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RESUMO

A nanotecnologia € uma area de constante expansao, incluindo estudos de nanoparticulas de prata (AgNPs).
Para sua obtencao envolvem processos quimicos que podem gerar residuos toxicos. Esta pesquisa objetiva o
uso de técnica sustentavel da qual visa a utilizagdo de extratos naturais como agentes redutores e
estabilizadores, em substituicdo a reagentes quimicos toxicos. No estudo foi utilizado o extrato hidroalcodlico
de Bauhinia forficata L. (BF) e nitrato de prata (AgNOs) como agente precursor. A caracterizacdo foi realizada
por Espectroscopia em Ultravioleta Visivel (UV-Vis), influéncia do pH, difragdo de raios-X (DRX), analise
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estatistica ANOVA e efeito bactericida em Staphylococcus aureus - ATCC25923 (S. aureus) e Escherichia coli -
ATCC25922 (E. coli). Os espectros mostraram a formagdo de AgNPs na regido caracteristica e estabilidade
consideravel ao longo do tempo o difratograma revelou picos caracteristicos da presenca de nanoparticulas
nas amostras, e a atividade antibacteriana confirmada pela expressividade dos halos de inibigao. A espécie S.
aureus foi a cepa mais sensivel as nanoparticulas, se mostrando assim mostraram promissoras como agentes
bactericidas sustentaveis.

Palavras-chave: Nanotecnologia; Nanoparticula; Bactericida; Sintese bioldgica.
ABSTRACT

Nanotechnology is an area of constant expansion, including studies of silver nanoparticles (AgPs). To obtain
them involve chemical processes that can generate toxic waste. This research aims at the use of sustainable
technigue that aims to use natural extracts as reducing agents and stabilizers, replacing toxic chemical
reagents. In the study was used hydroalcoholic extract of Bauhinia forficata L. (BF) and silver nitrate (AgNO3)
as precursor agent. The characterization was performed by Visible Ultraviolet Spectroscopy (UV-Vis), pH
influence, X-ray diffraction (XRD), ANOVA statistical analysis and bactericidal effect on Staphylococcus aureus
- ATCC25923 (S. aureus) and Escherichia coli - ATCC25922 (E. coli). The spectra showed the formation of
AgNPs in the characteristic region and considerable stability over time the diffractometer revealed characteristic
peaks of the presence of nanoparticles in the samples, and antibacterial activity confirmed by the
expressiveness of the inhibition halos. The species S. aureus was the most sensitive strain to nanoparticles,
thus showing promising as sustainable bactericidal agents.

Keywords: Nanotechnology, Nanoparticle; Bactericide; Biological synthesis.

1. INTRODUCAO

A nanotecnologia faz parte de um grupo de pesquisa amplamente estudado. Estes estudos avaliam
materiais com dimensdes nanométricas, identificando suas propriedades fisicas e quimicas para uso
em varios campos de pesquisa (Nguyen et al, 2022). Pesquisas relatam que os nanomateriais tem
tido um notavel desempenho em inimeras aplicagdes, como catalise (Astruc, 2020), tecnologia
biomédica (Canaparo et a/, 2020), ciéncia ambiental (Anand et a/, 2020), anti-oxidacdo (Abdollahi
et al, 2021), embalagens de alimentos (Nikolic et al., 2021), agricultura (Fatima; Hashim; Anees,
2021), tecnologia de deteccao (Montes-Garcia et al,, 2021) e outros. Entre os nanomateriais estao
as nanoparticulas de prata (AgNPs), que tém atraido atengao em varios campos devido as suas
multiplas propriedades, como excelente condutividade elétrica, capacidade antimicrobiana, catalitica
(Min et al., 2022) e propriedades curativas (Lara et al, 2022).

Varios desses métodos podem ser usados para a formacdao de AgNPs, como radiacdo assistida por
ultrassom (Manjamadha e Muthukumar, 2016), reducdo quimica (Khan et al, 2011), explosao
elétrica (Lerner et al, 2016), coprecipitacdo (Dat et al, 2020) e sol-gel (Kumar et al, 2019). A
técnica mais amplamente estudada para a sintese de AgNPs envolve a reducao quimica do precursor
de prata usando agentes redutores organicos e inorganicos (por exemplo, reagente Tollens,
borohidreto de sddio, citrato trissddico, polivinilpirrolidona e parafina) (Montazer et al/, 2012; Begun
et al, 2019; Das et al, 2013; Zhang; Shi e Yang, 2014; Hu et a/, 2020). Os métodos de reducao
quimica oferecem algumas vantagens, como controle de tamanho e morfologia, mas também
causam muitos problemas, como os potenciais efeitos nocivos ao meio ambiente (Gudikandula e
Charya Maringanti, 2016; Naraginti e Li, 2017; Casagrande e De Lima, 2019).
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Uma maneira efetiva de diminuir os efeitos nocivos do método quimico é a sintese verde capaz de
reduzir o sal metalico, por apresentar essas vantagens, esse tipo de sintese para AgNPs, tem atraido
vasta atencdo nos ultimos anos (Iravani, 2011; Mukherjee and Patra, 2017; Plachtova et al,, 2018;
Shah et al, 2015; Singh et al, 2018), tornando-se um método viadvel para transcender essas
limitagbes, considerado ecologicamente correto, além de permitir o desenvolvimento de
nanomateriais biocompativeis com minima ecotoxicidade, embora a expansao e melhoria da sintese
verde ainda seja desafiadora (Ahamed et al, 2011; Jenifer et al, 2020). Esta técnica emprega
geralmente caminhos metabdlicos naturais nos microrganismos por meio do uso de extratos
fotoquimicos ricos em polifendis e flavonoides, para reduzir precursores metalicos tornando-os nano
particulados (Djaoudene et a/, 2029; Ovais et al., 2018).

Estudos recentes confirmam a aplicacao de extratos de plantas para sintetizar nanoparticulas usando
folhas de Azadirachta indica (Shukla et al., 2012), Corylus avellana (Korkmaz et al., 2020), graos de
cacau, extrato de semente de uva (Ranoszek-Soliwoda et al., 2019), Prosopis juliflora, Skimmia
lauréola, Avicennia marina, Origanum vulgare, Morinda citrifolia, Rosmarinus officinalis e outros
(Chung et al., 2016). No entanto, nenhum estudo até o momento foi encontrado para o uso de
Bauhinia forficata (BF) para sintese verde de AgNPs, o que delibera um importante interesse para
seu uso, devido seus fitoquimicos. De acordo com Barbosa (2018), a participacao de flavonoides ja
foi relatada em alguns estudos, sugerindo que a presenca de hidroxilas nesses compostos libera
atomos reativos de hidrogénio capazes de reduzir ions de prata em nanoparticulas.

A partir do que foi mencionado anteriormente, o estudo em questdo visa investigar a sintese de
nanoparticulas de prata (AgNPs) a partir do extrato hidroalcodlico das folhas de Bauhinia forficata,
e o efeito antibacteriano, pois agrega uma vasta fonte de polifendis e flavondides, o que o torna um
potencial candidato para obtencdo de extrato qualificado para sintese de AgNPs sem a necessidade
de insercdo de reagentes quimicos nocivos.

2. DESENVOLVIMENTO
2.1 MATERIAIS E METODOS
2.1.1 Preparacao do extrato vegetal

As folhas de Bauhinia forficata foram adquiridas em lojas de produtos naturais da capital do estado
do Piaui, foram lavadas varias vezes com agua destilada para remover as impurezas superficiais,
apds a lavagem foram secas a temperatura ambiente para remover a agua de superficie. As folhas
foram trituradas com auxilio de um liquidificador. Aproximadamente 40g de folhas secas de Bauhinia
forficata triturada foram adicionadas a um béquer contendo 500 mL de solugdo hidroalcéolica. O
recipiente foi selado e a mistura reservada no escuro durante 48h a temperatura ambiente; durante
este periodo sucessivas agitagdes foram realizadas com o uso de um bastdo de vidro. Em seguida,
0 sobrenadante foi filtrado usando papel de filtro qualitativo de 28 pm para remover o material
particulado, o filtrado foi aquecido em banho-maria, sob agitacdo a uma temperatura de 60°C, até
gue o volume fosse reduzido em 50% e assim adquirir uma maior concentracao das substancias
presentes no vegetal, dessa forma, uma solucao com cor esverdeada escura foi adquirida, sendo
subsequentemente armazenada entre 4-8 °C para uso posterior.
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2.1.2 Desenvolvimento das AgNPs com extrato hidroalcodlico de B. forficata

Uma solucao de nitrato de prata (AgNOs) foi preparada em uma concentracdao de 2 mmol/L como
sugerido por Jain et al, (2017) com algumas adaptacoes; neste caso especifico, com o uso de agua
deionizada em vez de destilada. Um mililitro do extrato foi diluido para obter um volume na
concentragao de 0,5% v/v. Em seguida, a solugao de AgNOs foi misturada ao extrato na proporgao
de 1:1, a sintese ocorreu a temperatura ambiente e a mistura foi agitada constantemente em mesa
agitadora da marca TECNAL-TE1400 em rotacdo de 230 rpm por 24h, e apds esse tempo as amostras
foram armazenadas com auséncia de luz para a realizacao das analises posteriores.

2.1.3 Caracterizacdo das nanoparticulas

O processo de biossintese de AgNPs foi observado levando-se em consideracdo parametros como
tempo de agitacdo, mudanca de coloracdo, influéncia do pH, espectrofotometria e andlise
bacterioldgica. O efeito do tempo na formacdo das AgNPs foi analisado em intervalos de 0, 1, 2, 4,
6, 12, 24, 72 e 168 h na mistura. O pH neutro inicial da solucao foi mantido, assim como as amostras
ajustadas para pH 8 e 9 do extrato com o uso de solugao alcalina de NaOH na concentragao de 0,1
M. Em relagdo a coloracdo, verificou-se que haveria alteracdo na aparéncia inicial do extrato, com o
passar do tempo da biossintese de AgNPs. Os espectros UV-vis das misturas apos a sintese da
reacao foram verificados na faixa de comprimentos de onda de 240-600 nm, obtidos em um
espectrofotébmetro UV-1800 (Shimadzu, Japao). Para verificar a formagdo, a estrutura cristalina (Da
Silva et a/, 2025), a técnica de difracao de raios X (DRX) foi empregada, foram analisadas em
difratdmetro de Raios-X da marca Panalytical, modelo Empyrean Série 2, equipado com tubo de
cobalto com A= 1,78 nm e monocromador secundario para Co, tensao de 40 kV e corrente de 45
mA. As amostras foram analisadas no intervalo de angulos de difracdo 26 variando de 5 a 90° e
velocidade 2°C/mim-1. As amostras foram dispostas em cubetas de quartzo com 4 cm,
acompanhando a evolugdo da sintese verde de a partir de AgNOs, onde se esperava visualizar os
picos indicativos de formacao das nanoparticulas, bactérias das Staphylococcus aureus e Escherichia
coli foram utilizados para analise bacterioldgica.

2.1.4 Analise estatistica

Os dados experimentais foram confirmados por ANOVA, como os desvios padrao do valor médio. A
significancia estatistica dos valores das alteragdes para grupos separados foi analisada por meio de
analise multivariada.

3. RESULTADOS
3.1 OTIMIZAGAO DO EXTRATO PARA ANALISE

O espectro ultravioleta visivel UV-vis para o extrato de B. forficata (Figura 1) apresentou bandas
caracteristicas de flavonoides, apresentando picos na regiao de 277 nm e 348 nm.
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Figure 1. Extrato de Bauhinia forficata UV-vis expctrum.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Em um estudo desenvolvido por Macucci e colaboradores (2020), ao realizar a deteccao de
flavonoides de propolis por espectroscopia UV-Vis inferem que os picos caracteristicos de flavonoides
devem estar presentes em uma faixa de absorbancia entre 250 a 350 nm. Diante disso, a regiao na
banda de 277 nm no espectro foi a mais intensa permanecendo ao longo do processo de analise,
mesmo apos a sintese de AgNPs.

3.2 TEMPO DE AGITACAO E MUDANCA DA COLORACAO

Neste caso especifico, o tempo de agitacdo por 72h foi levado em consideracao relacionando com a
mudanga no aspecto da cor, verificada do tempo zero até 72h apds a adigao de AgNO3 no extrato,
mostrando uma mudanca na cor da solucao do extrato (Figura 2) amarelo claro no tempo zero,
intensificando-se ao longo do tempo para marrom escuro, indicando a formagao de AgNPs.

Figura 2. Mudanca da cor observada em para a sintese bioldgica de AgNPs a partir do extrato
hidarlcolico de Bauhinia forficata.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
A evidéncia de mudanca de cor nesta andlise esta diretamente relacionada aos niveis de absorcao
de luz nas camadas superficiais dos materiais, suportadas por estruturas metalicas, com dimensoes
nano causadas pelo efeito de ressonancia. Pesquisas relatam que a excitagdo da ressonancia
plasmonica de superficie (RPS) resultante da interacdo dos elétrons da superficie da nanoparticula
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com a luz incidente, pode provocar a mudanga de cor, que por sua vez caracteriza a formagao de
AgNPs, (Wel et al, 2015; Biswas e Mulaba-Bafubiandi, 2016), onde a faixa pode prever varias
caracteristicas de nanoparticulas formadas, tais como a forma, o tamanho do diametro, estado de
superficie, estado da dispersao e a estabilidade (Ettadili et a/,, 2023). Os resultados aqui identificados
mostraram que em todas as amostras, a presenca de uma banda em torno de 430 nm pode variar
até 432 nm tipica da vibracdo de ressonancia plasmonica de AgNPs.

3.3 ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA UV-VIS

A analise espectrofotométrica foi realizada com periodicidade (Figura 3) a fim de verificar a
intensidade da nanoparticula formada e sua estabilidade ao longo do tempo. Os resultados
demonstraram uma alta absorbancia na regido visivel do espectro caracteristico de AgNPs ao longo
do tempo, esta caracteristica torna-se ainda mais expressiva quando o pH foi elevado. No que diz
respeito a estabilidade, pode-se observar a manutencao dessa caracteristica por pelo menos 72
horas por ndo apresentar reducao nas bandas, este tempo foi estendido por um periodo mais longo
durante a pesquisa. Devido a intensidade da formacao de AgNPs, foi impossibilitado assim a leitura
visivel pelo equipamento.

Figura 3 - Formacao de AgNPs detectada a partir da analise de espectrofotometria UV-vis em pHs
7.0 (A), 8.0 (B) e 9.0 (C), respectivamente, levando em consideragao diferentes tempos de reacao
a temperatura ambiente.

pH 80 —ar
=0

14 Fa —2h

Absorbanon
AR AN
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O espectro obtido neste estudo revela a absorcdo maxima em um comprimento de onda de 430 nm,
consistente com outros estudos onde os picos da absorgao foram observados para AgNPs, numa
escala variando entre 400 nm a 530 nm (Abbasi et al,, 2016). Esses dados reafirmam a sintese de
AgNPs observada na mudancga de cor com o passar do tempo (Figura 2), corroborando com outros
estudos que utilizaram espécies vegetais, apresentando maxima absorbancia entre 410 nm e 446
nm (Biswas & Mulaba-Bafubiandi, 2016; Solanki et a/, 2017).

3.4 EFEITO DO pH

Dentre as AgNPs sintetizadas, trés condicdes de pH foram determinadas a temperatura ambiente e
investigadas por espectroscopia UV-Vis com os extratos nos pHs de 7,0, 8,0 € 9,0, em um tempo de
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agitacao monitorado por 24h. Os resultados observados mostraram uma forte influéncia do pH na
formacdo de AgNPs, uma vez que observou-se uma maior absor¢ao plasmonica nos extratos com
AgNPs obtidos em pHs 8,0 e 9,0, aumentando o valor de absorbancia a medida que esses valores
de pH sao alterados (Tabela 1) quando comprado com pH neutro nos tempos observados.

Tabela 1 - Influéncia do pH, Sintese de AgNPs intermediada pelo extrato hidroalcdolico de Bauhinia

forficata
Time / Absorbance
pH Oh 2h 4h 6h 12h 24h 48h 72h
7.0 0,138 0,185 0,256 0,426 0,761 1,276 1,539 1,048
8.0 0,202 0,337 0,668 1,002 1,276 1,498 1,882 2,000
9.0 0,225 0,454 0,761 1,123 1,539 1,954 2,186 2,354

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Esse efeito esta de acordo com pesquisas recentes ao relatar a influéncia do pH na obtencdo de
AgNPs, onde nesses estudos foram utilizados extratos naturais identificando o mesmo
comportamento de onda. O maior rendimento tende a ser observado quando esses extratos estao
em niveis mais alcalinos (Rodrigues et a/., 2020) esse desempenho é justificado pela forte ionizacao
dos grupos fendlicos presentes no extrato vegetal em meio basico, por outro lado em meio acido a
repulsao eletrostatica de anions em solucdo reduz a taxa de reducdo de nanoparticulas (Charti et
al, 2021).

3.5 ESTATISTICA

Pela analise do dendrograma (Figura 4), encontra-se as mais altas similaridades nos pares (T1PH8
/ T2PH7), (T1PH9 / T3PH7), (T2PH9 / T4PH7), (T5PH7 / T3PH9), (T6PH7 / T5PH8), (T7PH7 /
T5PH9), (T9PH7 / T5PH9), (T9PH8 / T7PH9). Os colchetes X, Y e Z trazem grande diferenga nas
similaridades dos grupos, sendo que o colchete X é justificado quando se compara os valores de
absorcao, entre TIPH7 com T5PH7, T3PH8 ou T3PH9. O colchete Y é expresso pela comparagao de
valores das absorbancias de T6PH7 ou seu similar com T8PH7. O colchete Z, mostra a comparacao
de T9PH9 com T9PH8 ou com seu similar. A diferenca entre as similaridades dos colchetes Y e Z,
identificada pelo colchete W é vista quando se compara os valores de T6PH7 ou seu similar com
T9PH9. A maior diferenca significativa entre os grupos esta presente no colchete S, comparando-se
os valores tabelados de T1IPH7 com T9PH9.
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Figura 4 - Dendrograma da analise multivariada das amostras estudadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

3.6 DIFRATOGRAMA DE RAIO-X

De acordo com o difratograma de raios-X obtido a partir da reacao entre AgN3 e extrato de Bauhinia
forficata, do qual é representado (Figura 5), expde o difratograma com picos caracteristicos e
posicao de nanoparticulas de prata. Pode ser observado nas regides de aproximadamente 38,1, 44,2
60,8 e 81,6 no angulo 26 respectivamente, consistentes com o perfil de prata, ainda em
concordancia com outros trabalhos encontrados na literatura como os citados por Khanna e
colaboradores (2005); Gupta; Jana & Meikap (2010).

Figura 5. Difratograma do extrato de Bauhinia forficate contendo AgNPS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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O resultado por difragdo de raios X comprova a eficacia de Bauhinia forficata na formagao de AgNPs
e que ndo causa a formagao de outras fases cristalinas, o que pode reforgar a ideia de pureza dessas
nanoparticulas. A analise do difratograma também permitiu obter dados referentes ao tamanho
médio do cristalito da amostra. Os dados foram extraidos utilizando a equacao de Scherrer (Equacao

1) dada por: D = ki/Bcos6 Eq.1

Onde D é o diametro médio da particula, k € uma constante de Scherrer, que depende da forma das
particulas, A € o comprimento de onda da radiagao eletromagnética usada, 6 é o angulo de Bragg
ou angulo de difracdo, e B(20) é a meia altura do pico de difracdo. O tamanho cristalino das amostras
tratadas a temperatura ambiente apds 72 horas permaneceu em tamanho médio de 44,35 nm.

3.7 ANALISE BACTERIRICIDA

A atividade antibactericida das AgNPs sintetizadas no extrato de Bauhinia forficata (BF) foi verificada
contra uma espécie bacteriana gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATCC25923) e uma espécie

dram-negativa (£scherichia coli - ATCC25922) para amostras de extrato sem adicao de AgNOs, e
com as AgNPs mediadas por BF em pH7, pH8 e pH9, chamados simplesmente de AM-1, AM-2, AM-
3, AM-4, AM-5 respectivamente todos realizados em triplicata. A (Tabela 2) mostra os valores do
tamanho dos halos de inibicao do crescimento bacteriano na presenca das amostras, (Figura 6)
revelando visivelmente o efeito bactericida nas amostras testadas.

Tabela 2 - Medidas dos halos de inibicdo (em milimetros) do crescimento microbiano com respec-
tivo desvio padrao, na presenca das AM-1, AM-2, AM-3, AM-4 e AM-5.

Samples Staphylococcus aureus Escherichia coli
AM -1 17,66 +1,15 0,00 + 0,0

AM - 2 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

AM -3 18,66 + 0,57 10,33 + 1,15
AM -4 19,00 +1,00 10,66 + 0,57
AM -5 19,33 + 0,57 11,66 + 0,57

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O efeito antibacteriano nas amostras foi dependente da cepa das bactérias e da superficie quimica
das AgNPs presentes ou ndo nos extratos. Staphylococcus aureus foi a cepa mais sensivel as
nanoparticulas e o extrato puro sem AgNPs, destacando-se a amostra de AM-5 da qual a
nanoparticula foi sintetizada a partir do extrato BF em pH 9.0. Estudos relatam a influéncia do pH
na sintese de AgNPs, uma vez que o pH da solucdo é capaz de interferir diretamente em seu didmetro
médio, quantidade e melhor formacdo podendo atingir tamanhos aproximados de 90 nm em pH
mais alcalino, certo que o pH afeta criticamente a cinética da nucleacdo destas nanoparticulas
(Guimaraes; Amarante & Oliveira, 2021).
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Figura 5. Teste de difusao em pogos contendo solugoes testes (AM-1, AM-2. AM-3, AM-4 e AM-5)
contra Staphylococcus aureus e Escherichia coll.

S. aureus

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Por outro lado, é notavel a semelhanca do efeito antibacteriano do extrato concentrado sem AgNPs
contra Staphylococcus aureus em relagao ao AM-3, AM-4 e AM-5, com excecao da amostra de AM-
2 que apresentou diferenca significativa entre o extrato quando este foi diluido para um percentual
de 0,5% e ndo na presenca de AgNPs. Apesar da similaridade do efeito do extrato concentrado sobre
as cepas, a associacao de BF e AgNPs apresentou melhores resultados inibitérios em todas as
amostras. A atividade maxima é verificada quando ha uma maior formacdo de nanoparticulas
ocasionada pelo extrato em pH 9,0 AM-5.

Uma reducdo subsequente do efeito & observada na presenca de £ cole, atingindo
aproximadamente 50% quando comparado ao mesmo efeito em S. gureus. Em estudos anteriores
Brito e Taguari (2010) investigaram a sensibilidade antibacteriana de £. co/j, mostrando que esta
cepa pode apresentar alta resisténcia a inimeros farmacos. Outro estudo, ao utilizar extratos
hidroalcdolicos neste caso de eucalipto nas concentracdes de 1 mg e 10 mg nao identificou efeito
contra £. coli (De Miranda e Rocha, 2022). Por outro lado, os resultados aqui apresentados
demonstram a eficacia da sintese verde de AgNPs através do extrato de BF como agente
antibacteriano contra as cepas aqui estudadas, £. cole e S. aureus impulsionando a importancia do
uso dessa sintese verde para fins de promogao da salide em ambientes hospitalares por exemplo.

4. CONSIDERACOES FINAIS

O método apresentado para sintese verde nesta pesquisa demonstrou uma alternativa viavel e
eficiente para a formacdao de prata coloidal e estabilidade, sendo o processo influenciada pela
alteracao do pH do extrato e pela concentracao de nitrato de prata, e principalmente a interagao
dos principios ativos naturalmente contidos no extrato de Bauhinia forficata. Evidenciou ainda o
efeito antibacteriano satisfatério das nanoparticulas sintetizadas contra as cepas Staphylococcus
aureus e Escherichia colj, sem adicao de agentes quimicos nocivos. A andlise estatistica indica que
a sintese e a estabilidade das nanoparticulas podem ocorrer nas trés situacdes experimentais
testadas, mas a comparacao das similaridades ndo obedece a uma caracteristica monogénica, para
tempos e valores de absorbancias.
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