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Resumo

Nos ultimos anos, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém atraido muita aten¢@o devido as suas largas aplica¢des em diferentes campos como
biotecnologia, microeletronica, armazenamento de informagdo Optica, medicina e conversao de energia. O presente trabalho teve como objetivo
sintetizar nanoparticulas de prata a partir de amostras de mel de abelhas Apis mellifera produzidos na cidade de Santarém-Pard, Brasil. Além
disso, avaliar a atividade antimicrobiana dessas amostras, obtidas em dois periodos distintos (seco e chuvoso), frente a patdogenos de interesse
clinico: Staphylococcus aureus, Staphylococus epidermidis e Cdndida krusei. Todas as amostras apresentaram estabilidade, homogeinidade e
diametro hidrodindmico médio de 600 nm, tendo uma grande area superficial. Apresentaram indice de polidispersividade (Pdl) médio de 0,36 ¢
0,28, utilizando méis do periodo seco e chuvoso, respectivamente. O potencial Zeta foi negativo para 5 amostras do periodo seco. As linhagens
de S. aureus, S. epidermides e C. krusei foram sensiveis a todas as AgNPs sintetizadas, sendo que as CMI para S. aureus e S. epidermides
variaram de 0,17 a 10,79 mg mL"! e para C. krusei de 0,08 a 10,79 mg mL"'. De acordo com estudos as AgNPs sintetizadas se mostram mais
ativas em bactérias Gram negativas do que Gram positivo. No entanto, os elevados valores de CMI obtidos neste trabalho estdo associados aos
maiores tamanhos das nanoparticulas sintetizadas.
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Abstract

In recent years, silver nanoparticles (AgNPs) have attracted a lot of attention due to their wide applications in different fields such as
biotechnology, microelectronics, optical information storage, medicine, and energy conversion. The present work aimed to synthesize silver
nanoparticles from honey samples from Apis mellifera bees produced in the Santarém-Parda, Brazil. In addition, to evaluate the antimicrobial
activity of these samples, obtained in two distinct periods (dry and rainy), against pathogens of clinical interest: Staphylococcus aureus,
Staphylococus epidermidis and Candida krusei. All samples showed stability, homogeneity and an average hydrodynamic diameter of 600
nm, with a large surface area. They had an average polydispersity index (Pdl) of 0.36 and 0.28, using honeys from the dry and rainy periods,
respectively. The Zeta potential was negative for 5 samples from the dry period. The strains of S. aureus, S. epidermides and C. krusei were
sensitive to all synthesized AgNPs, with the MIC for S. aureus and S. epidermides ranging from 0.17 to 10.79 mg mL"' and for C krusei from
0.08 to 10.79 mg mL". According to studies, the synthesized AgNPs are more active in Gram negative bacteria than Gram positive. However,
the high MIC values obtained in this work are associated with the larger sizes of the synthesized nanoparticles.

Keywords: Apis mellifera. Staphylococcus aureus. Staphylococus epidermidis. Candida krusei.

1 Introducio e antifungicas em relagdo aos compostos bioativos

i , . . . isolados. Nesse sentido, devido a crescente resisténcia dos
O mel é um fluido viscoso, aromatico e doce produzido por

abelhas meliferas a partir do néctar de flores ou mesmo através
das excregoes de insetos sugadores de plantas (BANDEIRA et
al., 2018). Sua composicao e constituida predominantemente
por agucares (e.g. glicose e frutose) e agua, além de pequenas

microrganismos frente aos ions metalicos e antibioticos, cada
vez mais pesquisas vém sendo executadas para obtengdo de
NPs com maiores potenciais antimicrobianos (RAI et al.,
2009).

contribuigdes de vitaminas, enzimas minerais € compostos
fenolicos (BALL, 2007; SONG; KIM, 2009). Nesse sentido
além de ser um alimento natural rico em energia, o mel
possui inimeros efeitos terapéuticos (digestivo e diurético)
e medicinais (antibacteriano, antinflamatorio, analgésico,
expectorante, entre outros) (MEIRELES; CANCADO, 2016;
LAVINAS et al., 2019).

As nanoparticulas (NPs) sdo aglomerados de atomos com
tamanho na ordem de 1 a 100 nm. Sendo que as nanoparticulas
metalicas apresentam boas propriedades antibacterianas
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Dentre estas NPs, as nanoparticulas de prata (AgNPs)
possuem alta eficiéncia contra doengas causadas por

bactérias  (Staphylococcus —aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginoa) e fungos que causam infecgdes de
pele (Candida albicans). Essas nanoparticulas apresentam
melhores atividades quando comparadas ao uso isolado
de compostos bioativos (RAI, 2013). Por exemplo, alguns
trabalhos utilizando nanoparticulas de prata sintetizadas a
partir de mel apresentaram excelentes a¢des antimicrobianas

(BALASOORIYA et al., 2017, HOSNY et al., 2017).
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Balasooriya et al. (2017) encontrou significativa atividade
antimicrobiana contra uma ampla gama de linhagens
bacterianas e fingicas , sendo muito eficiente para inibigdo de
Staphylococcus aureus. Ja Hosny et al. ( 2017) observou que
as AgNPs sintetizadas foram mais ativas contra as bactérias
Gram-negativas testadas do que as Gram-positivas.

Viarios métodos foram introduzidos para sintetizar e
estabilizar AgNPs, entre os mais utilizados estdo: redugao
quimica ou fisico-quimica e técnicas eletroquimicas (HOSNY
et al., 2017). Entretanto esses métodos possuem custos
elevados, consomem muita energia e utilizam, normalmente,
reagentes nocivos para o meio ambiente (GONZALEZ FA et
al., 2017). A sintese verde de AgNPs a partir de produtos e
matrizes naturais realizada em ultrassom ¢ uma técnica que
possui muitas vantagens sobre outros métodos de biossintese,
incluindo a prevengdo de processos elaborados, como a
manuten¢do de culturas celulares e/ou secagem e extragdo de
materiais vegetais (VENU et al., 2011; OSKUEE et al., 2016).

Nesse contexto, uma vez que o mel apresenta em sua
composicao compostos capazes de reduzir e estabilizar a prata,
além de ter uma atividade antimicrobiana natural, o mesmo
tem grande potencial para ser empregado na sintese de AgNPs
benéficas a satide humana (SONG; KIM, 2009; BALL, 2007;
VENU et al.,2011; OSKUEE et al., 2016, DARROUDI et al.,
2014). Diversos micorganismos, entre eles: Staphylococcus
aureus ¢ Staphylococcus epidermidis e Candida kruzei, vem
adquirindo resiténcia a varios antimicrobianos (vancomicina,
penicilina, oxacilina, miticilina) e antifungos (fluconazol,
voriconazol) convencionais (VIEIRA; NASCIMENTO, 2017;
BERMAN; KRYSAN, 2020; KERN; RIEG, 2020).

Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo
sintetizar nanoparticulas de prata a partir de mel de abelhas
Apis mellifera produzidos na cidade de Santarém-Par4, Brasil.
Além disso, foram avaliadas as atividades antimicrobianas da
AgNPs frente a microrganismos resistentes (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Candida krusei).
Por fim, foi avaliada a diferenca na sintese das AgNPs e na
atividade antimicrobiana em rela¢ao ao periodo de colheita
do mel.

2 Material e Métodos
2.1 Local de coleta

Foram coletadas 16 amostras de mel de abelha Apis
melifera, em dois periodos, chuvoso (MC) e seco (MS), sendo
oito amostras em cada periodo, por meio de extragdo manual
sem nenhum utilizagdo de produtos quimicos ou fumaga,
obtidas em oito apiarios localizados nas comunidades Cipoal
(MO1), Cedro (M02), Bueira (M03), Boa Fé NA (M04), Boa
Fé AP (MO05), Tipizal (M06), Jacamim (M07) e Terra Amarela
(MO08), na regido de Santarém - Para, Brasil (02° 35’ 20,78”
Sul e 54° 41°080” Oeste & 02° 38’ 26” Sul e 54° 35’ 47,53”
Oeste).
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2.2 Sintese de Ag-NPs

A sintese das AgNPs foi realizada utilizando a metodologia
empregada por Oskuee et al. (2016). As suspensdes coloidais
foram preparadas por redugdo da Ag™ por compostos fendlicos
e aglicares presentes no mel, com auxilio de ultrassom. 20 mL
de solugdo de AgNO, (Sigma-Aldrich) 0,1 mol L' contendo
20% de mel in natura (massa/volume) foram expostos a
irradiagdo ultrassonica em ultrassom (ECO-SONICS Q-2850,
Thorton) de alta intensidade sob condi¢des ambiente durante
20 min.

2.3 Espalhamento dinimico da luz (DLS)

Em um tubo eppendorf foi preparada uma solugdo com
100 pL de cada amostra juntamente com 2 mL de agua
ultrapura, sendo a solugdo agitada por aproximadamente 2
min. Foram retirados 900 pL de cada solugdo para analise
do tamanho (diametro hidrodindmico (DH)), o indice de
polidispersividade (PdI) e potencial Zeta (Zetasizer, Malvern).
As analises foram feitas a partir de 10 corridas com 3 ciclos
de leitura e angulo de espalhamento de 173° e temperatura de
25 °C em um equipamento ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern
Instruments, UK).

2.4 Obtenc¢ao dos microrganismos

Os microrganismos teste utilizados nos ensaios
microbiologicos, foram das espécies Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)
(CEFAR®, Sao Paulo, Brazil) e Cdndida krusei (Lab01). As
linhagens foram mantidas em meio Nutriente (NM — 3,0 g de
peptona bacterioldgica, 5,0 g extrato de carne, 5,0 g NaCl em
solugdo aquosa contendo 1000 mL, pH inicial 7,2-7,4) até a

preparacgdo das suspensdes bacterianas utilizadas nos ensaios.

2.5 Analise da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

A concentra¢do minima inibitdria foi determinada frente
a duas bactérias: Staphylococcus aureus e Staphylococus
epidermidis ¢ uma levedura (Cdndida krusei). A técnica de
dilui¢ao do caldo foi utilizada para averiguar a Concentracao
Minima Inibitoria das solugdes da AgNPs de mel (TAVEIRA
etal., 2010).

Uma amostra da solugdo de AgNP ndo diluida foi
adicionada no primeiro tubo e uma dilui¢do em série dessas
em agua ultrapura foi estabelecida para obter as seguintes
concentragdes de AgNPs: 10,79; 5,39; 2,70; 1,35; 0,67; 0,34;
0,17; 0,08 (mg mL"). Subsequentemente, 100 uL de caldo
Mueller Hinton (MHB) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA), 10
pL de suspensdo com 10° UFC mL"' ¢ 100 pL de cada solugdo
de AgNP foram adicionado a cada poco para CMI (KHAN
et al., 2014). 10 uL de solugdo de cloreto de 2,3,5-trifenil
tetrazdico (CTT) (0,01%) foi usada como corante quimico.
O controle negativo foi realizado substituindo as amostras
AgNPs por caldo de Mueller Hinton (MHB) e controle
positivo foi realizada substituindo amostras de AgNPs por 100
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pL de antibidtico ampicilina (100 pg mL™"). Todas as placas
foram incubadas a 35 °C por 24 h.

2.6 Analises estatisticas

Os dados quantitativos dos experimentos, realizados em

triplicata, foram apresentados em média + desvio padrao.
3 Resultados e Discussao
3.1 Diametro hidrodiniamico e potencial Zeta

Todas as AgNPS sintetizadas a partir do mel do periodo

DOURADO, G.S. et al.

chuvoso (MC) e do periodo seco (MS) obtiveram didmetro
hidrodinamico médio de 600 nm (Quadro 1). Oskuee et al.
(2016), que realizou o mesmo processo de sintese, obteve o
tamanho de particula variando entre 50 e 250 nm. El-desouky
et al. (2016) ao sintetizar AgNP a partir do mel observou o
tamanho médio de 9,9 nm. Hosny et al (2017) verificou
nanoparticulas com tamanho predominante de 4,2 nm, sendo
que as amostras mais acidas apresentaram valor predominante

de 11,7 nm.

Quadro 1 - Tamanhos e valores das polidispersoes das AgNPs sintetizadas

Amostras DH (nm) Pdl Amostras DH (nm) Pdl
MCO1 693 +459 0,33 +0,02 MSO01 552+333 0,33 +0,01
MCO02 586 +8,3 0,31 +0,06 MS02 468 £ 34,4 0,47 +£ 0,09
MCO03 620 + 36,6 0,23 +0,03 MS03 792 +514 0,29 + 0,03
MC04 739 + 60,7 0,30 = 0,09 MS04 461 +124 0,43+0,13
MCO05 637 +£272 0,27 £ 0,04 MSO05 445 £359 0,32+ 0,04
MCO06 557+39 0,26 = 0,01 MS06 698 + 24,1 0,35+0,04
MCO07 619 + 28,6 0,27+ 0,02 MS07 692 + 30,5 0,33 +£0,02
MCO08 748 +47.9 0,28 +0,02 MS08 823 +41,9 0,35+0,09

Amostras Potencial zeta Amostras Potencial zeta
MCO1 2,39+£0,14 MSO01 5,07 +0,33
MCO02 3,07+0,17 MS02 -1,96 £ 0,27
MCO03 5,84 +0,17 MSO03 1,84 +0,10
MC04 4,98 + 0,33 MS04 -2,64 £0,37
MCO05 5,35+0,34 MSO05 -2,35+0,38
MCO06 6,62 = 0,09 MS06 -0,39+£0,14
MCO07 4,62 +0,28 MS07 -1,31+£0,30
MCO08 4,90 + 0,20 MS08 0,91 +0,14

Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores encontrados na literatura sdo bem discrepantes
quando comparado neste trabalho, isso pode esta relacionado
principalmente processo de sintese, armazenamento, pH,
a concentragdo do precursor, a concentragdo do redutor, o
tempo de incubacdo ou outras varidveis ligada a AgNO,
ou relacionado ao peso molecular dos componentes do mel
(UMOREN et al., 2014; HOSNY et al., 2017). Vale destacar
que Panacek (2006) sintetizou AgNPs a partir de agtlicares e
obteve tamanhos maiores que 100 nm.

O indice de polidispersividade (Pdl) médio para as
AgNps de méis do periodo seco e chuvoso foi de 0,36 ¢ 0,28,
respectivamente. [sso mostra que as AgNPs nao tendem a ficar
aglomeradas, ou seja, sdo homogéneas (Tabela 1). Esse ¢ um
fator importante, pois desse modo ndo ha perda de atividade e
assim de possiveis aplicagoes.

O potencial Zeta ¢ a medigdo da magnitude da repulsio de
carga eletrostatica ou atragdo entre particulas em suspensio
liquida. Ele ¢ um dos essenciais parametros para caracterizar
a estabilidade de nanoparticulas em ambiente aquoso. As
nanoparticulas que apresentam o potencial Zeta maior que
+ 30 mV possuem uma excelente estabilidade (MARCATO,
2009). O potencial Zeta foi negativo para as amostras MSL
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2,4,5,6 ¢ 7 do periodo seco. Umoren et al. (2014) sugere
que potencial negativo mostrado pelas AgNPs pode ser devido
ao possivel revestimento dos componentes bio-organicos
presentes no mel.

3.2 Concentra¢do Minima Inibitéria — CMI

As amostras de nanoparticulas foram analisadas para
a determinagdo da CMI frente aos microrganismos teste
sensiveis ao produto. Todas as amostras apresentaram
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados
(Quadro 2).

Quadro 2 - Atividade antimicrobiana (CMI) das amostras de mel
de abelha

Amostras Concentrac¢iio Minima Inibitéria (mg mL")*
S. aureus S. epidermidis C. kruzei
MSO01 10,79 10,79 0,67
MS02 10,79 10,79 0,67
MSO03 0,17 0,17 0,08
MS04 0,17 0,17 0,08
MSO05 10,79 10,79 0,67
MS06 10,79 10,79 0,67
MS07 10,79 10,79 0,67
MS08 10,79 10,79 0,67
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MCO1 0,67 0,67 10,79
MCO02 0,67 0,67 10,79
MCO03 0,67 0,67 10,79
MCO04 0,67 0,67 10,79
MCO05 0,67 0,67 10,79
MCO06 0,67 0,67 10,79
MCO07 0,67 0,67 10,79
MCO08 0,67 0,67 10,79
Ampicilina” 100 100 100
AgNO, 10,79 10,79 5,39
*Ampicilina 100 pg L.

Fonte: Dados da pesquisa.

A concentragdo minima inibitoria obtida para S. aureus e
S. epidermides foi de 10,79 mg mL™' nas amostras do periodo
seco, exceto MS 3 e 4 que teve o CMI de 0,17 mg mL™. J&
as do periodo chuvoso apresentou o CMI de 0,67 mg mL".
C. krusei apresentou CMI de 0,67 mg mL"' nas amostras do
periodo seco, exceto MS 3 e 4 (0,08 mg mL"), no periodo
chuvoso o CMI foi de 10,79 mg mL"'. A solugdo de AgNO,
inibiu o crescimento microbiano de todos os microrganismos
testado, S. epidermidis e S. aureus com CMI de 10,79 mg mL"!
de Ag.

Sreelakshmi et al. (2011) e Hosny (2017) encontraram
valores de 6,25 e 2,81 pg mL’, respectivamente, para
Staphylococcu aureus. Ja Oskuee et al. (2016) encontrou o
valor de CMI de 19,5 pg mL-! para E. coli e S. aureus. A menor
acdo antimicrobiana das AgNPs sintetizadas neste trabalho
uma vez que a agdo antimicrobiana dessas nanoparticulas
obtidas a partir de sintese verde ¢ bastante dependente do
tamanho, concentragdo e carga superficial (GOPINATH et
al., 2013; FRANCI et al., 2015). As AgNPs com menores
tamanhos possuem maiores areas superficiais em relagdo
ao volume e, por meio de atragdo eletrostatica entre a
superficie celular carregada negativamente e a carga positiva
dos ion Ag", contribuindo para a rapida absor¢do e elevada
atividade antimicrobiana (SHANMUGAM; BHARATH,
2017; KUMAR et al., 2018; HAMOUDA et al., 2019). No
entanto, as nanoparticulas com tamanhos maiores, como as
obtidas neste trabalho ndo sdo capazes de entrar nas células
microbianas, o que diminui a sua a¢do antimicrobiana.

De acordo com estudos as AgNPs sintetizadas a base de
mel se mostram mais ativas em bactérias Gram negativas,
onde a parede celular mais espessa do Gram positivo permite
menor entrada de prata na membrana citoplasmatica do que a
Gram negativa.

4 Conclusio

Foram biossintetizadas AgNPs a partir dos diversos méis
produzidos na regido de Santarém-PA em periodos distintos
de sazonalidade. O elevado tamanho das AgNPs combinado
com uma polidispersdo média em solucdo aquosa foram
observados por analises de DLS e pode ter influenciado
nos valores de CMI. Bactérias Gram-positivas foram mais
sensiveis as AgNPs produzidas pelos méis coletados no
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periodo chuvoso e pelas amostras MS03 e MS04 do periodo
seco. Do contrario, os valores de CMI foram menores para
a levedura quando as AgNPs foram produzidas a partir dos
méis do periodo seco, com destaque para as amostras MS03 e
MS04 com 0,08 mg mL". Dessa forma, conclui-se que o mel
¢ um bom agente redutor na formagao de AgNPs biogénicas e
sua exploracao ¢ bastante relevante devido suas caracteristicas
intrinsecas e agregagdo de valor junto a nanobiotecnologia.
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