETAL - NPs-Ag/Organicas

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas a partir do método de sintese verde,
utilizando extrato de Humirianthera ampla como agente redutor. Para obtencdo das NPs-
Ag/Organicas, foi utilizada uma solucéo padréo de nitrato de prata 100 mL a 1 mM (AgNOs
Sigma-Aldrich, S&o Paulo), da qual foram pipetados 10 mL, que posteriormente foi
adicionado a solugo do extrato na concentracdo de 200 pug mL™* perfazendo um volume total
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final de 15 mL. Apds a mistura, a solucdo foi homogeneizada utilizando Agitador Vortex
(QUIMIS modelo Q220M) e incubada por um periodo de 24 horas em temperatura ambiente.

CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Foram realizadas analises espectroscopicas de Uv-Vis em espectrofotbmetro
Shimadzu (UV-1601 Japan), com resolucdo de 1 nm na faixa entre 650 e 350 nm. As
dimens0es e distribuicdo das nanoparticulas nos coloides foram analisadas a partir da técnica
de espalhamento dindmico de luz — DLS, que avalia o raio hidrodindmico utilizando um
sistema zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). Essas medidas foram realizadas a
partir de comprimento de onda do laser (He-Ne) em 633 nm, angulo de espalhamento fixo em
173° e temperatura de 25°C e modo de resolucdo normal em cubeta de poliestireno
(DTS0012).

ENSAIO MICROBIOLOGICO

A amostra vegetal, as NPs-Ag/inorganicas e as NPs-Ag/verdes foram submetidas a
ensaios biologicos para avaliacdo da atividade antimicrobiana sobre cepas de bactérias,
fungos leveduriformes e fungos filamentosos. Os mesmos foram pesados e devidamente
solubilizados em 150 pL (5%) de dimetil-sulféxido (DMSO) e adicionados 60 pL (2%) de
Tween 80, completando-se o volume final com agua destilada esterilizada g.s.p. 3 mL. Dessa
forma, foi obtida a concentracéo inicial dos produtos (1024 ugmL™?) e diluido em série até 8
ugmL? [4,5,6].

MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacdo da atividade biolégica foram
Brain Heart Infusion (BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD)- adquiridos da Difco
Laboratories Ltd, USA, France, para manutencdo, respectivamente, das cepas de bactérias e
fungos. Enquanto que para os ensaios de atividade bioldgica, foram usados caldo Brain Heart
Infusion (BHI) para as bactérias e meio RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato para
os fungos (Difco Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, Sao Paulo, Brasil). Todos 0s

meios foram preparados conforme as descri¢fes dos fabricantes.

MICRO-ORGANISMOS
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Para os ensaios de atividade biol6gica dos produtos testes, foram utilizadas as
seguintes cepas:
-Bactérias:  Staphylococcus aureus ATCC-25923, S. epidermidis ATCC-12228, e
Pseudomonas aeruginosa ATCC - 25853, P.aeruginosa ATCC-9027, Escherichia coli
ATCC-18739
-Fungos leveduriformes: Candida albicans ATCC-90028, C. albicans CBS-562, C. tropicalis
ATCC-13803, Candida glabrata ATCC-90030
-Fungos filamentosos: Aspergillus flavus ATCC-13013, Aspergillus fumigatus ATCC-40640.
Os micro-organismos pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia, Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB). As cepas foram mantidas em BHI/bactérias e em ASD/fungos a
temperatura de 4°C. Foram utilizados para o0s ensaios, repiques de 24 - 48 horas em
BHI/ASD, respectivamente, para bactérias e leveduras, incubados a 35 + 2°C.
INOCULO

Para preparacdo do inoculo, as colbnias obtidas de culturas das cepas de bactérias em
meio BHI e fungos em meio ASD, foram suspensas em solucéo fisiologica a 0,9% estéril e
ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padrdo de Mc Farland para obtencio de 10°
UFCmL™ [4,7-11].

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland & Squires [4] , Eloff [12] e CLSI [8] . A determinacdo da CIM das amostras sobre
cepas bacterianas e fungicas foram realizadas através da técnica de microdiluicdo em caldo,
com placa para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pogos com
fundo em “U”. Inicialmente, foram distribuidos 100 uL de caldo RPMI/BHI duplamente
concentrado nos pocos das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 uL dos produtos
solubilizados foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma
dilui¢do , foram obtidas concentragdes de 1024 até 8 pgmL™. Por fim, foi adicionado 10 pL
das suspensdes das cepas bacterianas e flngicas nas cavidades, onde cada coluna da placa
refere-se, especificamente, a uma especie. Paralelamente, foram realizados os controles:
micro-organismos (CBHI + bactérias e RPMI + leveduras e fungos filamentosos), para
comprovacédo da viabilidade das linhagens microbianas, meio de cultura (CBHI/RPMI), para

comprovacdo da esterilidade e controle com antimicrobianos: cloranfenicol (50 ugmL™) para
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inibicio das bactérias e fluconazol (25 pugmL™) para inibicdo dos fungos. As placas
preparadas foram assepticamente fechadas e submetidas a incubacdo numa temperatura de 35
+ 2°C por 24 - 48 horas para 0s ensaios com bactérias e leveduras e a temperatura ambiente
(28-30 °C) para os fungos filamentosos.

No caso do ensaio bioldgico com as bactérias, apos 24 h de incubacdo, foi adicionado
20 pL de solugéo do corante resazurina a 0,01% (INLAB), reconhecido como um indicador
colorimétrico de oxido-reducéo [13]. O ensaio foi incubado a 35 £ 2°C por 24 - 48 h. Apés a
mudanca de coloracdo do corante (azul para vermelho), considerou-se como indicador de
crescimento microbiano; e se a cor permanece azul, significa a auséncia de crescimento
microbiano.

O produto foi considerado ativo quando inibiu, pelo menos, 50% dos micro-
organismos utilizados nos ensaios de atividade biolégica. E a CIM para cada produto foi
definida como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano
e/ou verificado pela permanéncia da coloragéo do corante indicador [4,14]. A Concentragao
Inibitéria Minima /CIM, foi considerada e interpretada como ativa ou inativa, conforme os
seguintes critérios: até 600 pgmL™ = forte atividade; 600-1500 ugmL™ = moderada atividade;
acima de 1500 pgmL*= fraca atividade [15-17].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Apds o periodo de incubacdo das nanoparticulas sintetizadas pelo método verde,
observa-se a mudanca na coloragdo Fig. 1, onde inicialmente era incolor, passando para um

tom ambar que indica o sucesso da formacédo do produto da reacdo quimica.

FIGURA 1. Sintese de Nanoparticulas de Prata ap6s mudanca de coloragéo

669



SAJEBTT, Rio Branco, UFAC
v.8 n.2 (2021): Edicdo jan/abr.
ISSN: 2446-4821

As analises de Uv-Vis das nanoparticulas endossam esses indicios, pois mostram a
intensidade de absorbancia (Fig. 2, grafico UV-VIS) com padrdo de curva monomodal, que
evidencia a obtencdo das nanoparticulas em formato esférico e com banda de ressonéncia
plasmonica entre 436-446 nm similar aos reportados na literatura para o extrato de

Cnidoscolus chayamansa e Azadirachta indica [18,19].

FIGURA 2. DADOS UV-VIS
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A andlise de espalhamento dindmico de Luz (DLS) revelou um tamanho médio de
nanoparticulas de 47 nm e um volume percentual de aproximadamente 20% da amostra, como
pode ser observado na Fig. 3. Os valores de intercept ficaram em torno de 0,9 revelando uma
excelente qualidade dos dados. Na Fig. 4 observa-se o raio hidrodinamico pela intensidade da

amostra.

FIGURA 3. Grafico de Intensidade
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GRAFICO 1
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FIGURA 4. Raio hidrodinamico pela Intensidade
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Essas mesmas analises, descritas acima, foram realizadas para a solucdo de NPs-
Ag/inorgénicas, que se mostram bastante semelhantes as NPs-Ag/verde sintetizadas pela rota
organica, em todos os aspectos.

A Tabela 1 descreve os resultados da avaliagdo da atividade antibacteriana e
antifingica dos produtos testados. A acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata
sintetizadas pela rota verde apresentara atividade contra bactérias Gram- positivas e Gram-
negativas, engquanto que o extrato da Humirianthera ampla e das nanoparticulas inorganicas
(sintetizadas com boroidreto de sédio como agente redutor), ndo inibiram o crescimento das
espécies bacterianas e fungicas.

TABELA 1. Resultado do Ensaio Microbiolégico

672



SOUTH AMERICAN JOURNAL

= . - _ v.8 n.2 (2021): Edicé&o jan/abr.
of Basic Education, Technical and Technological ISSN: 2446-4821

™ 2 c ™M © ' © © ™
s 8§28 E2880 282282848
5 D E W c O € & F o @8 ©6 8 © 8 &« & & S5 ™
EN 5T BV BLCLL22LLEA ST F
Produtos 2080 30 3Q=2%K=26b2 9 806=8¢xs 0
s 020 80 gpPg" 0 TFE0>C 0
(Hg/mL) <o < oo < 970 a g
Extrato + + + + + + + + + +
NPs-Ag
o + + + + + + + + + +
/inorgénicas
NPs-Ag 1024 1024 1024 1024
+ + + + + +

/organicas ) “) ) )
(+) crescimento microbiano em todas as concentracgdes. 1024(-) concentragdo onde ndo houve

crescimento microbiano.

A aliquota de cada amostra utilizada nos ensaios microbiologicos foram retirados do seu
total, ndo sendo realizado nenhuma preparacdo, como por exemplo a liofilizacdo das
nanoparticulas, para aplicar uma solugdo mais concentrada o que poderia ter potencializado
para obter uma concentracgdo inibitdria menor do que o resultado apresentado.

Dentre as bactérias testadas se encontra as Pseudomonas aeruginosa, que Ssdo
consideradas bactérias multirresistentes a maioria dos antimicrobianos devido a capacidade
de impermeabilidade da membrana externa, a produ¢do de  [B-lactamases, regulacdo de
bombas de efluxo e outros fatores que configuram para essa resisténcia adquirida[20]. As
nanoparticulas sintetizadas, utilizando o extrato de Humirianthera ampla, terem apresentado a
inibicdo do crescimento microbiano para essa espécie bacteriana indica um avangco na

perspectiva para novos estudos utilizando essa abordagem de sintese.

CONSIDERACOES FINAIS

A solucéo das nanoparticulas sintetizadas a partir do extrato de Humirianthera ampla,
como agente redutor, apresentou coloracdo especifica do produto, indicando o sucesso da
reacdo, a0 mesmo tempo que, analise de UV-vis reforcou essa hipotese ao revelar curva
monomodal para a solucdo, que evidencia a obtencdo das nanoparticulas em formato esférico
e com banda de ressonancia plasmonica entre 436-446 nm. Além disso, a analise de
espalhamento dindmico de Luz (DLS) confirmou a presenca de nanoparticulas com tamanho
médio de 47 nm pela rota de sintese verde. Ao ser confrontadas com microorganismo, o

extrato da planta ndo mostrou ter atividade, tampouco as nanoparticulas sintetizadas pelo
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método inorgénico, entretanto, quando as NPs e extrato da planta, foram associados, 0
produto se mostrou capaz de inibir o crescimento microbiano de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, dentre elas a Pseudomonas aureuginosas.

A partir de métodos especificos de concentracdo das NPs-Ag, a CIM pode ser
reduzida, por exemplo, utilizando a centrifugacdo ou a liofilizacdo das nanoparticulas, de
modo a aumentar a eficiéncia de inibicdo dessas bactérias aplicando um produto mais
concentrado. Contudo, esses resultados j& se mostraram promissores para estudos futuros,

tendo em vista que o produto ja se mostrou um antimicrobiano em potencial.
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