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RESUMO

O aumento da resistência bacteriana tem levado 
a busca pela descoberta de novos antibióticos e a 
potencialização de classes de antibióticos já exis-
tentes. A síntese verde ganha espaço nessa área 
por utilizar componentes orgânicos que reduz o 
custo do processo e produz uma abordagem me-
nos danosa ao meio ambiente. A pesquisa objetivou 
comparar as diferentes sínteses de nanopartículas 
de prata e avaliar a atividade antimicrobiana. Fo-
ram utilizadas sete amostras vegetais de espécies 
encontradas na Amazônia: Cassimirela (Humirian-
thera ampla (Miers) Baehni), Copaíba (Copaifera 
multijuga Heine), Sacaca (Croton cajucara Benth), 
Maclura (Maclura tinctoria (L.) D.Don ex Steud.),
Quina-quina (Cinchona amazonensis Ducke) e Pi-
menta Longa (Piper hispidinervum C.DC.). A extra-
ção do óleo essencial das plantas se deu por meio 
da técnica de arraste a vapor. A síntese de nanopar-
tículas ocorreu por meio da rota verde, utilizando 
extratos de plantas como agente redutor (Nps Ag 
orgânica) e borohidreto como agente redutor na 
síntese química (Nps Ag Inorganica). Para carac-
terização das nanopartículas sintetizadas foram 
realizadas análises espectroscópicas de UV-Vis se-
guido da análise por espalhamento dinâmico de Luz 
(DLS). Os diferentes extratos analisados no ensaio 
não demonstraram ter ação antimicrobiana nas di-
ferentes cepas utilizadas, porém as nanopartículas 
sintetizadas a partir da utilização do extrato como 
agente redutor obteve resultado em três sínteses 
copaíba, cassimirela e sacaca. 

PALAVRAS-CHAVE

Agente Redutor. Compostos Fitoquímicos. Copaíba. 
Cassimirela. Sacaca.  
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ABSTRACT

The increase in bacterial resistance has led to the search for the discovery of new antibiotics and 
the potentiation of existing classes of antibiotics. Green synthesis gains space in this area by using 
organic components that reduce the cost of the process and produce a less harmful approach to the 
environment. The research aimed to compare the different syntheses of silver nanoparticles and to 
evaluate the antimicrobial activity. Seven plant samples of species found in the Amazon were used: 
Cassimirela (Humirianthera ampla (Miers) Baehni), Copaíba (Copaifera multijuga Heine), Sacaca 
(Croton cajucara Benth), Maclura (Maclura tinctoria (L.) D.Don ex Steud.), Quina-quina (Cinchona
amazonensis Ducke) e Pimenta Longa (Piper hispidinervum C.DC.). The extraction of essential oil 
from the plants was carried out using the steam drag technique. The synthesis of nanoparticles oc-
curred through the green route using plant extracts as reducing agent (Nps Ag organic) and borohy-
dride as reducing agent in chemical synthesis (Nps Ag Inorganic). To characterize the synthesized 
nanoparticles, UV-Vis spectroscopic analysis was performed followed by dynamic light scattering 
(DLS) analysis. The different extracts analyzed in the assay did not demonstrate antimicrobial action 
in the different strains used, but the nanoparticles synthesized from the use of the extract as a reduc-
ing agent resulted in three syntheses of copaíba, cassimirela and sacaca.

KEYWORDS

Reducing agent; Phytochemical compounds; Copaiba; Cassimirela; Sacaca.

RESUMEN

El aumento de la resistencia bacteriana ha llevado a la búsqueda del descubrimiento de nuevos anti-
bióticos y la potenciación de las clases de antibióticos existentes. La síntesis verde gana espacio en 
esta área al utilizar componentes orgánicos que reducen el costo del proceso y producen un enfoque 
menos dañino para el medio ambiente. La investigación tuvo como objetivo comparar las diferentes 
síntesis de nanopartículas de plata y evaluar la actividad antimicrobiana. Se utilizaron siete muestras 
de plantas de especies encontradas en la Amazonía: Cassimirela (Humirianthera ampla (Miers) Baeh-
ni), Copaíba (Copaifera multijuga Heine), Sacaca (Croton cajucara Benth), Maclura (Maclura tinctoria 
(L.) D.Don ex Steud.), Quina-quina (Cinchona amazonensis Ducke) e Pimenta Longa (Piper hispidiner-
vum C.DC.). La extracción del aceite esencial de las plantas se realizó mediante la técnica de arrastre 
de vapor. La síntesis de nanopartículas ocurrió por la ruta verde utilizando extractos de plantas como 
agente reductor (Nps Ag orgánico) y borohidruro como agente reductor en síntesis química (Nps Ag 
Inorgánico). Para caracterizar las nanopartículas sintetizadas, se realizó un análisis espectroscópico 
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UV-Vis seguido de un análisis de dispersión de luz dinámica (DLS). Los diferentes extractos analizados 
en la prueba no demostraron acción antimicrobiana en las diferentes cepas utilizadas, pero las nano-
partículas sintetizadas a partir del uso del extracto como agente reductor resultaron en tres síntesis 
de copaiba, casimirella y sacaca.

PALABRAS CLAVE

Agente reductor; compuestos fitoquímicos; Copaiba; Casimirella; Sacaca.

1 INTRODUÇÃO 

As bactérias e fungos são microrganismos que podem ser encontrados em diversos ambientes. 
Além disso, estão presentes no revestimento da pele, mucosas e microbiota intestinal, sendo este 
último o local onde vivem a maioria dos microrganismos inofensivos, ou seja, benéficos ao seu hos-
pedeiro (BRITO; TREVISAN, 2021). O uso indiscriminado dos antibióticos na medicina, na agricultura 
e na produção de alimentos para animais, tem contribuído para o aumento do mecanismo de defesas 
das bactérias, causando resistência bacteriana (FREITAS SOUZA et al., 2022).

Os antibióticos são uma classe de medicamentos indispensáveis, porém a eficácia deles está 
ameaçada pela resistência bacteriana, não somente a um fármaco, mas a inúmeras classes deles 
(BRITO; TREVISAN, 2021). A resistência aos antibióticos ocorre pela facilidade que as bactérias têm 
de se adaptar rapidamente às mudanças que os fármacos provocam ao ambiente onde elas estão 
inseridas (TEIXEIRA et al., 2019). 

Staphylococcus aureus é um dos principais patógenos associados a infecção hospitalar e vêm 
apresentando problemas na comunidade, e demonstra resistência a oxacilina, cefoxitina, que são 
marcadores da resistência aos beta-lactâmicos (GELATTI et al., 2009).

Também há necessidade de redefinir estratégias existentes para minimizar a resistência antimi-
crobiana de Staphylococcus epidermidis (CASTRO-OROZCO et al., 2019), Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli (SOUSA et al., 2021; SORIANO-MORENO et al., 2021), e antifúngicas de Candida albi-
cans, C. tropicalis, C. glabrata, Aspergillus flavus, A. fumigatus (LIMA, et al., 2020; QUILES-MELERO; 
GARCÍA-RODRÍGUEZ, 2021; RESENDE et al., 2022).

O aumento da resistência bacteriana, principalmente entre patógenos perigosos, tem levado a 
busca de novos antibióticos, ou à necessidade de potencializar classes de antibióticos já existentes 
(BRITO; CORDEIRO, 2012). 

As nanopartículas metálicas são utilizadas em pesquisas visando sua ação bactericida em diversos mi-
crorganismos. A prata é utilizada como agente antimicrobiano há anos, um exemplo é a associação com sua 
forma de nitrato com a sulfonamida apresentado como sulfadiazina de prata para o tratamento de uso tópico, 
como por exemplo, nas queimaduras para combater possíveis infecções bacterianas (RAI et al., 2009).
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As nanopartículas de prata podem ser utilizadas em diferentes áreas, sua aplicabilidade varia 
desde a indústria farmacêutica até indústria alimentar e suas características físico-químicas como 
condutividade elétrica e flexibilidade abrem espaço para suas diversas aplicabilidades (SENA et al., 
2019a). A síntese verde ganha espaço nessa área por utilizar componentes orgânicos que reduz o 
custo do processo e produz uma abordagem menos danosa ao meio ambiente, pois dispensa o uso de 
estabilizadores químicos e agentes redutores externos (SENA et al., 2021). 

A utilização de plantas como agente redutor na síntese verde valoriza os recursos naturais pre-
sentes na Amazônia, onde há uma diversidade de plantas a serem estudadas, de vários gêneros e 
espécies com constituintes fotoquímicos que contribuem para suas ações bactericidas, antifúngicas, 
anti-inflamatórias, diuréticas, laxativas entre outras propriedades medicinais (SENA et al., 2019b).

Com base no exposto, o objetivo do estudo foi comparar as diferentes sínteses de nanopartículas 
de prata e sua ação antimicrobiana em diferentes cepas bacterianas e fúngicas. 

2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Preparação das amostras vegetais

Foram utilizadas sete amostras vegetais das espécies encontradas na Amazônia coletadas no es-
tado do Acre, nos municípios de Rio Branco, Plácido de Castro e Porto Acre: Cassimirela (Humirian-
thera ampla), Copaíba (Copaifera multijuga), Sacaca (Croton cajucara), Maclura (Maclura tinctoria), 
Quina-quina (Cinchona amazonensis) e Pimenta Longa (Piper hispidinervum). 

Os cadastros SisBio para coleta de material botânico são 85014-1 e 6597759, as exsicatas de cassi-
mirela, copaíba e sacaca foram depositadas no Herbário da UFAC-PZ números de tombos 20566, 6572 e 
4459, as demais amostras foram coletadas usando matrizes de dados disponibilizados pelo Laboratório 
de Botânica e Ecologia Vegetal que contém exsicatas e dados de localização para novas coletas.

A escolha das amostras vegetais foi feita de acordo com as avaliações descritas por Sena e cola-
boradores (2019b), que avaliam Humirianthera ampla, como contendo alcaloides, que são compostos 
fitoquímicos importantes capazes de possuir ação farmacológica, seguindo o mesmo princípio utili-
zou-se a quina-quina, popularmente utilizada para tratar malária e conter alcaloides em sua compo-
sição (WAIZEL-BUCAY; WAIZEL-HAIAT, 2019).

Foram coletadas folhas para preparação de extrato vegetal por decocção e extração de óleo 
essencial de sacaca e copaíba por arraste a vapor. As folhas foram limpas usando água destilada 
e secas em estufa a 40 °C, após a secagem foram preparados os respectivos extratos por decocção 
na proporção 1:10 por um período de aquecimento de três a cinco minutos, em seguida realizado 
a filtragem. O produto da filtragem foi colocado em freezer a -80 °C para congelar e colocado no 
liofilizador onde permaneceu por um período de 72h aproximadamente. As amostras vegetais lio-
filizadas foram guardadas em geladeira a uma temperatura de 2 a 8 °C, em recipiente fechado e 
embalado preservando seus compostos e sua integridade.
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As amostras vegetais foram preparadas e as respectivas nanopartículas de prata foram sintetiza-
das e caracterizadas. 

2.2 Extração de óleo essencial 

A extração do óleo essencial das plantas se deu por meio da técnica de arraste a vapor, no qual os 
vapores do solvente, no caso a água, retiram o óleo essencial que é volátil do interior das células das 
folhas previamente limpas e secas em estufa à 40°C (MELO et al., 2021). 

2.3 Síntese e caracterização das nanopartículas orgânicas e inorgânicas

A síntese e caracterização das nanopartículas de prata seguiu a metodologia descrita por Sena e 
colaboradores (2019a), onde foi realizado a reação de redução pela rota de síntese verde nanopartí-
cula orgânica (NPs-Ag Org) no qual utilizou os extratos liofilizados das amostras vegetais como agen-
te redutor e a síntese química para preparar as nanopartículas inorgânicas (NPs-Ag Inorg) utilizando 
boroidreto como agente redutor.

Para caracterização das nanopartículas sintetizadas foram realizadas análises espectroscópicas 
de UV-Vis seguido da análise por espalhamento dinâmico de Luz (DLS).

2.4 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios foram caldo Brain Heart Infusion (BHI) para as bacté-
rias e meio RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato para os fungos (adquiridos da Difco Labo-
ratories Ltd, USA, France e INLAB, São Paulo, Brasil). Todos os meios foram preparados conforme as 
descrições dos fabricantes.

2.5 Microorganismos teste

Para os ensaios de atividade biológica dos produtos testes, foram utilizadas as bactérias Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC 
25853, P. aeruginosa ATCC 9027 e Escherichia coli ATCC 18739, os fungos leveduriformes Candida 
albicans ATCC 90028, C. albicans CBS 562, C. tropicalis ATCC 13803, C. glabrata ATCC 90030, e os 
fungos filamentosos Aspergillus flavus ATCC 13013, Aspergillus fumigatus ATCC 40640. 

Os microrganismos pertencem a Micoteca do Laboratório de Micologia, Departamento de Ciên-
cias Farmacêuticas (DCF), Centro de Ciências da Saúde (CCS) da Universidade Federal da Paraíba 
(UFPB). As cepas foram mantidas em BHI/bactérias e os fungos em ASD/fungos à temperatura de 
4 °C. Foram utilizados para os ensaios, repiques de 24-48 h em BHI ou ASD, respectivamente, para 
bactérias e leveduras, incubados a 35 ± 2 °C.
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2.6 Ensaio microbiológico

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados de acordo com protocolos já estabelecidos 
(CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998; CLSI, 2008). A determinação da concentração inibitória mí-
nima das amostras em relação as cepas bacterianas e fúngicas foram realizadas por meio da técnica de 
microdiluição em caldo, com placa para cultura de células contendo 96 poços com fundo em “U”. Inicial-
mente, foram distribuídos 100 μL de caldo RPMI/BHI duplamente concentrado nos poços das placas. 

Em seguida, 100 μL dos produtos solubilizados foram dispersos  nas cavidades da primeira linha 
da placa, e por meio de uma diluição seriada a razão de dois, foram obtidas concentrações de 1024 a 
8 μg/mL. Por fim, foi adicionado 10 μL das suspensões das cepas bacterianas e fúngicas nos poços, 
onde cada coluna da placa refere-se, especificamente, a uma espécie. 

Em seguida foram aplicados os controles: microrganismos (CBHI + bactérias e RPMI + leveduras/fun-
gos filamentosos), para comprovação da viabilidade das linhagens microbianas, meio de cultura (CBHI/
RPMI), para comprovação da esterilidade e controle com antimicrobianos: cloranfenicol (50 μg/mL) para 
inibição de bactéria e fluconazol (25 μg/mL) para inibição de fungos. As placas preparadas foram assepti-
camente fechadas e submetidas à incubação numa temperatura de 35 ± 2 °C por 24- 48 h para os ensaios 
com bactérias e leveduras e a temperatura ambiente (28-30 °C) para os fungos filamentosos.

No caso do ensaio biológico com as bactérias, após 24 h de incubação, foi adicionado 20 μL de 
solução do corante resazurina a 0,01% (INLAB), reconhecido como um indicador colorimétrico de 
óxido-redução (MANN; MARKHAN, 1998). O ensaio foi incubado a 35 ± 2°C por 24 - 48 h. Após a mu-
dança de coloração do corante (azul para vermelho), considerou-se como indicador de crescimento 
microbiano, e se a cor permanece azul, significa a ausência de crescimento microbiano.

3 RESULTADOS

A extração dos óleos essenciais de Sacaca e Copaíba obtiveram rendimento satisfatório, cerca de 
1,25% e 1,5%.  No ensaio microbiológico os dois óleos essenciais analisados, copaíba e sacada, não 
tiveram ação antimicrobiana nas diferentes cepas microbianas analisadas, ele segue com os extratos 
testados (Tabela 1).

Tabela 1 – Atividade antimicrobiana de extrato vegetal, óleo essencial, nanopartícula produzida por 
síntese orgânica e inorgânica

Produtos
Microrganismo teste (μg/mL)

Sal Sep Pae Paer Eco Cal Calb Ctr Cgl Afl Afu

Extrato cassimirela - - - - - - - - - - -

Extrato copaíba - - - - - - - - - - -

Extrato maclura - - - - - - - - - - -
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Produtos
Microrganismo teste (μg/mL)

Sal Sep Pae Paer Eco Cal Calb Ctr Cgl Afl Afu

Extrato pimenta 
longa

- - - - - - - - - - -

Extrato quina-quina - - - - - - - - - - -

NPs-Ag /inorgânica - - - - - - - - - - -

óleo essencial 
copaíba

- - - - - - - - - - -

óleo essencial 
sacaca

- - - - - - - - - - -

Np-Ag copaíba 1024 1024 1024 1024 - - - - - - -

Np-Ag cassimirela 1024 1024 1024 1024 - - - - - - -

NP Ag Sacaca 1024 1024 1024 1024 - - - - - - -

Np-Ag quina-quina - - - - - - - - - - -

Np-Ag maclura - - - - - - - - - - -

NP Ag pimenta 
longa

- - - - - - - - - - -

Cloranfenicol 50 50 50 50 50 - - - - - -

Fluconazol - - - - - 25 25 25 25 25 25

Afl= Aspergillus flavus ATCC 13013; Afu= Aspergilus fumigatus ATCC 40640; Cal = Candida albicans 
ATCC 90028; Calb= C. albicans CBS 562; Ctr= C. tropicalis ATCC 13803; Cgl= C. glabrata ATCC 90030; 
Eco = Escherichia coli ATCC 18739; Pae = Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853; Paer = P. aeruginosa
ATCC 9027; Sau =  Staphylococcus aureus ATCC 25923;  Sep = Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.
Fonte: Dados da pesquisa

A princípio a formação das nanopartículas é observada quando ocorre a mudança na coloração 
(Figura 1) com o passar das horas devido ao efeito plasmônico das nanoparticulas de prata (EVANOFF 
JR; CHUMANOV, 2005). Na amostra da esquerda temos NpAg com mais horas de síntetizada em com-
paração com a amostra da direita na Figura 1.
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Figura 1 – Mudança na coloração das nanopartículas com o passar das horas

Foto: Autores.

As análises espectroscópicas de UV-Vis (Figura 2) das nanopartículas demonstram a formação de 
nanopartículas polimórficas devido a apresentação de comprimento de onda entre 320~520 nanôme-
tros (DZUL-EROSA et al., 2018).

Figura 2 – Análise de UV-VIS das nanopartículas de síntese orgânica de extratos vegetais e inorgânica

Fonte: Dados da pesquisa
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O tamanho hidrodinâmico das nanopartículas foi determinado pela técnica de espalhamento di-
nâmico de luz (DLS), a Figura 3 mostra os gráficos de intensidade onde a maioria das nanopartículas 
apresentam polidispersividade.  

Figura 3 – Análise de intensidade pelos tamanhos das nanopartículas de síntese orgânica de extratos 
vegetais e inorgânica

Fonte: Dados da pesquisa
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A maior parte das nanopartículas sintetizadas obtiveram tamanhos relativamente próximos a partir 
da síntese verde, a síntese inorgânica apresentou um tamanho médio maior que as demais (Figura 4).

Figura 4 – Tamanho médio das nanopartículas de síntese orgânica de extratos vegetais e inorgânica

Fonte: Dados da pesquisa

4 DISCUSSÃO 

As plantas têm sua ação redutora por meio dos seus diferentes metabólitos, porém não são todos 
os metabólitos nem toda espécie de planta utilizada na síntese verde que é capaz de auxiliar na pro-
moção dessa atividade antimicrobiana como pode ser observado no resultado da pesquisa (Tabela 1). 
Melo e colaboradores (2021) enfatizam que óleos essenciais são potenciais agentes antimicrobianos, 
devido sua alta concentração de compostos bioativos, porém os resultados obtidos demonstram que 
os óleos essenciais de sacaca e copaíba não demonstraram potencial antimicrobiano.

As nanopartículas são capazes de apresentar tamanhos e formas diferentes de acordo com a 
síntese utilizada, e a ação bactericida das nanopartículas depende da sua forma geométrica (ALSHA-
REEF et al., 2017). Por meio de técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS) e UV-Vis observamos 
a apresentação de nanopartículas polimórficas e polidispersas.

As nanopartículas de síntese inorgânica e as sínteses orgânicas a partir de maclura, copaíba e 
pimenta longa apresentam variação de tamanhos observado dois picos, o de menor intensidade entre 
3~15nm, e um volume de 7-10% da amostra. As demais sínteses orgânicas a partir de cassimirela, 
quina-quina e sacaca apresentam picos que variam de 7~20% o volume total da amostra.

As nanopartículas obtidas pela rota verde, comparando os métodos de síntese, obtiveram um ta-
manho relativamente menor ao das nanopartículas inorgânicas (Figura 4), mas vale ressaltar que 
nem todas apresentaram inibição de crescimento de microrganismo. O tamanho das nanopartículas 
está mais associado à área de contato nos microrganismos, quanto menor as partículas, maior a su-
perfície de contato e aderência e as chances de ação antimicrobiana (PAL et al., 2007).

Embora algumas delas apresentem tamanhos relativamente próximos como as nanopartículas a 
partir da utilização de maclura, sacaca, copaíba e pimenta longa seus diferentes resultados no en-
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saio microbiológico demonstram que apesar de tamanhos semelhantes, outros fatores contribuem 
para a ação antimicrobiana, como a presença de compostos fitoquímicos capazes de potencializar 
essas nanopartículas em sua ação. Sena e colaboradores (2019a) demonstraram em seus ensaios 
experimentais qualitativos que a cassimirela possui alcaloides em seus constituintes, porém a qui-
na-quina também possui alcaloides em sua composição (CUYUBAMBA et al., 2009), observando 
os resultados distintos entre as duas sínteses, tanto no tamanho como no respectivo ensaio para 
determinar a concentração inibitória mínima.

Ao avaliar a partir de uma perspectiva geral as nanopartículas a partir da síntese verde (orgânica) 
se mostram promissoras no campo de estudo microbiológico, um tratamento melhor das nanopartí-
culas utilizadas como o processo de liofilização para aplicar amostras mais concentradas poderiam 
melhorar nos resultados de concentração inibitória mínima.

5 CONCLUSÃO

As nanopartículas sintetizadas por meio da síntese inorgânica a partir da utilização do borohidre-
to como agente redutor não teve atividade antimicrobiana contra os microrganismos testados. Assim, 
a síntese orgânica mais viável (não foi viável) nesse tipo de estudo, levando em consideração a essa 
constante busca por novos meios de combater microrganismos patógenos.

Os resultados apresentados demonstram potencial para estudos futuros visando uma aplicabili-
dade das nanopartículas a partir da síntese verde com cassimirela, copaíba e sacaca observando seu 
potencial na ação antimicrobiana.
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