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RESUMO

A crescente resisténcia dos patogenos aos antibioticos tem levado a industria farmacéutica a
buscar métodos alternativos, como a utilizagdo de nanoparticulas. As nanoparticulas de prata
(AgNPs), em particular, tétm se destacado como uma solu¢do promissora devido as suas
propriedades antimicrobianas. No entanto, os métodos convencionais de sintese dessas
nanoparticulas frequentemente envolvem solventes quimicos, que geram residuos toxicos,
impactando negativamente o meio ambiente e a saude humana. Nesse contexto, a sintese
verde surge como uma alternativa, sendo ecoldgica, econdmica e atoxica. Uma das estratégias
promissoras ¢ o uso do mel, que devido sua composi¢do pode atuar como um agente redutor e
estabilizante na sintese de nanoparticulas inorganicas, oferecendo uma maneira mais
sustentavel e segura para a producdo de nanoparticulas. Assim, o objetivo deste trabalho foi
utilizar a sintese verde por meio do mel para obter AgNPs, e avaliar sua estabilidade e
atividade antimicrobiana. A estabilidade das AgNPs foi monitorada por espectrometria
UV-Vis, revelando uma estabilidade de 90 dias, caracterizada pela auséncia de precipitagdo e
um leve escurecimento ao longo do tempo. O tamanho e a concentracdo foram determinados
por Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA), com valor médio de 141.6 nm + 4.4
nm e concentragdo de 2,82 x 10® + 3,75 x 10° particulas/mL. A anélise por Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS) apresentou um diametro hidrodindmico médio de 126,49 nm, indice
de polidespersdao de 3,465 e potencial zeta de -13,77 mV. A andlise dos componentes e
metabolitos secundarios do mel revelou uma concentragdo de flavonoides de 55,88 EQ/Kg e
de polifendis de 347,4 mg/Kg, taninos de 251,25 mg/Kg e uma de porcentagem de 87,9% de
acucares redutores. A CIM (concentragdo inibitoria minima) e CFM (concentragao
fungistatico minima) para Candida albicans demonstrou atividade fungicida em concentracao
de > 1,41 x 107 particulas/mL e fungistatica em > 7,05 x 10° particulas/mL. Para Escherichia
coli, a CIM e CBM (Concentrac¢do bacteriostatica minima) foi de > 2,82 x 107 particulas/mL.
Os resultados do Staphylococcus aureus da CIM e CBM mostraram atividade em
concentragdes de > 7,05 x 10° e > 3,52 x 10°, respectivamente. Os resultados demonstram que
as AgNPs sintetizadas apresentaram estabilidade e atividade antimicrobiana contra o fungo, a
bactéria Gram-negativa e a bactéria Gram-positiva testados, sugerindo que podem ser uma
abordagem promissora contra esses microrganismos como no revestimento de materiais

médico-hospitalares.

Palavras-chave: sintese verde; atoxico; nanoparticulas inorganicas.



ABSTRACT

The growing resistance of pathogens to antibiotics has led the pharmaceutical industry to seek
alternative methods, such as the use of nanoparticles. Silver nanoparticles (AgNPs), in
particular, have emerged as a promising solution due to their antimicrobial properties.
However, conventional methods for synthesizing these nanoparticles often involve chemical
solvents, which generate toxic waste, negatively impacting the environment and human
health. In this context, green synthesis emerges as an alternative, being ecological,
economical, and non-toxic. One promising strategy is the use of honey, which, due to its
composition, can act as a reducing and stabilizing agent in the synthesis of inorganic
nanoparticles, offering a more sustainable and safer method for nanoparticle production.
Thus, the aim of this study was to use green synthesis through honey to obtain AgNPs and
evaluate their stability and antimicrobial activity. The stability of the AgNPs was monitored
by UV-Vis spectrometry, revealing a stability of 90 days, characterized by the absence of
precipitation and a slight darkening over time. The size and concentration were determined by
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), with an average value of 141.6 nm + 4.4 nm and a
concentration of 2.82 x 10° + 3.75 x 10° particles/mL. Dynamic Light Scattering (DLS)
analysis showed an average hydrodynamic diameter of 126.49 nm, a polydispersity index of
3.465, and a zeta potential of -13.77 mV. Analysis of the components and secondary
metabolites of honey revealed a flavonoid concentration of 55.88 EQ/Kg, polyphenols of
347.4 mg/Kg, tannins of 251.25 mg/Kg, and 87.9% of reducing sugars. The minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum fungistatic concentration (MFC) for Candida
albicans showed fungicidal activity at a concentration of > 1.41 x 10" particles/mL and
fungistatic activity at > 7.05 x 10° particles/mL. For Escherichia coli, the MIC and minimum
bacteriostatic concentration (MBC) were > 2.82 x 107 particles/mL. The results for
Staphylococcus aureus showed MIC and MBC activity at concentrations of > 7.05 x 10° and >
3.52 x 10° respectively. The results demonstrate that the synthesized AgNPs exhibited
stability and antimicrobial activity against the fungus, Gram-negative bacteria, and
Gram-positive bacteria tested, suggesting they may be a promising approach for combating

these microorganisms, such as in the coating of medical and hospital materials.

Keywords: green synthesis; non-toxic; inorganic nanoparticle.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana representa um desafio significativo para a satde publica
global, constituindo uma ameaca crescente a eficacia dos tratamentos antimicrobianos. Essa
resisténcia origina-se, principalmente, do uso inadequado e excessivo de antimicrobianos,
bem como da administragdo irracional de medicamentos. Ao longo do tempo, essas praticas
permitem que bactérias adquirem mecanismos de defesa contra os antibidticos tradicionais,
dificultando assim o tratamento (Furtado ef al., 2019).

Devido a crescente resisténcia bacteriana, estudos alertam que, até 2050, as infecc¢des
causadas por microrganismos resistentes poderdo resultar em até 10 milhdes de mortes,
tornando-se um dos maiores desafios para a saude publica global. Nao ir4 afetar apenas a
satde, mas também tera um impacto na economia global (Fernandes; Pereira; Claudia, 2020).
Em resposta a esse problema crescente, nos ultimos 30 anos, a industria farmacéutica tem
intensificado seus esforcos na pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos para
combater a resisténcia bacteriana (Crisan et al., 2021).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém atraido crescente atengdo na pesquisa
cientifica devido as suas potentes propriedades antibioticas, especialmente no combate a
microrganismos resistentes a antibidticos convencionais. Estudos demonstram que as AgNPs
sdo eficazes contra uma ampla gama de bactérias, incluindo Gram-positivas e
Gram-negativas, além de anaerobios, fungos e virus. Dependendo do agente redutor utilizado
para sua sintese, estas podem agir sinergicamente, potencializando a agdo antimicrobiana,
tornando-se ainda mais efetivo (Kang et al., 2019; El-Gebaly et al., 2024).

Os métodos convencionais empregados na sintese de nanoparticulas incluem uma
variedade de abordagens, cada uma com caracteristicas e vantagens especificas para a
produgdo de nanoparticulas com diferentes propriedades morfoldgicas e funcionais. Dentre
esses métodos, destacam-se o método de Turkevich-Frens, que utiliza citrato trissédico como
agente redutor; o método de Brust—Schiffrin, que emprega brometo de tetrabutilamonio e
1-dodecanethiol; e 0 método de Martin, que faz uso de borohidreto de sédio e 1-dodecanethiol
(Coura et al., 2018; Hammami et al, 2021; Thipe et al., 2022).

Os métodos convencionais de sintese de nanoparticulas geralmente envolvem
processos fisicos, quimicos e biolodgicos, que utilizam solventes e frequentemente geram
residuos toxicos. Esses residuos podem representar riscos significativos tanto para o meio

ambiente quanto para a saide humana. Como alternativa, a sintese verde se apresenta como
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uma abordagem mais sustentdvel, ecoldgica e econdomica. Esse método, geralmente, exige
baixa energia e ndo ¢ toxico, utilizando reagentes naturais e renovaveis, como extratos
vegetais, frutas, fungos, enzimas e residuos agricolas. Essa abordagem nao s6 reduz o impacto
ambiental, mas também oferece uma maneira mais segura e eficiente de produzir
nanoparticulas (Gupta et al., 2023; Papolu; Bhogi, 2023).

Em sua composi¢ao predominante, o mel ¢ formado por aglcares como glicose,
sacarose ¢ frutose, que, junto com vitamina C, proteinas e enzimas, t€m a capacidade de atuar
como agentes redutores na sintese de nanoparticulas. Além disso, o mel contém uma série de
compostos antioxidantes, como aminodcidos, acidos organicos, compostos fenolicos e
proteinas, que podem conferir propriedades benéficas, tanto na reducdo de nanoparticulas
quanto no aumento da estabilidade e atividade bioldgica dessas particulas (Keskin et al.,
2023).

Portanto, este estudo busca sintetizar nanoparticulas de prata através de uma sintese
verde, utilizando o mel de croton sp., e avaliar sua estabilidade, caracterizagdo e determinar

sua eficacia antimicrobiana.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia, inicialmente idealizada por Richard Feynman em 1959, tem
mostrado um crescente interesse mundial nas ultimas décadas, principalmente devido as
propriedades Unicas que os materiais em escala nanométrica apresentam. Esses materiais
possuem comportamentos e caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas diferentes daquelas
em escalas macroscopicas, o que desperta grande atencdo para seu uso em diversas areas.
Considerada uma das tecnologias mais promissoras do século XXI, a nanotecnologia esta
cada vez mais presente no cotidiano, sendo aplicada desde produtos de uso diario até
dispositivos médicos avangados. Tal abrangéncia e potencial de impacto fazem com que essa
area receba investimentos considerdveis, devido ao retorno financeiro esperado no setor
industrial e nos mercados de alta tecnologia (Hulla; Sahu; Hayes, 2015; Haleem et al., 2023).

De forma ampla, a nanotecnologia ¢ uma ciéncia multidisciplinar, que envolve
observagoes, manipulacao, controle e fabricagao de materiais em escala nanométrica (Bayda,
2019). A capacidade de desenvolver novos produtos ou melhorar os ja existentes € possivel
por meio de métodos inovadores, que permitem reestruturar materiais, aprimorando suas
caracteristicas, como resisténcia, durabilidade e eficiéncia. Além disso, ela também promove
a criacdo de dispositivos e solugdes em areas como eletronica, medicina e meio ambiente,
sempre promovendo um maior desempenho (Nasrollahzadeh et al., 2019).

Para ser classificado como um nanomaterial € necessario que pelo menos uma de suas
dimensdes esteja na faixa nanométrica, geralmente entre 1 e 100 nandmetros. Entre os
exemplos de nanomateriais, destacam-se as nanoparticulas, as nanofibras e os nanotubos, cada
um com propriedades e metodologias especificas (Khan ef al., 2022). Devido ao seu tamanho
nanométrico, esses compostos permitem uma interacdo mais eficiente com materiais
biologicos, tanto em seres humanos quanto em animais, podendo atuar em células, tecidos,
orgaos e at¢ mesmo em microrganismos (Chang et al., 2015).

Na area da satde, a nanotecnologia tem sido explorada, destacando-se os beneficios
que pode trazer para a prevencao, diagndstico, tratamento e monitoramento de doengas. Suas
aplicagdes variam desde a entrega controlada de medicamentos, que podem aumentar a
eficacia e reduzir os efeitos colaterais, até o desenvolvimento de dispositivos de detec¢ao de
alta precisdo, proteses e implantes avancados que se integram melhor ao organismo e

oferecem maior durabilidade e eficiéncia funcional. Esses avangos resultam em novas
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possibilidades terapéuticas e em melhorias na qualidade de vida dos pacientes (Ramos et al.,

2017).

2.1.1 Nanoparticulas

Nanoparticulas sdo particulas com dimensdes na escala nanométrica, variando entre 1
e 100 nm. No entanto, o termo nanomaterial ¢ utilizado para descrever materiais que
ultrapassam esse limite superior da nanoescala, variando entre 100 nm e 1000 nm, desde que
exibam propriedades ou fendmenos que dependem do tamanho, ou seja, comportamentos
distintos dos mesmos materiais quando observados em escalas maiores, como na macroescala
(ANVISA, 2022). Essa diferenciagdo ocorre devido as suas caracteristicas unicas, que surgem
das interacdes na escala nanométrica. As nanoparticulas possuem propriedades magnéticas,
quimicas, Opticas, elétricas, fisicas e biologicas significativamente diferentes das de materiais
com tamanhos maiores, o que as torna objetos de grande interesse em diversas areas da
ciéncia e da tecnologia, como na area biomédica (Dhaka et al., 2023).

Além das nanoparticulas, existem subgrupos de materiais que se comportam de forma
semelhante as nanoparticulas, com caracteristicas proprias da escala nanométrica. Dentre
esses, destacam-se os lipossomas, micelas, dendrimeros e pontos quanticos. Esses
nanomateriais tém se destacado especialmente na area da satde, sendo utilizados como
carreadores de medicamentos, agentes de diagnostico, marcadores moleculares, biossensores
e até como revestimentos de materiais hospitalares, oferecendo vantagens como maior
eficacia e menor toxicidade em relag@o aos tratamentos convencionais (Dhand et al., 2015).

As propriedades das nanoparticulas se devem, em grande parte, a sua maior area
superficial, o que aumenta a interagdo com 0 meio e proporciona caracteristicas como maior
permeabilidade e solubilidade. Além disso, a presenga de maior area de contato também
possibilita a alteracdo de pontos de fusdo e ebulicdo dos materiais (Dhaka et al., 2023).
Podendo ser constituidas de diversos materiais, como metais, polimeros, ceramicas e 6xido
metalicos, as nanoparticulas possuem, devido ao seu tamanho, morfologia e constitui¢do, a
capacidade de interagir com biomoléculas tanto no interior quanto no exterior das células,
permitindo-lhes realizar atividades biologicas que afetam microorganismo (El-Gebaly et al.,
2023; Gupta et al., 2023).

Entre os tipos mais estudados de nanoparticulas, as metélicas se destacam pela sua
versatilidade e propriedades unicas. As nanoparticulas de prata (Ag) e de ouro (Au), em

particular, apresentam propriedades Opticas notaveis, incluindo a ressonancia plasmonica de
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superficie (SPR), que ocorre na regido do UV-visivel-IR proximo. Essa propriedade
possibilita a utilizagdo dessas nanoparticulas em diversas aplicagdes, como em imagens
médicas, como agentes de contraste em ressonancia magnética, além de permitir terapias
fototérmicas. Em virtude dessas caracteristicas, as nanoparticulas metalicas se mostram como
ferramentas poderosas para detec¢do, diagndstico e tratamentos terapéuticos, especialmente
na medicina (Ramos et al., 2017).

O efeito SPR ¢ um fenomeno de grande relevancia para a caracterizagdo e aplicagao
das nanoparticulas metalicas. De maneira geral, refere-se a excitacdo dos elétrons livres na
superficie das nanoparticulas quando expostas a radiacdo eletromagnética incidente, o que
resulta em uma absor¢do e dispersdo da luz com diferentes intensidades e padroes,
dependendo da composi¢do, do tamanho e da forma das nanoparticulas. Essa capacidade de
modulagdo dOptica permite o monitoramento da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas
ao longo do tempo, além de fornecer informagdes sobre sua funcionalidade, o que ¢ essencial
para o desenvolvimento de novos dispositivos e terapias (Truong et al., 2024).

Entre as nanoparticulas metalicas, as de prata (AgNPs) tém se destacado,
principalmente na biomedicina, devido as suas diversas propriedades, como atividades
antibacterianas, antivirais, antifungicas, antiparasitarias, anti-inflamatorias e antitumorais.
Essas propriedades tornam as AgNPs uma escolha promissora para o desenvolvimento de
métodos alternativos para o tratamento de doencas, como o cancer, € para a deteccdo e
diagnostico de enfermidades. Além disso, as nanoparticulas de prata sao utilizadas na
fabricacdo de materiais médicos e hospitalares, como cateteres, dispositivos cardiovasculares,
malhas cirurgicas, membranas para regeneragdo cutidnea, € materiais neurocirurgicos e
ortopédicos (Ramos, et al., 2017; Gherasim et al., 2020; Sakthi et al., 2022).

No entanto, apesar dos beneficios terapéuticos das AgNPs, elas t€ém demonstrado ser
citotoxica em células de mamiferos. O acimulo de AgNPs nas células pode levar a danos no
DNA, alteracdo na expressdo de genes responsaveis pelo ciclo celular, formacgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), radicais livres e danos a membrana celular, induzindo a apoptose.
Devido a esses efeitos citotoxicos, as AgNPs nao sao recomendadas para aplicacdo sistémica

(Tortella et al., 2020; Gherasim et al., 2020).

2.2 Sintese de nanoparticulas

A sintese de nanoparticulas baseia-se em dois principios, de cima para baixo

(top-down) e de baixo para cima (bottom-up). O top-down consiste na redu¢do do material até
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a nanoescala, para isso pode ser utilizado métodos fisicos ou quimicos, como a moagem que
por meio da pressdo exercida sobre o material, haverd a sua fragmentacdo em particulas
menores. O bottom-up ¢ a construcdo de particulas maiores a partir de particulas menores
como atomos e moléculas (Abdi et al., 2022).

Os métodos convencionais utilizados para sintese de nanoparticulas, podem ser
empregados em técnicas fisicas ou quimicas. Entre os fisicos, podem ser empregados por
exemplo, condensagdo/evaporacao, sintese solvotérmica, técnica de sol gel e ablagdo a laser.
Ja em métodos quimicos sdo utilizados, por exemplo, reducdo quimica, micela reversa,
eletroquimica e deposi¢ao quimica de vapor (Keskin ez al., 2023; Magdy et al.,2024).

As AgNPs sdo obtidas a partir de um precursor, convencionalmente, sais de prata que
sdo submetidos a agentes redutores que reduzem o sais de prata em ions de prata (Ag"). Para
estabilizar, geralmente sdo utilizados surfactantes, permitindo assim a dispersdo entre
nanoparticulas impedindo sua agregagdo. Além disso, o tamanho e forma sdo influenciadas
pelo agente redutor, estabilizante, pH, temperatura e tempo de reagdo (Dawadi et al., 2021).

Em geral, sdao utilizados reagentes quimicos como borohidreto de sddio, citrato de
sodio, carbonato e hidrogénio elementar que atuam reduzindo os ions metalicos favorecendo a
formagao de aglomerados ou agregados, além de atuarem como estabilizantes. Dessa forma,
os métodos quimicos permitem uma reprodutividade e controle do tamanho de nanoparticulas,
entretanto, os reagentes utilizados para a sintese podem gerar subprodutos toéxicos, ndo sendo

assim uma alternativa ecologicamente viavel (Keskin et al., 2023; Magdy et al., 2024).

2.2.1 Sintese verde

Nas ultimas duas décadas, visando obter nanoparticulas de uma forma ecologicamente
sustentaveis, a sintese verde tem surgido como uma alternativa vidvel devido seu carater
atoxico, sustentavel e econOmico, geralmente exigindo baixa energia. Nao utilizando
reagentes que geram produtos ou subprodutos que comprometam o meio ambiente ou a satde
humana. Assim, produtos de origem natural, como extratos de plantas, bactérias, fungos e
enzimas, podem atuar como agentes redutores e estabilizantes de nanoparticulas. Outra
vantagem em relacdo aos métodos convencionais ¢ que, devido sua composicdo, a sintese
verde permite a produgdo de nanoparticulas com variados tamanhos, formas e propriedades

fisicas, quimicas e biologicas (Ronavari ef al., 2021; Gupta et al., 2023).
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A sintese das nanoparticulas geralmente envolve trés etapas principais, a redugdo,
nucleagdo e o crescimento. Na sintese verde, compostos como saponinas, alcaloides,
flavonoides e terpenoides atuam como agente redutor dos ions metélicos. Apos a redugdo dos
ions metalicos, a supersaturagao da solucao leva ao processo de nucleagdo, no qual pequenas
particulas comecam a se formar, essas particulas irdo se aglomerar até obter uma estabilidade.
Além disso, esses compostos garantem uma estabilidade na superficie das nanoparticulas
formadas, impedindo assim que se agreguem, mantendo a dispersao das particulas (Thoms et
al., 2024).

O mel ¢ um composto natural obtido através de abelhas constituido de diversos
compostos, como glicose (35%), frutose (40%), sacarose (5%), agua (15-17%) e proteinas
(0,1-0,4%). Ademais, o mel apresenta outros constituintes como enzimas, compostos
fendlicos, vitaminas e flavonoides (Keskin et al., 2023; Bahari et al., 2023). Devido a essa
rica variedade de compostos, apresenta atividade cicatrizante, antibacteriana, antiinflamatéria
e antioxidante, podendo ser utilizado para o tratamento de feridas (Scepankova et al.,2021).

Devido aos componentes presentes no mel, esse vem sendo utilizado para a realizagao
de sintese de nanoparticulas. A exemplo, a glicose, frutose, proteinas, enzimas, vitaminas e
acido fendlico possuem acdo oxidante, atuando como agente redutor. As proteinas presentes
no mel podem atuar como agente de revestimento, contribuindo para a estabilidade,

impedindo a aglomeragado e oxidacao das nanoparticulas (Bahari ef al., 2023).

2.3 Estabilidade

A estabilidade das nanoparticulas, em especial as AgNPs, refere-se a capacidade das
nanoparticulas manterem as suas caracteristicas, impedindo a formacdo de agregados ou se
dissolvendo (Bahari et al., 2023). Para isso, varios fatores sdo levados em consideragdo, na
sintese quimica, por exemplo, em altas temperaturas, a reacao de formacao de nanoparticulas
ocorre mais rapidas, entretanto, pode haver a formacdo de nanoparticulas maiores ¢ com
formatos irregulares e em temperaturas baixas, a sintese pode ocorrer de uma forma lenta
(Nguyen et al., 2023).

O pH ¢ um fator crucial na obtengao das AgNPs, pois exerce influéncia direta sobre o
processo de formacao e estabilidade dessas particulas. Em ambientes altamente acidos, o pH
baixo pode favorecer a liberagdo excessiva de ions de prata (Ag’), o que pode resultar na

formagdo de precipitados indesejaveis, como o cloreto de prata (AgCl) (Fernando; Zhou,
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2019). Além disso, em condi¢des aquosas, o 6xido de prata pode liberar ions Ag" por meio do
processo de dissolucao (Phan; Haes; 2019).

Outro fator importante a ser considerado na estabilidade das AgNPs ¢ a presenca de
oxigénio no ambiente. As AgNPs sdo particularmente sensiveis ao oxigénio, o que pode levar
a oxidagdo da prata. A oxidagdo ocorre quando a prata metdlica reage com o oxigénio
presente no ar ou no meio aquoso, formando compostos como o 6xido de prata (Ag:0), Esse
processo também pode amortecer as caracteristicas de ressonancia plasmonica, resultando na
diminui¢do da intensidade da resposta Optica das nanoparticulas, o que pode levar a agregacao

(Phan; Haes; 2019; Slepicka et al., 2019).

2.4 Atividade antimicrobiana das AgNPS

A prata tem sido utilizada hé séculos devido a sua agdo antimicrobiana, sendo
empregada tanto de forma isolada quanto em associacdo com outras tecnologias. Seu uso
abrange diversas areas, desde o desenvolvimento de formas farmacéuticas para o tratamento
de feridas e queimaduras, at¢ a formulagdo de cosméticos. Além disso, ¢ aplicada no
revestimento de materiais médico-hospitalares e, na industria, no preparo de embalagens de
alimentos ¢ eletrodomésticos (Bruna et al., 2021).

As propriedades antimicrobianas das AgNPs estdo diretamente relacionadas a diversos
fatores fisico-quimicos, como o método de obten¢do, o tamanho, a forma e a carga superficial.
Dentre esses fatores, o tamanho das nanoparticulas, em particular, desempenha um papel
crucial, pois possibilita a penetragdo nas paredes celulares e o desregulamento das fungdes
celulares, levando a morte celular. (Chugh; Viswamalya; Das, 2021).

O principal mecanismo de acdo das AgNPs sobre as bactérias estd relacionado ao
estresse oxidativo. Em resposta, as AgNPs promovem a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e radicais livres, cuja quantidade estd associada a concentracao e ao tamanho
das nanoparticulas. As ROS, como anions superoxido, perdxido de hidrogénio, radical
hidroxila, oxigénio singlete e acido hipocloroso, causam danos ao DNA, a enzimas e a
membrana celular, ativando a via de apoptose, levando a morte celular (Bruna et al., 2021;
Crisan et al., 2021).

A formagdo de poros na membrana celular, que resulta da intera¢do dos ions de prata
com as cé€lulas carregadas negativamente, ¢ um dos principais mecanismos pelos quais as

AgNPs exercem sua acdo antimicrobiana. Esses poros comprometem a integridade da
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membrana celular, levando a perda de componentes essenciais. A prata coloidal pode interagir
com grupos sulfidrila presentes nas proteinas da parede celular. Essa interagdo pode levar a
formacgdo de pontes dissulfeto, que modificam a estrutura das proteinas € comprometem sua

funcdo. Como resultado, a respiragdo celular pode ser bloqueada levando a morte celular

(Crisan et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar nanoparticulas de prata por meio de uma sintese verde,

utilizando mel a 3% como agente estabilizador, e avaliar sua atividade antimicrobiana.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a sintese das nanoparticulas de prata utilizando mel 3%;

e (aracterizar fisico-quimicamente as AgNPs através das técnicas de NTA e DLS;

e Avaliar a estabilidade das AgNPs através da espectroscopia UV-Vis;

e Quantificar os compostos presente no mel;

e Avaliar a agdo antimicrobiana das AgNPs contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli

e Candida albicans.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Na sintese das AgNPs, foi utilizado nitrato de prata (AgNO;) proveniente da indistria
cennabras, lote 1569-07A, e hidroxido de sodio (NaOH) da industria LABSYNTH®, lote
113612, juntamente com mel de marmeleiro (Croton sp.) da abelha Apis mellifera, obtido de

um produtor local na cidade de Campina Grande-PB em janeiro de 2024.

4.2 Métodos

4.2.1 Sintese das nanoparticulas de Prata

Para a realizar a sintese, foi adaptado a metodologia empregada por Gonzélez et al.
(2016). Inicialmente, 100 mL de uma solucdo de mel a 3% foi feita considerando o ajuste da
massa pesada com a respectiva densidade do mel. Em sequéncia foi preparado 20 mL uma
solugdo 5,88 mM de nitrato de prata (AgNOs), onde foram pesados 19,7 mg de AgNO; e
adicionado em um baldo volumétrico de 20 mL, sendo entdo completado o volume com agua
destilada. Em seguida, foi preparado uma solucao de 0,1M de hidroxido de s6dio (NaOH).
Para isso, foram pesados 40 mg de NaOH e adicionados a um baldo volumétrico de 10 mL e
completado o volume com agua destilada.

O pH da solugdo de mel foi ajustado para 9,5 utilizando a solugdo de NaOH.
Posteriormente, sob agitagao a 600 rpm e temperatura de 70 °C, foram adicionados 13,5 mL
da solugdo de AgNO;, equivalente a 13,5 % do volume total da solu¢do de mel. Durante a
reacdo, foi possivel observar a mudanca de cor indicativa da formagao das nanoparticulas, ¢ a
mistura foi deixada em agitagdo por 2 horas. As AgNPs foram entdo submetidas a
centrifugacdo a 5.000 rpm por 15 minutos para que os compostos solidos se precipitassem.

Em seguida, o sobrenadante foi retirado e utilizado para as andlises subsequentes.
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4.2.2 Caracteriza¢do das nanoparticulas de Prata

4.2.2.1 Espectroscopia de absorcao no UV-Vis

Para avaliar a estabilidade, foram examinadas as solucdes de AgNPs em diferentes
intervalos de tempos (nos dias: 0, 1, 3, 7, 10, 15, 20, 30, 60 e 90) utilizando o
espectrofotometro UV-visivel, modelo UV-mini-1240, da marca Shimadzu®. A analise foi
realizada na faixa de comprimento de onda de 190 — 1100 nm. A absorbéncia na faixa de 320
a 440 nm foi priorizada, empregando uma cubeta de quartzo. Além disso, a analise dos
aspectos visuais da amostra foi acompanhada pelo registro de imagens com o auxilio da

camera de um iPhone & Plus.

4.2.2.2 Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

Foi realizado a andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA - nanoparticle
tracking analysis) das sinteses do dia 1 e dia 30 para determinagcdo do tamanho ¢ da
concentracdo das AgNPs, por meio do equipamento NanoSight NS300, da marca Malvern
Instruments ®. Com auxilio de uma seringa, foi introduzido 1 mL da amostra diluida em 100
vezes. A amostra foi submetida a um laser verde a 532 nm, possibilitando a identificagao do
tamanho médio das particulas, moda, desvio padrdo e concentragdo de particulas por mL com

base na dispersao da luz.

4.2.2.3 Diametro hidrodiniAmico médio (d.nm), indice de polidispersao (IPD) e potencial

zeta (PZ)

A determinagdo do didmetro hidrodindmico médio (d.nm) e do indice de polidispersao
(IPD) das nanoparticulas de prata (NP-Ag) foi realizada apo6s 60 dias da sintese por meio da
técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS — dynamic light scattering). O potencial zeta
() (PZ) das nanoparticulas também foi avaliado utilizando o mesmo equipamento. As
medi¢des foram feitas em réplicas, a uma temperatura de 25 °C. Para a analise, ndo foi
necessario diluir a amostra, que foi mantida em frascos fechados, transferida para uma cubeta

e colocada na célula eletroforética, com dispersao em um angulo de 90°.
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4.2.3 Quantificacido dos compostos e metabdlitos secundarios presente no mel

4.2.3.1 Determinacao de flavonoides

A quantificagdo de flavonoides foi realizada conforme a metodologia descrita por
Meda et al. (2005). Primeiramente, foi pesado 200 mg de cloreto de aluminio (AICl5), que
foram dissolvidos em metanol até completar o volume de 10 mL em um baldo volumétrico. A
solucao foi colocada em um banho de ultrassom para garantir a completa dissolugdao do AlICl,
Em seguida, preparou-se uma solucdo de mel a 10%, dissolvendo 1,4027 g de mel em 9 mL
de metanol. Em ambiente escuro, realizou-se a reacao diluindo 1,5 mL da solugdo de AlCl;
em 1,5 mL da solugdo de mel 10%, deixando reagir por 10 minutos.Para o branco, foi feita
uma dilui¢do de 1,5 mL de metanol com 1,5 mL da solugdo de AICI;. A leitura da absorbancia

da amostra foi realizada em um espectrofotdometro UV-Vis a 415 nm.

4.2.3.2 Determinacao de polifenois

A determinagdo da quantidade de polifenois foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Chandra (2004). Inicialmente, preparou-se uma solucdo de
carbonato de sodio (Na,CO;) 20%, disolvendo 5 g de Na,CO; em agua destilada, completando
0 volume para 25 mL em um baldao volumétrico. Em seguida, preparou-se uma solucao de
Folin-Ciocalteau (FC) 50%, para a qual foram adicionados 5 mL de solucdo de FC em 5 mL
de agua destilada, homogeneizando a mistura em um béquer de 10 mL. Além disso, foi
preparada uma solu¢do de mel a 10%, dissolvendo 1,4027 g de mel em 9 mL de agua
destilada.

A quantificagdo foi realizada a 25 °C. Em um tubo de ensaio, adicionou-se 0,5 mL da
solugdo de FC 50% e 0,5 mL da solucdo de mel 10%, permitindo a reacdo por 2 minutos.
Apbs esse tempo, adicionou-se 1 mL da soluciao de Na,CO; 20%, deixando a mistura repousar
por 10 minutos. Para o branco, preparou-se uma solugdo de 0,5 mL de FC 50%, 0,5 mL de
agua e 1 mL de Na,CO; 20%. A absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro UV-vis a

747 nm.
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4.2.3.3 Determinac¢ao de taninos

A quantificagdo de taninos condensados foi realizada de acordo com a metodologia de
Makkar (1995). Primeiramente, preparou-se uma solug¢do de vanilina a 4%, pesando 4 g de
vanilina P.A. e dissolvendo-a em 80 mL de metanol em um baldo volumétrico de 100 mL,
homogeneizando a mistura ¢ completando o volume com metanol. Em seguida, preparou-se
uma solucao de mel a 10%, dissolvendo 1,4027 g de mel em 9 mL de metanol.

Para a analise, em um tubo de ensaio, adicionou-se 1,5 mL da solu¢ao de vanilina 4%,
0,25 mL da solugdo de mel e 0,75 mL de acido cloridrico (HCl). Essa mistura foi deixada em
repouso por 20 minutos a temperatura de 22 °C. O procedimento foi realizado em triplicata. O
branco foi preparado com 1,5 mL da solu¢do de vanilina 4%, 0,25 mL de metanol e 0,75 mL
de HCI. Apds o periodo de repouso, as amostras foram analisadas em um espectrofotometro

UV-Vis, utilizando o comprimento de onda de 500 nm.

4.2.3.4 Determinac¢ao de acucar redutor

A quantificagdo de agticar redutor foi realizada por meio da adaptacao da metodologia
de Maldonade (2013). Inicialmente, preparou-se uma solucdo padrdo de glicose a 1,0 g/L,
pesando 0,1 g de glicose, a qual foi dissolvida em 20 mL de 4gua destilada, homogeneizada e
transferida para um baldao volumétrico de 100 mL, completando o volume com agua destilada.
A solugdo de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi preparada pesando 10,6 gde DNSe 19,8 g
de NaOH, os quais foram dissolvidos em 1,416 L de agua destilada. A isso, adicionou-se 7,6
mL de fenol e 8,3 g de metabissulfito de s6dio. Em seguida, preparou-se uma solugao de
tartarato duplo de sddio e potéssio, pesando 15,1 g do composto e adicionando 1 mL de agua
destilada. Para a solu¢do de hidroxido de sodio (NaOH) 2N, pesaram-se 40 g de NaOH, que
foram diluidos em 500 mL de agua destilada. Por fim, foi preparada uma solugdo de HCI 2N
em capela de fluxo, pesando 85 mL de HCl, que foi transferido para um baldo volumétrico de

500 mL e completado com agua destilada até o volume final.

A anélise foi realizada adicionando 1 g de mel em um baldo volumétrico de 50 mL,
que foi completado com agua destilada. A amostra foi entdo submetida a centrifugagao a
5.000 rpm por 15 minutos. Apds a centrifugacdo, retirou-se 2 mL do sobrenadante e
adicionou-se 2 mL da solucdo de HCI 2N. A mistura foi aquecida em banho-maria por 10
minutos e, em seguida, resfriada em banho de gelo. Posteriormente, adicionou-se 2 mL de

NaOH 2N e homogeneizou-se bem. Retirou-se 1 mL do sobrenadante e transferiu-se para um
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tubo de ensaio, ao qual foi acrescentado 1 mL da solu¢do de DNS. A mistura foi entdo
submetida a ebuli¢do por 5 minutos e resfriada em banho de gelo por 5 minutos. Apds o
resfriamento, adicionaram-se 16 mL da soluc¢do de tartarato duplo de potéssio e a leitura foi
realizada em um espectrofotdometro UV-VIS, utilizando um comprimento de onda de 540 nm.

O branco foi realizado substituindo a amostra por 4gua destilada.

4.2.4 Avaliacio in vitro da atividade antimicrobiana das AgNPs

4.2.4.1 Preparo do inoculo

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana foi utilizada como linhagem a Candida
albicans (ATCC 10231) como fungo, Staphylococcus aureus (ATCC 25223) e Escherichia
coli (ATCC 25922) como bactéria. Candida albicans foi cultivada em Agar Sabouraud
Dextrose, enquanto o Staphylococcus aureus ¢ a Escherichia coli foram cultivados no Agar
Mueller-Hinton, todos por 24 horas. Em seguida, o inoculo foi padronizado. Para isso,
adicionaram-se 10 mL de caldo Sabouraud Dextrose (para o fungo) e 10 mL de
Mueller-Hinton (para bactérias) em tubos de ensaio, seguido da adi¢do de 1 a 5 coldnias de
cada microrganismo. Essa mistura foi agitada por 15 minutos e a absorbancia foi medida no
espectrofotometro a 530 nm para o fungo e 625 para as bactérias, sendo realizado o branco em
seus respectivos caldos. A leitura foi ajustada de acordo com a escala 0,5 de McFarland,
correspondendo a uma absorbancia entre 0,08 a 0,1 de absorbancia, indicando a presenca de

aproximadamente 1 a 2 x 10® Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL) para bactérias e 1 a

5x 10° UFC/mL para fungo.

4.2.4.2 Determinacio da Concentracao Inibitéria e Bactericida/Fungicida Minima

A determinacdo do CIM foi realizada utilizando uma adaptagdo da metodologia
descrita pelas normas M07 e M27 do manual Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Essa metodologia utiliza dilui¢des seriadas (Figura 1), nas quais, em todos 0s pogos
testados, adicionou-se 100 puL do caldo. Nas colunas A5, A6 e A7 foram adicionados 100 puL
das AgNPs. Os pogos foram homogeneizados e diluidos, retirando-se 100 pL de cada pogo e
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adicionando-os ao pogo seguinte da respectiva coluna. Nas colunas A9, A10 e All, o mesmo
procedimento foi realizado com a solucao de mel.

Os controles foram realizados na coluna Al, A2 e A3, onde foi adicionado apenas 100
uL de caldo. Nos pocos B1, B2 e B3, foram adicionados 100 pL do caldo e 10 pL do inéculo
quando se tratava de bactérias, ou 5 uL do indculo quando se tratava de fungos. Nos pogos
C1, C2 e C3, foram adicionados 100 puL do caldo e 100 puL do antibidtico (nistatina para
fungo ou cefalosporina para bactérias, ambos na concentragdo de 200 pg/mL). No pogco D1,
D2 e D3, foram adicionados 100 pL das AgNPs e 100 pL do caldo. Ja nos pogos E1, E2 e E3,
foi adicionada apenas 100 pL da solugdo de mel e 100 nL do caldo.

Por fim, com excecdo dos pocos D1, D2, D3, El, E2 e E3, serdo adicionados 5 pL do
in6culo (fungo) ou 20 uL do indculo (bactérias) em todos os pogos, os quais foram incubados
a 35 °C = 2 °C por 24 horas para bactérias e a 37 °C por 48 horas para fungos. A revelacao
realizada ap6s 24 horas, quando em cada pocgo foi adicionado 40 pL de resazurina a 0,01%
(Sigma Aldrich®), previamente filtrada em membrana 0,22 um, e a leitura foi feita apos 2
horas. O roseamento do pogo indica a presenca de fungo ou bactéria. A determinagdo da
Concentragao Fungicida Minima (CFM) foi avaliada em agar Sabouraud Dextrose ¢ a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) em &gar Mueller-Hinton. Foi realizado o repique
do ultimo pogo que apresentou atividade. Esse material foi incubado a 35 °C + 2 °C por 24
horas para bactérias e a 37 °C por 48 horas para fungos, conforme a metodologia descrita

pelas normas do CLSI M27-A3 e M07.



Figura 1 - Metodologia de execu¢ao da microdilui¢do em caldo na microplaca de 96 pogos
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtenc¢ao das nanoparticulas de prata

O processo de sintese foi visualmente confirmado pela mudanga de cor da solugao,
que ao final da reagdo, passou de uma solugdo clara para uma tonalidade escura (Figura 2b).
Essa alteracao de cor esta relacionada a excitagao da ressonancia plasmonica da superficie das
AgNPs. Além disso, a confirmagdo da sintese das AgNPs foi obtida por meio da andlise
espectrofotométrica UV-Vis, onde foi observado um pico de absorcdo na faixa de
comprimento de 407 nm (Figura 2a), caracteristico das AgNPs, conforme descrito por Anju

(2021). Picos na faixa de proximo a 405 nm, esta relacionado a AgNPs com tamanho esférico

(Rehal et al., 2023).

Figura 2- (a) Espectro de absor¢ao UV-Vis. (b) AgNPs
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).

5.2 Espectroscopia com absorc¢io no UV-vis

A analise espectroscopica realizada para monitorar a estabilidade das nanoparticulas
ao longo do tempo indicou uma estabilidade de 90 dias. Durante esse periodo, foi observado
que, ao longo dos dias, houve um aumento na uniformidade da distribuicdo dos tamanhos das
particulas. A presenga de ombros nos espectros pode estar relacionada a distribui¢do de

grupos de nanoparticulas de tamanhos distintos. Além disso, foi observada uma diminuicao
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no alargamento dos picos e um aumento na intensidade da absorbancia. Esse fendmeno pode
estar relacionado a um aumento na concentragao e tamanho das nanoparticulas, sugerindo que
o processo de oxidagdo, ou seja, particulas menores estdo se dispersando, aumentando a
concentra¢do na solucdo e se ligando em particulas maiores.

De acordo com Granbohm (2018), além do processo de nucleagdo e crescimento, pode
ocorrer o processo de amadurecimento de Ostwald, que consiste na dissolugdo de particulas
menores para formar particulas maiores, como indicado pelo aumento dos picos de absor¢ao
no UV-Vis e confirmado pela técnica de NTA. Essa dissolucdo de particulas pode estar
relacionada ao processo de oxidacdo das AgNPs, o qual pode ser ocasionado pela exposi¢ao
ao oxigénio ¢ a luz.

A confirmagdo da estabilidade também foi observada por anélises visuais (Figura 4),
nas quais foi demonstrado que, ao longo dos dias, as AgNPs ndo apresentaram mudangas
significativas em sua cor, nem a presen¢a de precipitados, os quais sdo caracteristicos de
perda de estabilidade. Segundo Rehal et al. (2023), ¢ possivel visualizar as AgNPs devido as
propriedades de ressonancia plasmonica de superficie, que, dependendo da forma, tamanho e
concentragdo das particulas, podem apresentar cores variando desde amarelo claro, vermelho

escuro a verde.

Figura 3- Espectro UV-vis das AgNPs
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Figura 4 - Avaliacdo visual da estabilidade das AgNPs
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5.3 Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)
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O NTA obtido das AgNPs analisada no dia 1 apresentou um tamanho médio de 141,6

+ 4.4 nm, com uma moda de 140.3 £ 12.1 nm e uma concentra¢io de 2,82 x 10* + 3,75 x 10°

particulas/mL. A mesma amostra analisada apos 30 dias de sua sintese possuia um tamanho

médio de 127,8 £ 5,2 nm, ocasionando uma moda de 60,9 + 3,8 nm e uma concentracao de

4,65 x 10° £ 4,94 x 10" part./mL. conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5-
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A diminui¢do do tamanho médio das AgNPs pode ser resultado da oxidagdo das

particulas, o que pode ocasionar dois processos: a liberagao dos ions de prata presente na
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superficie das particulas e a continuagdo do processo de nucleacdo, que aumenta o nimero de
particulas presentes na solugdo. Esse aumento na quantidade de particulas pequenas favorece
a agregacao em particulas maiores, resultando no amadurecimento de Ostwald, como
evidenciado pela estabilidade observada no UV-Vis.

Esse comportamento explica o aumento da concentragdo das particulas de 2,82 x 10®
+ 3,75 x 10° no dia 1, para 4,65 x 10® = 4,94 x 10" part./mL no dia 30, pois a desagregac¢io de
particulas, em particulas menores resultara em uma maior concentragdo dessas particulas

presente na solucao.

5.4 Diametro hidrodinidmico médio (d.nm), indice de polidispersiao (IPD) e potencial zeta
(PZ)

O didmetro hidrodindmico médio das AgNPs, medido no 60° dia apds a sintese, foi de
126,49 nm, valor que esta dentro da faixa de tamanhos indicada pelo NTA. O indice de
polidispersdao (IPD) foi de 3,465, o que sugere uma distribuicdo de tamanhos das particulas.
Quando o IPD ¢ superior a 0,400, como no caso da amostra, isso indica que o sistema ¢
polidisperso (Leersnyder et al., 2019). Além disso, o valor elevado do IPD também pode estar
relacionado a presenca de impurezas na solugdo de mel, que contribuem para o aumento desse
indice. Portanto, o IPD elevado observado indica a presenga de um sistema polidisperso, o
que pode ser confirmado pelos picos mais largos observados no UV-Vis (Figura 3), sugerindo
particulas de tamanhos diferentes e refletindo uma menor uniformidade, além de
caracterizar-se por uma ampla distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas, como evidenciado
pelo NTA (Figura 4b).

O potencial zeta (PZ) das AgNPs obtido foi de -13,77 mV. Esse valor ¢ um indicativo
da estabilidade do sistema coloidal, uma vez que o PZ reflete a carga superficial das particulas
em relagdo ao liquido no qual estdo dispersas. Valores elevados de PZ, sejam negativos ou
positivos, favorecem a repulsdo entre as particulas, enquanto valores baixos indicam uma
tendéncia de atragdo (Singh; Bhart;, Meena, 2014). Um sistema ¢ geralmente considerado
estavel quando o PZ esta dentro da faixa de £ 30 mV, o que inclui o valor obtido nesta

amostra, indicando que as AgNPs estdo em um estado estavel (Vanitha et al., 2017).
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5.5 Quantificacio dos compostos e metabolitos secundarios do mel

Os resultados obtidos da analise do mel foram resumidos na tabela 1.

Tabela 1 - Compostos e metabolitos secunddrios presente no mel

Compostos Quantidades em relacio ao mel
Flavonoides totais 55,88 mgEQ/Kg
Polifeno6is 347,4 mg/Kg
Taninos 251,25 mg/Kg
Acgucares redutores 87,9%

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Legenda: EQ: Equivalente de quecertina; Kg: quilograma; g: grama

O mel analisado apresentou uma concentracdo de flavonoides de 55,88 EQ/Kg e de
polifenéis de 347,4 mg/Kg. Quanto aos taninos, foi obtido um valor de 251,25 mg/Kg. Além
disso, observou-se uma porcentagem de 87,9% de agucares redutores. A composi¢ao do mel
pode variar dependendo da espécie de abelha, da flora local e de fatores climaticos (Souza et
al., 2024). Esses compostos presentes no mel desempenham um papel fundamental no
processo de biorredugdo do ion Ag" e também atuam como agentes de cobertura, sendo
responsaveis pela redugdo e pela estabilidade das nanoparticulas de prata (AgNPs) (Keskin et

al., 2023).

5.6 Avaliacao in vitro da atividade antimicrobiana

5.6.1 Determinacio da Concentracdo Inibitoria Minima e Concentragcdo

Fungicida/Bactericida Minima.

Os resultados da atividade antifingica e antibacteriana realizada pela técnica de

microdilui¢do em caldo, foram resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Determinagdo do CIM e CBM/CFM da AgNPs, em part./mL

Microrganismo ATCC CIM (part./mL) CBM/CFM
(part./mL)

C. albicans 10231 >1,41x 10’ >7,05x 10°

S. aureus 25223 >7,05x 10° >3,53x 10°

E. coli 25992 >2,82x 10’ >2,82x 10’

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Legenda: ATCC: American Type Culture Collection; CIM: concentragdo inibitoria minima; CBM: concentragio
bacteriostatica minima; CFM: concentragdo fungistatica minima; mL: mililitro; part: particula.

Na literatura, os resultados relativos a atividade antimicrobiana sdo comumente
expressos em pg/mL se baseando na concentracao das AgNP por processos de secagem como
a liofilizagdo, ou em outros parametros fisicos como a concentracdo em massa de um dos
ingredientes utilizados, a exemplo do proprio nitrato de prata (AgNOs;), e os resultados
obtidos s3o expressos em pg/mL. No entanto, neste estudo, os resultados foram obtidos em
termos de particulas/mL (part./mL), conforme a concentragdo medida pelo método de NTA.
Para C. albicans, foi determinada uma CIM de > 1,41 x 107 part./mL, enquanto a CFM foi de
7,05 x 10° Para o S. aureus, a CIM foi de > 7,05 x 10° part.mL ¢ a CBM de > 3,53 x 10°
part.mL. Em comparagio, para E. coli, obtiveram-se valores de CIM e CBM de >2,82 x 10’
de part.mL.

Entre os microrganismos testados, a Candida albicans apresentou uma resposta
inibitéria menor em relacdo as bactérias. Essa diferenga de sensibilidade pode ser atribuida a
maior complexidade estrutural das células fungicas em comparagdo com as células
bacterianas, o que dificulta a agdo de agentes antimicrobianos, incluindo as AgNPs. Enquanto
as cé¢lulas bacterianas possuem uma parede celular mais simples, as células fungicas t€ém uma
estrutura mais complexa, com uma parede celular composta por polissacarideos, proteinas e
quitina, além de uma membrana lipidica, que pode atuar como uma barreira adicional contra a
penetragdo das AgNPs (Lenardon et al., 2020; Mansoor et al., 2021). como resultado, sio
necessarias concentragdes mais elevadas de AgNPs para alcancar um efeito inibitdrio
satisfatorio.

A maior atividade inibitéria observada no S. aureus em relacdo ao E. coli pode estar
relacionada a maior quantidade de mecanismos de defesa das bactérias gram-negativas contra

AgNPs, quando comparadas as gram-positivas. O envelope celular das bactérias
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gram-negativas, formado por proteinas, fosfolipidios e lipopolissacarideos, oferece maior
resisténcia as AgNPs, em comparagdo com as gram-positivas, nas quais a presenca de
peptidoglicano e acidos teicdicos facilita a penetracao das nanoparticulas. Além disso, a carga
superficial das nanoparticulas garante maior seletividade contra certas bactérias (Salas-Orozco
et al., 2019). Contudo, o tamanho e a concentra¢do das nanoparticulas também devem ser

considerados para garantir uma atividade antimicrobiana eficaz contra determinadas cepas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As nanoparticulas de prata foram obtidas por meio de sintese verde, utilizando mel a
3% como agente estabilizador. A caracterizagdo das AgNPs pelas técnicas de NTA, DLS e
monitoramento de sua estabilidade através de espectroscopia UV-vis permitiram observar um
sistema estavel por 90 dias e a analise do mel possibilitou determinar a concentracio de seus
componentes responsaveis pela sintese e estabilidade das nanoparticulas. A avaliacao
antimicrobiana apresentou resultados promissores contra C. albicans, S. aureus e E. coli.
Dessa forma, as AgNPs obtidas com o mel se mostraram uma alternativa sustentavel e
estavel, com potencial promissor contra esses microrganismos como no revestimento de

materiais médico-hospitalares.
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