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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias da Saude’ aborda uma série de livros de publicagcdo da
Atena Editora, em seus 15 capitulos do volume |, apresenta a importancia da
farmacovigilancia com o desenvolvimento de estudos relacionados com biomoléculas
ativas na melhoria da qualidade de vida de pacientes, numa perspectiva farmacologica
por meio do desenvolvimento e utilizacdo de novas terapias farmacéuticas.

A farmacovigilancia se relaciona em todos os aspectos com a utilizagao de
medicamentos, desde seu desenvolvimento com estudos preliminares e laboratoriais a
sua utilizacdo empirica ou cientifica, sendo assim, trata-se da ciéncia que desempenha
atividades relativas a identificacéo, avaliagdo, compreensao e prevengao de efeitos
adversos ou quaisquer problemas relacionados ao uso de medicamentos. Desta
forma, cabe a ela identificar, avaliar e monitorar a ocorréncia dos eventos adversos
relacionados ao uso dos medicamentos comercializados no mercado brasileiro, com
0 objetivo de garantir que os beneficios relacionados ao uso desses produtos sejam
maiores que 0s riscos por eles causados.

Atualmente, o desenvolvimento de medicamentos no Brasil se baseia
majoritariamente na utilizacdo de produtos naturais. As plantas fornecem uma gama
de compostos bioativos que podem ser utilizados das mais diversas formas em
medicamentos, possuindo, assim, agdes antifungicas, antibacterianas, antioxidantes,
antidiabéticas, entre outros.

A uniao entre o desenvolvimento e a utilizagcdo de medicamentos compde um
viés gigante para o cuidado com o paciente, uma vez que medicamentos, se utilizados
de forma incorreta, tem elevado potencial de causar mal.

Colaborando com tais descobertas este volume | é dedicado aos pesquisadores
na area da saude que buscam um melhor entendimento sobre o desenvolvimento e
uso de moléculas bioativas. Trazendo artigos que abordam a avaliagcdo da atividade
de diversos compostos biologicamente ativos de plantas; do acido galico sobre a
formacéo de biofilme por Candida albicans; da radiopacidade de cimentos de ionébmero
de vidro indicados para tratamento restaurador atraumatico; da eficiéncia da sintese
de nanoparticulas de prata em extrato de Beta vulgaris para aplicacao em téxteis com
atividade antimicrobiana; e a analise do uso de medicamentos ja produzidos e 0s
danos causados por eles, bem como a automedicacgéo.

Ademais, esperamos que este livro possa mudar a perspectiva do leitor sobre
0 uso inadequado de medicamentos, colaborando e instigando pesquisadores a
conhecer o desenvolvimento de novas drogas e impacto social e econémico do seu
uso pela sociedade.

Nayara Araujo Cardoso
Renan Rhonalty Rocha
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CAPITULO 14

ESTUDO DA EFICIENCIA DA SINTESE DE
NANOPARTICULAS DE PRATA EM EXTRATO DE BETA
VULGARIS PARA APLICACAO EM TEXTEIS COM

Otavio Augusto Leitao dos Santos
Universidade Federal do ABC

Santo André, Sao Paulo
Bianca Pizzorno Backx
Universidade Federal do Rio de Janeiro

Duque de Caxias, Rio de Janeiro

RESUMO: O uso de nanoparticulas de prata
vem ganhando cada vez mais aplicacbes em
diversas areas da ciéncia principalmente pelo
seu potencial antimicrobiano. Entretanto, o uso
de compostos toxicos em sua sintese limita o
uso delas. Buscando uma alternativa eficiente
e de baixo custo para esse processo, neste
trabalho, nanoparticulas de prata (AgNPs) foram
sintetizadas em extratos de beterraba (Beta
Vulgaris) como meio dispersivo. A satisfatéria
metodologia de sintese, morfologia funcional
e repetibilidade s&o também os principais
objetivos deste estudo em nanotecnologia. O
uso de varias espécies de plantas para esta
sintese de nanoparticulas é considerado uma
tecnologia verde, ou seja, ecologicamente
correta, uma vez que nao envolve quaisquer
substancias quimicas nocivas que afetam o
meio ambiente. A caracterizacdo das AgNPs
foi realizada através de microscopia eletrbnica
de varredura (MEV), espectroscopia Uv-visivel
(Uv-vis) e espectroscopia de energia dispersiva
(EDS). Além disso, a eficiéncia antimicrobiana
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foi avaliada pela técnica de disco-difusédo, sendo
possivel observar a atividade microbicida contra
microrganismos isolados da pele humana. As
AgNPs formadas apresentaram atividade contra
todos os fungos e bactérias que foram isolados
da microbiota, apresentando resultados
diferentes com a variacédo da via de sintese. A
atividade antimicrobiana e a impregnacéo das
fibras dos tecidos demonstram seu potencial
uso em ambiente hospitalar, evitando a
disseminagao de patdogenos e o progresso das
infeccdes.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas de prata,
sintese verde, atividade antimicrobiana, téxteis,
ambiente hospitalar.

ABSTRACT: The use of silver nanoparticles
has been gaining more and more applications
in several areas of science mainly due to its
antimicrobial potential. However, the use of
toxic compounds in their synthesis limits their
use. Looking for an efficient and low cost
alternative to this process, silver nanoparticles
(AgNPs) were synthesized in beet extracts (Beta
Vulgaris) as dispersive medium. The satisfactory
methodology of synthesis, functional morphology
and repeatability are also the main objectives
of this study in nanotechnology. The use of
various species of plants for this synthesis of
nanoparticles is considered a green technology,
that is, ecologically correct, since it does not
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involve any harmful chemicals that affect the environment. The characterization of the
AgNPs was performed by scanning electron microscopy (SEM), Uv-vis spectroscopy
(Uv-vis) and dispersive energy spectroscopy (EDS). In addition, the antimicrobial
efficiency was evaluated by the disc-diffusion technique, being possible to observe
the microbicidal activity against microorganisms isolated from the human skin. The
formed AgNPs showed activity against all fungi and bacteria that were isolated from
the microbiota, presenting different results with the variation of the synthesis pathway.
The antimicrobial activity and impregnation of the fibers of the tissues demonstrate
their potential use in a hospital environment, avoiding the spread of pathogens and the
progress of infections.

KEYWORDS: Silver Nanoparticles, green synthesis, microbicidal activity, textiles,
hospital environment.

11 INTRODUCAO

1.1 Nanoparticulas

Ananotecnologia vem ganhando destaque ao longo dos anos, e as nanoparticulas
tém surgido com grande potencial de aplicacdo em diversas areas da ciéncia, como
agricultura, medicina, biotecnologia, industria alimenticia e eletrénica (NOGUEIRA,
PAINO, ZUCOLOTTO. 2013). As nanopatrticulas, normalmente sao classificadas como
tal quando possuem tamanho de 1 até 100 nanémetros (CHALOUPKA et al. 2010).
Devido ao seu tamanho em nanoescala, a razao entre a area de superficie e o volume
das nanoparticulas aumenta, fazendo com que elas se tornem mais reativas. Com
isto, surge novas propriedades e comportamentos eletrénicos e dpticos diferenciados,
baseando-se nas caracteristicas especificas, tais como tamanho, morfologia,
distribuicéo, recobrimento e estado de agregacdo. A geracdo de nanoparticulas
metalicas se resume em: primeiramente meio reacional atua reduzindo os ions
metalicos, formando atomos neutros, que colidem e formam um nudcleo estavel,
em um processo chamado de nucleacao (Figura 1). Posteriormente, outros atomos
colidem com este nucleo, formando particulas maiores, em um processo chamado
de crescimento. Por fim, ocorre a estabilizacdo da particula, seja pelo esgotamento
dos ions metalicos precursores ou pelo revestimento das particulas por moléculas
presentes no meio reacional que impeca a aglomeracéo.

Ciéncias da Saude Capitulo 14
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Figura 1: Processo de reducéo, nucleagao, crescimento e estabilizacdo do metal como
nanoparticula.

1.2 Métodos de sintese de nanoparticulas

Sinteses quimicas s&o o0s métodos mais comuns para a producdo de
nanoparticulas € consistem em um processo que necessita de trés componentes: um
ou mais precursores metalicos, agentes redutores, que atuam reduzindo os metais
precursores, e agentes estabilizadores que estabilizam e evitam que as nanopatrticulas
continuem crescendo, formando aglomerados (CHALOUPKA et al. 2010). Dessa forma,
modificando o agente estabilizador, é possivel obter particulas de diversos formatos
e tamanhos, que, consequentemente, podera resultar em diferentes propriedades,
permitindo, assim, a diversificacdo do emprego das nanoparticulas (GARCIA, 2011).
Os métodos de sintese quimica, geralmente, utilizam compostos téxicos (ALI,
MOHAMMAD et al. 2016), que trazem danos ao meio ambiente e a sautde humana.
Eles acabam inviabilizando o uso de nanoparticulas em areas como na medicina,
pois eles podem ser adsorvidos nas superficies das nanoparticulas sintetizadas. Mas
ainda, pode ocorrer a geracao de subprodutos perigosos demandando um tratamento
especial, portanto, aumento nos custos da producéo (H. PENG et al. 2013; O.S.
OLUWAFEMI et al. 2013).

Métodos alternativos as sinteses tradicionais vém sendo desenvolvidos, como a
sintese utilizando extratos vegetais e microrganismo (SINGH et al. 2015) conhecidas
como sintese verde, buscando procedimentos que sejam menos agressivos ao meio
ambiente e a saude humana, porém com alto rendimentos e baixo custo. Essas rotas
de sintese tendem a utilizar solventes de baixa ou nenhuma toxicidade, os quais levam
a um impacto ambiental baixo e reduzem os possiveis riscos a saude humana.

A biossintese de nanoparticulas através de fungos e bactérias, podem ser
realizadas intracelularmente por meio de moléculas ou enzimas, ou extracelularmente,
no qual, moléculas secretadas podem atuar reduzindo os metais precursores (SINGH
et al. 2015). Diversos microrganismos ja foram utilizados, como o fungo filamentoso
Fusarium oxysporum, leveduras, bactérias como Bacillus megaterium, B. subtilis,
Morganella spp. e Catharanthus roseus (GAIKWAD et al. 2013; SINGH et al. 2015;
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KEAT et al. 2015). Contudo, a necessidade de cultivar os microrganismos, de assepsia
e o fato de muitos ndo crescerem na presenca de altas concentracbes de prata séo
desvantagens dessa rota de sintese. (P.P.N. VIJAY KUMAR et al. 2014; KEAT et al.
2015).

O uso de extrato de plantas pode ser vantajoso comparado a outros métodos,
uma vez que a velocidade da reacdo para a sintese € muito alta, permite uma facil
producdo em larga em escala e n&o utiliza microrganismos, que demandam assepsia
e custos com a manutencdo desse crescimento (KEAT et al. 2015). Sabe-se que
0s vegetais produzem diversas moléculas antioxidantes, que poderiam atuar na
producao de nanoparticulas (Figura 2). Biomoléculas como aminoéacidos, proteinas,
polissacarideos, além de metabdlitos secundarios como flavonoides, acido tanico e
terpendides, podem atuartanto reduzindo o precursor metalico, bem como, estabilizando
as nanoparticulas, impedindo sua aglomeragcéo. Assim como no método quimico,
a geracao de AgNPs em extrato vegetais se resume em primeiramente, moléculas
bioativas presente no extrato reduzem o precursor metalico formando 4tomos neutros,
seguidos do processo de nucleacéo e crescimento que se finaliza pelo esgotamento
dos ions metélicos disponiveis para a reducéo ou pelo revestimento das particulas por
compostos presentes no extrato que impeca a aglomeracao (M. VIJAYAKUMAR et al.
2013).

Folhas

Frutas

Sementes
\ o Extrato vegetal

Figura 2: Processo de sintese de AQNPs em extratos vegetais.

No entanto, esse mecanismo de sintese nao é totalmente elucidado, visto que os
extratos vegetais sdo complexos por apresentarem diversos compostos e o sinergismo
entre eles podem ser fundamentais. Outro fator é que os componentes presentes
nos extratos podem variar muito, até mesmo dentro da mesma espécie, por conta
de fatores bidticos, abibticos e o estagio de desenvolvimento da planta. Estes fatores
podem influenciar diretamente a fisiologia do vegetal e todo seu crescimento. Também
ja foi visto que a condicdo do material utilizado e o procedimento de extracédo também
influenciam no processo (FAROOQUI et al. 2010).

Neste trabalho, foi escolhido a beterraba (Beta Vulgaris) para a preparo dos
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extratos. A beterraba (Beta Vulgaris) € uma hortalica com raizes tuberosas, que serve
como um &érgéo para armazenar agucares como reservas. Nativa do Mediterraneo,
ela é amplamente cultivada ao redor do mundo, principalmente na América, Europa e
india (JAIN & SINGHAI. 2012). Comercialmente, a raiz da beterraba é explorada como
alimento, corante em muitos produtos como doces e sorvetes; mas também, como
aditivos em cosméticos (KUJALA et al. 2011). Ela possui os pigmentos chamados
de betalainas, que sao compostos nitrogenados proveniente do metabolismo
secundario e podem ser classificados em betacianinas e betaxantinas que conferem
a cor vermelho-violeta e amarelo-laranja, respectivamente (KUJALA et al. 2002; JAIN
& SINGHAI 2012; GONCALVES, L. C. P. et al. 2015). Na beterraba, as betalainas
sé@o encontrados principalmente na raiz (KUJALA et al. 2002). Como o extrato de
beterraba é rico em compostos antioxidantes e agucares que poderiam atuar como
agentes redutores, torna-se interessante para a produgdo de AgNPs. Além disso,
como a beterraba € amplamente distribuida e bastante acessivel economicamente, os
preparos dos extratos sao relativamente simples e ndo apresentam toxicidade ao ser
humano, tornando-se um potencial meio para a sintese das nanoparticulas.

1.3 Mecanismos antimicrobianos e aplicacoes das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata ganharam bastante notoriedade por seu potencial
antimicrobiano, além de apresentarem estabilidade e baixa toxicidade, diferentemente
dos sais e ions de prata que sdo amplamente conhecidos por sua capacidade
microbicida, porém apresentam uso limitado devido sua alta toxicidade e baixa
estabilidade (S. MOHANTY et al. 2012). A atividade antimicrobiana das nanoparticulas
de prata ainda ndo é totalmente compreendida, entretanto, & visto que as AgNPs
interagem com uma gama de processos moleculares que podem levar a morte celular
(LARA et al. 2011). Acredita-se que nanoparticulas de prata interajam diretamente com
elementos parede e da membrana celular causando danos estruturais que alteram sua
permeabilidade levando a liberacdo do conteudo intracelular e forcando a dissipacéo
de prétons que afeta o gradiente eletroquimico, importante para a respiracéo celular.
Estes eventos acabam ocasionado a morte celular (LARA et al. 2011; S. LOKINA. et
al. 2014).

Outro mecanismo proposto é que AgNPs e seus ions de prata (Ag+) liberados
possam atuar nos grupamentos fosfato das moléculas do DNA, resultando em danos
e em sua condensacao, inibindo o processo de replicacdo (MORONES et al. 2005;
V.K. SHARMA et al. 2009; S. MOHANTY et al. 2012; SINGH et al. 2015). Além disso,
as AgNPs e ions de prata (Ag+) formariam complexos com os grupos tiois (-SH) de
residuos de cisteinas em proteinas inibindo funcbes enzimaticas importantes, como
as respiratorias e de traducé@o de proteinas, levando a morte celular (V.K. SHARMA
et al. 2009; S. MOHANTY et al. 2012; S. LOKINA. et al. 2014). Também poderiam
atuar como catalisadores da producao de espécies reativas de oxigénio, como anions
superoxido e peroxido de hidrogénio, gerando um estresse oxidativo levando a ruptura
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da membrana celular (LARA et al. 2011; S. MOHANTY et al. 2012). E provavel que
haja uma acéo sinérgica de diferentes mecanismos, o que torna o surgimento de
resisténcia mais dificil. Além disso, o efeito antimicrobiano é dependente da forma,
tamanho, revestimento e concentracéo das nanoparticulas (S. LOKINA. et al. 2014).

A propriedade antimicrobiana das nanoparticulas prata (AgNPs) torna essas
nanoestruturas aplicaveis em diferentes areas onde é preciso combater a proliferacéo
desordenada de microrganismos. Ja foi demonstrado o efeito antimicrobiano contra
patdgenos de relevancia médica para humanos, como E. coli, S. aureus, P. aeruginosa,
K. pneumoniae e C. albicans. (S. LOKINA et al. 2014). Além disso, com o surgimento
de microrganismos resistentes a farmacos utilizados hoje no mercado, as AgNPs tém
surgido como uma alternativa para o tratamento de doencas causadas por esses
patdgenos. Dessa forma, com seu potencial microbicida, elas podem ser utilizadas no
revestimento de cateteres, proteses e curativos, diminuindo o risco de infec¢ao (KEAT
et al. 2015).

No setor alimenticio, uma das principiais potenciais de aplicacbes das AgNPs é a
criacao de embalagens de alimentos com propriedades antimicrobianas, preservando
o alimento durante tempos mais longos (CHAUDHRY et al. 2010). Outra aplicacao
das AgNPs é na industria téxtil. Os materiais téxteis podem proporcionar um ambiente
favoravel ao crescimento de bactérias e fungos, pois sdo capazes de reter umidade.
O crescimento deles pode gerar danos aos tecidos, como descoloracédo e reducao
da resisténcia. Além disso, também causar odores e irritagcdes de pele. Em hospitais,
pacientes, principalmente aqueles com baixa imunidade, podem desenvolver infec¢oes
causadas por microrganismo presentes em lengois e travesseiros.

Com a eficacia antimicrobiana das AgNPs relatada na literatura, elas vém sendo
estudas para sua implementacdo em téxteis inteligentes. Um “tecido inteligente” é
aquele composto por fibras que pode reagir ante a variagdo de um estimulo, luz,
calor, suor, crescimento microbiano, no lugar onde se produz a variagdo do estimulo,
mas que se comporta como uma fibra normal no local onde este nao se produz. Por
exemplo, uma fibra inteligente, mediante a variacéo da intensidade de luz, altera sua
cor (CEGARRA, 2006). Dessa forma, tem-se desenvolvido pesquisas baseadas no
desenvolvimento tecidos que contenham agentes antibacterianos como as AgNPs.
(GARCIA, 2011). A sintese de AgNPs em meios que apresentem baixa ou nenhuma
toxicidade, mas que ainda apresente alta eficiéncia, pode tornar viavel a aplicacao
delas em téxteis hospitalares. Portanto, o objetivo deste trabalho € gerar novas rotas
de sintese de nanoparticulas de prata utilizando extratos vegetais de Beta Vulgaris
para a criagao de téxteis hospitalares com potencial antimicrobiano
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2| METODOLOGIA

2.1 Preparo dos extratos de beterraba (Beta Vulgaris)

A beterraba utilizada foi comprada em um mercado local, apresentando-se sem
danos aparentes. Ela foi lavada com dgua comum para retirar as impurezas aparentes,
descascada e cortada em pedacgos de 2-3 centimetros de comprimento. A partir deste
material os extratos foram preparados por diferentes metodologias. Para o preparo
do extrato por infusdo, 50 ml agua destilada foi aquecida até o ponto de ebulicdo e
adicionado em um béquer com 20 gramas (g) de beterraba cortada, onde permaneceu
fechado por 30 minutos armazenado em temperatura ambiente. Para o preparo do
extrato por decoccéo, 20 g de beterraba foi adicionado em um béquer tampado com
50 ml de agua destilada, e aquecida em chapa de aquecimento até o ponto de fervura,
0 qual permaneceu fervendo por 5 minutos, seguindo de 20 minutos em repouso ao
abrigo da luz. E para preparar os extratos por maceragao, 20 g de beterraba foram
trituradas e maceradas com 50 ml de agua destilada até adquirir consisténcia como a
de uma pasta, que permaneceu em repouso por 24 horas ao abrigo da luz. Todos os
extratos foram filtrados com uma peneira e gaze para retirar o material solido presente
e armazenadas em um frasco &mbar na geladeira a 4 °C.

2.2 Analise Fitoquimica dos extratos de beterraba

Para realizar uma triagem de quais compostos podem estar presentes nos
extratos realizamos testes fitoquimicos para diversos grupos de metabolitos. Para
alcaloides, foi adicionado 1 ml do extrato e 1 ml de acido cloridrico (HCI) 0,1 M em trés
tubo de ensaio. No 1° tubo, foi adicionado 0,25 mL (5 gotas) do reagente Bouchardt;
no 2° foi adicionado 0,25 mL (5 gotas) de reativo de Dragendorff e no 3° foi adicionado
0,25 mL (5 gotas) de Reagente de Mayer. A presenca de alcaloides é confirmada com
a formacao de precipitados insoluveis.

Para verificar a presenca de taninos e fendis foi adicionado 0,25 mL (5 gotas) de
solucéo alcodlica de FeCI3 a 3% em 1ml do extrato e agitado fortemente. A formacéao
de precipitados de cor azul ou verde indica a presenca de taninos. O surgimento de
coloracéo entre o violeta e o vermelho, é indicativo da presenca de outros fendis, que
nao os taninos.

Para verificar a presenca de flavonoides, foi adicionado 2mL de metanol 50%
a quente a 1 ml dos extratos, e adicionadas limalhas de magnésio e 0,5 ml de
acido cloridrico (HCI) concentrado. Apés um repouso de 15 minutos é observado o
aparecimento da coloracao entre vermelho, laranja ou parda. Para verificar a presenca
de saponinas, os extratos foram agitados por trés minutos e foi observada a presenca
espuma persistente por mais de 15 minutos. E para polissacarideos, foi adicionado a 1
ml do extrato e 0,50 mL (10 gotas) de Lugol. O aparecimento de coloragéo azul indica
resultado positivo.
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2.3 Biossintese das nanoparticulas de prata

A biossintese das nanoparticulas de prata foi realizada inicialmente nos quatro
extratos, no qual, 100 ul de AgNO, 0,1 M foi adicionado em 5 ml dos extratos e posto
em ebulicdo por 5 minutos. Posteriormente, foram armazenadas ao abrigo da luz em
temperatura ambiente.

2.4 Caracterizacao das AgNPs por Espectrofotometria UV-Vis

As amostras foram centrifugadas duas vezes por 10 minutos, a 10.000xg e 22
°C. Os pellets formados foram ressuspendidos em agua destilada, mesmo volume
inicial das amostras centrifugadas. A formacao e estabilidade das nanoparticulas nos
extratos foram avaliadas através do Espectrofotdmetro UV-Vis. As amostras resultantes
foram diluidas na proporcéao de 1:20 e foram analisadas por UV-Vis de 190 a 700 nm
utilizando agua destilada como branco.

2.5 Caracterizacao das AgNPs no tecido por microscopia eletrénica de varredura

(MEV) e espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS)

Para a analisar a dispersao e o comportamento da AgNPs nas fibras do tecido,
as amostras de AgNPs sintetizadas nos extratos foram adicionadas em uma amostra
de tecido hospitalar 100% algodéo fixado a uma fita do carbono, secas em uma estufa.
Além disso, para maior aproximacgao e resolucao das imagens, as amostras também
foram adicionadas em duas camadas de gaze de algodao, por possuir menos fibras
de tecido, e fixadas em uma fita de carbono. O controle usado foi o tecido 100%
algodéo sem tratamento com AgNPs. A analise de espectroscopia de raio X por energia
dispersiva (EDS ou EDX) foi realizada utilizando o detector especifico no microscopio
eletrdnico de varredura.

2.6 Isolamento de microrganismos

O isolamento de microrganismo foi realizado por meio do plaqueamento a partir
de pele humana com placa de Petri (90 mm X 15 mm) contendo meios Agar Manitol
Salgado e Agar Sabouraud, e colocadas na estufa a 37 °C. Apos 3 dias, as col6nias que
cresceram foram selecionadas e transferidas para um tubo contendo soro fisiologico,
e através de um swab, inoculadas em uma nova placa de Petri com os respectivos
meios de cultura para o crescimento. O processo foi repetido até a obtencdo de uma
cultura pura. As placas com os microrganismos foram armazenadas em geladeira a 4°
C, transferindo para uma nova placa a cada um més e meio.

2.7 Teste antimicrobiano (disco-difusao)

O teste antimicrobiano foi realizado através da metodologia disco-difusdo, no
qual, os microrganismos foram previamente preparados em placas com 0s meios
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Agar Manitol Salgado para as bactérias e Agar Sabouraud para os fungos. Colénias
formadas na placa foram transferidas para um tubo com 3 ml de soro fisiologico,
comparando com um padrao de 0,5 na escala de McFarland, que indica que contém
aproximadamente 1,5 x 10° unidades formadoras de colbénias (UFC)/mL. Entéao foi
semeado com a ajuda de um swab em uma placa de Petri com os meios Agar Manitol
para as bactérias e Agar Sabouraud para os fungos. A semeadura foi feita de maneira
homogénea para que ocorresse crescimento em toda a placa, e entdo colocado os
discos brancos e estéreis, onde cada disco foi colocado 10 pl da solucéo a ser testada,
posto 37°C por 24 horas. O branco negativo usado foi o soro fisiolégico e o branco
positivo nitrato de prata (AgNO,).

Foram testadas as amostras de AgNPs sintetizadas nos trés extratos (infusao,
decoccao e macerado) e os microrganismos utilizados foram os selecionados a partir
do plagueamento.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a metodologia de extracao foi possivel verificar que as coloragdes dos
extratos variaram entre vermelho vivo e violeta, no qual, o extrato por decoccao
apresentou cor violeta, o extrato infusdo apresentou cor vermelho-vivo e 0 macerado,
vermelho. Este resultado torna evidente que a variagcdo no preparo dos extratos levou
a diferencas em seus teores extrativos.

A analise fitoquimica n&o apresentou variacdo nos resultados entre os extratos,
0s quais, as reacdes mostraram a presenca de saponinas e flavonoides. A espuma
confirmando a presenca de saponinas demonstrou-se estavel por horas, confirmando
a presenca destes. A confirmacdo da presenca de flavonoides foi obtida pela
formacao de coloracéo parda-amarelada. Entretanto, os resultados foram negativos
para alcaloides nos trés reagentes (Dragendorff, Bouchardt e Mayer), para taninos,
fendis e polissacarideos. A presenca de flavonoides e saponinas, podem ajudar nas
sinteses das AgNPs, uma vez que poderiam atuar tanto que agentes redutores quanto
estabilizadores. Durante a biossintese de AgNPs nos extratos vegetais de Beta Vulgaris
foi possivel verificar a mudanca cor para coloracdo marrom (Figura 3) que pode ser um
indicativo de formacédo de nanoparticulas (R. PARAMESHWARAN et al. 2013).
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Figura 3: Coloragao dos extratos preparados por decocgédo (A) e infuséo (B) apos a biossintese
de AgNPs.

A caracterizacdo inicial das nanoparticulas sintetizadas utilizando-se extratos
obtidos por decoccgéo, infusdo e macerado também foi realizada por Espectrofotometria
UV-Vis. A presenca de nanopatrticulas de prata pode ser identificada pela presenca de
banda plasménica na faixa de aproximadamente 380-480 no comprimento de onda, por
conta do fendmeno de Ressonéncia Plasmdnica de Superficie (SRIDHARA et al. 2013,
M. VIJAYAKUMAR et al. 2013). Esse fenbmeno € resultante da oscilagao coletivas de
elétrons na superficie de metais, causada pela irradiacéo da luz visivel. Este efeito
€ fortemente influenciado pela forma, tamanho e estado de agregacao das particulas
(SRIDHARA et al. 2013). Nanoparticulas de prata com 5 a 10 nm de diametros,
normalmente, apresentando bandas plasménicas em comprimentos de onda na faixa
de 380-390 nm, e a medida que crescem, as bandas plasmdénica também aumentam
(SRIDHARA et al. 2013). Todos os extratos apresentaram bandas caracteristicas de
AgNPS, com o pico da banda plasmdnica em 405, 431 e 436 nm para os extratos de
infusédo, decoccéo e macerado, respectivamente (Figura 4). Estes resultados indicam
gue houve a formacéo de AgNPs bem como sua estabilizacdo. O espectro do extrato
realizado por maceragao apresentou um descolamento para a direita, 0 que pode ser
resultante da formacé&o de agregados.

Uv-vis das AgNPs sintetizadas nos extratos

Absorbdicia
=]
o

1900 2300 270.0 3100 3500 3900 4300 4700 5100 5500 5%0.0 6300 670.0
Comprimento de onda (nm)

e DecocgB0 Macerado e Infusdo

Figura 4: Espectro de absor¢éo obtido por UV-Vis da sintese de AgNPs nos extratos de
beterraba (Beta Vulgaris).
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Amicroscopiaeletrénicadevarredurapermitiuratificardosresultados apresentados
pelo UV-Vis, bem como avaliar a dispersao das AgNPs nas fibras do tecido. Na figura
5, é possivel observar, as AgNPs sintetizadas no extrato preparado por maceragao,
caracterizadas por serem luminosas por conta dos elétrons secundarios emitidos,
dispersas nas fibras do tecido hospitalar e na gaze (Figura 5-A e B, respectivamente).
O uso da gaze com apenas duas camadas permitiu imagens como maior aproximacao,
uma vez que, o tecido é um mau condutor elétrico, portanto, causavam limitacdes na
técnica de microscopia que utiliza como principio, a emissao de feixe de elétrons para
a obtencao da imagem.
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Figura 5: Observacéo das AgNPs produzidas no extrato por maceracéo dispersas nas fibras

do tecido no hospitalar (A) e em gaze (B); e das AgNPs produzidas no extrato por decoc¢ao

no tecido hospitalar (C) e a impregnacéo das AgNPs na fibra da gaze (D). As setas marcam
algumas AgNPS encontradas

Nas imagens obtidas da AgNPs sintetizadas no extrato por decoccéo (Figura
5-C e D), ha visualmente uma quantidade maior de AQNPs comparada com o extrato
aquoso, e elas se encontram bem dispersas e impregnadas ao longo do tecido
confirmando o resultado obtido pelo Uv-vis. Da mesma forma, foi observado para
as AgNPs sintetizadas a partir dos extratos por infuséo (Figura 6-A e B). Conforme
esperado, a analise por EDS confirmou que as particulas observadas eram compostas
de prata (Figura 7).
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Figura 6: Observagao das AgNPs produzidas no extrato infuséo dispersas em tecido hospitalar
(As setas marcam algumas AgNPS encontradas).
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Figura 7: Espectro de raios X (EDS) obtido das AgNPs sintetizadas no extrato aquoso. Observa-
se a presenca de prata (Ag) na amostra testada.

Buscando avaliar a atividade antimicrobiana, isolamos microrganismos a partir da
pele com meios seletivo para leveduras chamado Agar Sabouraud, e o meio seletivo
para bactérias gram-positivas chamado Agar Manitol Salgado. Este Gltimo é usado
frequentemente no isolamento de Staphylococcus aureus. Diversos microrganismos
cresceram nas placas e foram isolados. Eles foram nomeados utilizando ordem
de isolamento, tipo de microrganismo (levedura, fungos filamentosos ou bactérias)
e coloracdo. Entretanto, ainda nado foi possivel realizar a sua identificacdo. Os
microrganismos utilizados foram os fungos, FTO4BL e FTO5BL, e as bactérias TO3AA,
TO1AR e TO1AA.

No teste antimicrobiano, os extratos puros nao apresentaram atividade inibidora
contra nenhum dos microrganismos testados, bem como, o controle negativo utilizado
constituido de solucgao fisioldgica (0,9 % NaCl). Conforme, o esperando o controle
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positivo, o nitrato de prata (AgNO,) apresentou atividade inibidora contra todos os
microrganismos testados (Figura 8).

Dos extratos testados contendo AgNPs, o extrato obtido através de decoccgao
apresentou melhores atividades inibidoras, enquanto que o extrato aquoso, apresentou
atividades inibidoras menores. Este resultado provavelmente se deve ao fato de que,
o extrato aquoso foi menos eficiente na sintese de AgNPs. Além disso, seus espectros
obtidos no espectrofotdmetro indicam a formac&o de agregados, e como relatado
na literatura, quanto maiores as nanoparticulas menores atividades antimicrobianas
elas possuem. Além disso, observa-se que a atividade antimicrobiana contra o fungo
FTO4BL foi maior para as AgNPs nos extratos, do que para o nitrato de prata (AgNO,).

Antimicrobiano
50
40
Diametro
do halo 30
de inibicao
{mm) 20
i I I I
1 ] 'l s
AgNO3 Infusao Decocao Macerado
mFT04ABL wFTOSBL » TOSAA mTOIAR mTOLAA

Figura 8: Grafico dos diametros dos halos de inibicao formados pelas amostras de AgNPs
sintetizadas nos extratos e do controle positivo.

Entretanto, esta € uma técnica qualitativa que pode fornecer falsos positivos e
negativos, portanto, &€ necessario realizar testes mais precisos como o de concentracéo
inibitéria minima (CIM) para resultados quantitativos, bem como, utilizar cepas padréo
como a ATCC, buscando gerar uniformidade entre os microrganismos utilizados e
aqueles ja estudados na literatura. Vale ressaltar que mesmo que os resultados das
atividades antimicrobiana tenham sido, no geral, inferiores a do AgNO, puro, parte do
volume das amostras testadas sédo constituidas de agua destilada ou pelo extrato, e
consequentemente, temos uma concentracao de prata menor. Isto é economicamente
importante, visto que, a prata tem um custo consideravelmente maior do que o extrato
utilizado na sintese verde das nanoparticulas, ja foi visto que as AQNPs apresentam
atividade antimicrobiana de maneira persistente, enquanto que a prata nas suas formas
ibnicas perde atividade rapidamente e em grandes concentragdes apresentam alta
toxicidade. Dessa forma, obter AQNPs apresentem atividade antimicrobiana, porém
com baixa custo e toxicidade pode ser uma alternativa promissora.
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41 CONCLUSAO

E possivel concluir os extratos de beterraba (Beta Vulgaris) podem ser utilizados
como um meio redutor e estabilizador para a sintese verde de nanoparticulas de prata
com metodologia simples, sem a formacao de subprodutos téxicos ao meio ambiente
ou a saude humana e com repetibilidade.

Através da caracterizacdo por Espectroscopia UV-visivel, microscopia
eletrdnica de varredura e EDS foi confirmado a formacé&o de AgNPs, sua disperséao
e impregnacdo nas fibras dos tecidos. Os resultados obtidos com os testes
antimicrobianos demonstrando a atividade contra microrganismo isolados a partir da
pele, principalmente das AgNPs sintetizadas no extrato por decoccéao. Este resultado
demonstra o potencial das AgNPs como agentes antimicrobianos, uma vez que elas
se apresentaram eficientemente dispersas e impregnadas nos tecidos, desta forma
seu uso em tecidos hospitalares e em materiais para curativos como gazes e ataduras
pode ser uma medida preventiva contra a disseminagdo de infeccdo hospitalar, que
€ uma causa comum de morte dentro dos hospitais, e possuir potencial acdo contra
contaminacgao de feridas, impedindo a progressao de doengas ou surgimento delas.
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