SAUDE E AMBIENTE

V.9 « N.T 2022 - Fluxo Continuo I IN| || E R
ISSN Digital: 2316-3798
ISSN Impresso: 2316-3313 |— C )
DOI: 10.17564/2316-3798.2022v9n1p319-332

CIENTIFICAS

SINTESE, CARACTERIZAGAO E ANALISE
ANTIMICROBIANA DE NANOPARTICULAS
DE PRATA OBTIDAS ATRAVES DA ROTA
VERDE COM EXTRATOS VEGETAIS E
SINTESE INORGANICA

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL
ANALYSIS OF SILVER NANOPARTICLES OBTAINED THROUGH
THE GREEN ROUTE WITH PLANT EXTRACTS AND
INORGANIC SYNTHESIS

SINTESIS, CARACTERIZACION Y ANALISIS ANTIMICROBIANO DE
NANOPARTICULAS DE PLATA OBTENIDAS POR LA VIA VERDE
CON EXTRACTOS VEGETALES Y SINTESIS INORGANICA

Antonia Eliane Costa Sena*
Alex Bruno Maia Lopes Paiva?
Ketlen Luiza da Costa Silva*
Wilame Germano Floréncio*
Dagmar Mercado Soares®
Sebastido Fernando Ferreira Lima®
Anselmo Fortunato Ruiz Rodrigues”
Edeltrudes de Oliveira Lima®
Clarice Maia Carvalho®
Lilia Raquel Fé da Silva*®

RESUMO

0 aumento da resisténcia bacteriana tem levado
a busca pela descoberta de novos antibiéticos e a
potencializagdo de classes de antibiéticos j& exis-
tentes. A sintese verde ganha espago nessa area
por utilizar componentes organicos que reduz o
custo do processo e produz uma abordagem me-
nos danosa ao meio ambiente. A pesquisa objetivou
comparar as diferentes sinteses de nanoparticulas
de prata e avaliar a atividade antimicrobiana. Fo-
ram utilizadas sete amostras vegetais de espécies
encontradas na Amazdnia: Cassimirela (Humirian-
thera ampla (Miers) Baehni), Copaiba (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-
¢do do 6leo essencial das plantas se deu por meio
da técnica de arraste a vapor. A sintese de nanopar-
ticulas ocorreu por meio da rota verde, utilizando
extratos de plantas como agente redutor (Nps Ag
organica) e borohidreto como agente redutor na
sintese quimica (Nps Ag Inorganica). Para carac-
terizagdo das nanoparticulas sintetizadas foram
realizadas anélises espectroscépicas de UV-Vis se-
guido da analise por espalhamento dindmico de Luz
(DLS). Os diferentes extratos analisados no ensaio
ndo demonstraram ter agdo antimicrobiana nas di-
ferentes cepas utilizadas, porém as nanoparticulas
sintetizadas a partir da utilizacdo do extrato como
agente redutor obteve resultado em trés sinteses
copaiba, cassimirela e sacaca.

PALAVRAS-CHAVE
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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), Copaiba (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 copaiba, cassimirela and sacaca.

KEYWORDS
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RESUMEN

El aumento de la resistencia bacteriana ha llevado a la busqueda del descubrimiento de nuevos anti-
bidticos y la potenciacién de las clases de antibiéticos existentes. La sintesis verde gana espacio en
esta area al utilizar componentes organicos que reducen el costo del proceso y producen un enfoque
menos dafiino para el medio ambiente. La investigacion tuvo como objetivo comparar las diferentes
sintesis de nanoparticulas de platay evaluar la actividad antimicrobiana. Se utilizaron siete muestras
de plantas de especies encontradas en la Amazonfa: Cassimirela (Humirianthera ampla (Miers) Baeh-
ni), Copaiba (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 extraccién del aceite esencial de las plantas se realiz6 mediante la técnica de arrastre
de vapor. La sintesis de nanoparticulas ocurrié por la ruta verde utilizando extractos de plantas como
agente reductor (Nps Ag organico) y borohidruro como agente reductor en sintesis quimica (Nps Ag
Inorgénico). Para caracterizar las nanoparticulas sintetizadas, se realizé un analisis espectroscépico
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UV-Vis seguido de un andlisis de dispersién de luz dindmica (DLS). Los diferentes extractos analizados
en la prueba no demostraron accién antimicrobiana en las diferentes cepas utilizadas, pero las nano-
particulas sintetizadas a partir del uso del extracto como agente reductor resultaron en tres sintesis
de copaiba, casimirella y sacaca.

PALABRAS CLAVE

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

1INTRODUGAD

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

Os antibidticos sdo uma classe de medicamentos indispensaveis, porém a eficacia deles esta
ameagada pela resisténcia bacteriana, ndo somente a um fadrmaco, mas a inimeras classes deles
(BRITO; TREVISAN, 2021). A resisténcia aos antibidticos ocorre pela facilidade que as bactérias tém
de se adaptar rapidamente as mudangas que os farmacos provocam ao ambiente onde elas estdo
inseridas (TEIXEIRA et al., 2019).

Staphylococcus aureus é um dos principais patégenos associados a infecg¢do hospitalar e vém
apresentando problemas na comunidade, e demonstra resisténcia a oxacilina, cefoxitina, que sao
marcadores da resisténcia aos beta-lactamicos (GELATTI et al., 2009).

Também ha necessidade de redefinir estratégias existentes para minimizar a resisténcia 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 antiftngicas de Candida albi-
cans, C. tropicalis, C. glabrata, Aspergillus flavus, A. fumigatus (LIMA, et al., 2020; QUILES-MELERO;
GARCIA-RODRIGUEZ, 2021; RESENDE et al., 2022).

O aumento da resisténcia bacteriana, principalmente entre patégenos perigosos, tem levado a
busca de novos antibiéticos, ou a necessidade de potencializar classes de antibiéticos ja existentes
(BRITO; CORDEIRO, 2012).

As nanoparticulas metélicas sdo utilizadas em pesquisas visando sua acdo bactericida em diversos mi-
crorganismos. A prata é utilizada como agente antimicrobiano ha anos, um exemplo é a associagdo com sua
forma de nitrato com a sulfonamida apresentado como sulfadiazina de prata para o tratamento de uso tdpico,
como por exemplo, nas queimaduras para combater possiveis infecgdes bacterianas (RAI et al., 2009).
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As nanoparticulas de prata podem ser utilizadas em diferentes areas, sua aplicabilidade varia
desde a industria farmacéutica até industria alimentar e suas caracteristicas fisico-quimicas como
condutividade elétrica e flexibilidade abrem espaco para suas diversas aplicabilidades (SENA et al.,
2019a). A sintese verde ganha espaco nessa area por utilizar componentes organicos que reduz o
custo do processo e produz uma abordagem menos danosa ao meio ambiente, pois dispensa o uso de
estabilizadores quimicos e agentes redutores externos (SENA et al., 2021).

A utilizacdo de plantas como agente redutor na sintese verde valoriza os recursos naturais pre-
sentes na Amazonia, onde h& uma diversidade de plantas a serem estudadas, de varios géneros e
espécies com constituintes fotoquimicos que contribuem para suas agdes bactericidas, antiflingicas,
anti-inflamatorias, diuréticas, laxativas entre outras propriedades medicinais (SENA et al., 2019b).

Com base no exposto, o objetivo do estudo foi comparar as diferentes sinteses de nanoparticulas
de prata e sua acao antimicrobiana em diferentes cepas bacterianas e flngicas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1PREPARACAO DAS AMOSTRAS VEGETAIS

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

Os cadastros SisBio para coleta de material botanico sdo 85014-1 e 6597759, as exsicatas de cassi-
mirela, copaiba e sacaca foram depositadas no Herbario da UFAC-PZ niimeros de tombos 20566, 6572 e
4459, as demais amostras foram coletadas usando matrizes de dados disponibilizados pelo Laboratério
de Botanica e Ecologia Vegetal que contém exsicatas e dados de localizagdo para novas coletas.

A escolha das amostras vegetais foi feita de acordo com as avaliagdes descritas por Sena e cola-
boradores (2019b), que avaliam Humirianthera ampla, como contendo alcaloides, que sdo compostos
fitoquimicos importantes capazes de possuir acdo farmacoldgica, sequindo o mesmo principio utili-
zou-se a quina-quina, popularmente utilizada para tratar maléria e conter alcaloides em sua compo-
sigdo (WAIZEL-BUCAY; WAIZEL-HAIAT, 2019).

Foram coletadas folhas para preparagdo de extrato vegetal por decoccdo e extracdo de 6leo
essencial de sacaca e copafba por arraste a vapor. As folhas foram limpas usando dgua destilada
e secas em estufa a 40 °C, apds a secagem foram preparados os respectivos extratos por decocgdo
na proporcao 1:10 por um periodo de aquecimento de trés a cinco minutos, em sequida realizado
a filtragem. O produto da filtragem foi colocado em freezer a -80 °C para congelar e colocado no
liofilizador onde permaneceu por um periodo 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 nanoparticulas de prata foram sintetiza-
das e caracterizadas.

2.2 EXTRAGAO DE OLEO ESSENCIAL

A extragdo do 6leo essencial das plantas se deu por meio da técnica de arraste a vapor, no qual os
vapores do solvente, no caso a 4gua, retiram o 6leo essencial que é volatil do interior das células das
folhas previamente limpas e secas em estufa a 40°C (MELO et al., 2021).

2.3 SINTESE E CARACTERIZAGAD DAS NANOPARTICULAS ORGANICAS E INORGANICAS

A sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de prata sequiu a metodologia descrita por Sena e
colaboradores (2019a), onde foi realizado a reacdo de reducdo pela rota de sintese verde nanoparti-
cula organica (NPs-Ag Org) no qual utilizou os extratos liofilizados das amostras vegetais como agen-
te redutor e a sintese quimica para preparar as nanoparticulas inorganicas (NPs-Ag Inorg) utilizando
boroidreto como agente redutor.

Para caracterizacdo das nanoparticulas sintetizadas foram realizadas analises espectroscépicas
de UV-Vis sequido da anélise por espalhamento dindmico de Luz (DLS).

2.AMEIOS 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, S&o Paulo, Brasil). Todos os meios foram preparados conforme as
descricdes dos fabricantes.

2.5 MICROORGANISMOS TESTE

Para os ensaios de atividade bioldgica 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 Laboratério de Micologia, Departamento de Cién-
cias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Satde (CCS) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). As cepas foram mantidas em BHI/bactérias e os fungos em ASD/fungos a 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 MICROBIOLOGICO

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados de acordo com protocolos ja estabelecidos
(CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998; CLSI, 2008). A determinacdo da concentracdo inibitdria mi-
nima das amostras em relagdo as cepas bacterianas e flingicas foram realizadas por meio da técnica de
microdilui¢do em caldo, com placa para cultura de células contendo 96 pogos com fundo em “U”. Inicial-
mente, foram distribuidos 100 pL de caldo RPMI/BHI duplamente concentrado nos pogos das placas.

Em seguida, 100 pL dos produtos solubilizados foram dispersos nas cavidades da primeira linha
da placa, e por meio de uma dilui¢do seriada a razdo de dois, foram obtidas concentragdes de 1024 a
8 pug/mL. Por fim, foi adicionado 10 pL das suspensdes das cepas bacterianas e flingicas nos pogos,
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 comprovagdo da viabilidade das linhagens microbianas, meio de cultura (CBHI/
RPMI), para comprovacao da esterilidade e controle com antimicrobianos: cloranfenicol (50 ug/mL) para
inibicdo de bactéria e fluconazol (25 pg/mL) para inibicdo de fungos. As placas preparadas foram assepti-
camente fechadas e submetidas a incubagdo 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 biolégico com as bactérias, apds 24 h de incubacdo, foi adicionado 20 pL de
solucdo do corante resazurina a 0,01% (INLAB), reconhecido como um indicador colorimétrico de
oxido-reducdo (MANN; MARKHAN, 1998). O ensaio foi incubado a 35 + 2°C por 24 - 48 h. Apds a mu-
danca 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.

3 RESULTADOS

A extragdo dos 6leos essenciais de Sacaca e Copaiba obtiveram rendimento satisfatério, cerca de
1,25% e 1,5%. No ensaio microbioldgico os dois éleos essenciais analisados, copaiba e sacada, ndo
tiveram agdo antimicrobiana nas diferentes cepas microbianas analisadas, ele seque com os extratos
testados (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana de extrato vegetal, 6leo essencial, nanoparticula produzida por
sintese organica e inorganica

Microrganismo teste (pg/mL)
Sal  Sep  Pae  Paer Eco Cal Calb Ctr Cgl Afl Afu

Produtos

Extrato cassimirela - - - - - - - - _ . -
Extrato copaiba - - - - - - - - - - -

Extrato maclura - - - - - - - - - i -
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Microrganismo teste (pg/mL)

Produtos
Sal  Sep  Pae  Paer Eco Cal Calb Ctr Cgl Afl Afu

Extrato pimenta
longa

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

NPs-Ag /inorganica - - - - - - - - - - -

6leo essencial
copaiba

6leo essencial
sacaca

Np-Ag copaiba 1024 1024 1024 1024 - - - - - - i
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 principio a formagdo das nanoparticulas é observada quando ocorre a mudanca na coloragdo
(Figura 1) com o passar das horas devido ao efeito plasmonico das nanoparticulas de prata (EVANOFF
JR; CHUMANOV, 2005). Na amostra da esquerda temos NpAg com mais horas de sintetizada em com-
paragdo com a amostra da direita na Figura 1.
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Figura 1 - Mudanca na coloracdo das nanoparticulas com o passar das horas

Foto: Autores.

As anélises espectroscépicas de UV-Vis (Figura 2) das nanoparticulas demonstram a formacdo de

nanoparticulas polimérficas devido a apresentacédo de comprimento de onda entre 320~520 nan6me-
tros (DZUL-EROSA et al., 2018).

Figura 2 - Andlise de UV-VIS das nanoparticulas de sintese organica de extratos vegetais e inorganica
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O tamanho hidrodinamico das nanoparticulas foi determinado pela técnica de espalhamento di-
namico de luz (DLS), a Figura 3 mostra os graficos de intensidade onde a maioria das nanoparticulas
apresentam polidispersividade.

Figura 3 - Andlise de intensidade pelos tamanhos das nanoparticulas de sintese organica de extratos
vegetais e inorganica
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Fonte: Dados da pesquisa
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A maior parte das nanoparticulas sintetizadas obtiveram tamanhos relativamente préximos a partir
da sintese verde, a sintese inorganica apresentou um tamanho médio maior que as demais (Figura 4).

Figura &4 - Tamanho médio das nanoparticulas de sintese organica de extratos vegetais e inorganica
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4 DISCUSSAQ

As plantas tém sua agdo redutora por meio dos seus diferentes metabélitos, porém nao séo todos
os metabélitos nem toda espécie de planta utilizada na sintese verde que é capaz de auxiliar na pro-
mocao dessa atividade antimicrobiana como pode ser observado no resultado da pesquisa (Tabela 1).
Melo e colaboradores (2021) enfatizam que 6leos essenciais sdo potenciais agentes antimicrobianos,
devido sua alta concentragdo de compostos bioativos, porém os resultados obtidos demonstram que
os 6leos essenciais de sacaca e copaiba ndo demonstraram potencial antimicrobiano.

As nanoparticulas sdo capazes de apresentar tamanhos e formas diferentes de acordo com a
sintese utilizada, e a a¢do bactericida das nanoparticulas depende da sua forma geométrica (ALSHA-
REEF et al., 2017). Por meio de técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) e UV-Vis observamos
a apresentacdo de nanoparticulas polimérficas e polidispersas.

As nanoparticulas de sintese inorganica e as sinteses organicas a partir de maclura, copaiba e
pimenta longa apresentam variagdo de tamanhos observado dois picos, o de menor intensidade entre
3~15nm, e um volume de 7-10% da amostra. As demais sinteses organicas a partir de cassimirela,
quina-quina e sacaca apresentam picos que variam de 7~20% o volume total da amostra.

As nanoparticulas obtidas pela rota verde, comparando os métodos de sintese, obtiveram um ta-
manho relativamente menor ao das nanoparticulas inorganicas (Figura 4), mas vale ressaltar que
nem todas apresentaram inibi¢do de crescimento de microrganismo. O tamanho das nanoparticulas
estd mais associado a area de contato nos microrganismos, quanto menor as particulas, maior a su-
perficie de contato e aderéncia e as chances de ac¢do antimicrobiana (PAL et al., 2007).

Embora algumas delas apresentem tamanhos relativamente préximos como as nanoparticulas a
partir da utilizagdo de maclura, sacaca, copaiba e pimenta longa seus diferentes resultados no en-

Interfaces Cientificas = Aracaju « V.9 « N.1 « p. 319 - 332 « Fluxo Continuo - 2022



saio microbiolédgico demonstram que apesar de tamanhos semelhantes, outros fatores contribuem
para a a¢do antimicrobiana, como a presenca de compostos fitoquimicos capazes de potencializar
essas nanoparticulas em sua acdo. 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 composi¢do (CUYUBAMBA et al., 2009), observando
os resultados distintos entre as duas sinteses, tanto no tamanho como no respectivo ensaio para
determinar a concentracéo inibitéria minima.

Ao avaliar a partir de uma perspectiva geral as nanoparticulas a partir da sintese verde (organica)
se mostram promissoras no campo de estudo microbiolégico, um tratamento melhor das nanoparti-
culas utilizadas como o processo de liofilizagédo para aplicar amostras mais concentradas poderiam
melhorar nos resultados de concentragao inibitéria minima.

5 CONCLUSAQ

As nanoparticulas sintetizadas por meio da sintese inorganica a partir da utilizagdo do borohidre-
to como agente redutor ndo teve atividade antimicrobiana contra os microrganismos testados. Assim,
a sintese organica mais vidvel (ndo foi vidvel) nesse tipo de estudo, levando em consideracdo a essa
constante busca por novos meios de combater microrganismos patégenos.

Os resultados apresentados demonstram potencial para estudos futuros visando uma aplicabili-
dade das nanoparticulas a partir da sintese verde com cassimirela, copaiba e sacaca observando seu
potencial na agdo antimicrobiana.
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