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RESUMO

A resisténcia de bactérias e fungos aos antimicrobianos convencionais representa um dos
principais desafios da sadde publica, impulsionando a busca por novas estratégias
terapéuticas. Nesse contexto, abordagens baseadas em nanotecnologia e no uso de moléculas
bioativas de plantas do Cerrado tem contribuido para o desenvolvimento de materiais
funcionais com potencial biomédico. A biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs)
destaca-se como uma alternativa promissora e sustentavel, uma vez que compostos bioativos
presentes nos extratos vegetais atuam simultaneamente como agentes redutores e
estabilizantes, minimizando o uso de reagentes potencialmente téxicos. Assim, esse estudo
teve como objetivo sintetizar AgNPs utilizando extratos metanodlicos de folhas, flores, caules
e raizes de Calliandra dysantha, caracterizar as NPs obtidas e avaliar sua atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Talaromyces sp. e
Rhodotorula mucilaginosa. A biossintese foi realizada em meio aquoso utilizando nitrato de
prata como precursor sob aquecimento e agitagdao constante. As NPs foram caracterizadas por
espectroscopia de absor¢do no ultravioleta-visivel (UV-Vis), espalhamento dindmico de luz
(DLS) e analise de potencial zeta. Andlises do potencial antioxidante foram realizadas pelos
métodos DPPH, ABTS e poder redutor utilizando os extratos de flores e folhas. A atividade
antimicrobiana das amostras obtidas foi avaliada pelo método de difusdo em agar. A formacdo
das AgNPs foi confirmada pela presenca de uma banda de ressondncia plasmoénica de
superficie entre 430 e 450 nm, com maior intensidade de absor¢do para os extratos de flores e
folhas. As andlises por DLS revelaram didmetros hidrodindmicos médios de 24,86 e 39,65 nm
para as AgNPs sintetizadas com extratos de flores e folhas, respectivamente, com baixos
indices de polidispersidade e valores de potencial zeta de —23,3 mV e —24 mV, indicando
estabilidade coloidal moderada. Nos ensaios de difusido em disco, ndo foram observados halos
de inibi¢do tanto para as AgNPs quanto para os extratos vegetais frente aos microrganismos
avaliados, sugerindo a necessidade de otimizacdo das condicdes de sintese e das
concentracdes das amostras, bem como a aplicagdo de métodos quantitativos para avaliacio
da atividade antimicrobiana. Conclui-se que a C. dysantha apresenta potencial para a sintese
verde de AgNPs com caracteristicas fisico-quimicas condizentes com as descritas na
literatura, sendo uma fonte promissora de biomoléculas com propriedades antioxidantes para
o desenvolvimento sustentdvel de nanomateriais apliciveis a nanobiotecnologia.

Palavras-chaves: Atividade antimicrobiana. Biossintese. Calliandra dysantha. Nanoparticula

de prata.



ABSTRACT

The resistance of bacteria and fungi to conventional antimicrobial agents represents one of
the major challenges in public health, driving the search for new therapeutic strategies. In
this context, approaches based on nanotechnology and the use of bioactive molecules derived
from Cerrado plants have contributed to the development of functional materials with
biomedical potential. The green biosynthesis of silver nanoparticles (AgNPs) has emerged as
a promising and sustainable alternative, as bioactive compounds present in plant extracts act
simultaneously as reducing and stabilizing agents, minimizing the use of potentially toxic
reagents. Therefore, this study aimed to synthesize AgNPs using methanolic extracts from
leaves, flowers, stems, and roots of Calliandra dysantha, characterize the obtained
nanoparticles, and evaluate their antimicrobial activity against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Talaromyces sp., and Rhodotorula mucilaginosa. The biosynthesis was
performed in an aqueous medium using silver nitrate as a precursor under constant heating
and stirring. The AgNPs were characterized by ultraviolet-visible absorption spectroscopy
(UV-Vis), dynamic light scattering (DLS), and zeta potential analysis. Analyses of antioxidant
potential were performed using the DPPH, ABTS, and ferric reducing power assays with the
flower and leaf extracts. The antimicrobial activity was evaluated using the disk diffusion
method. The formation of AgNPs was confirmed by the presence of a localized surface
plasmon resonance (LSPR) band between 430 and 450 nm, with higher synthesis efficiency
observed for flower and leaf extracts. DLS analyses revealed mean hydrodynamic diameters
of 24.86 nm and 39.65 nm for AgNPs synthesized using flower and leaf extracts, respectively,
with low polydispersity indices and zeta potential values of —23.3 mV and —24.0 mV,
indicating moderate colloidal stability. In disk diffusion assays, no inhibition halos were
observed for either AgNPs or plant extracts against the evaluated microorganisms,
suggesting the need for optimization of synthesis conditions and sample concentrations, as
well as the application of quantitative methods for antimicrobial activity assessment. It is
concluded that C. dysantha has potential for the green synthesis of AgNPs with
physicochemical characteristics consistent with those described in the literature, representing
a promising source of biomolecules with antioxidant properties for the sustainable
development of nanomaterials with possible applications in nanobiotechnology.

Keywords: Antimicrobial activity. Biosynthesis. Calliandra dysantha. Silver nanoparticle.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia é uma area multidisciplinar da ciéncia e da tecnologia dedicada ao
estudo, manipulacdo e aplicagdo de materiais em escala nanométrica, geralmente
compreendida entre 1 e 100 nandmetros. Nessa escala, os materiais podem apresentar
propriedades fisicas, quimicas, Opticas, elétricas e bioldgicas distintas daquelas observadas em
suas formas macroscopicas, devido ao aumento da area superficial e aos efeitos quanticos
associados as dimensdes reduzidas (Altammar, 2023; Paras et al., 2022). Essas caracteristicas
tém impulsionado o desenvolvimento de novos materiais e tecnologias com aplicacdes em
diversos setores, incluindo eletronica, energia, agricultura, meio ambiente e saiude (Haleem et
al., 2023; Hossain et al., 2023; Mgadi et al., 2024)

Entre os nanomateriais mais estudados destacam-se as nanoparticulas metélicas,
especialmente as nanoparticulas de prata (AgNPs), ouro (AuNPs) e o6xidos metélicos
(Pasparakis, 2022). Esses materiais apresentam propriedades unicas que os tornam
promissores para aplicacoes em diagndstico, tratamento de doencas, desenvolvimento de
sensores e controle microbiolédgico.

As nanoparticulas metédlicas (NPMs) tém sido amplamente estudadas e utilizadas
devido as suas propriedades fisico-quimicas diferenciadas, decorrentes principalmente de suas
dimensdes nanométricas. Essas propriedades distinguem-se daquelas observadas nos materiais
em escala macroscopica e sdo influenciadas por fatores como tamanho, distribuicdo de
tamanho, morfologia, composi¢cdo quimica, revestimento superficial e capacidade de liberacao
de ions (Zhang et al., 2016). Entre essas caracteristicas, destacam-se as propriedades Opticas
associadas ao fendmeno da ressonancia plasmonica de superficie localizada (Localized
Surface Plasmon Resonance - LSPR) (Figura 1). Esse fenomeno ocorre quando a radiacao
eletromagnética incide sobre as nanoparticulas (NPs), fazendo com que o campo elétrico
oscilante da luz induza a oscilagdo coletiva dos elétrons livres presentes em sua superficie
(Grasseschi; Santos, 2020; Mcoyi et al., 2025). Nas NPMs, essa interacao resulta em intensas
bandas de absor¢cdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), caracteristica amplamente

utilizada para monitorar sua formagao e estabilidade (Corréa, 2015).



Figura 1 - Representacdo esquematica da Ressonéncia plasmonica de superficie localizada (LSPR) em
nanoparticulas metélicas, evidenciando a oscilacio coletiva dos elétrons livres induzida pela
incidéncia de radiacdo eletromagnética
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Fonte: Adaptado de Mcoyi com auxilio da ferramenta de IA ChatGPT (2025).

As NPMs apresentam estrutura cristalina e podem assumir diferentes morfologias,
como esférica, cubica, octaédrica e em bastdo. Essas caracteristicas estruturais influenciam
diretamente suas propriedades fisico-quimicas, incluindo estabilidade, reatividade quimica,
propriedades Opticas e interacdes com sistemas biologicos (Devi et al., 2022).

Os métodos de sintese de NPMs sdo geralmente classificados em duas abordagens
principais: fop-down e bottom-up. Na abordagem fop-down, materiais em escala macroscopica
sdo reduzidos a dimensdes nanométricas por técnicas como fresagem mecanica, ablacio a
laser e pulverizagdo catddica. Na abordagem bottom-up, as NPs sdo formadas a partir da
agregacdo controlada de atomos ou moléculas, por processos como decomposi¢do quimica,
automontagem molecular e biossintese (Burlec et al., 2023).

Dentro dessas abordagens, os métodos de sintese podem ser fisicos, quimicos ou
biologicos (Figura 2). Os métodos fisicos, apresentam a vantagem de minimizar a
contaminac¢do das NPs por solventes e reagentes quimicos; entretanto, geralmente demandam
elevado consumo energético e equipamentos de alto custo, especialmente em processos que
envolvem altas temperaturas e pressoes. Por outro lado, os métodos quimicos possibilitam a
obtencdo de NPs com elevada pureza, boa estabilidade e controle das caracteristicas
morfolégicas. Contudo, a utilizacdo de agentes redutores e estabilizantes quimicos pode
resultar na geracdo de residuos toxicos e em potenciais impactos ambientais (Altammar,
2023). Diferentemente, na sintese bioldgica ou sintese verde, destaca-se como uma alternativa
sustentavel, econdmica e ambientalmente amigavel. Nesse método, organismos vivos ou seus

metabolitos (bactérias, fungos, algas e extratos vegetais) atuam como agentes redutores e
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estabilizantes, promovendo a formacdo de NPs, sem a necessidade de reagentes quimicos
agressivos (Burlec et al., 2023). Além de reduzir os impactos ambientais, esse método pode
aumentar a biocompatibilidade dos nanomateriais, ampliando seu potencial de aplicacdo em
areas como biomedicina, agricultura, farmacé€utica e biotecnologia (Osman et al., 2024;

Srinivasan; Rana, 2024).

Figura 2 - Diferentes métodos de sintese de nanoparticulas
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metalicas e lipidicas

Fonte: Adaptado de Srinivasan com auxilio da ferramenta de IA ChatGPT (2024).

Nesse contexto, a sintese verde de AgNPs tem recebido crescente atencdo devido as
suas propriedades fisico-quimicas e biocompatibilidade. Devido a utilizacdo de extratos
vegetais, fungos e bactérias como agentes redutores e estabilizantes, o método incorpora
compostos bioativos naturais ao processo. Como resultado, amplia-se o potencial de aplicagdo
das NPs oferecendo uma alternativa mais sustentdvel e ambientalmente amigivel em
comparacao aos métodos convencionais (Huston et al., 2021; Jain et al., 2021).

Apesar de suas vantagens, a utilizacdo de extratos vegetais pode apresentar limitacoes,
uma vez que fatores como pH, temperatura, concentracdo dos reagentes € composicao
fitoquimica influenciam diretamente a cinética de formacdo, o tamanho, a morfologia e a
estabilidade das particulas formadas (Khan et al., 2022). Ainda assim, alguns estudos

demonstram que AgNPs sintetizadas com extratos vegetais podem apresentar melhor
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desempenho antimicrobiano em comparacdo aos métodos de sintese tradicionais (Barabadi et
al., 2021; Tran et al., 2022). Dessa forma, a prospec¢do de espécies vegetais com potencial
para a biossintese de NPs metélicas torna-se uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de nanomateriais sustentiveis com aplicagdes biotecnoldgicas,
farmaceéuticas e microbioldgicas (Riaz et al., 2020).

Entre essas espécies, destaca-se a Calliandra dysantha Benth., pertencente a familia
Fabaceae (Figura 3). Estudos fitoquimicos dessa planta revelam a presenga de compostos
fendlicos, flavonoides e outros metabolitos secundarios com propriedades antioxidantes e
antibacterianas, o que a torna um potencial agente redutor e estabilizante para a sintese verde
de AgNPs (Patil; Kim, 2017; Chan et al., 2014; Vaidehi, 2022).

No entanto, apesar de seu potencial biotecnolégico, ainda ndo existem estudos que
investigam a aplicacdo da Calliandra dysantha na sintese verde de AgNPs, sendo este, até
onde se sabe, o primeiro estudo a explorar essa aplicacdo, e, também, sdo escassos, os estudos
voltados para a avaliagdo de sua atividade antimicrobiana. Dessa forma, a escolha de C.
dysantha para este estudo justifica-se pela riqueza de seus compostos bioativos e pelo
potencial de desenvolvimento de estratégias inovadoras e sustentiveis na interface entre

nanotecnologia, biotecnologia e microbiologia.

Figura 3 - Calliandra dysantha

Fonte: préprio autor.

Além do potencial para a sintese sustentdvel de nanomateriais, as AgNPs destacam-se
por sua expressiva atividade antimicrobiana (Bruna et al., 2021). Devido as suas dimensodes

nanométricas, as AgNPs podem interagir diretamente com a membrana celular bacteriana,
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aderindo-se a sua superficie, penetrando na célula e acumulando-se no ambiente intracelular.
Essa interacdo pode comprometer a integridade da membrana, promovendo o extravasamento
do conteddo intracelular e, consequentemente, a morte celular. Apds sua internalizagado, as
AgNPs também podem interagir com grupos fosfato e enxofre presentes em proteinas
intracelulares e no DNA, além de interferirem na atividade enziméatica e induzirem a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS - do inglés Reactive Oxygen Species ). Esses
processos desencadeiam alteragdes metabodlicas e danos celulares que podem levar a ativagao
de vias associadas a morte celular (Bruna et al., 2021; Swolana; Wojtyczka, 2022).

A atividade antimicrobiana das AgNPs estd intimamente ligada a sua capacidade de
liberar ions Ag™. Essas espécies altamente reativas e com carga positiva podem interagir com
diversos componentes celulares bacterianos, promovendo alteragdes estruturais e funcionais
que comprometem a sobrevivéncia microbiana (Duran et al., 2019; Karatas et al., 2026).

Considerando a riqueza fitoquimica de Calliandra dysantha e o potencial biolégico
das AgNPs, a utilizacdo dessa espécie do Cerrado como agente redutor e estabilizante na
sintese de AgNPs representa uma estratégia promissora para a obten¢do de nanomateriais com
propriedades antimicrobianas aprimoradas. A associacdo entre 0os compostos bioativos
presentes no extrato vegetal e as propriedades intrinsecas das AgNPs pode favorecer o
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados mais eficientes para o combate a
microrganismos patogénicos (Chan et al., 2014; Vaidehi, 2022).

A eficicia antimicrobiana de um nanomaterial ndo pode ser considerada uniforme
frente a diferentes grupos microbianos, uma vez que a composicao e a estrutura celular desses
organismos influenciam sua susceptibilidade a agentes externos. Dessa forma, a avaliacdo da
atividade das AgNPs biossintetizadas frente a microrganismos representativos de diferentes
classes taxonOmicas, como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de fungos
leveduriformes e filamentosos, permite estimar o espectro de acdo do nanomaterial,
contribuindo para a compreensdo de seu potencial biotecnoldégico no controle de
microrganismos de alta relevancia clinica e ambiental.

Entre as bactérias, a distin¢do entre Gram-positivas e Gram-negativas esta diretamente
relacionada a composi¢do da parede celular (Figura 4), fator que impacta a permeabilidade e,
consequentemente, a interacio com as AgNPs. Bactérias Gram-positivas, como
Staphylococcus aureus, possuem uma parede celular espessa, composta predominantemente
por peptidoglicano, enquanto as bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli, apresentam
uma parede celular mais fina, revestida externamente por lipopolissacarideos. O S. aureus

destaca-se como um dos principais patégenos associados a infec¢des humanas, apresentando
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uma ampla variedade de fatores de viruléncia e elevada capacidade de resisténcia aos
antimicrobianos convencionais (Cheung; Bae; Otto, 2021; Ahmad-Mansour et al., 2021). De
forma semelhante, a E. coli estd entre os patdgenos Gram-negativos mais frequentemente
associados a infec¢cdes humanas e contaminag¢des ambientais, sendo amplamente utilizada
como microrganismo-modelo em ensaios de susceptibilidade antimicrobiana devido a sua
relevancia clinica e a emergéncia de cepas multirresistentes (Naidoo; Zishirl, 2025). A
inclusdo desses dois grupos bacterianos permite a avaliacio dos mecanismos de acdo das

AgNPs considerando as diferencas estruturais da parede celular bacteriana e suas possiveis

implicagdes na interagdo nanoparticula-célula.

Figura 4 - Comparacio entre a parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
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Fonte: Elaborada pela autora com auxilio da ferramenta de IA ChatGPT (2026).

Além do espectro antibacteriano, a avaliagdo da atividade antifingica das AgNPs
amplia o potencial de aplicacdes biotecnoldgicas do nanomaterial, especialmente diante do
aumento global de infec¢Oes flingicas associadas a fungos leveduriformes e filamentosos
oportunistas. A espécie Rhodotorula mucilaginosa é uma levedura reconhecida como um
patégeno  oportunista, associada  principalmente a infec¢gdes em  pacientes
imunocomprometidos, além de apresentar resisténcia a diversos antifiingicos convencionais

(Ioannou; Vamvoukaki; Samonis, 2019). Ja& o género Talaromyces agrupa fungos
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filamentosos amplamente distribuidos no ambiente, incluindo espécies com grande relevancia
clinica, como Talaromyces marneffei, agente etioldgico da talaromicose, uma micose
sistémica associada a elevadas taxas de mortalidade (Wang; Han; Chen, 2023).

A inclusdao de representantes leveduriformes e filamentosos (Figura 5) no estudo
microbiolégico, permite avaliar a atuacdo das AgNPs em estruturas fungicas
morfologicamente distintas, contribuindo para uma caracterizacdo mais abrangente de seu

potencial antimicrobiano.

Figura 5 - Compara¢do morfolégica entre fungos filamentosos e fungos leveduriformes
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Fonte: Elaborada pela autora com auxilio da ferramenta de IA ChatGPT (2026).

Nesse contexto, o presente trabalho propde a biossintese e a caracterizagdo de AgNPs
utilizando extratos de C. dysantha, bem como a avaliacdo de sua atividade antimicrobiana
frente a bactérias e fungos de interesse microbioldgico. Espera-se que os resultados
contribuam para a valoriza¢do da biodiversidade do Cerrado e para o desenvolvimento de
alternativas sustentaveis voltadas ao controle de microrganismos de relevancia clinica, em
consonancia com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) da Agenda 2030,
especialmente ao ODS 3 (Saide e Bem-estar), ao propor uma alternativa nanotecnoldgica
com potencial antimicrobiano, ao ODS 12 (Consumo e Produc¢do Responsaveis), pela
utilizacdo de uma abordagem baseada em quimica verde, ao ODS 9 (Industria, Inovagdo e
Infraestrutura), pelo desenvolvimento de estratégias inovadoras em nanobiotecnologia, € ao

ODS 15 (Vida Terrestre), pela valorizacdo sustentiavel da biodiversidade do Cerrado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir, caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata
(AgNPs) obtidas por sintese verde a partir de extratos vegetais de Calliandra dysantha frente

a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Rhodotorula mucilaginosa e Talaromyces sp.

2.2 Objetivos especificos

* Preparar extratos metanoélicos de C. dysantha.

* Avaliar o perfil antioxidante dos extratos vegetais de C. dysantha.

» Realizar a sintese verde de AgNPs, utilizando extratos vegetais como agentes redutores e
estabilizantes.

* Caracterizar as AgNPs obtidas por espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis), determinar o potencial zeta e analisar a distribuicdo de tamanho de
particulas por espalhamento dindmico de luz (DLS).

* Avaliar a influéncia dos extratos metanolicos de C. dysantha na formacdao de AgNPs.

* Analisar o potencial antimicrobiano das AgNPs frente as espécies Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Rhodotorula mucilaginosa, Talaromyces sp.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do Material Vegetal

Amostras de diferentes partes da planta C. dysantha foram coletadas na zona rural do
municipio de Coromandel, Minas Gerais, Brasil. As amostras foram devidamente lavadas e
submetidas a extracdo em metanol para obtencdo de extratos das folhas, flores, caules e raizes,

seguindo o protocolo de Silva (2018).

3.2 Extratos metandlicos de Calliandra dysantha

Os diferentes 6rgdos da planta (folhas, flores, caules e raizes) foram coletados,

separados, higienizados e liofilizados por 48 h. Em seguida, o material seco foi triturado em
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moinho de facas até a obtencdo de um p6 fino e homogéneo. Para o processo de extragdo, foi
utilizado metanol (CH;OH, grau de pureza de 99%) como solvente, empregando-se a propor¢ao
de 1:10 (m/v), ou seja, volume de solvente correspondente a dez vezes a massa (em gramas)
do po de cada 6rgdo vegetal.

As misturas contendo o p6 vegetal e solvente foram transferidas para frascos tipo
Erlenmeyer, devidamente vedados e protegidos da luz com papel aluminio, e mantidos a
temperatura ambiente por 72 h, sob agita¢do periddica (a cada 24 h). Ao final desse periodo,
as misturas foram filtradas em papel de filtro, sendo a fase liquida armazenada em frascos
ambar, enquanto o residuo solido submetido a extracdes sucessivas com metanol. Esse
processo foi repetido por cinco ciclos, visando a extracdo exaustiva dos metabdlitos bioativos
presentes no material vegetal.

As fragdes liquidas obtidas foram reunidas e concentradas por evaporagdo sob pressao
reduzida em evaporador rotativo, a 55 °C, até a remog¢do do solvente. O extrato bruto
resultante foi submetido a secagem complementar, quando necessario, para remogio de
possiveis residuos de solvente. Por fim, os extratos obtidos a partir de cada 6rgdo vegetal
foram acondicionados em tubos tipo Falcon, protegidos da luz e armazenados em ultrafreezer

a -80 °C até a realizacdo das analises.

3.3 Perfil antioxidante dos extratos vegetais de flores e folhas de C. dysantha

3.3.1 Método do sequestro dos radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro dos radicais livres
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi realizada de acordo com as metodologias descritas por
Lopes-Lutz et al., (2008), com algumas modificacdes. Uma solucdo etandlica de DPPH foi
preparada na concentracdo de 40 pg/mL. Para a avaliacdo, 1,8 mL da solu¢ao de DPPH foram
adicionados em tubos de ensaio, seguidos da adicdo de 0,2 mL de cada dilui¢do dos extratos
da flor e folha de Calliandra dysantha e das AuNPs (125; 62,5; 31,25 e 15,625 ng/mL).

Em paralelo, o controle negativo foi preparado utilizando 0,2 mL de agua destilada e
1,8 mL do DPPH. Apds 60 minutos, leituras foram realizadas em espectrofotometro T70+
UV/VIS Spectrometer, no comprimento de onda de 517 nm. A atividade antioxidante foi
calculada utilizando a Equacgdo (1), sendo Aam, = Absorbancia do DPPH com a amostra e

Acn = Absorbancia do controle negativo.
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AA% = [(Acn — Aamo) / Acen] X100 (1)
3.3.2 Método do sequestro dos radicais livres ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-

6-acido sulfonico))

A formacdo do cation radical ABTS ((2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfonico]) foi realizada de acordo com o método descrito por Antunes et al., (2010). Para o
ensaio, 50 uL da dilui¢do dos extratos da flor e folha de C. dysantha (125; 62,5; 31,25; 15,625
e 7,81 ng/mL) foram adicionados a 950 puL da solu¢ao do radical ABTSe+. A absorbancia foi
monitorada por espectrofotometria a 734 nm, apés 6 minutos da reacdo. Uma amostra
contendo a mesma quantidade de etanol e a solu¢do do radical ABTSe+ foi utilizada como
controle negativo. A porcentagem de inibi¢do do radical ABTSe+ pelas amostras foi calculada
de acordo com a Equacdo (2), sendo Acny = Absorbancia do controle negativo € Aam =

Absorbancia da amostra.

% Inibicao radical = [(Acn - Aam) / Acn] * 100 2)

3.3.3 Poder redutor

O poder redutor das amostras foi avaliado seguindo o protocolo descrito por Oyaizu
et al., (1986), com pequenas modificacdes. Em tubos de ensaio, foram adicionadas aliquotas
de 50 pL das diferentes concentracdes dos extratos das flores e folhas de C. dysantha nas
concentragdes de 125, 62,5, 31,25, 15,625 e 7,81 ug/mL. Em seguida, foram adicionados 500
puL de solucao tampao fosfato, pH 7,4, e 500 uL de solucdo aquosa de ferricianeto de potassio
a1%.

Ap6s 20 minutos de incubagdo a 50 °C em banho-maria, foram adicionados 500 puL de
acido tricloroacético a 10%, 1,5 mL de agua destilada e 300 uL da soluc¢do de cloreto férrico.
Em seguida foi realizada a leitura da absorbancia a 700 nm no espectrofotdmetro UV-340G
(Gehaka).

Os valores foram comparados com uma curva padrdo com diferentes concentracdes de
BHT (butil-hidroxitolueno) correspondentes a 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e
15,625 pg/mL. Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de BHT por grama

de amostra.
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3.3.4 Analises estatisticas

Os resultados das atividades antioxidantes dos extratos de flores e folhas obtidos pelos
métodos DPPH, ABTS e poder redutor, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA —
Analysis of Variance), e teste de F, a fim de verificar a existéncia de diferencas significativas
entre as concentragdes avaliadas. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05). A ANOVA, o teste de F e o teste de médias foram
realizados utilizando o programa Sisvar. Os graficos e as demais andlises descritivas dos

dados foram elaborados utilizando o software GraphPad Prism, versdo 5.01.

3.4 Sintese de Nanoparticulas de prata

Para a sintese das AgNPs, foram preparados apenas os extratos de flores e folhas de
C. dysantha, na concentracdo de 2,5 mg/mL. Para isso, 5 mg de cada extrato foram
solubilizados em 2 mL de 4gua destilada e deionizada e submetidos a sonicacdo em banho
ultrassOnico por 50 min.

Apo6s a solubilizagdo dos extratos, foi preparada uma solucdo estoque de nitrato de
prata (AgNOs) na concentragdo de 1 mM. Para isso, 8,5 mg de AgNOs foram dissolvidos em
agua destilada e deionizada e a solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL,
cujo volume foi completado com 4gua destilada e deionizada.

Para a sintese das AgNPs, foram preparadas seis condi¢des reacionais, cada uma com
volume final de 10 mL, mantendo-se fixo o volume de solugdo de AgNO; (ImM; 1 mL) e
variando-se o volume de extrato vegetal adicionado (125, 250, 500, 1000, 1500 e 2000 pL).
As misturas foram mantidas em chapa de aquecimento a 80°C, sob agitacdo constante, por
10 minutos. As concentragdes finais dos extratos vegetais nas reagdes corresponderam a

31,25; 62,5; 125; 250; 375 e 500 ug/mL, respectivamente.

3.5 Preparo das amostras para ensaios microbiolégicos

ApOs a sintese, as amostras de AgNPs biossintetizadas foram congeladas por 48 horas
e, em seguida, submetidas ao processo de liofilizagao por 48h, utilizando o equipamento L.108
(Liotop), disponibilizado pela empresa Agroceres. Esse procedimento teve como objetivo

concentrar as amostras para utiliza¢do nos ensaios de disco em difusdo.
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Ao término da liofiliza¢do, o material obtido foi ressuspendido em 500 pL de uma
solucdo composta por dgua destilada e deionizada e dimetilsulféxido (DMSO), na propor¢ao
de 1:1 (v/v). Uma solu¢do contendo 4agua destilada e deionizada e DMSO, na mesma

proporcio, foi utilizada como controle negativo nos ensaios microbioldgicos.

3.6 Caracterizaciao das nanoparticulas

3.6.1 Espectroscopia de absorc¢ao no UV-Visivel

A caracterizagdo por espectroscopia de absor¢cdo UV-Visivel foi realizada através de
varredura na faixa de 200 a 700 nm, no leitor de microplacas (Thermo Fisher Varioskan

LUX), no Laboratério Multiusuario da UFU, Patos de Minas.

3.6.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS) foram realizadas para determinar o
diametro hidrodindmico das AgNPs, levando a informacdes sobre a distribuicdo de tamanho
das particulas em suspensdo, utilizando o equipamento Litesizer 500, da Anton Paar no
Centro de Tecnologia em Nanomateriais e Grafeno (CTNano), Belo Horizonte. Essa andlise
ocorre através de um feixe de laser incide na amostra liquida de AgNPs e mede a flutuagdo da
intensidade da luz espalhada pelo tempo. Essas variagdes sdo analisadas por um correlator,
que converte o tempo de difusdo em tamanho de particula através da equacdo de Stokes-

Einstein.

3.6.3 Potencial Zeta

O Potencial Zeta foi avaliado para obter informagdes sobre a estabilidade coloidal das
AgNPs. Segundo a literatura, quando o valor do potencial zeta é superior a +25 mV, em
modulo, maior € a estabilidade da NPs, ou seja, menor a tendéncia de agregacdo. A técnica é
realizada por eletroforese Doppler a laser (ELS), na qual o deslocamento de frequéncia da luz
espalhada (efeito Doppler) pelas particulas € analisado para determinar a velocidade

(mobilidade eletroforética) e calcular o potencial.
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As amostras foram submetidas utilizando uma cubeta Omega de policarbonato com
eletrodos embutidos, a medi¢des de carga elétrica superficial em suspensdo aquosa, utilizando

o equipamento Litesizer 500 Anton Paar do CTNano, Belo Horizonte.

3.7 Cepas microbianas, condicoes de crescimento e cultivo

Os experimentos foram realizados utilizando as cepas bacterianas padrdo de S. aureus
ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922, fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia do
IBTEC/UFU, Campus Patos de Minas. Os microrganismos foram mantidos em freezer, na
presenca de glicerol a 20%, e recuperados com o auxilio de uma al¢a de platina, sendo
posteriormente inoculados em placas contendo meio Agar Triptona de Soja (TSA, Tryptic
Soy Agar) (PRODIMOL) e incubados por 24 h a 37 °C. Apés o crescimento bacteriano, a
pureza das culturas foi verificada pelo método de coloracio de Gram, e colonias isoladas
foram selecionadas para os ensaios experimentais.

Os isolados fiingicos Talaromyces sp e Rhodotorula mucilaginosa, utilizados na
avaliacdo da atividade antifiingica das AgNPs, foram fornecidos pelos Laboratorios de
Microscopia (LAMIC) e de Bioquimica e de Biologia Molecular (LBBM) do IBTEC/UFU,
campus Patos de Minas. Os isolados foram mantidos em tubos de ensaio contendo meio
solido Batata Dextrose Agar (BDA) (PRODIMOL), dispostos em posi¢do inclinada,
recobertos com soluc@o de glicerol 30% esterilizada e armazenada a 4°C. Os isolados sdo
testados ou recuperados em placas de Petri, contendo meio s6lido BDA e incubados nas
condi¢des adequadas para cada microrganismo. A manutencio das culturas foi realizada por
meio de repiques periddicos, a cada 21 dias. Apds o crescimento, as placas foram

armazenadas a 4°C, conforme protocolo adotado pelo LBBM da UFU.

3.8 Ensaios de disco de difusao

O potencial antimicrobiano das AgNPs e dos extratos vegetais foi avaliado pelo
método de disco de difus@o em 4gar, com adaptacdes especificas para ensaios com bactérias e
com fungos.

Para ensaios bacterianos, uma pequena amostra de colonias isoladas de cada uma das
cepas (S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922) crescidas anteriormente em agar TSA
(PRODIMOL), foi diluida em tubos contendo solucao salina estéril 0,9% até atingir turbidez

equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). A
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suspensdo bacteriana foi espalhada sobre placas de Petri contendo meio PRODIMOL®, com
auxilio de swab estéril, preparando-se uma placa para os extratos de flores e outra para os
extratos de folhas, para cada microrganismo.

Os discos de papel filtro estéreis foram embebidos por imersdo nas amostras (extratos
vegetais isolado e AgNPs) e, em seguida distribuidos sobre cada placa, em triplicata, da
seguinte forma: trés discos contendo extrato vegetal, trés disco contendo AgNPs, um disco
contendo o controle positivo (eritromicina para S. aureus e ampicilina para E. coli) e um disco
contendo o controle negativo (solu¢do de dgua destilada e deionizada e DMSO). As placas
foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24h.

Para os ensaios antiflingicos, uma pequena amostra de cada isolado (Talaromyces sp. e
Rhodotorula mucilaginosa) foi coletada por raspagem, com auxilio de uma espatula estéril, e
suspensa em solucdo salina estéril. A concentracio da suspensdo foi determinada por
contagem celular na Camara de Neubauer, resultando em 4,67 x 107 células/mL para
Talaromyces sp. e 1,53 x 10® células/mL para Rhodotorula mucilaginosa. A suspensio
fungica foi igualmente espalhada sobre placas de Petri contendo meio BDA, utilizando swab
estéril, preparando-se uma placa para os extratos de flores e outra para os extratos de folhas,
para cada isolado flingico.

Os discos foram embebidos por imersdo nas amostras e distribuidos sobre cada placa,
seguindo o mesmo delineamento experimental adotado para os ensaios bacterianos, diferindo
apenas quanto ao controle positivo, para o qual foi utilizada anfotericina B. As placas foram

incubadas a 26°C por 72 h.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Biossintese de nanoparticulas de prata

Os espectros de absorcao dos extratos metandlicos de C. dysantha, obtidos a partir dos
diferentes 6rgdos da planta (folha, flor, caule e raiz), foram observados na faixa de 200 a
450 nm, conforme apresentado na Figura 6. Observa-se que todos os extratos apresentaram
elevada absorbancia na regido ultravioleta, com bandas préximas a 270 nm, caracteristicos de
presenca de compostos orgéanicos, como fendlicos e flavonoides (Mizzi et al., 2020). Entre os
extratos analisados, diferencas na intensidade da absorbancia foram detectadas, indicando

varia¢des na composi¢do quimica entre os diferentes 6rgdos da planta.
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Figura 6 - Espectroscopia de absor¢do UV-Vis dos extratos de Calliandra dysantha
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

ApO6s a caracterizagdo dos extratos isolados por espectroscopia de absor¢dao no UV-
Vis., foram realizadas as etapas de biossintese e caracteriza¢do das NPs. Para isso, os extratos
dos diferentes 6rgaos da C. dysantha (caule, raiz, flor e folha) foram adicionados as solugdes
contendo nitrato de prata.

Os espectros de absor¢@o das amostras sintetizadas com o extrato de flores e folhas de
C. dysantha apresentaram duas regides de absorc¢do distintas (Figura 7). A primeira banda de
absor¢do, centrada em aproximadamente 270 nm, esta relacionada a presenca de compostos
fitoquimicos nos extratos vegetais, responsaveis pela absorcdo nessa regido do espectro
ultravioleta (Elmehalawy et al., 2025). Observa-se, ainda, que a intensidade dessa banda
aumenta de acordo com o aumento da concentracdo dos extratos, evidenciando uma maior
concentracao desses metabdlitos no meio reacional.

A segunda banda de absorc¢ao, localizada entre 430 e 450 nm, € caracteristica da LSPR
das AgNPs, confirmando a redugdo dos ions Ag* a prata metélica (Ag°) e, consequentemente,
a formacao das AgNPs. A presenca dessa banda em todas as amostras indica que os extratos
de flores e folhas foram capazes de atuar simultaneamente como agentes redutores e
estabilizantes durante a sintese. Entretanto, para as concentra¢des de 375 e 500 pg/mL dos
extratos de flores, observou-se um deslocamento da banda de absorcio para comprimentos de

onda mais elevados, sugerindo a formagao de agregados das NPs. Esse comportamento pode
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estar relacionado a saturacdo da superficie das NPs pelos compostos organicos do extrato, o

que pode promover interacdes interparticulas e alterar suas propriedades Opticas.

Figura 7 - Espectroscopia de absor¢do UV-Vis dos extratos de flores e folhas de Calliandra dysantha
(concentragdes em pg/mL)
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Nos espectros das AgNPs obtidas com os extratos de folhas, observa-se a presenca de
bandas de absor¢do adicionais na regido entre 300 e 400 nm, as quais podem estar
relacionadas a presenca de diferentes compostos fitoquimicos. Além disso, a posi¢do da banda
plasmonica permaneceu praticamente constante em torno de 430 nm, sem deslocamentos
significativos para comprimentos de onda mais elevados. Esse comportamento sugere que o
aumento da concentracdo do extrato ndo promoveu alteracdes expressivas no tamanho médio,
na morfologia ou no estado de agregacao das AgNPs.

Em contraste com os espectros obtidos para os extratos de flores e folhas, os ensaios
realizados com os extratos de caule e raiz ndo se mostraram promissores para a formacdo de
AgNPs (Figura 8). Os resultados sugerem que a sintese utilizando esses extratos requer a
otimizacdo das condi¢des experimentais, incluindo variagdes na concentracao dos extratos e
do precursor metilico, bem como ajustes no pH, na temperatura e na avaliacdo da necessidade

do emprego de outros agentes redutores e estabilizantes.
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Figura 8 - Espectroscopia de absor¢ido UV-Vis dos extratos de caule e raiz de Calliandra dysantha
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A formacdo de AgNPs observada neste estudo é atribuida a acdo dos fitoquimicos

presentes nos extratos de flores e folhas, os quais atuam simultaneamente como agentes

redutores e estabilizantes durante o processo de sintese (Figura 9). O processo de sintese

verde de AgNPs envolve as etapas de reducdo de ions metélicos, nucleacdo, crescimento e a

estabilizacdo das NPs recém-formadas, sendo essas etapas governadas pelas propriedades

redox e pelos grupos funcionais dos fitoquimicos (como polifendis, flavonodides, taninos,

proteinas e polissacarideos), que atuam sinergicamente como agentes redutores, de

recobrimento e estabilizantes (Hanna, et al., 2025). As biomoléculas ricas em grupos hidroxila

e carbonila, especialmente compostos fendlicos e flavonoides, sofrem oxidagdo ao transferir

elétrons para os fons Ag*, promovendo sua redugio a Ag’. Apds a reducio, os dtomos Ag’ se

agregam formando pequenos nucleos, que atuam como sementes para o crescimento das NPs

(Dube E., 2026).
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Figura 9 - Formacao de AgNPs
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Fonte: Adaptado de Lina com auxilio da ferramenta de IA ChatGPT (2025).

A etapa de estabilizacdo € igualmente critica, uma vez que as NPs recém-formadas
possuem alta energia superficial e sdo inerentemente instiveis, exigindo o recobrimento por
biomoléculas que se adsorvem a superficie das NPs, formando uma camada protetora.
Compostos como terpenoides, taninos, saponinas, alcaloides e proteinas, atuam no
recobrimento das NPs, conferindo-lhes estabilidade coloidal por meio de impedimento
estérico e/ou estabilizacdo eletrostética, o que reduz a agregacdo e favorece a manutencao da
dispersao coloidal (Dube E., 2026).

Esses resultados demonstram que a metodologia proposta constitui uma alternativa
promissora para reduzir o uso de produtos quimicos potencialmente perigosos, empregando
compostos bioativos de extratos vegetais como agentes redutores e estabilizantes. Além disso,
a utilizacdo de extratos obtidos de diferentes 6rgaos vegetais, como folhas, flores, caules e
raizes, evidencia o potencial e a versatilidade da rota de sintese verde adotada neste estudo.
No entanto, os resultados obtidos indicam que a eficiéncia da sintese depende da composi¢ao
fitoquimica de cada 6rgdo vegetal, uma vez que apenas os extratos de flores e folhas

promoveram a formacao eficiente de AgNPs nas condi¢cdes experimentais avaliadas.

4.2 Caracterizacio das nanoparticulas de prata

4.2.1 Potencial zeta

O potencial zeta é um importante indicador da carga superficial, da estabilidade

coloidal e da tendéncia a agregacao de NPs em suspensdo. No presente estudo, as AgNPs
obtidas com extratos de flores apresentaram potencial zeta de -23,3 * 1,4 m, enquanto as

AgNPs obtidas com extratos de folhas apresentaram -24,6 = 0,6 mV (Figura 10).
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Figura 10 - Potencial zeta de AgNPs obtidas com extratos de flor (A) e folha (B) de Calliandra

dysantha
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Fonte: proprio autor.

Os valores obtidos para as AgNPs de C. dysantha estao proximos aos relatados em
outros estudos sobre sintese verde de AgNPs. Maheswari et. al. (2023) obtiveram valores de
potencial zeta de - 23,1 mV para AgNPs sintetizadas a partir de extrato foliar de Neolamarkia
cadamba. Similarmente, Khan et. al. (2025) reportaram um potencial zeta de -21,4 para
AgNPs obtidas a partir do extrato foliar de Withania coagulans, classificando, dessa forma, o
sistema como relativamente estavel. De modo geral, valores de potencial zeta acima de +
30 mV (em moddulo) sdo considerados indicativos de sistemas coloidais estdveis, enquanto
valores menores, como 0s obtidos neste estudo, indicam estabilidade moderada, na qual as
forcas repulsivas entre as particulas ainda sdo suficientes para retardar, mas ndo impedir

completamente, o processo de aglomeracio (Dube E., 2026).

4.2.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) foi utilizado para caracterizar o didmetro

hidrodinamico médio e o indice de polidispersdo (PDI) das AgNPs em suspensdo. A técnica
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baseia-se na andlise das flutuacdes da luz espalhada pelas NPs em movimento browniano,
permitindo estimar a distribuicdo de tamanho e a homogeneidade da suspensdo. O PDI é
utilizado para avaliar essa distribui¢ao, sendo que valores préximos a zero, indicam sistemas
com distribuicdo de tamanho mais homogénea (Bhattacharjee, S. 2016).

Os resultados obtidos por DLS demonstraram que as AgNPs sintetizadas com extratos
de flores apresentaram diametro hidrodindamico médio de 24,86 nm e PDI de 0,26, enquanto
as obtidas com extratos de folhas apresentaram didmetro hidrodinamico médio de 39,65nm e
PDI de 0,23 (Figura 11). Ambas as amostras apresentaram valores de PDI inferiores a 0,3
indicando uma distribui¢do de tamanho relativamente homogénea e baixa polidispersdo, de
acordo com Bhattacharjee (2016). Os valores obtidos refletem o comportamento hidrodindmico
das NPs em suspensdo aquosa, considerando o nicleo metilico, a camada de solvatacio e os
compostos organicos adsorvidos a sua superficie. Dessa forma, o DLS fornece uma estimativa
do diametro hidrodindmico e da distribuicdo de tamanho das NPs em suspensdo coloidal, e

ndo apenas do nicleo metélico.

Figura 11 - Didmetro hidrodindmico e indice de polidispersao de AgNPs obtidas com extratos de

flores (A) e folhas (B) de Calliandra dysantha

(A)
" ) Diametro indice de
] hidrodinamico (nm) Polidispersao
4,0 1 — 24,57 0,27
— 25,02 0,26
| — 24,98 0,25
2,0 1
3 4
‘c')’ 0,0
'S, 0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00 10000,00
3 (B)
-g 4,0
g ] Diametro indice de
30 7 hidrodinamico (nm) Polidispersao
] S 35,85 0,24
2,0 7 42,27 0,23
] — 40,84 0,22
1,0
00
0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00 10000,00

Diametro hidrodinamico (nm)

Fonte: proprio autor.
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Observaram-se, ainda, em ambas as amostras, a presenca de populagdes secundarias
representadas por baixas porcentagens de distribuicio de tamanho. Ambos os extratos
apresentaram particulas menores que 10 nm, enquanto as AgNPs sintetizadas com extratos de
folhas também apresentaram particulas com didmetros superiores a 100 nm. Como o DLS nao
permite identificar a natureza das particulas detectadas, tais populagdes podem corresponder
tanto a agregados de NPs quanto a fragmentos residuais do extrato vegetal ndo completamente
solubilizados ou removidos na etapa de preparo, uma vez que extratos brutos podem conter

material particulado em suspensao.

4.3 Perfil antioxidante dos extratos vegetais de flores e folhas de C. dysantha

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do DPPH, que promoveu a
mudanca da coloragdo violeta para amarela e a diminui¢do da absorbancia em 517 nm. Como
essa reducdo da absorbancia é proporcional a capacidade de sequestro de radicais livres da
amostra, o ensaio € amplamente utilizado para determinar a atividade antioxidante de
diferentes compostos.

A Figura 12 apresenta a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de flores e
folhas de C. dysantha, utilizando o método DPPH. Os resultados demonstraram que ambos os
extratos apresentaram atividade antioxidante, com comportamento dependente da
concentracdo. As maiores porcentagens de sequestro do radical DPPH foram observadas na
concentragao de 125 pg/mL.

Ao comparar os extratos, verificou-se que o extrato de flores apresentou maior
atividade antioxidante (84,9%) em relacdo ao extrato de folhas (81,5%), na concentracdo de
125 pg/mL, padrdo que se manteve nas demais concentragdes avaliadas. Os resultados
sugerem que os extratos de C. dysantha apresentam atividade antioxidante, provavelmente em
ocorréncia da presenca de compostos fendlicos, flavonoides e outros metabolitos secundarios

capazes de doar elétrons ou dtomos de hidrogénio para a neutralizacdo de radicais livres.
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Figura 12 - Atividade antioxidante dos extratos de flores e folhas de Calliandra dysantha, utilizando o método
de DPPH. Médias seguidas pela mesma letra maidsculas, para comparar a concentracao entre os extratos, e
minuscula para comparar a concentracdo dentro de cada extrato ndo diferem significativamente ao nivel 5% de

probabilidade, de acordo com o teste de Scott-Knott
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Fonte: proprio autor.

Resultados semelhantes de atividade antioxidante t€m sido reportados para outras
espécies do género Calliandra e para extratos empregados na sintese verde de AgNPs,
reforcando o papel de compostos fendlicos e flavonoides nessa atividade. Silva et al. (2016)
associaram a atividade antioxidante de Calliandra umbellifera a seu elevado teor de
flavonoides. Gomes e Mayworm (2017) observaram atividade sequestradora do radical DPPH
em Calliandra inaequilatera. Adaramoye et al. (2015) relataram atividade antioxidante dose-
dependente em Calliandra portoricensis, padrao semelhante ao observado neste estudo. Esse
comportamento também aparece em trabalhos de sintese verde de AgNPs. Mohanta et al.
(2017) atribuiram a atividade antioxidante de AgNPs de Erythrina suberosa, espécie da
mesma familia botanica de C. dysantha (Fabaceae), aos flavonoides e compostos fendlicos do
extrato, também responsaveis pela bioredugdo da prata. James et al. (2025) obtiveram 78,57%
de sequestro do DPPH para AgNPs de Boerhavia diffusa, valor proximo aos observados aqui
(84,9% na flor e 81,5% na folha, a 125 pg/mL). Esses achados sustentam que o perfil
fitoquimico de C. dysantha é compativel com o de espécies ja validadas como agentes
redutores na sintese verde de nanoparticulas metélicas.

A atividade antioxidante dos extratos também foi avaliada pelo método ABTS, que
determina a capacidade de compostos antioxidantes em neutralizar o radical catidnico

ABTSe*" por meio da reducdo da absorbancia em 734 nm (Wei et al., 2015).
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A Figura 13 apresenta a atividade antioxidante, determinada pelo método ABTS, dos
extratos de flores e folhas de C. dysantha. Ambos os extratos apresentaram elevada atividade

antioxidante, com valores superiores a 90% na concentracdo de 125 pg/mL.

Figura 13 - Atividade antioxidante dos extratos de flores e folhas de Calliandra dysantha, utilizando o método
de ABTS. Médias seguidas pela mesma letra maidsculas, para comparar a concentracdo entre os extratos, e
minuscula para comparar a concentracdo dentro de cada extrato ndo diferem significativamente ao nivel de 5%

de probabilidade, de acordo com o teste de Scott-Knott
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Fonte: préprio autor.

A atividade antioxidante também foi avaliada pelo ensaio de Poder Redutor, que
determina a capacidade dos compostos antioxidantes de reduzir ions férricos (Fe*") a ions
ferrosos (Fe?*), sendo a atividade estimada pela intensidade da absorbancia do complexo
formado. Assim, valores mais altos de absorbancia mostram maior potencial de redugdo.

A Figura 14 apresenta os resultados do ensaio de Poder Redutor dos extratos de flores

e folhas de C. dysantha.
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Figura 14 - Atividade antioxidante dos extratos de flores e folhas de Calliandra dysantha, utilizando o método
de Poder Redutor. Médias seguidas pela mesma letra maidsculas, para comparar a concentracio entre os
extratos, e mindscula para a comparar a concentracio dentro de cada extrato ndo diferem significativamente ao

nivel de 5% de probabilidade, de acordo com o teste de Scott-Knott
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Fonte: proprio autor.

Os resultados do ensaio de poder redutor demonstraram um comportamento
dependente da concentracdo para os extratos de flor e folha de C. dysantha. Em ambos os
extratos, a atividade antioxidante aumentou progressivamente com a elevacdo da
concentracdo, alcancando aproximadamente 96-98% na concentracdo de 125 pg/mL, sendo a
folha a que apresenta maior atividade antioxidante nesse teste. Esses resultados indicam que o
aumento da concentracdo dos compostos fendlicos e flavonoides eleva a capacidade dos
extratos de doar elétrons e reduzir ions férricos (Fe*") a ferrosos (Fe?"), refletindo seu elevado

potencial antioxidante.

4.4 Teste de Atividade Antimicrobiana por difusdao em disco

Nos ensaios bacterianos, observou-se a formacdo de halos de inibi¢do apenas nos
discos contendo os controles positivos (eritromicina para S. aureus e ampicilina para E. coli),
tanto nos ensaios realizados com as amostras sintetizadas a partir dos extratos de flores quanto

aos obtidos com extratos de folhas. Em contrapartida, ndo foram observados halos de inibi¢ao
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nos discos contendo as AgNPs, os extratos vegetais isolados ou o controle negativo, para

nenhuma das combinag¢des avaliadas (Figura 15 e 16).

Figura 15 - Ensaio de disco de difusdo sobre cepa bacteriana de S. aureus, (A) AgNPs e extratos de

flores e (B) AgNPs e extratos de folhas

Fonte: proprio autor.

Figura 16 - Ensaio de disco de difusdo sobre cepa bacteriana de E. coli, (A) AgNPs e extratos de

flores e (B) AgNPs e extratos de folhas

(A) (B)

Fonte: proprio autor.
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Esses resultados sugerem que os extratos vegetais e as AgNPs ndo apresentaram
atividade antimicrobiana detectavel pelo método de difusdo em disco, na concentracdo
avaliada (500 pg/mL), indicando a necessidade de alteracdo das condi¢Oes relacionadas a
concentragdo das amostras.

Nos ensaios flingicos, o controle positivo (anfotericina B) apresentou halos de
inibicdo de pequeno didmetro frente aos isolados de Talaromyces sp. e Rhodotorula
mucilaginosa (Figura 17 e 18) e, de forma semelhante ao observados nos ensaios bacterianos,
ndo foram observados halos de inibi¢ao nos discos contendo as AgNPs ou os extratos vegetais
isolados, indicando auséncia de atividade antifiingica detectavel nas condicdes experimentais

avaliadas.

Figura 17 - Ensaios de disco de difusdo sobre a cepa fingica de R. mucilaginosa, (A) AgNPs e

extratos de flores e (B) AgNPs e extratos de folhas

Fonte: proprio autor.
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Figura 18 - Ensaios de disco de difusdo sobre a cepa flingica de Talaromyces sp., (A) AgNPs e

extratos de flores e (B) AgNPs e extratos de folhas

Fonte: préprio autor.

Em todos os ensaios, o controle negativo (dgua destilada e deionizada e DMSO, na
proporcdo 1:1) ndo apresentou halos de inibi¢cdo, confirmando a auséncia de interferéncia
desses solventes nos resultados.

A auséncia de halos de inibicdo observada para as AgNPs biossintetizadas com
extratos de C. dysantha pode estar relacionada, entre outros fatores, a limitacdo de
concentracdo imposta pelo proprio processo de sintese. Enquanto Brasil (2017), ao avaliar a
atividade antimicrobiana dos extratos metandlicos totais e das fracdes de C. dysantha, testou
concentragdes entre 12,5 e 500 mg/mL e identificou atividade antimicrobiana contra Gram-
positivas a partir de 12,5 mg/mL, no presente estudo a concentracdo maxima empregada foi
de apenas 0,5 mg/mL, aproximadamente 1000 vezes inferior a maior concentracdo utilizada
pela autora e 25 vezes inferior a menor concentracdo considerada ativa. Essa discrepancia
sugere que a atividade antimicrobiana dos compostos fitoquimicos de C. dysantha ¢é
dependente da concentracdo e que a incorporacdo desses compostos ao processo de
biossintese das AgNPs, no qual atuam como agentes redutores e estabilizantes, pode ter
resultado em uma quantidade insuficiente de principios ativos disponiveis por volume
insuficiente para promover atividade antimicrobiana detectavel pelo método de difusdao em

disco.
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A auséncia de atividade antimicrobiana detectavel pelo método de difusdo em disco
pode estar relacionada, ainda, a limitacdes da prdpria técnica para a avaliacio de
nanomateriais. Kourmouli et al. (2018) demonstraram que a capacidade das NPMs de formar
halos de inibi¢ao nesse método depende da sua difusdo no meio de cultura sélido, a qual pode
ser limitada, especialmente quando a liberacdo de ions Ag", considerada um dos principais
mecanismos responsaveis pela atividade antimicrobiana das AgNPs, ocorre em taxa
insuficiente para gerar um gradiente de concentracdo detectivel em 4gar. Outros fatores
experimentais também podem ter contribuido para o resultado observado, como a
concentracdo final das AgNPs apos o processo de liofilizacdo e ressuspensdo, a possivel
influéncia do DMSO na disponibilidade das NPs e dos compostos bioativos, bem como a
estabilidade coloidal moderada evidenciada pelos valores de potencial zeta, a qual pode
favorecer processos de agregacdo e reduzir a fracdo de NPs livres capazes de difundir pelo
meio. Dessa forma, sugere-se que estudos futuros complementem a avaliacdo da atividade
antimicrobiana das AgNPs biossintetizadas por meio da utilizagdo de métodos quantitativos,
como a determinacdo da concentra¢do inibitéria minima (CIM) em meio liquido, os quais sdao
considerados mais adequados para a avaliacdo da atividade antimicrobiana de NPMs por

dependerem menos da difusdo em meio sélido.

5 CONCLUSAO

Esse trabalho mostrou que extratos metandlicos de flores e folhas de C. dysantha
demonstraram potencial para a biossintese de AgNPs. A espectroscopia de absor¢ao na regidao
do UV-Vis confirmou a formacdo de AgNPs pela presenca da banda de ressonancia
plasmonica de superficie localizada entre 430 e 450 nm, enquanto os extratos de caule e raiz
ndo apresentaram indicios de formacao dessas NPs, nas condi¢cdes experimentais avaliadas.

As andlises por espalhamento dindmico de luz (DLS) evidenciaram didmetros
hidrodinamicos médios inferiores a 40 nm e baixos indices de polidispersidade, indicando
suspensdes relativamente homogéneas. Os valores de potencial zeta proximos de -25 mV
indicaram estabilidade coloidal moderada, compativel com AgNPs obtidas por rotas de
sintese verde.

Os ensaios de DPPH, ABTS e de poder redutor dos extratos de flores e folhas

demonstraram elevada capacidade antioxidante, confirmando a presenca de compostos
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bioativos com elevado potencial redutor, capazes de atuar tanto na neutraliza¢do de radicais
livres quanto na reducgdo e estabilizacdo de ions metalicos durante a biossintese de AgNPs.

Os resultados obtidos sugerem que os compostos bioativos presentes nos extratos
vegetais atuaram simultaneamente como agentes redutores e estabilizantes durante o processo
de biossintese, evidenciando o potencial de C. dysantha como fonte de biomoléculas para o
desenvolvimento sustentdvel de nanomateriais.

Nos ensaios de atividade antimicrobiana, ndo foram observados halos de inibicao
frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Talaromyces sp. e Rhodotorula
mucilaginosa pelo método de difusdo em disco. Esse resultado pode estar relacionado a baixa
concentracdo de AgNPs obtidas, as limitacdes de difusdo das NPs em meio s6lido e as
caracteristicas coloidais da suspensdo, indicando a necessidade de otimizacdo das condi¢Oes
de sintese e das concentracoes testadas.

Dessa forma, conclui-se que a C. dysantha apresenta elevado potencial para a
biossintese de AgNPs com caracteristicas fisico-quimicas compativeis com aquelas descritas
na literatura, utilizando uma rota de sintese verde baseada em extratos vegetais. Entretando,
estudos futuros deverao otimizar os parametros de sintese e ampliar a avaliacdo das aplicacdes
biologicas dessas NPs, empregando métodos quantitativos como a determinagdo da
concentracao inibitéria minima (CIM), além de investigacdes sobre os mecanismos de acdo e

sobre o potencial de aplica¢do em outras areas da biotecnologia.
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