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RESUMO

Um dos problemas enfrentados pela saude publica mundial € a resisténcia aos
antibioticos convencionais que causa um impacto devastador na sociedade. A
procura por meios eficientes para resolver o problema da resisténcia microbiana
encontrou um caminho nas nanoparticulas de prata (AgNPs), onde elas tém a
capacidade de invadir o interior das células e interagir com os compostos de forma a
destruir os microrganismos. Sua agdo tem um amplo espectro, incluindo fungos e
bactérias. Diante disso, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade
antimicrobiana das nanoparticulas de prata utilizando o extrato aquoso de Bixa
orellana L. pelo método de sintese verde. As AgNPs foram sintetizadas com nitrato
de prata, extrato aquoso de Bixa orellana L. e agua destilada. Obteve-se a formacéo
das AgNPs de coloragdo marrom-escuro. Foram caracterizadas por espectroscopia
na regiao do ultravioleta visivel (UV-VIS) e difracao de raios-x (DRX) identificou-se o
material; sua interagcdo com o extrato foi analisada pela espectroscopia na regiao do
infravermelho (FTIR); em seguida foram aplicadas contra cepas bacteriana:
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e espécie fungica: Candida albicans e
ensaio toxicolégico com Artemia salina. Os resultados mostram pico de absorgao
maxima de 450 nm, pico de difragcdo maximo em 38° e tamanho médio de didmetro
das nanoparticulas de prata de 57,8 nm. O teste de toxicidade com Artémia salina
indica que o material ndo é toxico e o teste antimicrobiano comprova uma
significativa atividade das AgNPs frente as espécies bacterianas e fungicas. Assim,
as perspectivas futuras sdo de que as AgNPs possam ser utilizadas no
desenvolvimento de um farmaco com aplicagdo no tratamento de infecgdes

microbianas.

Palavras-chave: microrganismos patogénicos; nanoparticulas metalicas; extrato

vegetal.



ABSTRACT

One of the problems facing global public health is resistance to conventional
antibiotics, which is considered a devastating impact on society. The extent of the
problem is due to the incorrect use of medications available by the pharmaceutical
industry. The search for efficient ways to solve the problem of microbial resistance
has found its way into silver nanoparticles (AgNPs), where they have the ability to
invade the interior of cells and interact with compounds in order to destroy
microorganisms. Its action has a broad spectrum, including fungi and bacteria. The
number of deaths from untreatable infections caused by these resistant pathogens is
high, therefore, it is important to develop products, medicines, and new formulations
to combat antimicrobial resistance. Therefore, the objective of this research is to
evaluate the antimicrobial activity of silver nanoparticles using the aqueous extract of
Bixa orellana L. by the green synthesis method. AgNPs were synthesized with silver
nitrate, aqueous extract of Bixa Orellana L. and distilled water. The formation of dark
brown AgNPs was obtained. Characterization by spectroscopy in the ultraviolet
visible region (UV-VIS) and x-ray diffraction (XRD) identified the material; its
interaction with the extract was analyzed by infrared spectroscopy (FTIR); then they
were applied against bacterial strains: Staphylococcus aureus and Escherichia coli
and fungal species: Candida albicans and toxicological assay with Artemia salina.
The results show maximum absorption peak at 450 nm, maximum diffraction peak at
38° and average silver nanoparticle diameter size of 57.8 nm. The toxicity test with
brine shrimp indicates that the material is not toxic and the antimicrobial test proves a
significant activity of AgNPs against bacterial and fungal species. Thus, future
perspectives are that AQNPs can be used in the development of a drug for use in the

treatment of microbial infections.

Keywords: pathogenic microorganisms; metallic nanoparticles; plant extract.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a resisténcia microbiana é
um grave problema de saude publica mundial, devido ao aumento do tempo de
internagao, elevagao dos custos para o tratamento e a taxa de morbimortalidade dos
usuarios dos sistemas de saude (Corréa et al., 2021). A resisténcia dos
microrganismos aos farmacos ocorre pela interagao natural entre os microrganismos
no meio ou ainda, por uma série de fatores como, o alto consumo de antimicrobiano
e seu uso inadequado e a falta de informagao da populagéo (Silva et al.,2020).

A resisténcia dos microrganismos patogénicos aos farmacos possui
implicagbes diretas a seguranca dos pacientes em internacdes hospitalares.
Prolonga a estadia do paciente no hospital, aumenta a necessidade do uso de
antibioticos de longo espectro e os riscos de evoluir ao 6bito, principalmente pela
auséncia de terapéutica alternativa. Considerando a resisténcia bacteriana uma
epidemia com graves consequéncias, estima-se que a partir do ano de 2050 as
infecgdes por bactérias resistentes sejam responsaveis em média, pela morte de dez

milhdes de pacientes por ano (Mello & Oliveira, 2021).

E necessario encontrar solugdes viaveis para controlar e dirimir a resisténcia
antimicrobiana. Assim, a nanotecnologia pode ser utilizada como uma chave
importante. Segundo Brinch (2016), a nanotecnologia desenvolveu-se rapidamente
durante a ultima década com aplicagdes diversas e estratégias, em especial nas
areas de saude, energia e eletrbnica, com o objetivo de manipular moléculas,
atomos e demais particulas de grandeza nanométrica para a criagdo de novos

materiais e propriedades.

Conforme Gomes et al., (2019) dentre os nanomateriais, as nanoparticulas
metalicas (NMs) sdo evidenciadas em virtude de suas propriedades fisicas, quimicas
e biolégicas unicas, sendo empregadas na industria farmacéutica, eletronica, téxtil,

de energia, de cosméticos, de embalagens e desenvolvimento de kits diagnostico.

Dentre as nanoparticulas metalicas, se destacam as nanoparticulas de prata
(AgNPs), devido a comprovada atividade anti-inflamatéria e atividade antimicrobiana
(Kasithevar et al., 2017; Abdelghany et al., 2018).

As AgNPs foram citadas em varios estudos e atuam como potentes agentes

antimicrobianos contra microrganismos resistentes a multiplas drogas, entre eles a
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Escherichia coli resistente a ampicilina, Streptococcus pyogenes resistente a
eritromicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (Aldavel, Alsobeg, &
Khalifa, 2022).

A sintese de nanoparticulas metalicas € classicamente obtida por métodos
fisicos e quimicos, com altos custos operacionais e geracdo de poluentes; como
alternativa aos métodos classicos, surge a sintese verde ou nanobiotecnologia, que
emprega sistemas bioldgicos para intermediar a sintese das NMs, com baixo
impacto ambiental e de uso sustentavel (Syafiuddin et al., 2017; Abdelghany et al.,
2018).

A utilizacdo empirica de plantas medicinais em diversos tipos de
enfermidades € comum no Brasil, por serem elementos naturais e uma alternativa de
baixo custo e de facil acesso a populacdo. A Bixa orellana L. € uma planta nativa
brasileira, da regido amazénica, conhecida popularmente por urucum. Possui, em
sua composicao quimica, aminoacidos, carotenoides (bixina e norbixina), além de
alto teor de acidos graxos e pequenas quantidades de &cido linoleico e oleico. E
amplamente utilizada nas industrias alimenticia e cosmética por ser um corante
natural; além disso, estudos demonstram sua atividade antibacteriana, antifungica,
antiinflamatdria, hiperlipidémica, laxativa e hipotensora, quando o dleo é extraido de

diferentes formas e de partes variadas da planta (Capella et al., 2016).

Com o surgimento de microrganismos resistentes aos antibiéticos houve a
necessidade de se preocupar com esses seres multirresistentes e a busca de novos
compostos com atividade antimicrobiana. E importante desenvolver produtos,
medicamentos, novas formulagdes que contribuam tanto para diminuir os efeitos da
resisténcia antimicrobiana quanto melhorar a cicatrizacéo de feridas e regeneragao
de tecidos. O desenvolvimento de um biomaterial compativel sera eficaz para
combater a proliferagcdo de cepas resistentes, entdo, surgiu a necessidade de se
produzir solugdes que possuam atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria e que

sejam bionanomateriais.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata estabilizadas em

extrato aquoso de Bixa orellana L.

1.1.2 Especificos

e Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato

aquoso de Bixa orellana L. (urucum).
¢ Analisar a toxicidade das nanoparticulas sintetizadas.

e Avaliar o potencial antimicrobiano das nanoparticulas de prata estabilizadas

em extrato aquoso de urucum para aplicagdo como nanobiomaterial.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia antimicrobiana € um dos maiores desafios para a saude publica
e tem um alto impacto nas infeccbes associadas a assisténcia a saude (IRAS)
devido a bactérias resistentes a antimicrobianos em termos de numero de casos.
Ocorre anualmente em todo o0 mundo uma média de 700.000 mortes devido a
infec¢cdes causadas por bactérias resistentes a multiplas drogas e esse numero pode
aumentar para 10 milhdes em 2050 dependendo da evolugdo dos padrboes de
resisténcia e da descoberta efetiva de antibidticos (Burriel et al., 2020).

O desenvolvimento e o aumento de bactérias resistentes de acordo com a
Organizacao para Cooperacgao e desenvolvimento econdmico - OECD (2018) podem
ocorrer devido a exposi¢ao a antibioticos em diferentes lugares como entre os seres
humanos na comunidade e nos hospitais ou na propria natureza.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), bactérias
multirresistentes s&o aquelas que apresentam resisténcia a duas ou mais classes de
antimicrobianos (Vinha et al., 2020), e o uso indiscriminado desses farmacos
favorece a disseminacdo dessa resisténcia, sendo uma realidade que vem se
tornando cada vez mais comum. Desse modo, a frequéncia de falhas terapéuticas
corrobora em grande risco a saude publica e a saude animal (Da Silva Souza et al.,
2020).

De acordo com Bastos el al., 2022, os antibacterianos de origem natural ou
sintético, sdo empregados terapéutico para o tratamento das infecgdes causadas por
bactérias, impedindo a multiplicacdo ou levando a sua destruicdo. Sao
medicamentos que revolucionaram a maneira de lidar com as doengas de origem
bacteriana e reduziram no mundo todos os indices de doencas e mortes causadas
por estas. Os antibidticos sdo os medicamentos mais prescritos, porém, pode-se
afirmar que até 50% do total sdo prescritos de forma inadequada.

O surgimento e a disseminagdo dos organismos patogénicos resistentes se
tornaram uma preocupacdo para as pesquisas biomédicas nos ultimos anos.
Estudos sugerem que ha uma associagéo causal entre o uso de medicamentos e a
resisténcia microbiana (Cussolim, Junior, de Melo, & de Melo, 2021). Como também,
sabe-se que a atividade antropogénica aumenta abundantemente os genes de

resisténcia aos farmacos, dessa forma, a resisténcia aos medicamentos € uma crise
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mundial de multiplas dimensdes, que requer um esforgco multidisciplinar de diferentes
areas de pesquisa (Hiltunen, Virta & Laine, 2017).

A busca por novos agentes antibacterianos se tornou o objetivo principal de
muitos grupos de pesquisa em saude. Essas pesquisas incluem as plantas e as
nanoparticulas de prata muito utilizadas em contexto terapéutico. Nas plantas, ha
compostos que sdo amplamente estudados e apresentam propriedades defensivas
incluindo agentes antibacterianos e antifungicos (Spezia et al., 2020). Ja as
nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do nitrato de prata, apresentam

propriedades antifungicas, antivirais e antibacterianas (Viana et al., 2021).

2. 2 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é baseada na manipulacdo de particulas de ordem
nanométricas. O nanémetro (nm) corresponde a 1 bilionésimo do metro, 10-° metros
(m) (Lavayen et al., 2021). Assim, a nanotecnologia € um ramo da ciéncia que
envolve o processamento da matéria e a sintese em nanoescala e que tem chamado
a atencao pelo impacto que os produtos nanoestruturados podem ter na qualidade
de vida devido as suas propriedades fisico-quimicas unicas (Almeida; Correa Junior;
Bentes, 2021).

Ribeiro et al., (2021) dizem que nos ultimos anos a nanotecnologia vem
ganhando notoriedade e impactando em diferentes aspectos na area das ciéncias da
saude. Isto porque, esta tecnologia viabilizou a transformagdo dos materiais em
nanoprodutos, ou seja, diferentes estruturas anatbmicas e moleculares com
dimensdes nanométricas entre 0,1 e 100 nanbmetros, tais dimensdes torna o
produto final mais eficiente e de baixo custo. Contudo, as mesmas propriedades que
conferem a eficiéncia poderdo também ser responsaveis por efeitos nocivos aos
seres humanos conforme indicios referenciados nos estudos toxicolégicos com
microrganismos, animais, e células humanas.

A possibilidade dos nanomateriais apresentarem acgdes diferentes se torna um
desafio em serem integrados temporarios ou definitivamente como parte de um
sistema bioldgico, visto que, seu objetivo é restaurar ou substituir a fungéo de érgaos
e tecidos (Moreo G et al., 2020). Neste sentido, os testes de genotoxicidade avaliam
a capacidade de alguns nanomateriais danificarem as informagdes genéticas das

células, causarem mutagdes ou induzir modificacdes na estrutura do Acido
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desoxirribonucleico (DNA) de um organismo vivo, ainda que os danos ndo sejam
potencialmente mutagénicos ou carcinégenos (Almeida R e Hayashi, 2020).

Para Ranieri (2018) a aplicagcdo bem sucedida da nanotecnologia elevou a
exposicdo humana aos biomateriais e, consequentemente a busca para adequar a
producdo as fungdes de compatibilidade entre os dispositivos criados e o corpo
humano. De acordo com os parametros que influenciam criticamente a determinagao
da dose dos nanoprodutos, como: composi¢ao quimica, tamanho, morfologia, estado
de aglomeragao e area superficial as nanoparticulas impactam na interagcdo com as
células e consequentemente influenciam a toxicidade celular (Duran, 2019).

Os nanocompositos a base de prata estdo sendo cada vez mais utilizados
devido ao seu alto potencial antibacteriano contra patégenos, através da formagao
de radicais livres que resultam em ruptura da membrana da bactéria, degradacéo do
DNA e inibicdo da replicagcdo do DNA bacteriano (Chhibber et al., 2019), além de

danos em outras biomoléculas como proteinas e lipidios (Oryan et al., 2018).

2.3 NANOBIOMATERIAIS

A nanotecnologia é mundialmente reconhecida, e por ser uma ciéncia
multidisciplinar, tem recebido novos conceitos, como o termo “Nanobiotecnologia”
que envolve pesquisa e desenvolvimento de tecnologias por meio da interagdo com
outras ciéncias como a biotecnologia, biologia, quimica, fisica, engenharia
computacional, entre outras (Cadioli e Salla, 2012).

Segundo Cadioli e Salla (2012), a nanobiotecnologia refere-se a aplicagdo da
nanotecnologia na area biolégica ou ciéncia da vida e propde-se a combinar a
engenharia, por meio de tecnologias ambientalmente sustentaveis, com a biologia,
em escala nanométrica, para manipular sistemas vivos ou construir/reconstruir
materiais biologicamente inspirados a nivel molecular.

A intersec¢ao da nanotecnologia e da biomedicina deu origem a um crescente
campo de investigacdo centrado nos nanobiomateriais — uma classe inovadora de
materiais concebidos para interagir com sistemas bioldgicos a nanoescala (Zang X
et al, 2023).

De acordo com Sing (2022) existem diferentes tipos de nanobiomateriais,
como ceramicos, derivados biologicamente, semicondutores, a base de silica,

nanobiomateriais metalicos e outros. Nanobiomateriais referem-se a particulas e
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dispositivos criados na faixa de tamanho nanométrico de 1 a 100 nm, projetados
especificamente para fins biomédicos ou bioldgicos.

O desenvolvimento de nanoparticulas, nanofibras, nanorevestimentos e
nanocompdésitos para uso em aplicagdes biomédicas foi possivel gragas a rapida
expansado da nanotecnologia. Devido as suas propriedades especiais, ha muito
tempo que pesquisas em nanobiomateriais estdo em andamento. Essas aplicagbes
incluem bioimagem, implantes médicos, distribuicdo de medicamentos e genes,
biossensor, cicatrizacdo de feridas, engenharia de tecidos e ferramentas de

diagnéstico, como microarranjos de DNA e proteinas (Patil, 2021).

2.4 NANOPARTICULAS DE PRATA — AgNPs

As nanoparticulas de prata (AgNPs), ou simplesmente nanoprata, s&o
aglomerados de atomos de prata que variam em didmetro de 1 a 100 nm
(Chaloupka, Malam, & Seifalian, 2010).

Segundo Duran et al., (2019), nanoparticulas de prata é um dos
nanomateriais mais estudados e utilizadas no ponto de vista industrial e comercial,
devido suas propriedades caracteristicas como estabilidade quimica, maleabilidade,
flexibilidade, alta condutividade elétrica e térmica, atividade catalitica, baixo custo
para produgao e agao antimicrobiana frente a bactérias, virus, fungos e protozoarios.
O grande numero de estudos que envolvem a producdo desses compostos esta
relacionando com a dificuldade do controle de tamanho, morfologia e a distribuicédo e
composi¢ao quimica (Lopes, 2017).

Segundo Duran et al.,, 2018, as nanoparticulas de prata apresentam
caracteristicas especificas como: condutividade eletrénica e térmica, maleabilidade,
atividade quimica, catalitica e antimicrobiana e principalmente baixo custo de
preparagdo. As nanoparticulas de prata devido sua versatilidade € empregada em
varios ramos da sociedade como biomateriais, agentes antibidticos, anti-
inflamatérios, antitumorais, regeneradores, biossensores e catalisadores. Elas estao
presentes em produtos na industria de alimentos, téxtil, perfumaria, farmacéutica,
agricola, higiene, produtos de limpeza, tintas, eletroeletronicos, entre outras
aplicacdes.

Jiang et al., (2006) afirmam que as caracteristicas mais atraentes das

nanoparticulas de prata visando sua produgédo e manipulacido, destacam-se sua boa
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condutividade elétrica, sendo maior que a do cobre por exemplo; sua estabilidade
quimica e catalitica; e principalmente sua atividade antimicrobiana (Khataoon et al.,
2015). A atividade antimicrobiana proporcionada pela utilizacdo da prata é
atualmente bastante distinta, pelo fato desta possuir baixa toxicidade em células
humanas quando utilizadas em baixas concentragdes (Kumar, Singh, Halder e Mitra,
2014).

As caracteristicas atribuidas as nanoparticulas estdo relacionadas ao seu
tamanho, ao formato, a concentragdo e ao estado de agregacédo das particulas,
conforme os paréametros ajustados em sua sintese (Mota Oliveira et al., 2020). O
tamanho nanoescalar das nanoparticulas faz com que seu potencial reativo seja
aumentado (Lavayen et al., 2021). Dessa forma, as propriedades unicas e o poder
reativo das nanoparticulas dependem de fatores diversos como: a composicao
quimica, a concentracdo, o estado de agregagdo, o tamanho, a forma e o
recobrimento que determinara a interagdo com o meio externo (Guimarées;
Amarante; Oliveira, 2021).

Brito et al., (2021) afirmam que a aplicagdo bem sucedida das nanoparticulas
despertou o interesse de diversos ramos da ciéncia. Dentre eles podem citar a
nanoeletronica, diagnostico por imagem, molecular e biomedicina. Além de
apresentar atividade antiplaquetaria, antitumoral, antiviral e antifungica apresenta
acao cicatrizante, anti-inflamatdria e atividade antimicrobiana contra bactérias como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

As nanoparticulas tem despertado a atencao de varios pesquisadores, devido
as suas propriedades elétricas, magnéticas e Opticas unicas decorrentes do
fendbmeno de ressonancia plasmoénica de superficie (RPS) (Garcia et al., 2021). As
referidas propriedades sdo atribuidas por dois fatores: a razao superficie/volume,
que combina baixo volume com elevada superficie, proporcionando uma elevada
area de contato aliado a uma quantidade reduzida de massa e aos fendbmenos
quanticos associados aos materiais em escalas nanométricas (Garate, 2019).

Além das propriedades citadas, para Naseer et al., (2022) as nanoparticulas
de prata (AgNPs) apresentam intenso pico de absorgéo de radiagao eletromagnética
nos comprimentos de ondas entre 400-500nm devido a excitagdo coletiva de
elétrons em um metal, Ressonéncia Plasmdnica de Superficie (RPS). Dependendo
do tamanho e da composi¢cao do meio de dispersao, o fendbmeno (RPS) faz com que

se observe a variagao de cor caracteristica que varia do amarelo claro, ao amarelo
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escuro e ao ambar.

2.5 ACAO ANTIMICROBIANA DAS NANOPARTICULAS DE PRATA — AgNPs

A prata tem sido usada como agente antimicrobiano desde muito tempo;
atualmente o interesse pelo uso dessa substancia esta relacionado a crescente
resisténcia de varios microrganismos a determinados farmacos (Viana et al., 2021).
No entanto, no seu estado natural existem limitagdes no uso de ions de prata ou sais
de prata como agentes antimicrobianos, causando estresse oxidativo, o qual pode
levar a morte celular. Ja em escala monométrica essa limitagcao € eliminada, pois a
natureza quimica do revestimento da superficie diminui sua toxicidade (Duran,
2019). Assim, as AgNPs tém a capacidade de penetrar no interior das células e
causar danos ao interagir com o fésforo e enxofre presentes no DNA e nas proteinas
dos patogenos (Bernardo-Mazariegos et al., 2019).

Em virtude do seu tamanho reduzido e grande area superficial em relagdo ao
volume, 0 que garante maior interagdo do nanomaterial com o ambiente circundante
e pode conferir maior atividade antimicrobiana (Fernandes et al., 2018). Em relagéo
aos antibidticos convencionais, as nanoparticulas sdo vantajosas devido ao
improvavel desenvolvimento de resisténcia, a redug¢ao de custos e o simples preparo
(Hoseinzadeh et al., 2017).

As nanoparticulas (NPs) sao aglomerados de atomos com tamanho na ordem
de 1 a 100 nm, dentre estas NPs, as nanoparticulas de prata (AgNPs) possuem alta
eficiéncia contra doengas causadas por bactérias como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginoa e fungos que causam infecgdes de pele
como por exemplo, Candida albicans. Essas nanoparticulas apresentam melhores
atividades quando comparadas ao uso isolado de compostos bioativos (Viana et al.,
2021).

Para Grassi, (2021) o potencial e a eficacia das nanoparticulas dependem do
tipo de material utilizado bem como do tamanho, da morfologia, da carga elétrica e
do revestimento da superficie. Tais caracteristicas permitem diferentes composicdes
e acado antimicrobiana contra diferentes microrganismos e finalidades, além do
potencial para aplicagao terapéutica.

Atualmente, Marchini (2018) relata que aditivos antimicrobianos sao

comercialmente disponiveis e sao frequentemente baseados em compostos
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organicos e alguns metais como prata (Ag), zinco (Zn), cobre (Cu) e nanoparticulas
de prata (AgNPs) sdo provavelmente os metais mais utilizados como agente
antimicrobiano em polimeros para combater a resisténcia que algumas bactérias
apresentam contra alguns antibiéticos e substancias. As nanoparticulas de
prata apresentam varias vantagens que as tornam indicadas para o uso como
agente bactericida, sendo uma delas a alta atividade que ela apresenta contra
microrganismos e parasitas, até mesmo quando em pequenas doses (mg/mL) sao
aplicadas. Doses reduzidas apresentam toxicidade baixa em humanos e o preco
atrativo dissemina a utilizacdo do material.

A prata € um composto que ja vinha sendo utilizada e comercializada para
uso tépico, ao longo da histéria, por sua eficiéncia em tratamentos contra diferentes
patologias, como Ulceras, infecgdes, queimaduras e feridas (Singh et al., 2015),
sendo reconhecida por sua excelente agao antibiética (Balakumaran et al., 2016),
uma vez que seu uso como agente antimicrobiano €& antigo, podendo ser
exemplificada com a utilizacdo de vasos feitos de prata para armazenar agua e
vinho, evitando possiveis contaminagdes ou entdo durante a idade moderna (século
XVIl) em que a prata, na forma de sal de nitrato, era utilizada para tratar feridas
(Klasen, 2000).

O surgimento de cepas de microrganismos multirresistentes aos antibiéticos
(superbugs) comumente empregados despertou o interesse da comunidade
cientifica na busca de novos compostos com atividade antimicrobiana, como as
AgNPs. Dados da literatura mostram que esses nanomateriais sdo eficientes no
controle de superbugs, além de que microrganismos possuem baixa possibilidade de
adquirirem resisténcia a compostos de prata (Pelgrift et al., 2013; Kohsari et al.,
2019).

Além da propriedade antibacteriana das nanoparticulas de prata, Bonato
(2014) diz que elas possuem a propriedade oOptica que tem grande relevancia nos
estudos e aplicagdes, pois absorve um comprimento de onda na qual a prata
ionizada n&o consegue absorver. Dentre isso, alguns parametros sdo de extrema
importancia na caracterizagdo das nanoparticulas, como a forga do agente redutor e
o pH do meio que possuem influéncia no didmetro das nanoparticulas, sendo que
quanto mais forte o agente redutor, menores serdo as nanoparticulas e, se estiver
em meio acido a tendéncia é formar aglomerados que aumentara o tamanho das

mesmas, ja em meio alcalino favorece a nucleagao das nanoparticulas.
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Ainda segundo Bonato (2014), alguns fatores como pH, concentracdo do
extrato, concentragdo do sal metalico e temperatura podem afetar a velocidade da
reacdo, quantidade, estabilidade das nanoparticulas e outras caracteristicas.
Portanto, a prata sera utilizada por apresentar a propriedade antibacteriana na forma
reduzida e em tamanho nanométrico. Serdo aplicados alguns principios da quimica
verde na sintese das nanoparticulas de prata, com o intuito de reduzir os impactos
ambientais e viabilizar o processo.

Ainda que o uso de AgNPs para fins antimicrobianos seja promissor, a
atividade antimicrobiana desses nanomaterais € influenciada por suas
caracteristicas morfolégicas, como tamanho e forma (Helmlinger et al., 2016) e
condicbes fisico-quimicas no momento da sintese, como pH, temperatura, e
exposicao a luz (Zhou et al., 2016).

Para averiguagdo da potencialidade antimicrobiana das nanoparticulas Holt,
Bard (2005) dizem que foram sintetizadas e utilizadas bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Estas diferenciam-se pela composicdo estrutural externa a
membrana plasmatica. A superficie externa de bactérias gram-positivas € composta
por uma espessa camada de peptidioglicano e contém polissacarideos acidos
(acidos teicoicos), que conferem uma carga liquida negativa a sua superficie. As
bactérias gram-negativas possuem além da membrana plasmatica, outra membrana
de protecdo, uma membrana externa composta principalmente por fosfolipidios no
folheto interno e lipopolissacarideos na camada externa, além de proteinas do tipo
porinas que encerram um canal aquoso que pode regular a passagem de espécies
hidrofilicas (Rajan et al., 2015; Shai, 2002).

Segundo Singh et al. (2018), Daum (2017) ressaltam que as AgNPs tém sua
acao antimicrobiana avaliada no combate as seguintes bactérias: Staphylococcus
aureus que sao bactérias Gram-positivas em forma de esferas (cocos), vem
adquirindo resisténcia a diversas novas classes de farmacos antimicrobianos
administradas no seu combate, dentre elas penicilinas, sulfonamidas, tetraciclinas,
glicopeptideos etc.

Considerando a importancia das AgNPs e seu efeito antimicrobiano, esses
NMs sdo investigados para o desenvolvimento de nanocompdésitos de uso hospitalar,
como cateteres, proteses, e formulagbes de géis e pomadas para tratamento de
Ulceras e queimaduras (Burdusel et al., 2018). Outro fator que possa esta

relacionado com a agao das nanoparticulas contra os microrganismos de acordo
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com Fatima et al., (2016), é a capacidade de liberagdo de farmacos, de peptideos
antimicrobianos ou pela eliminagdo de superficies catibnicas. Em vista disso, as
AgNps provocam efeito inibitorio sobre o crescimento e a multiplicagao de patégenos

bacterianos, fungicos e virais.

2.6 SINTESE E ESTABILIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Para Almeida et al., (2021) as AgNPs podem ser sintetizadas por métodos
fisicos, quimicos e bioldgicos. Os métodos fisicos e quimicos requerem alto aporte
energético, geralmente envolvendo o uso de substéncias toxicas com geracdo de
subprodutos perigosos. Ao contrario a sintese biolégica de nanoparticulas de prata
oferece vantagens pelo rapido e alto rendimento em relacdo aos métodos
convencionais. O método utilizando extratos vegetais, ou sintese verde, envolve
reacdes quimicas dos fitocompostos presentes no extrato com o nitrato de prata
(AgNQ3) (Islam et al., 2021).

Por diferentes métodos as AgNPs podem ser sintetizadas atualmente,
obtendo-se tamanhos variados e formas ou revestimentos especificos e,
principalmente, toxicidade adequadas. Necessita-se basicamente dos seguintes
elementos: metal precursor, agente redutor e agente estabilizador.

A sintese de nanoparticulas utilizando extrato de plantas segundo Cruz,
Gallio, Gato (2020) esta baseada nos conceitos da quimica verde. Esse processo de
formacéao e estabilizagcdo das nanoestruturas é ativado pela presenca de compostos
presentes nas estruturas do vegetal.

A funcionalidade e a estabilidade da nanoparticula dependem de varios
parametros que ultrapassam o tamanho e a forma das particulas e das condigdes
experimentais de sintese que contribuem para a termodinamica da superficie das
nanoparticulas. O método de sintese verde, assim como a concentragdo dos
reagentes, velocidade e temperatura do sistema devem ser controlados
rigorosamente a fim de obter nanoestruturas (Balasooriya et al., 2017).

A sintese verde se destaca como uma alternativa ecologicamente vantajosa
em relagdo a sintese tradicional por inumeros motivos, dentre eles: empregar
apenas materiais ndo perigosos de ocorréncia natural e geralmente biorrenovaveis,
produzir menos ou nenhum residuo perigoso, procedimentos de sintese confiaveis,

sustentaveis e ecologicamente corretos, visando reduzir a toxicidade e possibilitar o
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estabelecimento de metodologias simples e eficientes para obten¢do de dispersdes
coloidais estaveis de nanocompostos que sejam ecologicamente corretas e
benignas no contexto de protecdo do meio ambiente e da saude humana
(Mohapatra et al., (2015); Mittall et al., (2013).

A sintese verde pode ser utilizada para se obter variadas configuragbes e
escalas métricas de nanoparticulas, caracterizando-a como uma estratégia
inovadora, confiavel e segura para o meio ambiente. Neste tipo de sintese, sao
frequentemente utilizados extratos de plantas, pois normalmente ndo apresentam
toxicidade, quando comparadas a outras espécies de seres vivos como algas e
bactérias (Lhullier et al., 2020). Além disso, os extratos provenientes das plantas
apresentam uma diversidade de metabdlitos secundarios com alto potencial
antioxidante que proporciona a estabilizagdo das nanoparticulas em meio aquoso (B.
Bavaresco et al., 2020).

A sintese verde ganha espago 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).

O uso de métodos nado toxicos ecoldgicos e de baixo custo despertou o
interesse de pesquisadores para sintese verde de nanoparticulas metalicas
utilizando extratos vegetais (Naseer et al., 2022). Pois as biomoléculas presentes
nas plantas reduzem ativamente os ions metalicos, atuam como agentes protetores
e estabilizadores das nanoparticulas (Rai, 2013). A sintese verde além de ser um
processo rapido e econémico nao requer produtos téxicos e ainda é compativel com
produtos biomédicos de aplicagao farmacéutica (Bruniera et al., 2020).

Segundo Camacho-Jimenéz et al., (2020) afirmam que os extratos naturais
provenientes dos organismos vivos e utilizados na sintese de AgNPs, possuem
aninas, fendlicos, proteinas, pigmentos, alcaloides e outras substéncias com poder
redutor. Tais compostos conferem maior vantagem em relacdo aos métodos
quimicos devido a capacidade de adesdao das moléculas na superficie das
nanoparticulas, que lhes dao caracteristicas especificas, como a potencializacdo de

atividades antimicrobianas.
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2.7 URUCUM - Bixa orellana L.

No Brasil, a cultura do urucuzeiro (Bixa orellana) e sua produgéo destinam-se
a comercializagdo dos grdos moidos para a producado de colorifico e para a
producdo dos corantes denominados bixina, norbixina e nobixato. O corante natural
do urucum é utilizado como condimento e colorifico nos lares brasileiros, sendo
popularmente conhecido como colorau. Esses corantes sao utilizados por diversas
industrias, tais como laticinios, frigorificos, massas, doces, sorvetes, Oleos e
gorduras, bebidas, farmacéutica, téxtil, tintas, desidratados, cosméticos e perfumaria
(Fabri; Teramoto, 2015).

Segundo Shahid et al.,, (2016) afirmam que a Bixa orellana L., comumente
conhecida Urucum, urucuzeiro ou urucuzeiro ou ainda Annato (Figura 1), pertence a
familia Bixaceae e € uma planta nativa da América Central e do Sul ha muito tempo
ja conhecida por produzir pigmentos naturais. Constitui-se por uma arvore de 3 a 6
metros contendo um dos corantes naturais mais antigos e conhecidos. Foi nomeado
em homenagem ao descobridor espanhol Francisco de Orellana e antigamente era
aplicado para pintura corporal, tratamento de queimaduras e doencas relacionadas a
estdmago, protetor solar, repelente conta insetos e outros.

E uma planta perenifélia, heliéfita, caracteristicas da Amazénica de varzea,
sendo uma arvore pequena, geralmente inferior a 6 m, podendo atingir até 8 m, com
didmetro de base do caule de 15 a 20 cm; a planta apresenta uma copa ampla,
abundantemente ramificada. O tronco € reto e de casca lisa. As folhas sao simples,
as flores sdo grandes, hermafroditas de coloragéo résea e branca, de 3 a 5 cm de
didametro. Os frutos sao capsulas ovéides (cachopas) achatadas, ovaladas contendo
numerosas sementes rodeadas de uma polpa mole e vermelha (Stringheta e Silva,
2008). As sementes sdo angulares, com 3 a 4 mm de comprimento, S&0 numerosas
por fruto, cobertas pelo arilo contendo uma substancia resinosa de coloragao
vermelho-alaranjada, a qual torna-se seca, dura e de coloragdo escura com o

amadurecimento (Franco et al., 2002).
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Figura 1 - Planta Bixa orellana L. (Urucum)

— N R e

Fonte: Autora, 2024.

Ainda de acordo com Shahid et al., (2016) os principais compostos que séo
encontrados em todas as partes da planta incluem carotendides, apocarotendides,
terpenos, terpendides, esterdis, 6leos volateis e compostos alifaticos. E estes
fitoquimicos demonstram uma diversidade de atividades farmacoldgicas que incluem
antibacteriana, antifungica, antioxidante, anticonvulsionante, anticancerigena, anti-
inflamatadria, neurofarmacoldgica e analgésica

A Bixa orellana L. € uma planta nativa brasileira, da regido amazoénica,
conhecida popularmente por urucum. Possui, em sua composi¢do quimica,
aminoacidos (triptofano, metionina e lisina), carotenoides (bixina e norbixina), além
de alto teor de acidos graxos e pequenas quantidades de acido linoleico e oleico. E
amplamente utilizada nas industrias alimenticia e cosmética por ser um corante
natural; além disso, estudos demostram sua atividade antibacteriana, antifungica,
anti-inflamatéria, hiperlipidémica, laxativa e hipotensora, quando o 6leo é extraido de
diferentes formas e de partes variadas da planta (Shilp et al., 2006; Ferreira et al.,
2013; Stohs, 2013; Vilar et al., 2014).

A Bixa orellana L. tem seu uso amplamente diversificado em nossa cultura,
particularmente na alimentagdo, sendo muito utilizada na producdo de corantes.
Também é utilizada na medicina popular para o tratamento de diversos tipos de

doengas, das quais podemos destacar as lesdes teciduais, onde apresenta grande
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potencial terapéutico interferindo positivamente no processo de cicatrizagdo (Capella
H et al.,2016; Rivera et al., 2016).

A utilizagcdo empirica de plantas medicinais em diversos tipos de
enfermidades € comum no Brasil, por serem elementos naturais e uma alternativa de
baixo custo e de facil acesso a populacéo (Leao et al., 2007; Ribeiro et al., 2014).

Segundo Zhang et al., 2018, o extrato de urucum possui propriedades
inflamatdrias, antioxidantes e antimicrobianas. Estas atividades farmacolégicas sao
devidas a diversos compostos bioativos, tais como polifendis e carotendides.

A espécie vegetal Bixa orellana L. e o seu fruto urucum, popularmente
conhecido pelo seu uso como condimento e como corante natural, apresenta
inUmeras aplicagdes dentro da medicina tradicional, em funcdo de suas
propriedades farmacolégicas, como cicatrizante, analgésicas, hemostaticas e
antioxidantes, além disso, estudos ja descreveram a espécie como fonte de agentes
antimicrobianos, indicando que as sementes s&o a parte mais utilizada na medicina
popular para o tratamento de doencas cardiacas, queimaduras, infeccdes
respiratorias, infeccdes de pele, gonorreia, diarreia e asma (Santos, 2022).

Popularmente, Bixa orellana L. é utilizada como antipirético, afrodisiaco,
antidiarreico, antidiabético e repelente de insetos. Estudos farmacolégicos mostram
que as sementes de Bixa orellana L. tém efeitos antimicrobianos, anti-inflamatorios,
antioxidantes, hipoglicémicos e citotéxicos (Shahidul-Islam et al., 2016; Vilar et al.,
2014). As propriedades terapéuticas e aplicagbes industriais das sementes de
urucum estao diretamente relacionadas ao conteudo de carotenoides, especialmente
a bixina, o principal apocarotenoide desta espécie (Priya et al., 2017; Rivera-Madrid
et al., 2016).

De acordo com HO et al, 2018, o principal constituinte terpénico das
sementes de urucum, o geranilgeraniol € um isoprendide encontrado na via
intermediario da biossintese das vitaminas E e K, bem como um importante derivado
metabdlico na via de sintese de isoprendides/colesterol. Os isoprendides, também
chamados de terpendides, consistem em unidades de isopreno (C5) e séao
classificados com base no numero de unidades de isopreno. Os principais grupos
sdo monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20) e triterpenos
(C30), (Vardanega et al., 2019). Utilizado para descrever um alcool diterpeno de
cadeia linear e ocorréncia natural, o geranilgeraniol possui formula estrutural que

pode ser descrita como: trans-3, 7, 11, 15-tetrametilhexadecatetra-2, 6, 10, 14-1-ol
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(Figura 2). (Taham; Cabral e Barrozo, 2015).

O geranilgeraniol é conhecido como um intermediario de biossinteses
importantes, como vitamina K, tocoferdis, tocotriendis, horménios e carotendides. Na
medicina o geranilgeraniol tem seu uso citado na profilaxia e no tratamento de
diversos tipos de cancer, além de ser apontado como importante para outras areas
da saude (Silva; Brito; Carvalho; 2016).

Figura 2 - Férmula estrutural do Geranilgeraniol.

Fonte: Adaptado de Taham (2015).



3. METODOLOGIA

O desenvolvimento e execugao deste estudo foi realizado no Laboratoério de

Fisico-Quimica do Instituto Federal do Piaui onde foram realizados: a obtengao do

extrato aquoso do Bixa orellana L. (urucum), sintese, estabilizagdo e caracterizagéo

de nanoparticulas de prata e caracterizagdo por Espectrofotometria na regido do

Ultravioleta-visivel, espectrofotometria na regiao do infravermelho, difragado de raios-

X, € os testes de toxicidade (Artemia salina). No Departamento de Microbiologia e

Parasitologia da Universidade Federal do Piaui foi realizado o teste antibacteriano

(Método de difusdo em &agar). O fluxograma mostra o procedimento experimental

utilizado na pesquisa (Figura 3).

Figura 3 - Fluxograma da caracterizagcéo
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Fonte: Autora (2024)
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3.1 OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO DA Bixa orellana L. (urucum)

A matéria prima empregada foram as sementes de urucum (Bixa orellana L.)

obtida em comércio local na cidade de Teresina-Pi. Foram pesadas 200,0 g de

sementes previamente livres de impurezas e colocadas em um béquer de 500 mL.

Transferiu-se para um coador com agua destilada deixando-as sob refluxo por 24

horas em solugdo aquosa em um sistema Soxhlet (Figura 4).
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Figura 4 — Obtengao do extrato aquoso do urucum com agua destilada

Soxhlet utilizado para extracéo do extrato aquoso do

Fonte: Autora (2023)

3.2 SINTESE E ESTABILIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA COM
BICARBONATO DE SODIO

Para a preparagao das AgNPs utilizou-se 100mL de nitrato de prata (AgNO3)
a 5mmol/L, acrescentou-se 25mL de extrato aquoso de urucum (1g/L) e 0,08 g/L
bicarbonato de sédio em pd acrescentando agua destilada a formar 500mL de
solugdo. A mistura foi aquecida sob agitagdo magnética numa manta aquecedora até
entrar em ebuligdo. Atingida a temperatura de ebulicdo de 100°C sob agitagao
continua, obteve-se a coloragdo marrom-escuro sugerindo a formagao de
nanoparticulas de prata (AgNPs). Para a sintese das nanoparticulas de prata foi

utilizado as etapas apresentadas no fluxograma (Figura 5).
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Figura 5 - Fluxograma de Sintese e estabilizacdo de AgNPs com bicarbonato de

sédio (po).

100 mL de & mide 0,08 g de

AGNO. a5 extrato gl .
gNO; a aquoso de blcarl?o_nato + Agua
mmolfL de sodio a destilada
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AgNPs com extrato
aquoso de urucum e
bicarbonato de sodio

Fonte: Autora (2023).

A mudanca de cor indica a redugéo da prata com formagédo de AgNPs. Apds a
mudanga de cor, o aquecimento da manta foi desligado mantendo-se a agitagao
magnética e a solugdo apresentou nanoparticulas de prata a temperatura ambiente
a 25°C (Figura 6).

Figura 6 - AQNPs com bicarbonato de sédio

Fonte: Autora (2023)
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3.3 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA - AgNPs
3.3.1 Espectroscopia na regiao do ultravioleta — visivel (UV-VIS)

A confirmagdo da sintese da nanoparticula foi realizada pelo método de
espectroscopia de luz ultravioleta visivel utilizando o espectrofotbmetro UV-Vis
modelo UV-VIS 6100S da Allacrom com feixe duplo (Figura 7). Para se obter os
espectros das nanoparticulas de prata com extrato aquoso de urucum e
nanoparticulas de prata com extrato aquoso de urucum e bicarbonato de sddio as
amostras de solugdes foram colocadas em cubetas de quartzo com tampa de 1 cm
de caminho optico e foram obtidos através do equipamento UV Spectrophotometer
UV-1800 SHIMADZU. As analises foram realizadas em uma faixa de varredura de

1900-900 nm, abertura de fendas de 2,0 nm e solug¢ao escpectral de 1,0 nm.

Figura 7 — Aparelho de Espectroscopia Ultravioleta Visivel

Fonte: Autora, 2024.

3. 3. 2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagao da solugcdo de extrato aquoso de urucum e dispersdes de
AgNPs foi realizada através da técnica de espectroscopia no infravermelho com
reflexdo total atenuada (FTIR-ATR), utilizando um espectrdbmetro modelo Alpha-
Bruker (Figura 8) com a obtencdo de espectros na faixa de 500 a 400 cm™ com
resolucdo de 4 cm™'. O material em estudo foi colocado em placas de Petri e secas
na estufa por 4 horas a 60°C e em seguida o material solido resultante foi raspado

da placa e analisado.
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Figura 8 — Aparelho de Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier

i —

Fonte: Autora, (2024)

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier faz a analise
de propriedades 6pticas com absorgao e emissao de luz com comprimentos de onda
de 700 a 2500 nandmetros. O material foi exposto a luz no espectro de
infravermelho préximo, absorveu parte da radiacdo o que resultou num aumento de
energia térmica do sistema e essa gerada pela absor¢do de luz no NIR pode
caracteriza-lo e isso se deve as propriedades plasmoénicas da prata que apresentam

uma oscilacao coletiva dos elétrons na superficie das nanoparticulas.

3.3.3 Difragao de raio-x (DRX)

A difracdo de raio-X foi realizada seguindo os parametros: software data
collector, temperatura de trabalho: 15-25 °C, temperatura para medicbes de alta
precisdo: 22 °C + 1°C e comprimento de onda de radiacdo KAlpha1[A] 1.54060, K-
Alpha2 [A] 1.54443, K-Beta [A] 1.39225, Mo K-Alpha1 [A] 0,7093, K-Alpha2 [A]
0,71359, K-Beta [A] 0,63229.

Ao realizar a difragdo de raios-x, dispersdes contendo nanoparticulas de prata
foram espalhadas em laminas de vidro para andlise e secas em estufa a 60°C. A
amostra foi entdo colocada em um difratbmetro que emite um feixe de raios-X que
atinge a amostra em varios angulos. O feixe difratado é registrado em um detector
que mede a intensidade dos raios difratados em fungdo do angulo de incidéncia.
Esses dados sao entdo processados para obter o padréo de difragao.

As nanoparticulas de prata foram caracterizadas por difracdo de raios-X
(Figura 9) que é uma técnica analitica comumente usada para caracterizar a
estrutura cristalina de materiais. Essa técnica permite obter informacbes sobre
arranjo dos atomos dentro das nanoparticulas e determinar seu tamanho médio,

forma e orientagao cristalografica.
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Figura 9 - Aparelho de Difragdo de Raios-x

r

Fonte: Autora, (2024)

A difracdo de raio X tem por base a Lei de Bragg, pois a partir do angulo
difratado 26 e comprimento de onda da radiagao incidida € possivel calcular a
distancia entre os atomos. A técnica foi realizada com amostra em pé utilizando o
modelo XRD Empyrean Series 2- n° 9430 060 03002. O Empyrean €& configurado
para uma série de experimentos de difracdo na geometria theta-theta, e opera com
uma fonte de raios-x cobalto, com intervalo de varredura (28) na faixa de operagao
de 10-90°, divergéncia programavel e fendas anti-dispersdo, estagio rotador de
transmissao de reflexdo, estagio capilar, espelho focal de feixe paralelo e trocador

de amostras.

3.3.4 Avaliacao antimicrobiana das solugoes

A analise microbiologica foi desenvolvida no Laboratorio de Microbiologia no
Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal do Piaui-
UFPI. A andlise da atividade antimicrobiana das substéncias frente as bactérias e a
espécie de fungica, foi executado pelo método de difusdo por pogo a partir do

preparo do meio e inoculo.
3.3.4.1 Cepas microbianas
Foram selecionados para avaliar a atividade antimicrobiana dos materiais,

amostra 1: extrato aquoso do urucum, amostra 2: solugdo de nanoparticula de prata

com extrato aquoso do urucum, amostra 3: solugdo de nanoparticulas de prata com
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extrato aquoso de urucum e bicarbonato de sédio, e as espécies bacterianas
Staphylococcus aures — ATCC25923 (bactéria gram-positiva), Escherichia coli-
ATCC25922 (bactéria gram-negativa) e uma espécie fungica Candida albicans -
ATCC 10231 (uma levedura). As bactérias foram utilizadas devido serem as mais
comuns a infecgcdes hospitalares e por serem espécies representativas como gram-

positivas, gram-negativas e a levedura (Figura 10).

Figura 10 — Cepas microbianas

3.3.4.2 Preparo do inoculo das cepas microbianas

Preparou-se os in6culos das espécies microbianas a serem testadas,
padronizando-os pelo método de suspensdo direta das colénias (CLSI, 2009), em
solugao salina esterilizada, a partir de colbnias crescidas por 24 horas em meio BHI
(Brain Heart Infusion agar — HIMEDIA®) no caso das espécies bacterianas e por 48
horas em meio Sabouraud (HIMEDIA®), no caso da espécie fungica. Todas as
culturas semeadas foram incubadas a temperatura de 37°C em estufa de
crescimento tipo BOD (demanda bioquimica de oxigénio). A suspenséo de células foi
ajustada para uma concentragdo de 1 x 10 8 UFC/mL, que corresponde a solugédo

padrao 0,5 da escala de McFarland.

3.3.4.2 Teste de suscetibilidade por meio de difusdo em pogo

A analise da atividade antimicrobiana dos materiais frente as bactérias e a

levedura, foi executado pelo método de difusdo em pogo (CLSI, 2009) com
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adaptacdes. Foram realizados orificios de 6 mm de didametro na superficie do meio
de cultura contido nas placas de Petri com auxilio de um molde formando os pogos.
As placas foram inoculadas com as suspensdes bacterianas com auxilio de um
swab esterilizado e entdo os pogos foram preenchidos com 30 uL do material a ser
testado. Apds a adigcao da substancia aos pocgos, as placas foram incubadas a 37°C
em estufa BOD por um periodo de 24 horas para as bactérias e 48 horas para a
levedura. Os halos de inibicdo do crescimento, quando formados, tiveram os
didmetros mensurados por meio de uma régua milimetrada. Os testes foram

realizados em triplicata e foram considerados a média das trés repeticoes.
3.3.5 Avaliacao de toxicidade pelo bioensaio Artemia salina.

O experimento foi realizado de acordo com o protocolo de Meyer et al., (1982)
com adaptagdes. Foram utilizados ovos de Artemia salina adquiridos em loja
especializada em produtos para aquario em Teresina, Piaui. Foram pesados 7,5 g de
sal marinho e colocados em um recipiente com 400 mL de agua destilada e formou-
se uma solugdo de sal marinho. Foram pesados 0,1 g de ovos do crustaceo que
foram incubados em agua salgada artificial (sal marinho) a 28 °C e iluminagédo de
uma lampada fluorescente a 20 Watts (W), mantendo a agua em agitagéo e aeragao
constante, com auxilio de um compressor de aeragao para aquario e o pH foi
medido em torno de 8,0 que caracteriza um meio basico. A incubacdo foi feita

durante 48 horas (Figura 11).

Figura 11 - Incubacgao das Artemias salinas.

Fonte: Autora, (2023)



39

Ap6s o periodo de incubagao as Artemias salinas foram expostas as amostras
de solugdes por 24 horas, utilizando-se tubos de ensaio. Os testes foram feitos em
triplicata (Figura 12). Foi pesado 0,01 g de cada solugao e foi colocado em tubos de
ensaio com 10mL de solucéo de sal marinho. As solugdes foram diluidas em solugao
de sal marinho e adicionados 0,1% de dimetilsulféxido (DMSO) em cada amostra. A
concentracdo em cada amostra era de ug/mL. Com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur, foram transferidas 10 naupilos de Artemia salina em cada solugdo de
concentragcdo de 1000 pg/mL do material a ser testado Meyer et al., (1982) e Sousa

et al., (2021) com adaptacdes.

Figura 12- Artémias salinas expostas em tubos de ensaio em triplicata.

Fonte: Autora, (2023)

As Artemias salinas ficaram incubadas por 24 horas. E em seguida, foi feita a
contagem das larvas vivas em movimento (Figura 13) e mortas em placa de Petri. As
A. salinas que apresentavam qualquer movimento quando observadas numa fonte
luminosa eram consideradas vivas. Os testes que foram considerados validos, os
que nao apresentou mortalidade. A solugdo salina foi utilizada como controle
negativo (CN).

A contagem foi feita mediante a porcentagem em relagcdo ao numero de
controle de Artemias salinas. De acordo com Sarmento et al., (2014), é considerado
téxico o produto que induz a maior mortalidade ou aparente um percentual igual ou
superior a 30%.

Para o controle negativo utilizou-se a solugao salina e para o controle positivo

solucdo de dicromato de potassio (K2Cr207) na concentracédo de 1000 pg/mL. Foi



verificado a porcentagem de naupilos mortos apds 24 horas.

Figura 13 - Artémias salinas em movimento em tubos de ensaio.

Fonte: Autora, (2023)
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 ESPECTROSCOPIA NO UTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS)

As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram formadas a partir do nitrato de
prata acrescido do extrato aquoso de urucum como agente estabilizador e
bicarbonato de sédio como agente redutor. Essa biossintese pode ser monitorada a
partir da mudanga de coloragdo devido a presenga do bicarbonato de sddio. De
acordo com Ahmed et al., (2016) a cor do extrato da semente mudou de amarelo
claro para marrom escuro indicando a formacao de AgNPs.

Utilizando extrato vegetal para realizar a sintese verde de AgNPs €& possivel
devido a planta apresentar compostos fotoquimicos capazes de contribuir com a
estabilizagcado das nanoparticulas de prata. Assim, essa estabilidade no processo de
sintese pode ser afetada por diferentes fatores tais como, pela espécie do solvente
ou pela quantidade de agentes redutores (Houllou et al., 2019). O método de sintese
verde além de ser um processo rapido e econdmico nao requer produtos toxicos e
ainda é compativel com produtos biomédicos de aplicagdo farmacéutica e

biotecnolégica (Osuntokun; Onwudiwe; Ebenso, 2019).

A partir do agente precursor do sal do metal (nitrato de prata - AQNO3), agente
redutor (NaHCOz3 - bicarbonato de sodio), agente estabilizante (extrato aquoso de
urucum) e solvente (meio aquoso) a primeira evidéncia de formagao de
nanoparticulas de prata é dada pelo aspecto visual da mudanca de coloragdo da
solucdo coloidal (Figura 14). E a caracterizacdo visual requer o controle de
parametros de sintese das nanoparticulas de prata como a concentracdo das
espécies quimicas, temperatura, pH e agitagcdo da solugéo coloidal (Viana et
al.,2021).

A mudanga de coloragédo apos a adicdo do extrato vegetal e a variagéo de
intensidade dependente do tempo também €& causada pelo fendbmeno de
excitamento dos elétrons na superficie. De acordo com Gomes et al. (2020) o
espectro de ressonancia de plasmon desloca as bandas plasmdnica para outras
regides do espectro com comprimento de onda elevados. Esse efeito € evidenciado
pela agao do agente redutor e agente estabilizador (Rani et al., 2020).

De acordo com Oliveira et al., (2018) o tempo de mudanga de coloragéo e a
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intensidade da cor dependem da sintese utilizada. Com o uso da sintese verde foi
possivel identificar a presenga das nanoparticulas de prata comprovada pela

variagao da cor da solugao de transparente para marrom escuro.

Figura 14 — Aspecto visual da mudancga de coloragao da solugdo de AgNPs

Fonte: Autora (2024)

O procedimento exposto possibilitou a obtencao coloidal de nanoparticulas de prata
de coloragao marrom escuro. A estabilidade observada na solugao se deve ao fato de que
as nanoparticulas sintetizadas estdo em suspensao evitando agregarem-se e formarem
particulas maiores. A estabilidade foi garantida devido ao rigoroso controle do tempo de
agitacdo, quantidade relativa e a pureza dos reagentes.

A coloragdo da mistura muda de transparente para amarelo e depois para
marron escuro durante a sintese de nanoparticulas de prata devido a excitagdo dos
elétrons na superficie das nanoparticulas de prata. Isso pode acarretar que certos
comprimentos de onda de luz sejam temporariamente absorvidos ou dispersos. De
acordo com Dada et al., (2019) as AgNPs quando dispersas em determinado meio
elas desenvolvem cores caracteristicas dependendo do tamanho e forma das
particulas.

A cor observada nas nanoparticulas de prata pode depender de diversos
fatores como: tamanho, forma, concentracdo e ambiente de dispersdo dessas
particulas, contudo outros elementos associados a nanoparticulas de prata podem
alterar este padréo. A cor € o resultado da absorgao seletiva e disperséo da luz
visivel pelas particulas (Riaz et al., 2021).

Apdés o extrato vegetal ser acrescentado a mudanca de coloragdo e a
variacao de intensidade dependente do tempo também é causada pelo fenbmeno de
excitamento dos elétrons na superficie. Segundo Gomes et al., (2020) o espectro de
ressonancia de plasmon desloca as bandas plasménica para outras regides do

espectro com comprimento de onda elevados. Isso é evidenciado pela acdo do
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agente redutor e agente estabilizador (Rani et al., 2020).

A coloracdo caracteristica das nanoparticulas de prata € evidenciada na
regido da luz visivel por conta da ressonancia plasménica de superficie. A técnica de
espectroscopia UV-VIS analisa as nanoparticulas de prata em solugao coloidal. No
espectro de absorcao Optica maximo observa-se as bandas de superposi¢cao dessas
frequéncias de SPR das nanoparticulas analisadas. Assim, o espectro resultante

apresenta bandas de absorgao caracteristico das AgNPs.

O espectro de UV-vis (Figura 15) mostra as bandas do extrato aquoso de
urucum que nao apresenta pico de absorbancia em uma escala de comprimento de
ondas entre 400 e 480 nm. Portanto, ndo ha presenga de AgNPs. Observa-se que o
extrato/AgNPs apresenta pico de absorcao de 420 nm indicando que ha presenca de
AgNPs. O pico de 450 nm representa a solugao de extrato/AgNPs/bicarbonato de
sédio mostra a presenca de AgNPs. Assim, nota-se que o extrato aquoso de urucum

atua como um agente estabilizador de nanoparticulas de prata.

Figura 15 - Espectro de absorcao Utravioleta Visivel das solugdes: extrato aquoso de

urucum, AgNPs + extrato, AQNPs + extrato + bicarbonato
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Fonte: Autora, (2024)

Com a analise da espectroscopia UV-VIS do extrato aquoso da Bixa orellana
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L. entende-se que a estabilizacdo das nanoparticulas de prata ocorre devido seu
elevado poder redutor e estabilizador. De acordo com o estudo de Santos et al.,
(2016) esse fato é evidenciado pela presenga de biomoléculas como compostos
fendlicos e flavonoides presente no extrato vegetal, o qual reflete na incapacidade
de interagdo e agregacao entre as particulas de prata. Assim, a composi¢gao quimica
do extrato vegetal e sua baixa toxicidade potencializa a formag&o das nanoparticulas
de prata.

Os resultados encontrados estdo de acordo com Ali et al., (2016) que
confirmam a possibilidade de sintetizar nanoparticulas de prata estabilizadas em
extratos vegetal devido suas atividades redutoras e estabilizadas nao utilizando o
uso de solventes toxicos e nocivos ao meio ambiente e aos seres vivos.

Com a caracterizagcao das nanoparticulas de prata pelo espectro de absorgao
na regido do ultravioleta visivel (UV-vis), entende-se que elas apresentam
propriedades bioldgicas, quimicas e fisicas especificas quando comparadas com o
metal em outras escalas que n&o seja a nanométrica. Essas propriedades sao
adquiridas devido o fenbmeno de ressonancia plasménica de superficie localizada
(SPR) que as definem como material especial e com aplicagdes tecnolégicas (Rani
et al.,2020).

Riaz et al, (2021) dizem que a ressonancia plasmoénica de superficie
localizada (SPR) ocorre quando a frequéncia de oscilagao dos elétrons de superficie
das nanoparticulas metalicas entra em ressonancia com frequéncia da luz incidente,
isto €, o campo elétrico da radiacdo eletromagnética da luz incidente provoca a

oscilagdo da nuvem eletrénica das nanoparticulas.

O UV-Vis mostra a formacdo de nanoparticulas de prata com picos de
absorcao de aproximadamente de 420 a 450 nm. No espectro nota-se a formacgao e
estabilizagcdo das mesmas em pico maximo de absorcido de 448 nm. De acordo com
Viana et al., (2021) as AgNPs apresentam ressonéncia plasménica de superficie

caracteristica com pico de 400 nm.

Os resultados corroboram com o resultado de De Brito et al., (2019) para as
AgNPs com formato esféricos e didametro de 10 e 20 nm com banda tipica no

espectro de absorcdo em torno de 400 nm e com solugcdo amarelada.

O deslocamento da banda plasmébnica para as regides com maior

comprimento de onda conforme os estudos de Song, Kwon e Kim (2019), esta
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relacionado com o aumento do tamanho das nanoparticulas. Para o potencial
antimicrobiano da AgNPs estabilizada em extrato vegetal, o tamanho das
nanoparticulas de prata esta diretamente relacionado com a execugdo da
biossintese e isso influencia na sua area de contato contra os microrganismos, isto
€, quanto menor as particulas maiores as superficies de conato e assim elevada

aderéncia e a possibilidade de agao antimicrobiana.

4.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A Figura 16 apresentam os espectros na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) do extrato da planta (Bixa orellana L.) e sua
interagdo com AgNPs e bicarbonato de sodio. A analise indica padrées
caracteristicos de volatilidade dos materiais isolados e dos materiais presentes na

dispersao.

Figura 16 — Grafico da analise de espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) do extrato aquoso de urucum, extrato com AgNPs e
extrato/AgNPs com bicarbonato de sédio.
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Os espectros de FTIR do extrato, extrato/AgNPs e extrato/AgNPs/ mostraram
alta similaridade entre as bandas mais caracteristicas bandas em 3268 cm™', 2928
cm™,1589 cm' e 1389 cm™', havendo pequena mudanga apenas na posi¢do e na
intensidade, essa semelhancga entres as curvas pode ser explicada pela presenga do
extrato presente em cada amostra.

Pode-se observar, que no espectro do extrato aquoso das sementes da Bixa
orellana L. é apresentado uma banda ampla e intensa em 3268 cm™, a qual é
justificada pelas as vibragbes de estiramento da ligacdo (O-H). Ainda podemos
observar outra banda caracteristica em 2928 cm-', o qual é atribuido ao estiramento
assimétrico (C-H) dos grupos metil (CH3).

De acordo com a literatura € encontrada uma banda intensa e estreita em
1589 cm™, a qual foi identificado e corrobora com os resultados de (IFTR)
encontrados. Essa banda encontrada refere-se ao grupo funcional do anel
aromatico, especificamente as vibragdes de estiramento C=C (carbono-carbono) em
ligacbes duplas conjugadas respectivamente (Alshehri e Malik, 2020, Devi et al.,
2020). A banda encontrada em 1715 cm™ no extrato de semente é caracteristica do
estiramento de C-O que foi deslocado para 1710 cm-' nos AgNPs.

Na regido em 1389 cm™ a banda encontrada é média e estreita, isso é
geralmente atribuida as vibragdes de deformacdo angular (dobramento) C-H em
grupos metil (CHs), essa regido do espectro é caracteristica das ligagées C-H em
cadeias alifaticas ramificadas. Assim como foi encontrada uma banda estreita e
intensa em 1033 cm™', a qual esta atribuida a um &lcool primario (O-H). Isso
provavelmente esta relacionada com etapa da extragdo a agua, que é um composto
polar inorgéanico, tenha arrastado muitas outras substancias, formando um material

com bandas de absor¢cao em faixas diferentes das encontradas.

4.3 DIFRACAO DE RAIO-X (DRX)

Para Silva (2023), a difracdo de raios X € o resultado da interferéncia
construtiva entre os raios X e a amostra. O comprimento de onda dos raios X
utilizados é da mesma ordem de grandeza que a distancia entre os atomos ou
arranjo da estrutura analisada. Quando um feixe de raios X incide sobre um material

soélido, os elétrons associados a cada atomo ou ion no feixe espalham parte desse
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feixe em todas as direcbes e permite investigacbes sobre a simetria cristalina,
distancias interplanares e defeitos estruturais.

A partir da anadlise da difracdo de raios-x observa-se a possivel estrutura
cristalina e a presenga de nanoparticulas de prata produzidas (Figura 17). A amostra

foi sintetizada a partir do extrato aquoso de Bixa orellana L.

Figura 17 - Difratograma de raios-X das AgNPs preparadas por sintese verde.
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Fonte: A autora (2024).

Pela analise do difratograma, observamos a presenga de trés solugdes. A
primeira a ser analisada € o extrato aquoso de urucum que nao apresenta nenhum
pico correspondente a prata, considerado uma substadncia amorfa. A segunda
solugéo é de extrato aquoso/AgNPs, apresenta picos de 20 = 27,4°, 29,5° e 38° os
quais mostra a presenga de prata na sua composi¢cdo. Para a solugcédo de
extrato/AgNPs/Bicarbonato o perfil de difragdo representa os angulos de difragcao 260
os seguintes planos cristalograficos 38,11° (1 1 1); 44,04° (2 0 0), 64,40° (31 1) e
77,31° (2 2 2) aos quais correspondem a estrutura cristalina cubica de face centrada
da prata metalica de acordo com o Joint Committee on Powder Diffraction Standards
(JCPDS, file no. 04-0783). Os picos de intensidade em valores de 26 de 38°, 44° e
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68° corresponde aos niveis de prata 111, 200, 220 e 311.Tal confirmagao é possivel
por comparagao com o registro cristalografico da prata (JCPDS n°® 00-004-0783).
Através dessa caracterizacado é possivel compreender o didmetro médio das
nanoparticulas que € 57,8 nm. Conforme Duran et al., (2018) o grande pico em 20 =
38° é caracterizado como um pico que indica uma composic¢ao fitoquimica que pode

coexistir com AgNPs, isto €, a interagdo do material com o extrato.

4.4 AVALIAGAO ANTIMICROBIANA DAS SOLUGOES

Foram analisados a ag¢ao antimicrobiana do nanobiomaterial formado por
nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato aquoso de Bixa orellana L. contra
as cepas testadas Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. Os
halos de inibicdo foram analisados em placas de Petri pelo método de difusdo do

pogo conforme a Figura 18.

Figura 18 - Teste de difusdo em pogos com solugdes testes contra Staphycoccus

aureus (A), Escherichia coli (B) e Candida albicans (C)
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1- EXTRATO ; 2- EXTRATO / AgNPs; 3- EXTRATO/ AgNPs / BICARBONATO
Fonte: Autora, (2024)

Observou-se que as AgNPs mostraram atividade antimicrobiana contra as
bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aures e bactérias Gram-negativas
como a Escherichia coli e o fungo Candida albicans.

De acordo com a Figura 18, nas imagens (a), (b) e (c) a solugao de extrato
aquoso de urucum (1) ndo se apresentou eficaz na inibicdo do crescimento das
bactérias Staphylococcus aures (bactéria gram-positiva) e Escherichia coli (bactéria
gram-negativa) e também para a espécie fungica Candida albicans (levedura). Nao

houve formagao de halos de inibigdo.
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A solucdo de extrato/AgNPs (2) mostrou-se eficaz na inibicdo do crescimento
de todos os microrganismos testados. E as médias das trés repeticdes dos halos
formados para Staphylococcus aures € de 19 mm, para Escherichia coli foi der 21
mm e para a Candida albicans é de 22 mm.

A solucado formada por de extrato/AgNPs/bicarbonato (3) também foi eficiente
na inibigdo do crescimento dos trés microrganismos, e obteve-se as médias dos
halos, para Staphylococcus aures de 20 mm; para Escherichia coli de 12 mm e para
Candida albicans halo de 13 mm.

Os valores da média do halo em teste triplicata, cepas dos microrganismos e

halos de inibigdo de crescimento microbiano frente AQNPs conforme o Quadro 1.

Quadro 1 — Média das triplicatas do didametro dos halos de inibicdo de crescimento

Solugdes Staphylococcus Escherichia coli Candida albicans
aureus

Extrato (1) 0,0 mm 00 mm 0,0 mm

Extrato / AgNPs | 19 mm 21 mm 12 mm

(2)

Extrato / AgNPs | 20 mm 22 mm 13 mm

/Bicarbonato (3)

Fonte: Autora, 2024.

Para Rani et al, 2020, a susceptibilidade bacteriana consiste em testes e
analises capazes de medir a sensibilidade antimicrobiana, isto €, a sensibilidade de
bactérias aos antibiéticos, bem como nanoparticulas de prata. Com isso, essa forma
permite ndo s6 a identificacdo do antibidtico adequado como também novas
possibilidades de tratamento através das nanoparticulas de prata. Também pode-se
analisar e classificar os organismos patogénicos que causam infecgbes e assim,
impedir o seu desenvolvimento. E também possivel medir o grau de resisténcia com
precisdo e exatidao para impedir a proliferagao dos patégenos antimicrobianos.

Nas placas de Petri foram observados o surgimento da formacgéo de halos de
inibicdo que evidenciam a atividade antimicrobiana das solugdes. No tratamento
controle, foi utilizado um antifungico fluconazol e um antibacteriano ciprofloxacino
com halos de inibigdo de 26 mm para S. aures, para E. coli halo de 29 mm, e para C.

albicans 24 mm conforme a Quadro 2.
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Quadro 2 - Média do halo de inibicdo em teste triplicata controle bactericida e

fungicida.
Cepas microbianas Controle Bactericida Controle
Ciplofloxacino Antifungico
Fluconazol
Staphylococcus aureus 26 mm 26 mm
Escherichia coli 29 mm 29 mm
Candida albicans 24 mm 24 mm

Fonte: Autora, 2024.

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas provavelmente ocorre através
do mecanismo de ancoragem na parede celular bacteriana em seguida tem-se a
interacdo com a membrana celular do microrganismo causando lise celular ou
producao de radicais livres e liberagdo de ions de prata que interagem com o grupo
tiol de enzimas vitais inativando-as (Mittal; Chisti; Banerjee, 2022).

De acordo com Gomes e seus colaboradores (2020), as nanoparticulas de
prata apontaram boa atividade antimicrobiana contra duas espécies de bactérias
testadas e uma espécie fungica. A maior atividade bactericida se deu frente a
bactéria gram-positiva na cepa Staphylococcus aureus. As bactérias gram-positivas
se mostraram bastante resistentes aos antibiéticos. As cepas de bactérias gram-
positivas geralmente estdo envolvidas em infecgées adquiridas em estabelecimentos
de saude e podem causar infec¢gdes adquiridas na comunidade.

Ja para Oliveira; Paula, 2021, a menor agao antimicrobiana das AgNPs contra
a Escherichia coli em relagdo a Staphylococcus aureus pode ser atribuida a sua
estrutura quimica da parede celular formada por diferentes camadas de
polipeptideoglicanos, enquanto as bactérias gram-negativas apresentam uma
membrana extrena denominada de periplasma contendo camadas de
lipopolissacarideos, os quais Ihes da maior protecdo contra agdes externas.

Segundo De Brito; Viana; Viana, 2022, é importante destacar que a
disposicao estrutural da parede celular da bactéria tem influéncia sobre o
mecanismo bioquimico responsavel pela interacdo e adsor¢do das nanoparticulas
de prata em suas células, isto €, o mecanismo de agao é influenciado pela

composigao da membrana celular dos microrganismos.
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A sintese verde de AgNPs a partir de extratos naturais realizada via rota
sintética verde € uma técnica que possui muitas vantagens sobre outros métodos de
sintese, além de serem considerados potenciais agentes antifungicos e
antibactericidas biocompativeis, baixa toxicidade e econdmicos utilizando
nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de materiais naturais e por
apresentarem excelentes a¢des antimicrobianas (Balasooriya et al., 2017; Hosny et
al., 2017).

4.5 BIOENSAIO TOXICOLOGICO FRENTE A Artemia salina

A avaliacdo da atividade toxicoldgica frente as Artemias salinas manifesta a
fragilidade da espécie em relagdo as substancias toxicas ou atéxicas. O bioensaio
em estudo ndo buscou a dose letal, e sim verificar se 0 material em analise é toxico
ou ndo a uma concentragdo de 1000 ug / mL.

Os resultados para a toxicidade em Artemia salina foi realizado em triplicata
para as trés solugbes em estudo. Segundo Meyer et al., (1982), relataram que
quando a mortalidade esta abaixo de 50% para a concentragédo de 1000 pg/mL, o
material &€ considerado atoxico.

As Artemias salinas mortas foram aquelas que ndo demonstraram movimento
normal e que sedimentaram apos algum tempo de observagdo, pois é um
microcrustaceo ativo em agua salina (Bueno, Piovezan, 2015; Meyer et al., (1892).

A tabela 1 apresenta os resultados de toxicidade da solucdo do extrato
aquoso de urucum para cada amostra em triplicata e houve 20% de mortalidade dos
naupilos. Ja a tabela 2, traz AgNps estabilizadas em extrato aquoso de urucum um
total de 20% de mortes de Artemias salinas. Enquanto a tabela 3 mostra 10% de
mortalidade dos naupilos na solugdo de AgNPs estabilizadas em extrato aquoso de
urucum e bicarbonato de sddio. Uma solugdo é considerada n&o toxica, de acordo

Meyer et al., (1982) quando n&o atinge 50% de mortes.



Tabela 1. Toxicidade da solugao do Extrato aquoso de urucum.

Amostras 1 2 3 X NC cP
N 10 10 10 10 10 10

n_ 2 2 1 1,6 0 10

n (%) 20 20 10 0 100

Fonte: Autora, (2024)

Onde n: vivos; n_: mortos; x: média mortos; %n_: taxa mortos.

Tabela 2. Toxicidade da solugdo de AgNPs/ Extrato aquoso de urucum.

Amostras 1 2 3 X NC cP
N 10 10 10 10 10 10

n_ 0 2 2 1,3 0 10

n (%) 0 20 20 0 100

Fonte: Autora, (2024)

Onde n: vivos; n_: mortos; x: média mortos; %n_: taxa mortos.

Tabela 3. Toxicidade da solugdo de AgNPS/Extrato/bicarbonato de sédio.

Amostras 1 2 3 X NC (ol
N 10 10 10 10 10 10

n_ 1 0 0 3,3 0 10
n(%) 10 0 0 0 100

Fonte: Autora, (2024).
Onde n: vivos; n_: mortos; x: média mortos; %n_: taxa mortos.

Tabela 4. Toxicidade das solugdes.

Extrato Extrato /AgNPs / _
Amostras Extrato (AgNPs) bicarbonato X NC CP
N 30 30 30 30 30 30
n_ 5 4 1 3,3 0 30
n (%) 16,67% 13,33% 3,33% - 0,00% 100,00%

Fonte: Autora, (2024)
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Onde n: vivos; n_: mortos; x: média mortos; %n_: taxa mortos.

Observa-se que a tabela 4 mostra a nao toxicidade do extrato, extrato/AgNPs
e extrato/AgNPs/bicarbonato ndo apresentam toxicidade frente a Artemia salina, isso
corrobora com os resultados de Bergami et al., (2016), ndo ha toxicidade nas
solugdes em estudo. Ja que nao houve ocorréncia de mortalidade com valor superior
a 50%. Para Meyer et al., (1982) relataram que a porcentagem de mortes por
naupilos € inferior a 50%, entdo a solugao é considerada atoxica.

Este ensaio é rotineiramente utilizado para se detectar o potencial biologico a
partir da analise da toxicidade de extratos e compostos, e por se tratar de um
bioensaio simples e de baixo custo (Salman et al., 2019).

Os testes de toxicidade s&o elaborados com o objetivo de avaliar ou prever os
efeitos toxicos em sistemas biolégicos e dimensionar a toxicidade relativa das
substancias (Mendes, 2015).

Os mecanismos de toxicidade de nanoparticulas, ligagcdo da membrana
celular, cujas propriedades mudam, danos ao material genético do patégeno e a
interagao ibnica da prata e proteinas contendo tiol da parede celular que causam

disfungao.
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5 CONCLUSAO

Em vista dos resultados apresentados compreende-se que as nanoparticulas
de prata preparadas pelo método de sintese verde apresentaram caracteristicas
significativas, sintetizadas e estabilizadas com extrato aquoso de urucum e
bicarbonato de soédio, pela rota de sintese verde, método eficiente, barato,
ecologicamente correto e n&o prejudicial a saude humana. As AgNPs néo
apresentaram toxicidade contra a Artemia salina e atividade antimicrobiana
acentuada contra as bactérias gram-positiva Staphylococcus aures e bactéria gram-
negativa Escherichia coli e a espécie fungica Candida albicans (levedura). No
entanto, somente o0 extrato aquoso de Bixa orellana L. ndo apresentou atividade
antimicrobiana.

As nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato aquoso vegetal conferem
um melhoramento ao nanomaterial em termos de baixa toxicidade, menos danos ao
meio ambiente e fungdes terapéuticas da planta.

Portanto, as nanoparticulas de prata tém potencial para serem utilizadas
como um nanobiomaterial em aplicagbes biomédicas, contra microrganismos
resistentes, pois apresentam uma opg¢ao promissora ao combate a resisténcia
antimicrobiana, mas ha uma necessidade de desenvolvimento de mais pesquisas

em relacao a utilizacao, atribuicdo do material em estudo como biomaterial.
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