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RESUMO

O Dendrocalamus Giganteus, conhecido popularmente como Bambu Gigante (BG),
utilizou-se a extracdo das folhas, trituracdo e liofilizacdo das mesmas. As sinteses das
nanoparticulas de prata (NPsAg), foram separadas em 200 ppm e 500 ppm de nitrato de
prata, as biossinteses foram realizadas pelo método de reducdo quimica utilizando o
extrato das folhas do BG, que sdo materiais organicos soluveis em agua que auxiliam na
reducdo de ions de prata e a estabilizacdo das NPsAg. As solugdes aquosas de nitrato de
prata foram tratadas com diferentes concentrac6es do extrato de BG para a formacéo de
NPsAg, com a transformacdo da coloracdo amarelada para marrom ap6s 15 minutos.
Essas nanoparticulas biossintetizadas foram caracterizados com Espectroscopia UV-Vis,
Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e seu Potencial Zeta (pZ), tamanho do Didmetro
Hidrodindmico, carga elétrica e a natureza da polidispersdo (PDI) das NPsAg. As
avaliacOes das atividades antibacterianas foram realizadas por meio do teste de cup plate,
com as culturas Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 12598) e a Gram-negativa
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603). Desta maneira através das técnicas e testes
realizados, a eficiéncia encontrada no extrato da folha do BG para reducéo do nitrato de
prata na formacdo de nanoparticulas de prata, resultou em quantificacdes satisfatorias,
abrangendo a esta metodologia que ndo ira agredir o meio ambiente com residuos
guimicos, sendo uma sintese verde.

Palavras-chave: Dendrocalamus Giganteus, Sintese Verde, Nanoparticulas.



ABSTRACT

The Dendrocalamus Giganteus, popularly known as Bamboo Gigante (BG), was used to
extract the leaves, grind them and lyophilize them. The syntheses of silver nanoparticles
(NPsAg), were separated into 200 ppm and 500 ppm of silver nitrate, the biosyntheses
were carried out by the chemical reduction method using the extract of the leaves of the
BG, which are organic materials soluble in water that help in the reduction of silver ions
and stabilization of AgNPs. Aqueous silver nitrate solutions were treated with different
concentrations of BG extract to form NPsAg, with a transformation from yellow to brown
after 15 minutes. These biosynthesized nanoparticles were characterized with UV-Vis
Spectroscopy, Dynamic Light Scattering (DLS) and their Zeta Potential (pZ), size of the
Hydrodynamic Diameter, electric charge and the nature of the polydispersion (PDI) of
the AgNPs. Evaluations of antibacterial activities were performed using the cup plate test,
with Gram-positive Staphylococcus aureus (ATCC 12598) and Gram-negative Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603) cultures. In this way, through the techniques and tests
carried out, the efficiency found in the extract of the BG leaf for the reduction of silver
nitrate in the formation of silver nanoparticles, resulted in satisfactory quantifications,
covering this methodology that will not harm the environment with chemical residues,
being a green synthesis.

Keywords: Dendrocalamus Giganteus, Green Synthesis, Nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

As nanoparticulas de prata sdo um dos nanomateriais mais estudados e utilizados no
setor industrial e comercial, devido a suas propriedades e caracteristicas, sendo:
estabilidade quimica, maleabilidade, flexibilidade, alta condutividade elétrica e térmica,
atividade catalitica, baixo custo para producdo e acdo antimicrobiana frente a bactérias,

virus, fungos e protozoarios (DURAN et al., 2019).

As nanoparticulas de prata (NpsAg) apresentam propriedades de reacdo entre alta
area superficial por unidade de volume, aumentando as j& conhecidas propriedades
antibacterianas da prata (DESHMUKH, 2019). NPsAg tem surgido com contribuigdes
importantes em diversas aplicagcdes, como entrega direcionadas de drogas (BASU,
2018).

As nanoparticulas podem ser sintetizadas por varios métodos fisicos e quimicos,
como reacdo de reducdo quimica, reacao fotoquimica, decomposicdo térmica, métodos
assistidos por radiacao, processos eletrotérmicos, processos quimicos e sintese assistida
por micro-ondas (SHINDE, 2014). Esses métodos produzem nanoparticulas de prata de
forma eficiente, porém, esses métodos frequentemente envolvem o uso de substancias
quimicas toxicas e perigosas, que apresentam diversos efeitos nocivos ao meio ambiente
e a saude humana (RANI, 2011).

Segundo DHAND, (2016), ao utilizar métodos frequentes que envolvam substancias
quimicas ao final requer varias etapas de purificacdo, nas quais a reducéo é usada agentes
quimicos que muitas vezes sdo adsorvidos na superficie das nanoparticulas, também é

necessario o uso de estabilizadores para evitar a aglomeracao das nanoparticulas de prata.

A busca por novas rotas de biossintese tem ditado o ritmo de novas pesquisas no
campo de nanometais biotecnoldgicos com propriedades funcionais (PAPER et al., 2016).
As proteinas contidas nos extratos naturais proporcionam dupla funcéo de reducéo da

prata eletronegativa e também um melhor controle morfologico (GARDEA, 2003).

O desenvolvimento de processos experimentais de inspiracéo bioldgica para a sintese
de nanoparticulas € um importante ramo da nanotecnologia e dentre eles destaca-se a
sintese verde de NpsAg, a qual é realizada usando plantas, micro-organismos e outros
bio-polimero (CHUNG et al., 2016).



O bambu pertence a familia das Poaceae, subfamilia Bambusoideae com
aproximadamente 75 géneros e mais de 1.250 espécies (LONDONO, 2004). S&o plantas
anuais ou perenes, as vezes lignificadas, em geral rizomatosas e providas de colmos ocos
ou solidos (SILVA FILHO, 2006). Segundo o sistema de classificacdo do botanico
alem&o Adolf Engler, o bambu pertence a divisdo das Angiospermae e faz parte do grupo
das monocotileddneas, subgrupo das Gramineae, sendo parente proximo do trigo, milho,
cana de acucar, cevada e capim (OSTAPIV, 2007). As espécies exdticas, introduzidas,
por intermédio dos imigrantes, sdo, na sua maioria, provenientes do continente asiatico,
tais como: Bambusa vulgaris (sul da China), Bambusa tuldoides (sul Asiatico),
Dendrocalamus strictus (india, China e Vietnd), Dendrocalamus giganteus (Burma) e
Phyllostachys aurea (Asia) (AZZINI et al., 1997).

O género Guadua, o bambu tropical é importante economicamente, com origem na
América do Sul vai até os andes venezuelanos e no sul da fronteira entre Equador e Peru.
O cultivo no Brasil pode atingir 30 m de altura e entre 15cm e 20 cm de diametro (COSTA
etal., 2017). Utilizado na construgéo civil, producdo de lenha, fabricacdo de artesanato,
moveis, protecdo de mdveis e fontes de dgua (COSTA et al., 2017).

Materiais nanoestruturados vem trazendo um importante impacto nas areas de ciéncia
béasica, isso se da pelas suas possiveis aplicacbes multifuncionais, ou seja, a compreensdo
da fisica envolvida por trds destes novos materiais nanométricos manifesta-se muito

importante na ciéncia e tecnologia (SAMPAIO, 2016).

O interesse nas nanoparticulas de prata e ouro ganhou fundamental interesse devido
as caracteristicas Unicas dessas particulas como seu baixo peso e apresentam o efeito
plasménica de superficie (HAIYUN, 2011).

Estratégias inovadoras envolvem a possibilidade de aquisicdo de componentes
bioativos, sdo baseadas em varias partes de plantas. Assim no trabalho realizado,

utilizamos extratos da folha do bambu gigante.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nanoparticulas

As nanoparticulas segundo BISWAS & WU (2005) séo consideradas os blocos de
construcdo para nanotecnologia, e sdo referidas as particulas com dimenséo de 0,1 a 100
nm. Nanoparticulas nestas faixas de tamanho tém sido utilizado por diversas industrias e
pela humanidade por milhares de anos; no entanto, houve um ressurgimento recente

devido a capacidade de sintetizar e manipular tais materiais.

Segundo GARCIA et al (2011), a definicdo de nanotecnologia é de certa forma
controversa, mas € de consenso geral que as dimensdes das particulas devem estar dentro
do intervalo de 1 — 100 nm. Outro consenso € de que as propriedades das nanoparticulas,
diferentes das que se encontram em escalas maiores, baseiam suas propriedades no fato
de que as superficies envolvidas sdo muito maiores em comparacdo aos volumes

propiciando maiores areas de contato.

Figura 1. Escala de comparacdo manométrica para as nanoparticulas.

Nanoparticulas Virus FIO DE CABELO
1-100nm 100-200nm 70-120 pum
999nm MICRO
Inm 100nm SUBMICRO 1um 100um

Fonte: Adaptado (2023).
As nanoparticulas de prata podem ser utilizadas em diferentes areas, suas
caracteristicas fisico-quimicas como condutividade elétrica e flexibilidade abrem espaco
para suas diversas aplicabilidades (SENA et al., 2019)

Solucdes coloidais de metais como prata e ouro sdo sistemas em nanoescala
particularmente interessantes, devido a facilidade com que podem ser preparadas e
modificadas quimicamente (MELO, 2012).



2.2 Sintese verde de nanoparticulas de prata.

A sintese verde de NPs visa a utilizagdo de organismos bioldgicos, ou partes deles,
como substituintes de reagentes quimicos tdxicos nas reacfes de biossinteses,

apresentando-se como uma alternativa sustentavel (IRAVANI, 2011).

Essa rota de sintese tende a utilizar solventes de toxicidade baixa
anula, os quais levam a um impacto ambiental baixo. Além disso,
as NPs sintetizadas por essas rotas geralmente apresentam
biocompatibilidade e biodegradabilidade. O custo de produgéo é
geralmente baixo e pode-se obter um alto rendimento do produto
de interesse (SILVA, 2014).

No que concerne a parte da planta utilizada para a realizacdo da sintese verde, 0
extrato proveniente das folhas é a escolha mais comum, mas também héa estudos

reportando o uso de sementes (SILVA, 2014)

Um aspecto relevante a sintese verde é o fato de que em cada parte da planta ha um
perfil de fitoquimicos presentes em diferentes concentragdes, de acordo com a
necessidade de cada tecido e com o estresse ao qual a planta possa estar submetida como
temperatura e umidade (SILVA, 2014). Dessa maneira, a combina¢do dos constituintes
quimicos e as condicdes da parte da planta selecionada vao definir, em Gltima instancia,
a eficiéncia do extrato como formador de nanoparticulas (KURMAR e YADAY, 2009).

A sintese verde é considerada uma ferramenta importante para
reduzir a destruicdo, propiciar efeitos positivos associados aos
métodos tradicionais de sintese de nanoparticulas comumente
utilizados em laboratério e industria e que pode acomodar
diversos materiais bioldgicos, como fungos, bactérias, algas e
extratos de plantas. Consequentemente, técnicas de biossintese
empregando extratos de plantas ganharam maior consideragéo
como um método simples e eficiente, viavel e de baixo custo
(SINGH et al., 2018).

Segundo SENA, et al. 2019, a utilizagdo de plantas como agente redutor na sintese
verde valoriza os recursos naturais presentes na Amazoénia, onde ha uma diversidade de

plantas a serem estudadas, de varios géneros e espécies com constituintes fotoquimicos



que contribuem para suas a¢des bactericidas, antifungicas, anti-inflamatdrias, diuréticas,

laxativas entre outras propriedades medicinais (SENA et al., 2019b).

Sintese verde, sintese bioldgica e sintese biogénica sdo termos
comumente usados para a sintese ecologicamente correta de
nanoparticulas. Normalmente, as nanoparticulas sdo sintetizadas
atraves de métodos quimicos, fisicos e biologicos. As sinteses
fisicas e quimicas possuem consumo intensivo de energia e as
vezes podem envolver substancias quimicas toxicas, enquanto as
técnicas  bioldgicas sdo rentdveis, limpas, atoxicas e
ecologicamente corretas. A via de sintese bioldgica tem sido
efetuada, sobretudo, através do uso de bactérias, fungos, plantas,
cianobactérias e actinomicetose. (RAI, 2013)

2.3 Nanoparticulas de prata em atividade antimicrobiana.

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

A prata livre possui acdo antibacteriana caracterizada até concentracfes
micromolares e ha indicios de que 0 mecanismo de acdo antibacteriana das NPsAg esta
relacionado a liberacdo progressiva de ions de prata pela NPs (PATIL et al., 2012). Uma
das aplicacbes mais proeminentes das NPsAg ocorre devido a sua atividade
antimicrobiana relatada por diversos autores ao longo dos ultimos anos (Salam et al.,
2012).

Segundo NAVARRO et al, 2008, ha relatos de que a liberacdo de ions Ag* a partir
das AgNPs é responsavel por sua atividade antimicrobiana. Entretanto, ndo esta claro se
0s mecanismos das agOes antimicrobiana das NPsAg estdo relacionados apenas com a

liberacdo de ions ou se as proprias NPsAg apresentam uma toxicidade especifica.



As interacOes eletrostaticas entre as cargas negativas da superficie bacteriana e as
NPsAg carregadas positivamente parecem ser fundamentais para a atividade
antimicrobiana das NPsAg (STOIMENOV et al., 2002).

Segundo NICHOLAS, 2010, as formas estruturais sdo 0s outros parametros dos
naonocristais, qual eles sdo responsaveis pela interacdo com a parede celular das
bactérias. Truncado nanocompdsitos de prata em formato triangular exibiram maior
atividade antibacteriana contra bactérias E. coli em vez de NPs esféricos e em forma de
bastonete.

E improvavel que os microbios desenvolvam resisténcia contra a prata, como fazem
contra antibidticos convencionais, porque o metal ataca uma ampla gama de alvos nos
organismos, o que significa que eles teriam que desenvolver uma série de mutacdes

simultaneamente para se protegerem (PAL, 2007).

Segundo NICHOLAS, 2010, deve ser considerado em conjunto com a alta relacédo
superficie/volume normalmente presente em nanomateriais, quanto menores as
particulas, maior a superficie metalica exposta e, subsequentemente, maior efeito

microbicida pode ser esperado.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Biossintese de nanoparticulas de prata utilizando extratos aquosos da folha do bambu

Dendrocalamus Giganteus com solugdes de nitrato de prata, caracterizacdes fisico-

quimicas e atividades antimicrobianas.

3.2 Especificos

Efetuamos as dispersdes com as solucdes do nitrato de prata em concentragdes de
200 ppm e 500 ppm.

Utilizamos o extrato da folha de bambu Dendrocalamus Giganteus como redutor
do nitrato de prata, para realizagdo da biossintese.

Caracterizamos parametros fisico-quimicas do extrato com nanoparticulas de
Prata/FBG.

Realizamos o0s testes antimicrobianos, com bactérias gram positivas

Staphylococcus aureus e gram negativas Klebsiella pneumoniae.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Areade Estudo

As folhas utilizadas para obtencdo do extrato aquoso, foram retiradas da col6nia
denominada Col6nia El Shadai, ramal Boa Unido, km 04, Municipio de Porto Acre do
estado de Acre, com as seguintes coordenadas geograficas: Latitude 9°29'54.00"S e
Longitude 67°42'16.19"0.

4.2 Extrato aquoso da folha do bambu gigante

A extracdo da folha figura 2 vem de origem da espécie Dendrocalamus Giganteus,
figura 2, levados ao Complexo Bionorte da UFAC, onde ficaram armazenados em local
seco e ventilado. Ap6s o tempo corrido de armazenagem realizou-se secagem em estufa
de circulacdo forcada por 7 dias interruptos para esterilizacdo méaxima do material.
Seguindo a proxima etapa utilizou-se moedor manual, realizando a trituracdo da folha,

figura 3.

Figura 2. Extrato da Folha do bambu Dendrocalamus Giganteus seco e triturado.

Em sequéncia as folhas trituradas passaram pelo processo de liofilizacdo em
periodo de 78 h, com a temperatura de 58 °C e pressdo de 984 umHg, apds este processo

obtém o extrato liofilizado conforme figura 3.

Figura 3. Extrato da folha do bambu Dendrocalamus Giganteus liofilizado.




O extrato liofilizado foi o material utilizado para a biossintese das nanoparticulas,
sendo necessario realizar todas as etapas para obter-se extrato aquoso puro, aumentando

o indicie de eficiéncia do mesmo como agente redutor na biossintese.

4.3 Nitrato de prata

A solucdo de nitrato de prata utilizada para biossintese, elaborou-se com a diluigédo
da solucdo de nitrato de prata Sigma- Aldrich 209139-25G (sélido) em &agua pura,
determinadas em diluicdo para as concentragdes de 200 ppm e 500 ppm.

A padronizacdo se deu através da utilizacdo para 250 mL de &gua com as
respectivas concentragOes de Nitrato de Prata: para 200 ppm utilizou-se 0,0395 g de
nitrato para 250 mL de agua, 500 ppm utilizou-se 0,19675 g de nitrato de prata para 250

mL.
Para 200 ppm:

170g AgNOs — 1089 Ag
XAgNO3 -0,1g/L
Sendo X =0,157g AgNO3

Padronizando da solugédo para 250 mL.:

0,157g/L — 1000 mL
X —250 mL
Sendo X =0,0395 g AgNO3

Para 500 ppm:

170g AgNOs — 1089 Ag
XAgNO3 - 0,5¢/L
Sendo X =0,7870 g AgNO3

Padronizando da solugéo para 250 mL.:

0,7870g/L — 1000 mL
X —250 mL
Sendo X =0,19675 g AgNOs



4.4 Biossintese

A biossintese realizada por mistura coloidal com trés diferentes concentragdes do
extrato aquoso da folha de bambu gigante liofilizada com a solucéo de nitrato de prata
padronizada em suas respectivas concentracdes de 200 ppm e 500 ppm encontrados o
esquema de realizacdo da Biossintese na figura 5 e as concentracdes dos extratos e das
solugdes na tabela 1.

Figura 4. Esquema de passos utilizados para realizagdo da biossintese.

Padronizagdo « Padronizadas com base nos calculos de
solugdes de Nitrato |  concentracéo, baseado ao nitrato de prata
de Prataa 200 ppm | AgNO, a 1 mM, para realizar a

e 500 ppm biossintese com a folha de bambu.

* Processos para limpar o0 méximo de
impuresas da folha do bambu
gigante, para utilizar como redutor
do nitrato de prata, na obtencdo da
biosintese.

Extracdo, Secagem,
Liofilizacdo do
extrato da folha de
bambu.

* Realizacdo da dispersdo
do extrato aquoso
liofilizado com as
solucbes de nitrato de
prata.

Disperséo coloidal

do extrato da folha

com as soluges de
nitrato de prata.

Tabela 1. Padronizacao da quantidade de extrato por concentracdo de nitrato de prata.

Concentragéo Pesagem 1 Pesagem 2 Pesagem 3
Solucéo Extrato da folha  Extrato da folha  Extrato da folha
Nitrato de Prata de bambu de bambu de bambu
200 ppm - 10 mL 0,0070 g 0,0150 g 0,0220 g
500 ppm - 10 mL 0,0070 g 0,0150 g 0,0220 g

A Biossintese condiz em 10 mL de solugdo com as diferentes concentragdes do
extrato aquoso liofilizado da FBG, através das dispersfes dos extratos nas solucdes de
nitrato de prata de 200 ppm e 500 ppm, conduzido a utilizacdo de agitador vortex para
auxiliar a dispersdo dos extratos nas solucdes por tempo de 1:30 min. Apoés a etapa de
dispersdo, a solugdo contendo o extrato e nitrato de prata, é deixada em descanso a luz

natural pelo tempo de 30 min antes de realizar os testes no Zetasizer para demonstrar a
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presenca das nanoparticulas. Deste mesmo no periodo entre 5 e 10 minutos, ja €

perceptivel a mudanca de coloragdo para laranjada conforme a figura 5.

Figura 5. Amostra biossintese prata/FBG.

4.5 Espalhamento dindmico de luz (DLYS)

As medidas experimentais foram realizadas num equipamento Zetasizer modelo
Nano — ZS90 da marca figura 6 nas instalacfes do Laboratorio de Nanobiotecnologia do
Complexo Bionorte da Universidade Federal do Acre - UFAC. Assim feito as bandas de

analises: diametro hidrodinamico, potencial Zeta, poli dispersdo e viscosidade.

Figura 6. Demonstracdo do funcionamento do equipamento Zetasizer Nano-ZS90.
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Fonte: Adaptado, (2023).
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4.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)
As medidas experimentais foram realizadas num equipamento FT-IR Spectrometer

da marca Perkin Elmer nas dependéncias do Laboratorio da Policia Federal do estado do

ACRE. Assim foram analisados a transmitancia em funcdo de comprimento de onda.

A solucdo de nitrato de prata reduzida pelo extrato aquoso de FBG foram novamente
liofilizadas para medicdes FTIR. O espectro foi registrado na faixa de 4500 - 500 cm™
usando o espectrdmetro FT-IR no modo operando com resolugdo de cm™. Conforme a
figura 7, que representa o método analitico utilizado pelo equipamento, para realizacdo

da leitura da amostra.

Figura 7. Sistema analitico utilizado para leitura do equipamento FTIR.
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Fonte. CIENFUEGOS, 2003.

4.7 Espectroscopia UV-Vis

A formagcéo e estabilidade das nanoparticulas foram verificadas por Espectroscopia

UV-Vis, que se mostra um método analitico eficaz na deteccdo das NPSAQ.

As leituras realizadas no Laboratorio de Nanobiotecnologia do complexo BIONORTE da
Universidade Federal do Acre — UFAC, feita através do equipamento UV-Vis
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Spectrophotomer da marca JENWAY, foram analisadas o seu comprimento de onda de
200 nm a 800 nm.

Figura 8. Esquema de funcionamento interno de um espectrofotdmetro
Seletor de comprimento

o Detector
Colimador (Fenda de passagem) ,
(Lente) ; (Fotocélula)
r/ \ ‘ 4
v I ‘ Mostrador
- » Digital
Fonte de Luz Monocromador (Prisma —
ou espelho grating ou Solugdo de amostra
grade de difracdo) (em cubeta)

Fonte: ROSA, 2019.

4.8 Atividade antimicrobiana

As atividades antibacterianas foram realizadas por meio do teste de cup plate
(DINGLE et al., 1953). Foram utilizados como microrganismo teste as bactérias Gram-
positiva Staphylococcus aureus (ATCC 12598) e a Gram-negativa Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603).

Para a realizacdo do bioensaio, foram selecionadas de trés a cinco colbnias
bacterianas, bem isoladas, do mesmo tipo morfolégico de cada um desses
microrganismos em placa de Petri com meio agar Muller-Hinton (MH). As coldnias
foram tocadas com uma alca e transferidas para tubos contendo 2 mL de solucédo salina
esterilizada de modo a obter uma turbidez 6ptica comparavel a da solucdo padrdo de 0,5
a escala de McFarland. Com swab estéril a suspensdo microbiana padronizada foi

semeada em placas de Petri contendo o meio de cultivo &gar MH para bactérias.

Logo apos, sobre o meio de cultura foram feitas perfuracdes circulares (técnica cup
plate) com didametro de 0,5 cm onde foram adicionados 20 pL das amostras e as placas
mantidas a 4 °C por 24 h para difusdo das amostras no meio. As placas foram incubadas
a 37 °C durante 18 h e posteriormente realizada a leitura dos halos de inibigdo com auxilio
de régua de antibiograma e medido em milimetros. Os resultados foram registrados

considerando-se os valores médios das trés repeticdes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade Antimicrobiana

As nanoparticulas foram testadas em dois grupos de bactérias, denominadas por
gram positiva para Staphylococcus aureus e gram negativa para Klebsiella pneumoniae,
conforme as figuras 9 e 10 foi possivel observar o raio que se forma em torno da
prata/FBG utilizando as nanoparticulas selecionadas provenientes da solucdo de 500 ppm
com 150 g de extrato.

Figura 9. Halo de inibicdo contra Klebsiella pneumoniae gram negativa.

| Raio de inibicdo
das nanoparticulas

Raio de inibicao
das nanoparticulas

Para as cepas gram positiva figura 10 as colénias cresceram dispersas, porém
demonstrou o raio de inibicdo do nanocompdsito contra as mesmas. Para as cepas gram
negativa figura 09 as col6nias cresceram conectas sendo mais facilmente a notagdo dos
halos de inibig&o.
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Os testes para a dispersdo na formacdo de cultura bactericida demonstraram
positivo a eficiéncia da prata/FBG, inibindo a formacéo de culturas para as cepas gram

positivas e gram negativas conforme na tabela 2.

Tabela 2. Atividade antibacterial de nanoparticulas provenientes da solu¢éo de 500 ppm
com 150g de extrato.
Microrganismos

Amostra Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae
Raio de inibicdo média 23,3 mm 20 mm
Desvio padrao Desvio padréo 20 £ 23 Desvio padrédo 20 £ 20

Intervalo de Confianca  95%: 11,2 mm — 354 mm  95%: 9,5 mm — 30,5 mm

Os resultados encontrados para as bactérias Staphylococcus aureus e Klebsiella
pneumoniae mostram que as nhanoparticulas testadas apresentam uma atividade

bactericida significativa contra essas espécies bacterianas.

No caso de Staphylococcus aureus, o raio de inibicdo médio foi de 23,3 mm, o que indica
que as nanoparticulas tém um efeito bactericida efetivo contra essa espécie bacteriana.
Esse resultado é consistente com outras pesquisas que demonstram a eficicia das
nanoparticulas de prata contra Staphylococcus aureus, que é uma bactéria patogénica

comum associada a varias infec¢des humanas.

Para Klebsiella pneumoniae, o raio de inibicdo médio foi de 20 mm, o que também
indica que as nanoparticulas de prata sdo capazes de inibir o crescimento dessa espécie
bacteriana. Isso é significativo porque Klebsiella pneumoniae é uma bactéria oportunista
que pode causar infec¢bes em humanos, incluindo pneumonia, infec¢des do trato urinario

e sepse.

Os resultados encontrados na inibicdo das nanoparticulas de prata contra as
bactérias Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae sdo consistentes com outros
estudos que também mostram a eficacia dessas nanoparticulas como agentes bactericidas.
Vaérias pesquisas demonstraram que as nanoparticulas de prata tém um amplo espectro de
atividade bactericida contra uma variedade de espécies bacterianas, incluindo bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas, bem como bactérias resistentes a antibioticos.
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Um estudo de revisdo de literatura cientifica publicado por KHEZERLOU et al,
2018, destacou que as nanoparticulas de prata tém sido amplamente estudadas como
agentes bactericidas devido as suas propriedades antimicrobianas, incluindo a capacidade
de se ligar as moléculas na superficie da célula bacteriana e causar danos a membrana
celular. Outro estudo de revisdo da literatura cientifica publicado por SINGH et al. 2018,
discutiu os mecanismos de acdo das nanoparticulas de prata contra bactérias e como as

propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas podem afetar a atividade bactericida.

Em concluséo, os resultados encontrados na inibi¢cdo das nanoparticulas de prata
contra as bacterias Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae sdo consistentes com
a literatura cientifica atual sobre a eficicia das nanoparticulas de prata como agentes

bactericidas.

5.2 Diametro hidrodinamico

Os resultados do didmetro hidrodinamico das particulas nas solugbes de 200 ppm e
500 ppm com o extrato da folha de bambu conhecida aqui como FBG. Estéo relacionados

na tabela 3.

Tabela 3. Diametro hidrodindmico das particulas concentrac6es de 200 ppm e 500 ppm.
0,007 g de 0,015 g de 0,022 g de Anova

extrato FBG extrato FBG extrato FBG

Amostra 84,29 +53,22 80,53+51,81 77,64 +55,04 f-valor=0,408
200 ppm nm nm nm p-valor=0,6401

Amostra 77,72+62,45 54,67 +42,48 59,80 +47,50 f-valor=1,5291

500 ppm nm nm nm p-valor=0,2652
Tabela 4. Dados estatisticos para o Didametro Hidrodinamico das particulas.
Média Desvio Intervalo de Confianca
Padrao

Amostra 80,15 nm 53,02 nm (95%): 71,01 nm - 89,28 nm
200 ppm
Amostra 64,06 nm 8,84 nm (95%): 56,95 nm - 71,17 nm
500 ppm

Resultados encontrados nas amostras de 200 ppm sugerem que as particulas de

prata sintetizadas com extrato vegetal nesta concentracdo apresentam um tamanho
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relativamente homogéneo, mas com uma grande variacdo em relacdo a média. Os
resultados para a concentracdo de 500 ppm indicam que as particulas de prata sintetizadas
com extrato vegetal nesta concentragéo apresentam um tamanho mais homogéneo em
relacdo a media do que a concentracdo de 200 ppm, com um desvio padrdo menor. 1sso
pode ser devido a uma maior eficiéncia de aglomeracdo ou coalescéncia em

concentragfes mais altas, que pode levar a particulas menores.

Como o valor p é maior que 0,05, podemos assumir que ndo ha diferencas
significativas entre as médias dos grupos, a estatistica ANOVA aplicada aos dados de
didametro hidrodindmico das particulas nas concentracdes 200 ppm e 500 ppm néo
apresentou diferencas significativas entre as médias dos grupos, indicando que a

concentracdo ndo tem um efeito significativo no didametro hidrodindmico das particulas.

De acordo com a literatura cientifica, o didmetro hidrodindmico das
nanoparticulas de prata geralmente varia de cerca de 5 a 100 nm, dependendo do método
de sintese e das condicfes experimentais utilizadas (HAJIPOUR et al., 2012). Alguns
estudos relatam que as particulas de prata menores apresentam maior eficacia
antimicrobiana em comparacao com particulas maiores (MORONES et al., 2005; SONDI
& SALOPEK-SONDI, 2004). No entanto, o tamanho ideal das particulas de prata para
aplicacdes especificas pode variar amplamente dependendo do objetivo da aplicagdo e
das propriedades desejadas (ELECHIGUERRA et al., 2005).

Em relacdo aos resultados encontrados neste estudo, as particulas de prata
sintetizadas com extrato vegetal apresentaram diametros hidrodinamicos entre 54,67 e
84,29 nm na concentracao de 200 ppm, e entre 59,80 e 77,72 nm na concentragdo de 500
ppm. Esses resultados estdo dentro da faixa de didmetro hidrodindmico observada em
outros estudos sobre sintese de nanoparticulas de prata com diferentes métodos
(HAJIPOUR et al., 2012).

No entanto, € importante ressaltar que o tamanho das particulas pode variar
dependendo do método de sintese utilizado e das condi¢cBes experimentais, como a
concentracédo do agente redutor, tempo de reacédo e pH da solucéo de sintese (HAJIPOUR
et al., 2012). Além disso, é necessario levar em consideracdo outras caracteristicas das
particulas de prata, como sua morfologia, cristalinidade, estabilidade e reatividade, para
avaliar sua qualidade e aplicabilidade em diferentes campos (ELECHIGUERRA et al.,
2005).
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Figura 11.

Figura 12.

Representacao do didametro hidrodindmico para amostra de 200 ppm extrato
aquoso da folha de bambu gigante, todas concentracgdes analisado.

Size Distribution by Intensity
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Representacao do didametro hidrodindmico para amostra de 500 ppm extrato
aquoso da folha de bambu gigante, todas as concentraces.

Size Distribution by Intensity
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5.3 Potencial Zeta

Os resultados do potencial Zeta das nanoparticulas medidos através do equipamento

Zetasizer —

0 extrato

ZS90 conforme na figura 13 e 14 para as soluc¢des de 200 ppm e 500 ppm com

aquoso da folha de bambu gigante conhecida aqui como FBG. Estdo

relacionados na tabela 3.

O potencial zeta encontrado denomina estabilidade na metodologia utilizada para

reducdo do

Nitrato de Prata (AgNOs3) com o extrato aquoso da FBG, bem condizentes

para todas as amostras, com excecdo da amostra a 200 ppm com concentracdo de 0,007 g

do extrato.

As tabelas 5 e 6 demonstram o potencial zeta encontrado em cada

concentracdo e também sua média, desvio padrdo e intervalo de confianca.
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Tabela 5. Potencial zeta das particulas nas concentracdes de 200 ppm e 500 ppm.
0,007 g de extrato 0,015 g de extrato 0,022 g de extrato

FBG FBG FBG
Amostra 200 ppm 0,143 mV -22,2 mV -24,8 mV
Amostra 500 ppm -24,1 mV -23,8 mV -23,2 mV

Tabela 6. Média, desvio padréo e intervalo de confianca do Potencial Zeta das particulas
nas concentracdes de 200 ppm e 500 ppm.
Media Desvio Intervalo de confianca

padréo
Amostra 200 -15,63 mV 14,61 mV (95%): -28,70 mV a -2,56 mV

ppm
Amostra 500 -23, 7 mV 0,44 mV -24,49 mV a-22,91 mV

ppm
A média para a concentracdo de 200 ppm foi de -15,63 mV, enquanto a média

para a concentracao de 500 ppm foi de -23,7 mV. Isso sugere que as particulas em solucao
a 500 ppm possuem uma carga mais negativa do que as particulas a 200 ppm, o que pode

ser devido a uma maior concentracao de ions presentes na solucao.

Além disso, o desvio padrdo para a concentracdo de 200 ppm foi de 14,61 mV,
enquanto o desvio padréo para a concentracdo de 500 ppm foi de 0,44 mV. Essa diferenca
indica que a distribuicdo de potencial zeta das particulas na concentragdo de 500 ppm é
mais homogénea e menos variavel do que a distribuicdo de potencial zeta das particulas

na concentracao de 200 ppm.

O potencial zeta é uma medida importante para caracterizar as propriedades de
superficie das nanoparticulas de prata, ja que a carga elétrica das particulas é um fator
crucial para sua estabilidade em solugdo. Consequentemente, o potencial zeta pode ser
utilizado como um indicador da estabilidade coloidal das nanoparticulas de prata em

diferentes meios.

Os resultados obtidos na analise do potencial zeta das particulas de prata podem
variar dependendo de vérios fatores, como o tamanho e forma das particulas, o solvente

utilizado, a concentracdo de ions presentes na solucéo, entre outros. De acordo com a
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literatura cientifica, o potencial zeta ideal para garantir a estabilidade coloidal das

nanoparticulas de prata em solugdo deve ser superior a +/- 30 mV.

Varias pesquisas tém investigado a influéncia de diferentes fatores nas
propriedades das nanoparticulas de prata, incluindo o potencial zeta. Por exemplo, um
estudo realizado por KHEZERLOU et al. 2018, analisou o potencial zeta de
nanoparticulas de prata sintetizadas utilizando extrato de folhas de aroeira e verificou que
as particulas apresentaram um potencial zeta médio de -28,4 mV, sugerindo uma alta

estabilidade coloidal.

Um estudo realizado por ALAHMAD et al. (2017) investigou a sintese de
nanoparticulas de prata utilizando extrato de folhas de Hypericum perforatum L. Os

resultados mostraram que as nanoparticulas apresentaram um pZ médio de -19 mV.

No entanto, é importante ressaltar que os resultados do potencial zeta podem

variar dependendo do método de sintese e dos protocolos experimentais utilizados.

Os resultados obtidos podem ser influenciados por varios fatores, mas a
comparagdo com dados da literatura cientifica pode fornecer informaces valiosas sobre

as propriedades das particulas e ajudar a otimizar as condi¢Ges experimentais.

Figura 13. Representacdo dos picos encontrados do Potencial Zeta para amostra de 200
ppm com EBG analisados no zetasizer.
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Figura 14. Representacdo dos picos encontrados do Potencial Zeta para amostra de 500

ppm do EBG analisados no zetasizer.
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5.4 Indice de Polidispersao

As amostras obtiveram valor de PDI préximo a faixa, sendo eles para 200 ppm 0,399
em 0,007 g de extrato, 0,414 para 0,015 g de extrato e 0,503 para 0,022 g de extrato, para
as amostras de 500 ppm foram encontrados o indice de polidispersao de 0,646 em 0,007
g de extrato, 0,614 g para 0,015 g de extrato e 0,631 g para 0,022 g de extrato, sendo eles

conforme a tabela 7 e a média, desvio padrdo e intervalo de confianca conforme tabela 8.

Tabela 7. Polidispersao das nanoparticulas de prata com extrato aquoso da FBG.

Concentracao Extrato aquoso Extrato aquoso Extrato aquoso
Solucéo 0,007 g 0,015¢ 0,022 g
Nitrato de Prata
200 ppm 0,399 0,414 0,503
500 ppm 0,646 0,614 0,631

Tabela 8. Média, desvio padréo e intervalo de confianca da Polidispersdo das
nanoparticulas de prata com extrato aquoso da FBG.

Concentracao Média Desvio padréo Intervalo de
Solugéo confianca
Nitrato de Prata
200 ppm 0,439 0,052 (95%): 0,359 -
0,518
500 ppm 0,630 0,016 (95%): 0,597 -
0,663

Os resultados encontrados na polidispersdo das nanoparticulas de prata nas
concentragdes de 200 ppm e 500 ppm s&o de 0,439 + 0,052 e 0,630 + 0,016,

respectivamente. Observando esses valores, podemos ver que as amostras apresentam um

21



nivel moderado a alto de polidispersdo, com valores acima do ideal recomendado para a

estabilidade de nanoparticulas de prata.

De acordo com a literatura cientifica, um indice de polidispersao abaixo de 0,2 é
geralmente considerado ideal para a estabilidade de nanoparticulas de prata. Alguns
estudos indicam que um alto indice de polidispersao pode levar a uma maior instabilidade
das nanoparticulas, resultando em agregacdo, sedimentacdo ou perda de atividade

bioldgica.

Segundo SINGH et al., 2016, discute a importancia de avaliar a polidispersdo para
garantir a estabilidade das nanoparticulas em solucdo e, portanto, a eficacia de sua
aplicacdo em diferentes campos. O estudo menciona que muitos extratos vegetais contém
compostos que podem ajudar a controlar o tamanho e a polidispersdo das nanoparticulas
sintetizadas, incluindo polifenois, alcaloides e acidos organicos. No entanto, o estudo
também aponta a necessidade de investigar profundamente os mecanismos subjacentes a
sintese de nanoparticulas a partir de extratos vegetais e sua relacdo com a polidisperséo e

outras propriedades das nanoparticulas.

Portanto, embora os resultados obtidos neste estudo indiqguem um nivel moderado
a alto de polidispersdo, é importante considerar outros fatores que podem afetar a
estabilidade das nanoparticulas de prata. Novos estudos devem ser realizados para avaliar
a influéncia desses fatores e encontrar estratégias para melhorar a estabilidade das

nanoparticulas de prata em diferentes condi¢des.

55 UV-Vis

As NPsAg apresentam banda de ressonancia plasménica de superficie com pico
aproximadamente entre 415 nm a 435 nm presentes na figura 15 e 16, indicando que
houve formacao de NPs produzidas com extrato da folha de bambu gigante.

O intervalo de pico na absor¢do UV-Vis de nanoparticulas de prata geralmente é
utilizado para identificar o tamanho e a forma das particulas. Em geral, a absorcéo ocorre
em comprimentos de onda mais curtos para particulas esféricas em compara¢do com
particulas de bastdo. 1sso ocorre porque a ressonancia plasmoénica é influenciada pela

forma da particula e pela polarizacéo da onda eletromagnética (campo elétrico) incidente.
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No caso das amostras analisadas com concentragdes de 200 ppm e 500 ppm, 0 pico
de absorcdo na faixa de 415 a 435 nm sugere a presenca de nanoparticulas de prata
esféricas, uma vez que este comprimento de onda é tipico das particulas nessa forma

esférica.

Figura 15. Espectroscopia UV-Vis concentracdo 200 ppm com extrato aquoso da FBG.
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Figura 16. Espectroscopia UV-Vis concentra¢do 500 ppm com extrato aquoso da FBG.
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Os picos de absorcdo de UV-Vis observados nas concentracdes de 200 ppm e 500
ppm em torno de 415-435 nm sugerem a presenga da ressonancia plasmonica de

superficie das nanoparticulas de prata com tamanhos médios na faixa de 10-100 nm.

Nanoparticulas de prata com superficie de ressonancia plasmoénica (SPR) na
regido de 415-435 nm sdo frequentemente referidas como "nanoparticulas de prata
vermelha" devido a sua cor caracteristica quando dispersas em solugdo. Nestas variacoes
de pico ocorre uma variagdo de cor caracteristica que varia de marrom avermelhado para
marrom escuro, de acordo com o tamanho das NPs formadas (ALBERNAZ, 2014). LOO
et al., (2012) mostraram que usando Camellia sinensis como agente redutor o pico foi
obtido em 436 nm, enquanto VILCHIS-NESTOR et al., (2008) também utilizando C.

sinensis o pico foi em 430 nm.

Segundo o trabalho de DIAS et al. 2021, utilizando extrato de P. lambertii como
redutor é observado bandas de ressonancia de plasmonica de superficie (SPR) e seus picos
estaveis de maxima absorbancia em 416 nm. IVACHUK et al. 2020, também encontra
bandas de absorbancia ao utilizar extrato aquoso da folha da Bougainvillea glabra choisy,

no pico de 400 nm.

Os resultados encontrados na absorbancia das nanoparticulas de prata nas
concentracdes de 200 ppm e 500 ppm, com picos de absor¢do em torno de 415-435 nm,
sdo consistentes com os resultados esperados para nanoparticulas de prata com extratos

aquosos de origem vegetal, conforme encontrados na literatura cientifica.

5.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier —
FTIR

O FTIR espectro de nanoparticulas de prata € mostrado na Figura 17. A banda em
3287 ,13949 e 1112 cm? corresponde O-H esticando &lcoois e fenois ligados por
hidrogénio. O pico em 2939 cm™ corresponde ao estiramento C-H alcanos. A atribuigéo
em 1764 cm™ corresponde a C=0 é&cido carboxilico. O pico em 1597 cm™ corresponde
ao estiramento N-O composto nitrogenado, o comprimento 1049 cm™ de Estiramento
CO-0O-CO corresponde a anidridos, as bandas observadas em 832 e 654 cm™ corresponde

Estiramento C-Cl e Estiramento C-Br compostos halogenados.
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Figura 17. Espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) da
prata/extrato aquoso da FBG.
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Tabela 9. indice de picos relacionados ao comprimento de onda das biossinteses do

FTIR.
Comprimento de Aspecto da Grupo Classe do composto
Onda (cm™) banda
3287 Forte Estiramento O-H Alcool
2939 Médio Estiramento C-H Alcano
1764 Forte Estiramento C=0 Acido Carboxilico
1597 Forte Estiramento N-O Composto Nitrogenado
1349 Médio Dobramento O-H Alcool
1112 Forte Estiramento C-O Alcool Secundario
1049 Forte Estiramento CO-O-CO Anidrido
832 Forte Estiramento C-Cl Composto Halogenado
654 Forte Estiramento C-Br Composto Halogenado

Os resultados obtidos nos picos de absorbancia de FTIR das nanoparticulas de prata
reduzidas com extrato vegetal podem ser comparados com outros estudos que utilizaram
extratos vegetais na sintese de nanoparticulas de prata. Por exemplo, um estudo de
PHILIP, 2010, mostrou a presenca de picos de absorbancia em torno de 3285 cm, 2923
cm?, 1655 cm™ e 1387 cm™ em nanoparticulas de prata reduzidas com extrato de folhas
de moringa oleifera. Estes picos de absorbancia foram atribuidos a presenca de grupos
OH, grupos alifaticos, grupos C=0 e grupos C-H, respectivamente.

Estudo de KATTI et al., 2006, relatou a presenga de picos de absorbancia em torno
de 3310 cm™, 2930 cm™, 1650 cm™ e 1380 cmem nanoparticulas de prata reduzidas com
extrato de folhas de Acalypha indica. Estes picos de absorbancia foram atribuidos a

presenca de grupos OH, grupos alifaticos, grupos C=0 e grupos C-H, respectivamente.
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Além disso SANHTHOSHKUMAR, RAJESHKUMAR & KUMAR, 2017, também
relataram a presenca de picos de absorbancia em torno de 1650 cm™e 1380 cmlem

nanoparticulas de ouro.

Outro estudo THAKUR, KUMAR & KUMAR, 2019, relatam O espectro FTIR de
nanoparticulas de dioxido de titanio biossintetizadas mostrou picos em 1166,92 atribuido
a grupos C = C de anéis aromaticos. pico em 1091,86 denota as vibragdes C = O de acido
carboxilico e pico em 709,62 correspondem ao estiramento Ti-O-Ti vibragdo de
nanoparticulas de dioxido de titanio. Observacdes semelhantes foram também relatados
por VASCONCELOS et al. (2011) e YILMAZ et al. (2011)

Em geral, os resultados obtidos nos picos de absorbéncia de FTIR das nanoparticulas
de prata reduzidas com extrato aquoso da FBG sdo consistentes com os resultados
relatados na literatura cientifica para nanoparticulas de prata sintetizadas com diferentes
extratos vegetais. Isso sugere que a sintese de nanoparticulas de prata com extratos
vegetais € um método robusto e reprodutivel, capaz de produzir particulas com diferentes

grupos funcionais na superficie.
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6. CONCLUSOES

O extrato da folha de bambu gigante Dendrocalamus Giganteus demonstrou grande
eficiéncia em ser redutor do nitrato de prata para a formacao das nanoparticulas de prata,
se tratando de uma biossintese rapida, de custeio baixo e ecologicamente correto. Bem
como condizente com os efeitos em atividades antimicrobiana, resultou em inibicdes das
bactérias gram positiva e gram negativa. Através dos parametros utilizados para
caracterizar a nanoparticulas foram encontradas bandas satisfatorias com potencial Zeta,
indice de Polidispersdo (PDI) que sugere a homogeneidade do sistema e quanto menor o
valor obtido, preferencialmente < 0,2, maior o grau de homogeneidade da amostra e
também o didmetro hidrodindmico, conduzindo ao equiparar das particulas sua
estabilidade pela reducdo, com tudo as bandas encontradas nas analises realizadas pelo
UV-Vis nos mostram a ressonancia plasménica de superficie distinguidos por serem
tratadas como nanoparticulas esféricas, os parametros encontrados pelas andlises de
FTIR, demonstram os picos dos grupos funcionais encontrados na biossinteses, sendo
eles os maiores para grupos alcodlicos, no qual reflete ao grupo que as nanoparticulas
estdo ligadas. Concluindo a utilizagcdo do extrato aquoso como redutor da prata para a
formacéo de nanoparticulas de prata, € uma metodologia promissora que pode aumentar

a eficiéncia da prata a meio de atividades antimicrobianas.
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