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RESUMO

A Pereskia aculeata Miller, conhecida como ora-pro-nébis (OPN), € uma planta nativa
de alto valor medicinal e nutricional devido a presenca de compostos bioativos. Suas
folhas sdo amplamente utilizadas na alimentacdo e na medicina popular, além de
apresentarem potencial antioxidante, antimicrobiano e alelopatico. A extracéo desses
compostos foi realizada por método tradicional, como Soxhlet, e moderno, como
ultrassom. O extrato etanodlico da planta revelou a presenca de saponinas, esteroides
livres, triterpenos pentaciclicos, alcaloides, flavonas, flavondis, xantonas e
flavonoides, demonstrando significativa atividade antioxidante e antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Além disso, em ensaios com sementes
de alface, o extrato modulou o crescimento vegetal de acordo com a concentracdo. O
potencial biotecnolégico da OPN também foi explorado na sintese verde de
nanoparticulas de prata (AgNPs), nas quais seus compostos bioativos atuaram como
agentes redutores e estabilizantes. A caracterizacdo das AgNPs revelou boa
estabilidade coloidal e presenca do grupo C=0O, indicando a participacdo de
biomoléculas na estabilizacdo. As nanoparticulas sintetizadas apresentaram elevada
atividade antioxidante e antimicrobiana, com destaque para a acao contra bactérias
Gram-positivas, além de uma significativa atividade antibiofilme, tornando-se
promissoras na prevencao de infec¢des. A combinacédo das propriedades fitoquimicas
da P. aculeata evidencia sua versatilidade e potencial para aplica¢des farmacolégicas,
agroecologicas e biomédicas, contribuindo para o desenvolvimento sustentavel de

novos produtos biotecnolégicos.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos bioativos; extracdo sustentavel; nanoparticulas de

prata; atividades biologicas.
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ABSTRACT

Pereskia aculeata Miller, known as ora-pro-nébis (OPN), is a native plant of high
medicinal and nutritional value due to the presence of bioactive compounds. Its leaves
are widely used in food and traditional medicine, and they also exhibit antioxidant,
antimicrobial, and allelopathic potential. The extraction of these compounds was
carried out using both traditional methods, such as Soxhlet, and modern methods,
such as ultrasound. The ethanolic extract of the plant revealed the presence of
saponins, free steroids, pentacyclic triterpenes, alkaloids, flavones, flavonols,
xanthones, and flavonoids, demonstrating significant antioxidant and antimicrobial
activity against both Gram-positive and Gram-negative bacteria. In addition, in lettuce
seed assays, the extract modulated plant growth depending on the concentration. The
biotechnological potential of OPN was also explored in the green synthesis of silver
nanoparticles (AgNPs), in which its bioactive compounds acted as reducing and
stabilizing agents. Characterization of the AgNPs revealed good colloidal stability and
the presence of the C=0O group, indicating the participation of biomolecules in
stabilization. The synthesized nanoparticles showed high antioxidant and antimicrobial
activity, especially against Gram-positive bacteria, as well as significant antibiofilm
activity, making them promising agents for infection prevention. The combination of the
phytochemical properties of P. aculeata highlights its versatility and potential for
pharmacological, agroecological, and biomedical applications, contributing to the
sustainable development of new biotechnological products.

KEYWORDS: Bioactive compounds; sustainable extraction; silver nanoparticles;

biological activities.
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1 INTRODUCAO

A Pereskia aculeata Miller, chamada popularme de ora-pro-nobis (OPN), é
uma planta nativa da América Central e Sul, amplamente reconhecida por suas
propriedades medicinais e nutricionais. Suas folhas séo ricas em proteinas, vitaminas,
minerais e compostos bioativos, como flavonoides, alcaloides, taninos, saponinas e
compostos fendlicos, que conferem a espécie propriedades antioxidantes e
antimicrobianas de grande interesse cientifico (Garcia et al., 2019; Jardim et al., 2021).

A extracdo desses compostos bioativos € um processo essencial para seu
melhor aproveitamento, sendo possivel empregar diferentes métodos, como 0s
tradicionais, como infusdo e Soxhlet, ou modernas, como a extracdo assistida por
ultrassom. Esta dltima tem se mostrado uma abordagem promissora devido a sua
eficiéncia na permeabilidade das paredes celulares e na liberacdo dos compostos
desejados, além de ser uma alternativa mais sustentavel e eficiente (Silva, 2022;
Sousa; Gasparoti; Paula, 2022). A identificacdo dos compostos extraidos permite nao
apenas a caracterizacdo quimica do material vegetal, mas também sua aplicacdo em
diversos setores. Estudos indicam que extratos vegetais sdo amplamente utilizados
na agricultura, atuando no tratamento de sementes principalmente como
bioestimulantes (Carvalho et al., 2021).

Além disso, a nhanotecnologia verde tem explorado cada vez mais a utilizacao
de extratos vegetais na sintese de nanoparticulas (NPs), buscando a substituicdo das
sinteses quimicas e fisicas (Jalab et al., 2021). A biossintese dessas nanoparticulas,
denominada sintese verde, representa uma alternativa sustentavel, reduzindo o uso
de reagentes toxicos e o consumo energético (Oselusi et al., 2025). Dentre a classe
das nanoparticulas metélicas, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido
amplamente estudadas devido as suas propriedades fisico-quimicas Unicas, que as
tornam promissoras para aplicacdes na tecnologia de alimentos, na farmacologia e na
microbiologia (Luhata et al., 2022).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém demonstrado eficacia contra uma
ampla variedade de microrganismos, incluindo bactérias patogénicas e biofilmes
microbianos resistentes a tratamentos convencionais (Ankudze, Neglo & Nsiah, 2024).
Considerando a crescente preocupagdo com a resisténcia antimicrobiana, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) listou microrganismos prioritarios para

pesquisa, destacando Pseudomonas aeruginosa como um patégeno de prioridade
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critica e Staphylococcus aureus como de prioridade alta (OMS, 2025). Nesse
contexto, o combate a biofilmes microbianos torna-se essencial, especialmente em
setores como a industria alimenticia e a saude publica, onde a persisténcia de
microrganismos resistentes compromete a eficacia dos tratamentos e a seguranca
sanitaria (Korkmaz et al., 2024).

Diante desse panorama, este estudo tem como objetivo explorar o perfil
fitoquimico da P. aculeata, avaliar suas atividades antioxidante e antimicrobiana, e
investigar o potencial do extrato etandlico obtido por ultrassom na germinacdo de
sementes de alface e no crescimento inicial da soja, sendo essa aplicagdo agrondémica
ainda pouco explorada. Além disso, visa-se a sintese de AgNPs a partir dos extratos
aguosos da planta, avaliando suas propriedades biotecnolégicas e sua aplicacdo em
sistemas antimicrobianos e antibiofilme. Assim, este trabalho contribuird para o
avanco no uso de estratégias sustentaveis, pensando na inovacdo e no possivel

desenvolvimento de novos produtos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Determinar a composicao fitoquimica e avaliar as bioatividades do extrato e

nanoparticulas obtidos das folhas de Pereskia aculeata Miller.

1.1.2 Objetivos especificos

* Determinar o perfil fitoquimico do extrato etandlico de OPN;

* Sintetizar e caracterizar nanoparticulas a partir dos extratos aquosos de OPN;

* Avaliar o potencial antioxidante do extrato etandlico e das nanoparticulas das folhas
de OPN;

* Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do extrato etandlico e das nanoparticulas de prata de OPN frente as
bactérias;

* Avaliar o potencial do extrato etandlico de OPN sobre a germinacdo de sementes e
crescimento de plantulas de espécies agricultaveis.

* Avaliar a atividade antiobiofilme das nanoparticulas de prata de OPN;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A PLANTA ORA-PRO-NOBIS (Pereskia aculeata Miller)

O Brasil € reconhecido como um dos paises com maior diversidade biologica
em todo o mundo, com aproximadamente 38.000 espécies de vegetais ja
reconhecidas (Flora e Funga do Brasil, 2023). Dentre estas destacam-se 230
cactaceas, distribuidas em 34 géneros, das quais 184 sdo endémicas, encontradas
com maior predominio nas regides leste e sul (Plano de Acdo Nacional para a
Conservacao das Cactaceas, 2011).

O género Pereskia recebeu esta denominacdo por Miller em 1974, e
apresenta particularidades que o diferenciam dos demais géneros dentro da familia
Cactaceae, como hastes ndo suculentas, folhas grandes e aréolas auxiliares com
espinhos (Francisco, 2018).

A Pereskia aculeata Miller é uma trepadeira semi-lenhosa, que pode atingir
até 10 metros de comprimento, o caule e os ramos apresentam espinhos. O fruto é
carnoso, oval ou redondo, e as flores apresentam coloracdo branca e amarela com
aroma de limdo. Ja as folhas tém cerca de sete centimetros de comprimento e trés
centimetros de largura, sédo simples, simétrica, e com textura carnosa, composta por
70% agua (Rosa; Souza, 2003; Ruppelt et al., 2015).

A P. aculeata é conhecida por seu nome popular ora-pro-nébis (OPN) que no
latim significa “rogai por nés”. Outros nomes populares que também podem ser
atribuidos a espécie sdo rosa-madeira, trepadeira-limao e carne-de-pobre ou carne
verde, uma vez que na matéria seca possui 28% de proteina, valor acima que as
fontes vegetais consumidas diariamente como o feijdo, milho, espinafre, couve e
alface (Takeiti et al., 2009), e também fontes de origem animal como carne, peixe e
ovos (Maciel et al., 2021).

Devido as suas propriedades e ao alto valor proteico, a OPN pode ser
considerada tanto uma planta medicinal quanto uma Planta Alimenticia N&o
Convencional (PANC). Essas plantas geralmente apresentam maiores teores de
minerais, fibras, proteinas e compostos antioxidantes em comparacdo com plantas
domesticadas (Kinupp e Barros, 2008; Silveira, 2016).

As folhas de OPN apresentam mucilagem (Piva et al., 2025) e contém

minerais como potassio, célcio, ferro, enxofre, manganés, fésforo, magnésio, zinco,
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cobre e vitamina C (Almeida et al., 2014). Elas também sao ricas em aminoacidos
essenciais, como histidina, arginina, treonina, valina, metionina, isoleucina, leucina,
fenilalanina, lisina e triptofano (Zem et al., 2019). O principal uso das folhas envolve o
consumo fresco ou seco, podendo ser facilmente incorporadas na forma de farinha
em saladas, refogados, péaes, bolos, sopas e sucos (Ferreira et al., 2024). E
recomendada no combate a fome, desnutricdo e anemia (Cruz et al., 2020).

Deste modo, devido ao seu facil acesso, propagacédo e cultivo, e as suas
atividades biologicas, existem muitos estudos desenvolvidos com a OPN que buscam
quantificar e identificar seus compostos, bem como avaliar suas atividades biolégicas
(Moraes et al., 2019; Garcia et al. 2019; Soares, Castro e Martins, 2022; Ciriaco,
Mendes e Carvalho, 2023).

2.1.1 Compostos bioativos da ora-pro-nobis

A Resolugao RDC n. 243/18 define substancia bioativa como “um nutriente ou
nao nutriente consumido normalmente como componente de um alimento, que possui
acdo metabolica ou fisiolégica especifica no organismo humano” (Brasil, 2018, nao
paginado). Os metabolitos secundarios podem ser divididos em trés principais grupos:
compostos nitrogenados, fendlicos e terpenos (Borges e Amorim, 2020).

A OPN é rica em minerais, vitaminas e aminoacidos, além de conter diferentes
compostos metabdlitos secundarios como os taninos, flavondides, alcaloides e
saponinas (Jardim et al., 2021), carotenoides e saponinas (Almeida et al., 2014).

A capacidade antioxidante das folhas de OPN tem se mostrado notavel, assim
como a concentracdo de seus compostos fendlicos, que sdo 0s principais
responsaveis pela prevencdo ou mitigacdo de diversos danos oxidativos. Além disso,
a elevada concentracdo de antioxidantes torna as folhas de OPN uma alternativa
valiosa para o enriqguecimento de alimentos e a promo¢do de uma alimentacéo
saudavel, sugerindo seu potencial como aditivo alimentar (Ciriaco, Mendes e
Carvalho, 2023).

Foi encontrado no extrato apolar de OPN elevada atividade antioxidante e
identificados 11 compostos pertencentes aos terpendides e compostos fendlicos,
sendo eles 2,4-Di-tercbutilfenol, isocanfano, fitol, escaleno, y-tocoferol, vitamina E, a-

Tocoferolquinona, campesterol, y-sitosterol, fucosterol, e lupeol (Torres et al., 2021).
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Em outro estudo também foram identificados compostos, sendo eles: dois
acidos fendlicos derivados do acido caféico e oito flavondéides derivados de quercetina,
kaempferol e isorhamnetina glicosideo (Garcia et al., 2019). Essas moléculas sao
guimioprotetoras e normalmente sdo empregadas na industria farmacéutica (Farias e
Araujo, 2014) e também na cosmética para a prevencdo do envelhecimento cutaneo
(Henrique e Lopes, 2017).

2.1.2 Aplicacéo dos bioativos de ora-pro-nobis

Diversos estudos exploram as aplicagdes da OPN como alimento, destacando
suas propriedades funcionais (Queiroz et al., 2015; Assis et al., 2021; Pocai et al.,
2021; Francelin et al., 2021; Prado et al., 2022). Um estudo com farinha de OPN na
dieta mostrou beneficios como reducdo de peso, gordura visceral, colesterol total e
triglicerideos (Barbalho et al., 2016).

O potencial impacto positivo da OPN sao evidentes em diversas aplicacdes,
abrangendo ndo apenas a alimentacdo, mas também desempenhando um papel
significativo na promocgé&o da saude. A avaliagcdo da atividade antimicrobiana da OPN
foi observada em diversas cepas de microrganismos, sendo bactérias como Klebsiella
pneumoniae (Colacite et al., 2022), Staphylococcus aureus (Macedo et al., 2023),
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa (Passos, 2022), e fungos como Aspergillus
versicolor e Penicillium citrinum (Souza et al., 2016). Em tais avaliacdes, observou-se
uma potencial inibicdo do crescimento microbiano.

Além disso, na esfera da saude, a OPN desperta interesse devido a sua
atividade biolégica. Estudos nessa area apresentam sua atividade antitumoral e
antinociceptiva (Pinto et al., 2015), acdo cicatrizante por meio de formulacbes em
pomada (Barros et al., 2010), e neuroprotetora com propriedade anti-inflamatoria e
anticolinérgica (Torres et al., 2021).

E importante destacar que o uso de seus bioativos também poderiam ser
integrados a outras areas, como é 0 caso da agrondmica, em que ocorre uma
crescente expansao de pesquisas voltadas a obtencdo de bioestimulantes
provenientes de extratos vegetais (Rehman et al., 2017; Desoky et al., 2020; Carvalho
et al., 2021).
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2.2 METODOS DE EXTRACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

2.2.1 Métodos tradicionais

Os métodos de extracao tracionais foram utilizados ao longo de muitos anos,
em geral sdo simples e ndo precisam de equipamentos especializados. Um exemplo
€ a infusdo, trata-se uma extracao direta na qual o biomassa vegetal entra em contato
com a agua quente, sendo comumente utilizada no preparo de chas, muito parecido
com este método estd a decoccgdo, que se diferencia unicamente pelo fato de que o
material vegetal deve ser fervido junto com a agua (Oliveira, 2020).

Outra forma de extracdo direta € a maceracdo, em que a biomassa vegetal
permanece em contato com o solvente. Esse processo pode ser estatico ou dinamico,
quando envolve a agitacdo dos materiais (Marques, 2005). Durante a maceracao, é
importante garantir que a biomassa vegetal esteja bem triturada para aumentar a
superficie de contato com o solvente, melhorando a eficiéncia da extracdo. Esse
processo envolve o uso de diferentes solventes, que auxiliam na separacdo das
substéancias ativas por meio da diferenca de polaridade (Soares et al., 2016).

Além destes métodos, o Soxhlet, desenvolvido em 1879, tem sido utilizado
por mais de um século. Ele é reconhecido por ser um processo extrativo exaustivo e
altamente eficaz para a recuperacdo dos componentes desejados, embora seja mais
demorado e consuma mais energia se comparado aos métodos modernos (Castro e
Priego-Capote, 2010). Cada um desses métodos, apesar de simples, continuam
sendo relevantes e amplamente utilizados no ambiente laboratorial devido a sua

acessibilidade e eficiéncia.

2.2.1 Métodos modernos

Os métodos modernos para extragcdo de compostos buscam eficiéncia,
seletividade e sustentabilidade, e se baseiam em processos fisicos e quimicos para a
separacao das moléculas funcionais. Eles levam em conta os principios da quimica
verde que busca por solventes alternativos e processos mais eficientes (Tsukui e
Rezende, 2014).

Entre esses métodos esta a extracdo por fluido supercritico (EFS), que utiliza

um fluido em condic¢des criticas de temperatura e pressao (Sousa, Gasparoti e Paula,
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2022), e a extragdo por liquido pressurizado (ELP), que mantém o solvente em estado
liguido sob alta pressdo, mesmo em temperaturas elevadas (Rodrigues, 2021). Ambos
0s métodos permitem a reducdo do tempo de extracdo e aumento do rendimento,
apesar dos altos custos dos equipamentos (Sousa, Gasparoti e Paula, 2022; Cunha
et al., 2020).

A extracdo com agua subcritica (EAS) opera com agua em estado liquido sob
alta pressédo e temperaturas entre 100°C e 374°C, eliminando a necessidade de
solventes toxicos (Souza, Souza e Oliveira, 2022). A extracdo aquosa assistida por
enzimas (EAAE), por sua vez, utiliza enzimas para degradar as paredes celulares das
plantas, resultando em produtos refinados com menor uso de energia (Heemann et
al., 2019). Esses métodos sdo sustentaveis e eficientes, aproveitando recursos
naturais e enzimaticos para a extracao de compostos bioativos.

Além desses, 0 método extracao assistida por micro-ondas (EAM) se baseia
em principios fisicos e quimicos que relacionam temperatura, estrutura molecular,
ligacdo quimica e polarizacdo, permitindo aquecimento eficiente de dentro para fora
(Tsukui e Rezende, 2014). Outro método é a extracdo assistida por ultrassom (EAU),
que utiliza ondas ultrassdnicas para aumentar a cavitacao e a transferéncia de massa,

melhorando a eficiéncia e a seletividade da extragdo (Silva, 2022).

2.2.2 Extracdo assistida por ultrassom

Dentre os métodos modernos disponiveis, a extracao assistida por ultrassom
se destaca como uma alternativa eficiente e ecologicamente sustentavel (Passos,
2022). Além disso, € considerada uma opcdo mais econbémica em compara¢ao com
outros métodos modernos como é o caso da extracao por fluido supercritico (Sousa,
Gasparoti e Paula, 2022).

O ultrassom, com frequéncia de 20 kHz, utiliza ondas ultrassbnicas de alta
poténcia para romper tecidos vegetais e expor seus componentes ao solvente. A
propagacédo das ondas forma microbolhas que, ao se romperem, geram forcas de
cisalhamento, aumentando a permeabilidade dos tecidos vegetais e a solubilizacdo
dos compostos ativos (Silva, 2022).

A extracdo assistida por ultrassom pode ser conduzida de duas maneiras:
através de banho ultrassénico ou sonda/ponteira ultrassénica. No banho ultrassénico,

a amostra vegetal é submetida indiretamente a energia ultrassdnica via agua,
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requerendo maiores frequéncias e poténcias para uma extracao eficaz. J4 na extracédo
por sonda, o gerador de ondas ultrassénicas € inserido diretamente no recipiente
contendo a amostra, emitindo ondas de pressao diretamente sobre o tecido vegetal.
O uso de sonda para emissao das ondas ultrassénicas em biomoléculas demonstrou
melhor desempenho em comparac¢éo com o banho ultrassonico (Sousa et al., 2022).

O método de extragdo por ultrassom utilizando sonda/ponteira se destaca pelo
curto tempo de extracdo, facilidade de operacdo e elevada capacidade de
solubilizacdo dos compostos, independentemente do solvente utilizado. Isso
demonstra a significativa importancia desse método para futuros estudos e aplicagées
nas esferas cientifica e industrial (Silva, 2022).

2.3 INTERACAO ENTRE PLANTAS: ALELOPATIA

As plantas interagem entre si por meio de processos como competicao,
facilitacdo e comunicacdo quimica, desempenhando papéis fundamentais na
composicdo das comunidades vegetais e ecossistemas. A alelopatia € uma dessas
interacdes, termo derivado das palavras gregas allelon (mutuo) e pathos (prejuizo),
definido por Molisch em 1937. Posteriormente, em 1984, Rice caracterizou a alelopatia
como a liberacdo de substancias quimicas no ambiente que podem inibir ou estimular
o crescimento e desenvolvimento de outras plantas (Pires e Oliveira, 2011).

Em qualquer processo alelopéatico, uma planta doadora libera substancias
quimicas no ambiente que podem causar efeitos sinérgicos ou antagbnicos na
fisiologia da germinagao, no crescimento ou no desenvolvimento da planta receptora.
O efeito alelopético na natureza resulta da acdo conjunta de varios aleloguimicos, e
nao apenas de um Unico composto. Assim como, a complexidade do processo é
dependente de diversas variaveis como 0 mecanismo de liberacéo, a estabilidade no
meio e a forma como sera absorvido (Barrales-Cureiio et al., 2022).

Compreender a natureza quimica dessas substancias, também chamadas de
"aleloguimicos"”, € essencial para entender a alelopatia. Em geral, esses compostos
sdo metabolitos secundarios derivados do metabolismo primario e séao liberados no
ambiente por meio de lixiviagdo, volatilizagdo ou decomposi¢do (Santos, 2021).

Os metabdlitos secundarios podem ser estudados na alelopatia por meio da
metabolémica, que identifica e quantifica sistematicamente todos os metabdlitos em

sistemas bioldgicos, refletindo suas caracteristicas fisiologicas e bioquimicas. Alguns
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metabdlitos influentes no processo alelopatico sdo os compostos fendlicos,
flavonoides e saponinas. Algumas plantas conhecidas por seus metabolitos com
propriedades alelopaticas séo alfafa, centeio, sorgo, arroz, canola e trigo (Barrales-
Curefio et al., 2022).

Na natureza, os aleloquimicos liberados pelas plantas podem ter efeitos
positivos ou negativos, afetando tanto plantas daninhas quanto cultivadas (Silva,
2018). Esse conhecimento revela um potencial significativo para o desenvolvimento

de produtos agricolas com propriedades bioestimulantes ou bioherbicidas.

2.3.1 Extratos vegetais como bioestimulantes

Na agricultura moderna ha uma busca por estratégias que ajudem a aumentar
a produtividade, eficiéncia e lucratividade, e que amenizem os efeitos negativos
sofridos durante o plantio, ou seja, que garantam uma melhoria no rendimento. Desta
forma, o uso de bioestimulantes é uma excelente alternativa (Cavalcante et al., 2020).

Os bioestimulantes sdo substancias naturais que podem ser aplicados
diretamente nas plantas, sementes ou solo com o objetivo de melhorar as condi¢des
fisiologicas vegetais como “melhorar a qualidade de sementes, estimular o
desenvolvimento radicular, favorecer o equilibrio hormonal da planta e a germinacéao
mais rapida e uniforme, interferir no desenvolvimento vegetal” (Programa Nacional de
Bioinsumos, 2020, ndo paginado) e que promovam a tolerancia a estresses abidticos.

Em sua composicdo, os bioestimulantes podem apresentar amino&cidos,
fitohormonios, vitaminas, macro e micronutrientes que sdo elementos quimicos
essenciais para o crescimento das plantas. Estes compostos podem ser provenientes
de extratos vegetais e demonstrar ampla composicdo devido a diversidade de
moléculas vegetais que podem ser extraidas e aplicadas.

Um dos extratos vegetais mais estudados na aplicagcdo como bioestimulante,
€ 0 extrato de moringa (Moringa oleifera) (Rehman et al., 2017). Mas também ha
estudos com a aplicagdo de outras plantas como o alho (Allium sativum) (Eldeen,
2015), funcho (Foeniculum vulgare) (Desoky et al., 2020), e alcaguz (Glycyrrhiza
glabra) (Desoky et al., 2019).

Os produtos incorporados as sementes estdo se tornando mais comuns a

cada ano, sendo assim a aplicagdo de bioestimulantes no tratamento de sementes é
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uma alternativa viavel que oferece resultados positivos, além de representar menor

custo e uma distribuicdo mais uniforme (Frezato et al., 2021).

2.4 NANOTECNOLOGIA

A capacidade de manipulagdo de atomos e moléculas no campo nanométrico
foi confirmada em 1959 pelo fisico norte-americano Richard Feynman com sua
palestra durante a conferéncia da Sociedade Americana de Fisica. Ja o termo
“‘nanotecnologia” foi utilizado pela primeira vez em 1974 pelo professor Norio
Taniguchi (Sanfelice, Pavinatto e Corréa, 2022).

O termo nano deriva do grego antigo e significa "ando". Em relacdo ao
tamanho mensuravel, 1 nanémetro (nm) equivale a bilionésima parte do metro (1 x 10"
%m), desta forma uma particula nesta escala pode ser chamada de nanoparticula. De
acordo com a International Standardization Organization (ISO) na normativa 27687
publicada em 2008 o tamanho das nanoparticulas (NPs) se encaixam na escala
nanométrica de 1-100 nm (Sanfelice, Pavinatto e Corréa, 2022).

Uma breve definicdo de nanotecnologia “é a tecnologia que busca o
entendimento de um sistema em nanoescala, com precisao de atomo a atomo, para
criar estruturas com uma organizagdo diferenciada” que podem apresentar
comportamentos e propriedades distintas daquelas encontradas em materiais
conhecidos (Filho e Backx, 2020, p. 2).

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar, abrange &reas como
tecnologia da informacdo, medicina, engenharia, quimica, fisica e biologia.
Reconhecida como a tecnologia do futuro, ela sustenta o desenvolvimento econémico
e possibilita a criacao rapida de inUmeros nanoprodutos e nanoaplicacdes em diversas

areas das ciéncias (Hupffer, Pinto e Quevedo, 2021).

2.4.1 Sintese verde

A sintese verde representa um avanco significativo no campo da
nanotecnologia, utilizando métodos para a producdo de nanoparticulas que priorizam
a sustentabilidade ambiental e a redugcdo do uso de substancias toxicas.
Fundamentada na utilizagdo de recursos naturais e em condicdes de reacéo

ambientalmente favoraveis, a sintese verde visa substituir os processos fisicos e
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quimicos convencionais, alinhando-se aos principios da quimica verde (Oliveira,
2018).

A obtencdo de nanoparticulas através da sintese verde envolve o uso de
extratos vegetais, microrganismos, ou outras fontes biolégicas como agentes
redutores e estabilizadores. Os extratos vegetais, em particular, contém uma
variedade de metabdlitos secundérios, tais como flavonoides, taninos e alcaloides,
gue podem desempenhar papéis cruciais na formacdo das nanoparticulas. Estes
compostos podem influenciar diretamente o processo de sintese, promovendo a
reducdo dos ions metalicos e a estabilizacdo das nanoparticulas formadas (Duran et
al., 2011), resultando em produtos finais que sdo mais seguros e biocompativeis
(Sktodowski et al., 2023).

Um exemplo de sintese verde € a utilizacao de cha verde (Camellia sinensis)
para a formagdo de nanoparticulas de cobre com 6,6 nm, os componentes bioativos
presentes no cha verde facilitaram a formacdo das nanoparticulas de cobre
(Pelegrino, 2020). Outro exemplo envolve o uso de extrato de folhas de Moringa
oleifera para a formacéo de nanoparticulas de prata com tamanhos entre 15-29 nm
(Mohammed et al., 2022).

A sintese quimica requer substancias estabilizadoras, e a sintese fisica utiliza
processos como deposicdo, queima e moagem. Ambas apresentam como
desvantagens o longo tempo de preparo, a hecessidade de condi¢des extremas, alto
consumo de energia e geracao de residuos toxicos (Jalab et al., 2021). Portanto, a
sintese verde se destaca pela substituicAo de substancias quimicas tOxicas e
condicdes de reacdes mais suaves, quando comparada com as sinteses quimica e
fisica, apresentando sustentabilidade com a utilizacdo de produtos naturais, e
oferecendo um método mais seguro e ecologicamente correto para a producéo de

nanoparticulas.

2.4.2 Nanoparticulas metalicas

Diversos métodos de sintese sao utilizados na producédo de nanoparticulas.
Essas nanoparticulas podem ser divididas em duas categorias principais: organicas e
inorganicas. As nanoparticulas organicas incluem aquelas formadas a partir de
carbono, enquanto as inorganicas abrangem variedades como as magnéticas,

metalicas e semicondutoras (Mendes, 2015).
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Entre as nanoparticulas metalicas mais estudadas estédo as de prata (AgNPs),
cobre (CuNPs), zinco (NPZnO) e ouro (AuNPs), que tém um amplo espectro de
aplicacdes. Exemplos de suas utilizacdes incluem embalagens de alimentos (Ferreira,
2023), liberacao controlada de farmacos (Bezerra et al., 2022), acédo bioestimulante e
defesa contra fitopatbgenos na agricultura (Kaningini et al. 2022), além do
desenvolvimento de novas tecnologias.

Uma aplicacédo que tem se destacado, dentro da area da saude, € o potencial
antimicrobiano das nanoparticulas metalicas, amplamente documentado em diversos
estudos (Correa et al., 2020; Nyabola et al., 2020; Sktodowski et al., 2023; Korkmaz
etal., 2024). A integracao de propriedades fisicas e quimicas Unicas consolida o papel
dessas nanoparticulas como solu¢des inovadoras para desafios contemporaneos,

como a crescente resisténcia bacteriana.

2.4.3 Nanoparticulas metélicas como agentes antimicrobianos

O uso de nanoparticulas de metais nobres, especialmente AuNPs, AgNPs e
PtNPs, representa uma nova abordagem para combater microrganismos resistentes
e reduzir o uso de antibidticos (Susanti, 2022). As nanoparticulas provenientes da
sintese verde de 6xido de cobre mostraram eficacia na erradicagdo de biofilmes
multirresistentes por Klebsiella pneumoniae e Helicobacter pylori (Naseer et al., 2021).
Assim como, as AgNPs sintetizadas com o extrato de Ficus carica inibiram os biofilmes
de B. subtilis e S. infantis (Korkmaz et al., 2024).

As AgNPs, em particular, destacam-se por sua alta relagdo éarea
superficial/volume, o que potencializa sua eficacia bioldgica, tornando-as ideais para
aplicacdes antimicrobianas (Oselusi et al., 2025). Essas nanoparticulas sao
amplamente empregadas como agentes antibacterianos, sendo eficazes contra
diversos microrganismos (Ankudze, Neglo e Nsiah, 2023). Estudos relatam que as
AgNPs possuem a capacidade de se fixar rapidamente na membrana celular
bacteriana, penetrar no citoplasma e causar morte celular por desnaturacéo (Nyabola
et al., 2020).

Além disso, as AgNPs podem apresentar estruturas prismaticas com multiplos
vértices (Mendes, 2015). Essa caracteristica estrutural facilita ainda mais a interagédo
com a membrana celular, resultando em danos significativos. Dessa forma, devido a

sua caracteristica quando combinada com os métodos de sintese sustentavel, como
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€ 0 caso da sintese verde, permite a incorporacdo das propriedades bioativas dos
extratos vegetais, o que reforga a eficacia no controle de microrganismos patogénicos.

2.4.3.1 Nanoparticulas de prata frente microrganismos patogénicos

A biossintese de AgNPs a partir do extrato aquoso de tamarindo-veludo
(Dialium cochinchinense) mostrou eficacia na inibicdo do crescimento microbiano de
diversas bactérias e fungos, incluindo E. coli (ATCC 25.922), K. pneumoniae (NCTC
13.440), MRSA (NCTC 12.493), S. mutans (ATCC 700.610), S. typhi (ATCC 14.028),
P. aeruginosa (ATCC 4853), A. niger (ATCC 6275) e Candida albicans (ATCC 90.028)
(Ankudze, Neglo e Nsiah, 2023).

As AgNPs sintetizadas com extrato aquoso de Aspilia pluriseta apresentaram
maior inibicdo do crescimento de duas bactérias Gram-positivas, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus, duas Gram-negativas, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, e acao inibitéria contra Candida albicans, em comparac¢do com a acdo do
extrato sozinho (Nyabola et al., 2020).

As AgNPs empregando o extrato de folhas de Justicia spicigera com tamanho
de 86-100 nm apresentaram acdo antibacteriana eficaz frente B. cereus, K.
pneumoniae, E. aerogenes, e antifungicas frente A. alternata e M. phaseolina
(Bernardo-mazariegos et al., 2019).

As AgNPs biossintetizadas usando extrato de Anagallis monelli com tamanho
médio de 22 nm, apresentaram inibicdo no crescimento de S. aureus, M. luteus, E.
coli, S. marcescens e K. pneumoniae (Dridi et al., 2022).

Assim como, as AgNPs produzidas por sintese verde com o extrato aquoso
das folhas de Ehretia rigida inibiram efetivamente o crescimento de S. aureus, S.
pyogenes, A. baumannii, E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e C.
albicans (Oselusi et al. 2025).

A biossintese verde dessas nanoparticulas, utilizando extratos de plantas,
apresenta uma alternativa sustentavel e eficaz aos métodos convencionais de sintese
quimica e fisica. Neste contexto, ora-pro-nobis, uma planta conhecida por suas
propriedades nutricionais e medicinais, pode servir como uma fonte verde eficiente
para a sintese de AgNPs, potencialmente aumentando suas a¢fes antimicrobianas.

Isso representa uma importante estratégia no combate as infec¢bes causadas por
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microrganismos resistentes, ampliando as possibilidades de tratamento e prevencgao

de doencas.

CONSIDERACOES FINAIS

A P. aculeata se destaca como uma fonte promissora de compostos bioativos
com propriedades antioxidantes e antimicrobianas, evidenciando seu potencial para
aplicacoes em alimentos, salde e agricultura. A escolha do método de extracéo é
essencial para otimizar a obtencdo desses compostos, garantindo maior eficiéncia e
sustentabilidade. Além disso, a sintese verde de nanoparticulas a partir dos extratos
vegetais representa uma alternativa segura e ambientalmente responsavel. Pesquisas
futuras sdo essenciais para expandir suas aplicacbes e fortalecer seu uso em
diferentes setores, consolidando a ora-pro-nébis como um recurso estratégico para o

desenvolvimento de novas tecnologias.
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CAPITULO 1 - POTENCIAL BIOATIVO DO EXTRATO ETANOLICO DE ORA-PRO-
NOBIS (Pereskia aculeata Miller) OBTIDO POR ULTRASSOM: PERFIL
FITOQUIMICO, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, ANTIMICROBIANA E EFEITOS NA
GERMINACAO DE SEMENTES
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HIGHLIGHTS
e |dentificacdo de compostos bioativos, incluindo saponinas, esteroides, triterpenos e
flavonoides.

e Elevada atividade antioxidante demonstrada pelos ensaios DPPH, ABTS e
guantificacdo de compostos fendlicos.

e Atividade antimicrobiana comprovada frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.

e Potencial alelopético do extrato, estimulando a germinacgéo de sementes de alface em
baixas concentracoes.

Resumo: A Pereskia aculeata Miller, conhecida como ora-pro-nébis (OPN), € amplamente
reconhecida por seu perfil fitoquimico rico em compostos bioativos, contudo ainda carece de
estudos explorando seu potencial. Dessa forma, o perfil fitoquimico e potencialidades
antioxidantes, antimicrobianas e alelopaticas foram investigadas. A capacidade antioxidante
foi quantificada pelos métodos DPPH e ABTS, além da determinacao de compostos fendlicos
totais. A atividade antimicrobiana foi avaliada por meio dos métodos de concentracao inibitoria
minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM). Ensaios de germinagdo foram
realizados com sementes de alface (Lactuca sativa L.) em placas de Petri, e 0 crescimento
inicial da soja (Glycine max L.) foi avaliado em rolos de papel Germitest. O teor de
lipoperéxidos foi quantificado por malondialdeido (MDA). A analise fitoquimica do extrato
etandlico revelou a presenca de saponinas, esteroides livres, triterpenos pentaciclicos,
alcaloides, flavonas, flavonois, xantonas e flavonoides. O extrato demonstrou atividade
antioxidante significativa, com valores de 23,39 pmol Trolox.g™* no ensaio DPPH, 119,62 umol
Trolox.g™* no ABTS e 120,99 mg EAG.g! de compostos fendlicos totais. Atividade
antimicrobiana foi observada frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O extrato
estimulou a germinacdo de sementes de alface nas concentracdes de 0,25 e 0,50 mg/mL,
reduzindo o tempo meédio de germinacgdo. J4 a concentracdo de 8 mg/mL, apresentou efeito
contrério. Esses resultados indicam que o extrato etandlico da P. aculeata possui potencial
tanto como agente antioxidante e antimicrobiano quanto como modulador do crescimento
vegetal, com aplicagfes promissoras em contextos farmacol6gicos e agroecologicos.

Palavras-chaves: ora-pro-nébis 1; alelopatia 2; atividades biolégicas 3.
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INTRODUCAO

Pereskia aculeata Miller, conhecida popularmente como ora-pro-nébis, € uma planta
nativa da América Central e Sul, reconhecida por suas propriedades medicinais e nutricionais
[1] e suas folhas sdo ricas em proteinas, vitaminas e minerais [2]. Os compostos secundarios
desta planta ja identificados sdo os flavonoides, saponinas, taninos [3], alcaloides [4]
cumarinas [5], além de uma gama de antioxidantes e compostos fendlicos [6].

Para garantir a integridade desses compostos bioativos e otimizar o rendimento durante
a extracao, é crucial empregar métodos modernos de extracdo eficientes e sustentaveis [7].
Nesse sentido, a extracdo assistida por ultrassom tem se mostrado uma abordagem
promissora, destacando-se por sua eficdcia na permeabilidade das paredes nas células
vegetais e na liberacdo dos compostos desejados, além de permitir um processamento mais
rapido [8].

A extracdo dos compostos bioativos e sua identificacdo sdo fundamentais para a
producdo de extratos com aplicacdes especificas e elevado potencial terapéutico [9]. A
atividade antioxidante é de particular interesse devido ao seu papel na neutralizacdo de
radicais livres, contribuindo tanto para a preven¢édo de doencas quanto para a extensao da
vida atil de produtos alimenticios e farmacéuticos [10]. Além disso, os extratos de P. aculeata
possuem propriedades antimicrobianas comprovadas contra diversas bactérias, como
Staphylococcus aureus [11], Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
[12]. Para tanto, a combinacdo dessas atividades torna o extrato de P. aculeata promissor
para o desenvolvimento de novos produtos.

Outro aspecto relevante e ainda pouco explorado € o potencial alelopético de P. aculeata
em sementes. Até 0 momento, 0 Unico estudo realizado nessa area foi um teste de
citotoxicidade [13], evidenciando a necessidade de mais pesquisas sobre o uso do extrato
etandlico dessa planta em sementes. Estudos recentes indicam que extratos vegetais tém
sido cada vez mais utilizados na agricultura, sendo a aplicagdo desses extratos em sementes
voltada principalmente para o controle de fitopatégenos e como bioestimulantes [14]. Em
particular, a capacidade bioestimulante desses extratos pode desempenhar um papel
importante no aumento da produtividade agricola [15].

Diante disso, P. aculeata representa uma fonte valiosa de compostos bioativos com
diversas potencialidades, aplicaveis nas areas de nutricdo, farmacéutica e agricultura. Assim,
0 presente estudo teve como objetivo explorar o perfil fitoquimico, analisar a atividade
antioxidante e antimicrobiana, além do potencial efeito do extrato etandlico das folhas da
espécie, obtido por ultrassom, em sementes de alface e no crescimento inicial da soja.

MATERIAL E METODOS
COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas foram coletadas de uma planta adulta de P. aculeata localizada préxima ao
Horto de Plantas Medicinais e Arométicas da UFPR, na cidade de Palotina-PR, com as
coordenadas -24°10°08” S -53°50°27” O. Uma excicata da planta foi depositada no Herbéario
da Flora e dos Fungos do Oeste do Parani (FFOP) com o numero de registro 1479. Apos
triagem das folhas (maduras, sem manchas, enrugadas, fungadas ou com tracos de insetos),
0 material vegetal coletado foi colocado em estufa com circulacdo de ar forcada durante 5 dias
com temperatura de 40°C para secagem. Em seguida, as folhas secas foram submetidas a
trituracdo em um moinho de facas tipo Willey, resultando em um po6 fino [16]. Esse po foi
acondicionado em frasco de vidro protegido por papel aluminio e armazenado a 20°C no
Laboratério de Microbiologia e Biotecnologia — LAMIBI da UNIOESTE em Cascavel-PR.
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PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO DE P. aculeata

O extrato etandlico foi obtido em equipamento Ultrassom do tipo sonda do modelo
UltraSonic Vibra cell vex 750, com ponteira de titdnio de 13 mm de diametro. Um reator de
vidro encamisado de 250 mL foi acoplado a um banho termostatico que controla a
temperatura. A amostra e o solvente foram adicionados neste reator e a sonda inserida a uma
profundidade de 0,5 cm da mistura. Utilizou-se etanol absoluto como solvente em uma razéo
solvente/massa de 20 mL g*. O tempo de extracdo foi de 10 minutos com temperatura de
60°C, conforme procedimento ja otimizado por Passos [17]. Apds a extracdo, o extrato passou
por filtracdo com bomba de vacuo. O solvente foi entdo evaporado a 50 °C e o extrato bruto
pesado para determinacgdo do rendimento conforme razdo de massa de extrato por massa de
P. aculeata previamente utilizada. Armazenou-se o extrato a -20 °C até posteriores andlises.

PERFIL FITOQUIMICO DO EXTRATO DE P. aculeata

Os ensaios para a deteccdo da presenca de compostos bioativos, como: alcaloides,
saponinas, esteroides, triterpenoides, antocianinas, antocianidinas, flavonoides, taninos e
cumarinas foram realizados de acordo com a metodologia desenvolvida por Matos [18].

QUANTIFICAQAQ DE COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO
EXTRATO ETANOLICO

Quantificacdo de compostos fenolicos (CF)

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos, o extrato foi diluido em etanol na
concentracéo de 1 mg/mL. A este extrato, acrescentou-se solucdo 100 pL do reagente Folin-
Ciocalteau (1:4), se esperou por 4 minutos, e entéo foi adicionado 75 pL de carbonato de
sédio (100g/L). Ap6s 2 h ao abrigo de luz, as absorbancias foram lidas em leitora de
microplacas (Loccus - LMR -96-8) a 750 nm e os resultados correlacionados com uma curva
padrdo de Acido galico (1,5 a 200 pg mL1), expressos como mg equivalente de acido galico
por grama de extrato (mgeac.g?) [19].

Ensaio de atividade antioxidante pelo método - 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Na captura do radical DPPH por antioxidante, o extrato foi diluido com etanol na
concentracdo de 2,5 mg/mL e levada ao vOrtex para homogeneizacdo. Ao extrato,
acrescentou-se 100 pL da solucao do DPPH preparada a 0,03 mmol/L. Ap6s 30 minutos ao
abrigo de luz, as absorbancias foram lidas em leitora de microplacas (Loccus - LMR -96-8) a
515 nm e os resultados correlacionados com uma curva padrao de Trolox (11,71 a 200 umol
L), expressos em pmol de trolox por grama de extrato (UMOltroiox.g™t) [20].

Ensaio de atividade antioxidante pelo método - Acido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS)

O ensaio da estabilizac&o do radical acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS) contou com a diluicdo do extrato a 1 mg/mL, acrescentou-se 100 pL da solucéo do
radical ABTS (ABTS + persulfato de potassio). Ap6s 10 minutos ao abrigo de luz, as
absorbancias foram lidas em leitora de microplacas (Loccus - LMR -96-8) a 750 nm e 0s
resultados correlacionados com uma curva padréo de Trolox (11,71 a 200 umol L), expressos
em pmol de trolox por grama de extrato (UMOoltroix.g ™) [20].
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ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO ETANOLICO DE P. aculeata

Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM)

As bactérias utilizadas foram provenientes da cole¢cdo American Type Culture Colletion
(ATCC): Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e Listeria monocytogenes e da
Colecao de Culturas Cefar Diagnéstica (CCCD): Bacillus subtillis (CCD-04). As bactérias
foram crescidas em caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth) durante 24h e, posteriormente,
repicados para placas de Agar Nutriente (NA) para obtenc&o de colbnias isoladas, que foram
utilizadas para padronizacdo do inéculo em solugdo salina a 0,85%, atingindo uma
concentracéo final de 1x10° UFC/mL.

A CIM é a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento dos
microrganismos e foi realizada conforme as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute - CLSI [21], com adaptacdes por Santos [22]. Em placas de microdiluicdo de 96 pogos
foram adicionados 150 pL de Caldo MH (Mduller-Hinton Broth) em todos os pogos a partir da
segunda coluna, 300 uL do extrato vegetal foi acrescentado no primeiro pogo para realizagao
da microdiluicdo de 100 até 0,09 uL/mL nos pogos posteriores. Em cada poco foi adicionado
20 pL do in6culo dos microrganismos citados anteriormente.

Foi realizado o controle negativo, o controle do diluente (tween 80), o controle de
esterilidade, e como controle positivo foi utilizado o antibidtico comercial gentamicina (200 mg
mL?). As placas foram levadas a incubacé&o por 24 h a 35°C. Todos os testes foram realizados
em triplicata.

Apods o periodo de incubacao, foram retirados 2 UL para a realizacdo da CBM, os quais
foram transferidos para placas de MH e incubados a 35°C por 24 horas para observacao da
presencga ou auséncia do crescimento bacteriano. Em seguida, foram adicionados 20 pL de
solucao de cloreto de trifenil tetrazolio (TTC) a 0,5% em cada poco das microplacas, que foram
incubadas por mais 2 horas a 35°C. A formacao de coloracéo avermelhada nos pocos indicou
a auséncia de efeito inibitorio do extrato, enquanto a auséncia de colorac¢éo indicou a acao
inibitéria do extrato.

ENSAIO DE GERMINACAO DE SEMENTES DE ALFACE

O ensaio foi realizado para avaliar o efeito de sete diferentes concentragées do extrato
etandlico de P. aculeata, na germinacdo de sementes de alface. As sementes foram
adquiridas comercialmente com lote 0014002110000020 da marca Feltrin.

Os tratamentos consistiram de embebicdo das sementes por 2 horas [23]. No controle 1
(T21) foi utilizado agua destilada, e no controle 2 (T2) 4gua destilada e tween 0,1%. Foram
avaliadas as concentracdes de extrato de P. aculeata, 0,12, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 e 8 mg/mL nos
tratamentos T3, T4, T5 e T6, T7, T8 e T9, respectivamente, os extratos foram diluidos com
tween 80 a 0,1%.

O ensaio foi conduzido em placas de Petri (90x15mm) com 2 folhas de papel germitest
ao fundo. Estas folhas foram umedecidas com 6 mL de agua destilada. Em seguida, foram
distribuidas 25 sementes de alface em cada placa. Foram realizadas 5 repeticdes por
tratamento.

O experimento foi conduzido em estufa de crescimento vegetal tipo B.O.D. com regime
fotoperiodico de 12 horas luz/escuro a 25°C, conforme as Regras de Andlise de Sementes -
RAS [24].

Apoés a instalacdo do experimento, as sementes germinadas foram contabilizadas a cada
24 horas por 7 dias, sendo considerada como germinada as sementes com protusdo de
radicula de ao menos 2 mm [25]. Ao final de 7 dias foram determinados a porcentagem de
germinagdo (%G), o indice de velocidade de germinacdo (IVG) e o tempo médio de
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germinagéo (TMG). Foram realizadas as medidas de comprimento da raiz da plantula com
auxilio de uma régua e expressas em cm.

O IVG foi obtido de acordo com Maguire [26] da seguinte forma: IVG = (G1/N1) + (G2/N2)
+...+ (Gn/Nn), de forma que: IVG = indice de velocidade de germinag¢do; G = numero de
sementes germinadas; N = nimero de dias 1°, 2°... 7° da avaliacdo. O TMG foi calculado
segundo Edmond e Drapala [27] com a multiplicacdo de sementes germinadas pelo dia e o
total dividido pelo nUmero de sementes por placa. A frequéncia e sincronizacdo da germinacao
seguiu de acordo com Labouriau e Agudo [28].

Os dados de IVG, %G, TMG e comprimento da raiz foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e o agrupamento de médias foi realizado por Scott-Knott a 5% de
significancia, através do software Sisvar [29].

CRESCIMENTO INICIAL DE PLANTULAS DE SOJA

Para o ensaio de crescimento inicial da soja foram utilizadas plantulas com 3 a 5 cm de
comprimento de raiz primaria. Utilizou-se 10 plantulas por repeticdo em cada tratamento. As
sementes da cultivar M6410IPRO do lote 22301A141/1 foram germinadas como preconizada
pela RAS [24]. As raizes das plantulas foram embebidas sob aeracdo durante 24h nos
tratamentos com extrato etandélico nas concentragdes de 0,12, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 e 8 mg/mL,
sendo considerados T3, T4, T5 e T6, T7, T8 e T9 respectivamente. Foram realizados dois
controles: T1 com &gua destilada e T2 com agua destilada e tween 80 a 0,1%.

Apoés 24 horas, as plantulas foram colocadas em rolos de papel germitest por 7 dias até
a avaliagdo. Foram obtidas comprimento de raiz primaria e comprimento de parte aérea com
o0 auxilio de uma régua, e biomassa seca de parte raiz primaria e parte aérea foram colocadas
na estufa por 24h a 60°C e pesadas em balanca de precisdo e expressas em mm. Esses
parametros foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e o agrupamento de médias
foi realizado por Scott-Knott a 5% de significancia, através do software Sisvar [29].

DETERMINACAO DOS TEORES DE LIPOPEROXIDOS DE RAIZES

Foram utilizadas raizes de plantulas de todos os tratamentos para determinacdo de
lipoperéxidos. As raizes foram separadas da plantula e maceradas com nitrogénio liquido,
sendo entdo, armazenadas em um freezer a -20°C.

Para determinar o Malondialdeido (MDA), pesou-se entre 300 mg a 400 mg do material
ja macerado com nitrogénio liquido. As amostras foram homogeneizadas em 5 mL de solucao
de extracdo de tiobarbittrico (TBA) a 0,25% e tricloroacético (TCA) a 10%. A solugéo foi
transferida para tubos de ensaio com rosca. Os tubos foram incubados em banho Umido a
90°C por 1 hora. Apé6s a incubacao, foram transferidos para uma bandeja de plastico com gelo
para resfriamento. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante coletado de cada amostra foi submetido a leitura em um espectrofotébmetro UV-
visivel nas absorbancias de 560 nm e 600 nm (Heath e Packer [30], citados por Rama Devi e
Prasad [31]).

Para o célculo utilizou-se do coeficiente de extingdo molar do malondialdeido (155 nmol.L
1), sendo entdo estabelecida a equacéo:

((((leitura 560nm — leitura 600nm)* 155) * 1000) *5)
Massa da amostra em mg

nmol de substancias reativas ao TBA.g™'=



261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294

295
296
297
298

37

RESULTADOS E DISCUSSOES
PERFIL FITOQUIMICO DO EXTRATO P. aculeata

Em relacdo ao rendimento do extrato etandlico, foi observado um rendimento de 6,34%
utilizando o método de extracdo assistida por ultrassom do tipo sonda. Ao comparar 0s
rendimentos do extrato etandlico de P. aculeata obtidos por diferentes métodos de extracédo
Silva [8] encontrou rendimento inferior de 3,01% com o mesmo método de ultrassom, porém
em condicdes diferentes de execucéo, além disso ele obteve 9,71% com o método de Soxhlet
e 3,83% com o método de fluido superecritico.

Embora os rendimentos tenham variado, o ultrassom ainda é a melhor escolha entre
outros meétodos, pois oferece a reducdo do tempo de extracdo, boa capacidade de
solubilizacdo dos compostos independente do solvente [8], o que justifica seu requisito como
sustentavel em relacdo aos métodos convencionais, e também apresenta facilidade de
operacédo e equipamento com custo acessivel quando comparado com os métodos modernos
[7].

De modo que, o ultrassom nao apenas apresentou um rendimento maior neste estudo
(6,34%) em comparacdo com o rendimento de 3,83% por método de extracdo por fluido
supercritico [8], mas também oferece vantagens adicionais. O método de fluido supercritico
exige equipamentos mais sofisticados e altos custos operacionais, devido a necessidade de
altas pressfes e controle rigoroso de temperatura. Em contraste, o ultrassom é mais
acessivel, requer equipamentos mais simples e pode ser realizado sob condicbes mais
suaves de temperatura e pressao, tornando-se uma escolha eficiente e viavel para a extragéo
de compostos bioativos [7].

A andlise fitoquimica do extrato etandlico das folhas de P. aculeata revelou a presenca
de saponinas, esteroides livres, triterpenos pentaciclicos, alcaloides, flavonas, flavondis,
xantonas e flavonoides (Tabela 1). Em outro estudo do extrato aquoso das folhas de P.
aculeata foram encontrados flavonoides, taninos, além de cumarinas e compostos fendlicos
[5]. Foram também identificados por Oliveira e Rocha [3] nas folhas desta espécie,
flavonoides, saponinas e taninos e por Jardim et al. [4] alcaloides, flavonoides, taninos e
saponinas.

Tabela 1. Composicao fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Pereskia aculeata Miller obtido
por extracdo assistida por ultrassom

Metabdlitos secundarios Resultados*
Saponinas +
Esteroides triterpenos -
Esteroides livre +
Triterpenos pentaciclicos +
Alcaloides +
Antocianinas e antocinidinas -
Flavonas, flavondis, xantonas +
Chalconas e auronas -
Flavonoides +
Fenois -
Taninos pirogalico -
Taninos flabobénicos -

Cumarinas -
*(+) presenca do composto (-) auséncia do composto

A variagdo na composicao fitoquimica de uma mesma espécie pode ser influenciada por
fatores internos, como a fase vegetativa e a idade da planta, bem como por fatores externos,
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incluindo o clima, a composicdo do solo e os periodos de radiagdo solar, estagbes do ano
[32]. Adicionalmente, a preparacdo do extrato como a escolha do método de extracdo e as
condicbes de execucdo como temperatura, pressao e tempo, e até mesmo o tipo de solvente
também podem influenciar na eficiéncia extrativa dos compostos [7]. Sendo entéo, provavel
gue a diferenca entre a presenca de taninos nos extratos aquosos e a auséncia de taninos no
extrato etanolico deste estudo tenha se dado pela escolha do solvente.

Assim, é provavel que a diferenca entre os metabdlitos identificados seja decorrente
desses fatores, com destaque para o tipo de solvente utilizado, que no presente estudo foi o
etanol. Diante disso, a bioprospec¢do se torna essencial, pois permite a identificacdo de
compostos bioativos conforme a espécie utilizada, a escolha do método e do solvente de
extracao.

QUANTIFICAQAQ DE COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO
EXTRATO ETANOLICO

Os resultados deste estudo, obtidos a partir do extrato etandlico foliar de P. aculeata
utilizando ultrassom por sonda, revelaram uma concentragdo de compostos fendlicos de
120,99 mg EAG gt (Tabela 2). Esse valor € significativamente superior aos 2,35 mg EAG g
registrados no extrato hidroalcodlico, obtido por banho ultrassénico com 10 minutos de
extracdo, conforme Macedo et al. [11]. Estudos anteriores indicam que o uso de sonda
ultrassonica para extracdo de biomoléculas proporciona um desempenho superior em relacédo
ao banho ultrassénico [33]. Além disso, ao comparar esses resultados com o extrato
hidroalcodlico obtido por maceracdo de P. aculeata, que apresentou teor de compostos
fendlicos de apenas 1,01 mg EAG g™ [1], observa-se que o extrato etandlico oferece um
rendimento substancialmente maior em comparagédo aos dois casos, e este resultado pode
ter sido atingido pelo uso do etanol P.A sem adi¢éo da agua.

A quantificacdo dos compostos fendlicos € essencial, pois esses compostos
desempenham um papel fundamental na neutralizacdo de radicais livres, atuando como
antioxidantes, anti-inflamatérios e antimutagénicos [6].

Tabela 2. Atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS e teor dos compostos fendlicos do
extrato etandlico foliar de Pereskia aculeata Miller

DPPH ABTS CF
(UMOltroiox-g™) (ULMOltroiox-g™) (Mgeac.g™)
23,39 119,62 120,99

*2,2-difenil-1-picrilhidrazil(DPPH), Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)(ABTS) e
Compostos fenolicos(CF).

Os dados de atividade antioxidante obtidos neste estudo, utilizando a metodologia DPPH,
foram de 23,39 pmolroox.gt, enquanto a atividade medida pelo método ABTS foi de 119,62
umolroiox.g™* (Tabela 2). Esses resultados sdo comparaveis aos de Macedo et al. [11], que, ao
utilizar extrato hidroalcodlico das folhas da mesma espécie, relataram valores de 24,48
HUMolroiox.g tquando avaliando a atividade antioxidante pelo método DPPH e 10,24 pmoltroiox.g”
! quando avaliando pelo método ABTS. Embora os valores para DPPH sejam semelhantes
entre os estudos, os valores de ABTS foram consideravelmente diferentes. Essa discrepancia
pode ser atribuida a diferengcas nas condigBes experimentais, incluindo o equipamento
utilizado (banho ultrassénico) e o tipo de solvente empregado, o que possivelmente resultou
em diferentes tipos de compostos sendo extraidos, uma vez que o DPPH é adequado para
compostos organicos e o ABTS tanto para compostos lipossollveis quanto hidrossoluveis
[34].

A atividade antioxidante das folhas de P. aculeata extraidas por maceracao com solvente
hidroalcodlico foi mensurada por Massocatto et al. [35], que obtiveram ECs, de 3351,5 pg/mL
utiizando o método DPPH e ECs, de 2851,7 pg/mL com o método ABTS. Embora a
maceracdo tenha se mostrado eficiente, esse processo demandou um longo tempo de
extracdo — 12 dias (288 horas) — em comparacao aos apenas 10 minutos do método de
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ultrassom empregado neste estudo. Isso evidencia que, apesar da limitagdo na comparagao
direta da quantidade de compostos antioxidantes devido a diferenca na forma de expressar
o0s resultados, o ultrassom é um método significativamente mais rapido, especialmente para
aplicagbes que exigem agilidade e sustentabilidade.

Além disso, ao se utilizar o extrato hidroalcodlico de P. aculeata também pelo método de
maceracdo, porém com um tempo menor de 15 min., Ciriaco, Mendes e Carvalho [1] relataram
valores de capacidade antioxidante de 1,4 pmolroox.g? quando avaliando a atividade
antioxidante pelo método DPPH e 6,3 pmolrox.g™* quando avaliando a atividade antioxidante
pelo método ABTS, indicando uma atividade antioxidante inferior ao do presente estudo.

Esses resultados destacam o potencial do extrato de P. aculeata como agente
antioxidante natural, oferecendo uma alternativa aos sintéticos empregados nos processos
industriais [11]. Além disso, o ultrassom do tipo sonda pode oferecer mais eficiéncia em termos
de extracdo, tornando-o uma alternativa promissora em diversas aplicacdes industriais [8].

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O extrato etandlico de P. aculeata demonstrou inibicdo do crescimento de K. pneumoniae
na concentragdo de 50 mg/mL. Para L. monocytogenes, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, S.
aureus e S. Enteritidis, a inibicao foi observada em concentragfes de até 25 mg/mL. J& para
B. subtilis, a inibicdo ocorreu em uma concentragédo ainda menor, de 12,5 mg/mL (Tabela 3).
Esses resultados evidenciam o potencial do extrato como agente bacteriostético.

Os compostos identificados no extrato da classe dos fendlicos, como as flavonas,
flavondis, xantonas e flavonoides, podem ter contribuido na agdo inibitéria dos
microrganismos. Estudos demonstram que os compostos fendlicos tém ampla atividade
biol6gica, como exemplo a rutina € reconhecida por suas propriedades antimicrobianas,
antifingicas e antialérgicas [6].

Tabela 3. Atividade antimicrobiana do extrato etanélico de Pereskia aculeata Miller pelo método de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Bactérias Gram CIM/CBM (mg/mL)
Listeria monocytogenes Positiva 25/100
Enterococcus faecalis Positiva 25/100
Staphylococcus aureus Positiva 25/100
Bacillus subtilis Positiva 12,5/100
Salmonella Enteritidis Negativa 25/NA
Escherichia coli Negativa 25/NA
Pseudomonas aeruginosa Negativa 25/NA
Klebsiella pneumoniae Negativa 50/NA

*NA — N&o apresentou atividade

Em um estudo anterior, 0 extrato etandlico de P. aculeata obtido por maceracdo nao
demonstrou atividade bacteriostética, frente a bactéria S. aureus [36]. Este resultado difere
dos achados do presente estudo, no qual o extrato etandlico obtido por extragéo assistida por
ultrassom demonstrou atividade antimicrobiana contra S. aureus, sugerindo que o método de
extracdo pode influenciar significativamente na eficiéncia e no perfil bioativo do extrato
vegetal.

Em outro estudo, quando o solvente utilizado foi éter de petréleo, observou-se a inibi¢cao
do crescimento de B. cereus, S. aureus, P. aeruginosa e Escherichia coli. A fracdo
cloroférmica do extrato P. aculeata foi eficaz na inibicdo de B. cereus e S. aureus, enquanto
0 extrato metandlico apresentou efeito inibitério em relacdo a B. cereus e S. aureus apenas
em concentrac6es mais elevadas de 2 pg/mL e 4 ug/mL, ao contrario dos outros extratos que
foram eficazes em concentragfes de 1 pg/mL [12].

Além disso, o extrato hidroalcélico obtido pelo método do banho ultrassénico com o tempo
de extracdo del0 minutos de extracdo, demonstrou maior eficacia inibitria contra S. aureus
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em uma concentragdo de 6,25 mg/mL. No entanto, esse mesmo extrato ndo apresentou
atividade antimicrobiana frente a E. coli [11].

Sendo assim, o extrato etandlico de P. aculeata se destacou por sua acao bacteriostatica
frente a diferentes cepas bacterianas, indicando um potencial para o desenvolvimento de
futuras aplicacBes, como cremes e pomadas na industria farmacéutica[9], ou até mesmo como
formulagdes alimentares [37] no controle do crescimento microbiano.

GERMINACAO DE SEMENTES

Quanto aos parametros da germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.)
submetidas a embebicdo em diferentes concentracdes do extrato etandlico de P. aculeata ndo
foi observada diferenca estatistica na porcentagem de germinacdo (PG) entre 0s grupos
controle e as concentracdes mais baixas do extrato de P. aculeata, variando de 0,12 a 4
mg/mL. Entretanto, o tratamento com a concentracdo de 8 mg/mL apresentou diferenca na
germinagao, que permaneceu com uma média de 91% (Tabela 4).

O tempo médio de germinagéo (TMG) foi reduzido nas concentragdes de 0,12 a 4 mg/mL
em comparacao aos controles. No entanto, a concentragdo de 8 mg/mL teve efeito contrério,
afetando negativamente o processo, ja que as sementes levaram mais tempo para germinar
em relagdo aos controles.

Tabela 4. Parametros de germinacao e crescimento de plantulas de alface (Lactuca sativa L) tratadas
com extrato etandlico de Pereskia aculeata Miller*

Tratamentos PG T™MG VG CMR

(%) (dias) (semente/dia) (cm)

T1 - Controle (agua destilada) 98a 1,68b 18,63c 1,80a
T2 - Controle (Tween 1%) 100a 1,62b 18,95c¢ 1,61a
T3 - Extrato etandlico 0,12 mg/mL 96a 1,34c 20,55b 2,12a
T4 - Extrato etandlico 0,25 mg/mL 98a 1,22c 22,58a 1,91a
T5 - Extrato etandlico 0,50 mg/mL 98a 1,24c 22,33a 1,83a
T6 - Extrato etandlico 1 mg/mL 96a 1,47c 19,65b 1,50a
T7 - Extrato etandlico 2 mg/mL 97a 1,37c 21,26b 1,86a
T8 - Extrato etandlico 4 mg/mL 96a 1,39¢c 20,33b 1,95a
T9 - Extrato etandlico 8 mg/mL 91b 1,83a 15,73d 1,87a
CV (%) 3,45 9,39 6,14 19,43

*Porcentagem de germinacdo (PG), tempo médio de germinacéo (TMG) (dias) indice de velocidade
de germinagéo (IVG) e Comprimento médio de raiz (CMR). Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scoot-Knott a 5% de significancia.

Em relagdo ao indice de velocidade de germinacédo (IVG), as concentragfes de 0,25 e
0,50 mg/mL aumentaram a velocidade de germinacao, seguidas pelas concentracdes de 0,12,
1, 2 e 4 mg/mL, quando comparadas aos controles. Por outro lado, a concentragdo de 8
mg/mL resultou em uma reducéo na velocidade de germinacéo.

Destaca-se a diferenca estatistica e a influéncia positiva observada nos parametros nas
concentracdes de 0,25 e 0,50 mg/mL, que sugere um potencial bioestimulante do extrato [15]
em baixas concentracdes. Esse efeito estimulante pode estar associado a presenca dos
metabdlitos secundarios presentes no extrato etandlico, tais como saponinas, esteroides
livres, triterpenos pentaciclicos, alcaloides, flavonas, flavonois, xantonas e flavonoides.
Embora néo tenha sido possivel identificar qual composto exerceu a maior influéncia, uma
vez que todos foram aplicados em conjunto sem o isolamento de uma molécula-alvo
especifica, é provavel que a combinacdo desses compostos tenha contribuido de maneira
sinérgica para o efeito observado.

Efeitos estimulantes e de toxicidade de extratos vegetais também foram reportados em
outros estudos. Por exemplo, isoquercitrina e a isorhamnetina-3-O-glicosideo, dois flavonois
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isolados do extrato de Annona coriacea, demonstraram um efeito essencialmente estimulante
na germinacdo e no crescimento inicial de alface, com até 60% de estimulacdo pela
isorhamnetina-3-O-glicosideo. No entanto, esses compostos também apresentaram elevada
fitotoxicidade, especialmente no alongamento de coledptilos de trigo [38].

Em nossa pesquisa, 0 extrato etandlico obtido por ultrassom demonstrou um efeito
significativo na germinacdo de sementes de alface. As menores concentra¢cdes do extrato
estimularam o processo germinativo, enquanto a maior concentragéo o inibiu, sem, contudo,
influenciar o comprimento das raizes. Este resultado diverge do estudo de Silva et al. [13], em
que o extrato de P. aculeata obtido por maceracédo dindmica ndo interferiu na germinacao das
sementes, mas exerceu um efeito fisiolégico no crescimento das raizes e da parte aérea, as
maiores concentracdes (6,5 e 13 mg/mL) reduziram o crescimento das raizes e da parte
aérea, enquanto em menor concentracao (3,3 mg/mL) promoveu o crescimento da parte
aérea. As diferencas observadas entre os dois estudos podem ser atribuidas a dois fatores
principais: o método de extracdo empregado para a obtencdo dos extratos e a forma de
aplicacdo. No presente trabalho, as sementes de alface foram embebidas diretamente no
extrato, o que pode ter influenciado os resultados.
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Figura 1. Frequéncia relativa da germinacdo de sementes de alface submetidas aos tratamentos
controle com agua destilada(a), controle com tween 0,1%(b) e extrato etandlico de Pereskia aculeata
Miller 0,12(c), 0,25(d), 0,5(e), 1(f), 2(g), 4(h) e 8mg/mL(i) *Porcentagem de germinacdo (PG), tempo
médio de germinagdo (TMG) (dias), indice de sincronizacdo de germinac&o (U). Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scoot-Knott a 5% de significancia.

A andlise da frequéncia relativa de germinagéo das sementes de alface (Lactuca sativa
L.) submetidas ao extrato etanélico de P. aculeata revelou informac8es importantes quanto a
eficicia do uso de extratos vegetais em diferentes concentragfes. Conforme apresentado na
Figura 1, observou-se uma diferenca na distribuicdo da frequéncia relativa de germinacao
entre os tratamentos, sendo que as concentragbes de 0,25 mg/mL e 0,50 mg/mL
apresentaram o maior pico de germinagao ja no primeiro dia de avaliacdo. Esses resultados
sugerem que, nessas concentragdes, o extrato etandlico de P. aculeata foi capaz de promover
uma germinacdo mais rapida e sincronizada, reduzindo o tempo necessario para a
emergéncia das plantulas. Esse efeito é considerado desejavel em programas de producdo
de mudas, visto que proporciona uniformidade e melhor desempenho inicial das plantulas.
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A formacdo da calda visivel a direita da figura, reforca a sincronia da germinacao,
indicando que a maioria das sementes germinou nos primeiros dias apés o tratamento. Essa
rapida germinacdo é benéfica, pois reduz a exposicdo das sementes a fatores abidticos
adversos, como desidratacdo e temperaturas extremas, conforme apontado por Miller et al.
[39]. Em contraste, o tratamento com a maior concentracdo de 8 mg/mL apresentou 0 menor
pico germinativo no primeiro dia, resultando em um aumento no tempo médio de germinagao.
Esse efeito pode ser interpretado como uma resposta negativa das sementes a alta
concentracdo do extrato, sugerindo que doses excessivas podem exercer um efeito inibitério
sobre o processo germinativo [40].

Esses achados enfatizam a importancia de otimizar a concentracdo do extrato de P.
aculeata para maximizar os beneficios como bioestimulante. A utilizacdo de concentracfes
mais baixas pode promover um ambiente favoravel a germinac¢éo e ao desenvolvimento inicial
das plantulas, enquanto concentragfes elevadas podem ser prejudiciais, reforcando a
necessidade de um manejo cuidadoso na aplicagdo de extratos vegetais em praticas
agricolas.

CRESCIMENTO INICIAL DE PLANTULAS DE SOJA

Os resultados para o comprimento médio da raiz (CMR) mostraram que o0 extrato
etandlico de 0,25 mg/mL apresentaram os maiores valores de média, indicando raizes mais
longas, semelhante ao controle com agua destilada. Em contrapartida, o controle com tween
0,1% e os tratamentos com extrato etandlico de 0,12, 0,5, 1, 2, 4 e 8 mg/mL resultaram em
raizes significativamente mais curtas (Tabela 5).

Tabela 5. Pardmetros do crescimento de plantulas de soja (Glycine max L.) com embebi¢&o das
raizes em extrato etandlico de Pereskia aculeata Miller*

Tratamentos CMR CMPA MSPA MSR LPO
(cm) (cm) (mg) (mg)  (nmol/g)
T1 - Controle (com agua destilada) 16,36a 13,59a 402,25a 82,63a 0,016a
T2 - Controle (Tween 0,1%) 14,22b 12,37a 398,88a 66,38a 0,016a
T3 - Extrato etandlico 0,12 mg/mL 14,23b 10,19b 384,98a 76,78a 0,019b
T4 - Extrato etandlico 0,25 mg/mL 16,56a 12,97a 381,35a 75,08a 0,016a
T5 - Extrato etandlico 0,50 mg/mL 12,70b 11,78b 383,95a 73,48a 0,016a
T6 - Extrato etandlico 1 mg/mL 13,64b 12,06b 377,90a 79,85a 0,016a
T7 - Extrato etandlico 2 mg/mL 14,26b 13,45a 397,63a 69,95a 0,017a
T8 - Extrato etandlico 4 mg/mL 13,77b 11,52b 383,58a 81,75a 0,018b
T9 - Extrato etandlico 8 mg/MI 13,44b 11,59b 393,50a 74,40a 0,019b
CV (%) 10,06 9,41 6,67 9,87 9,93

*Comprimento médio de raiz (CMR), Comprimento de parte aérea (CPA), Massa seca de parte aérea
(MSPA), Massa seca de raiz (MSR), e Lipoperoxidacdo da raiz (LPO). Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scoot-Knott a 5% de significancia.

Os tratamentos com extrato etandlico a 0,25mg/mL e a 2 mg/mL n&o afetaram o
comprimento da parte aérea (CMPA). Os demais tratamentos 0,12, 0,5,1,4 e 8 mg/mL
reduziram o comprimento com médias de 10,19 cm, 11,78 cm,12,06 cm,11,52 cm, 11,59 cm,
respectivamente. Nao houve efeito dos extratos sobre a biomassa das plantulas.

A aplicacdo do extrato etandlico de P. aculeata no crescimento inicial das plantulas de
soja, embora ndo tenha afetado o acimulo de biomassa, diminuiu 0 comprimento médio de
raiz (CMR) e o comprimento médio de parte aérea (CMPA) em algumas concentracées, o que
pode servir de indicativo, provavelmente gerando dano na divisdo e alongamento celular das
plantulas. Resultado semelhante foi observado na aplicacdo do extrato aquoso de Ateleia
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glazioveana Baill que gerou reducdo do comprimento da raiz e parte aérea nas plantulas de
soja [41].

Neste estudo o extrato etandlico de 0,12 mg/mL, 4 mg/ml e 8 mg/mL apresentaram
valores mais elevados de lipoperoxidacdo da raiz (LPO), indicando maior dano oxidativo na
membrana da raiz. Danos oxidativos na raiz podem ser mensuradas através da quantificacado
do MDA. E provavel que a aplicac&o direta do extrato etandlico nas raizes tenha induzido um
aumento na producdo de substancias oxidativas. Moléculas oxidativas podem causar danos
a membrana e interferir em outros processos celulares, levando até mesmo a morte celular
[42].

Esses resultados indicam que, embora o extrato etandlico de P. aculeata ndo tenha
afetado diretamente a biomassa das plantulas, algumas concentragdes provocaram reducdo
no comprimento da raiz e da parte aérea, além de aumento nos niveis de lipoperoxidacao.
Esses efeitos sugerem um possivel impacto fitotdxico, associado ao estresse oxidativo, que
pode comprometer o crescimento inicial das plantulas de soja. Diante disso, torna-se
essencial investigar com maior profundidade os mecanismos envolvidos nesse efeito, a fim
de identificar concentragdes seguras para a aplicacdo do extrato em praticas agricolas, sem
comprometer o desenvolvimento das plantas.

CONSIDERAGCOES FINAIS

O extrato etandlico de P. aculeata Miller, obtido por ultrassom, mostrou-se uma fonte
promissora de compostos bioativos, com atividades antioxidantes relevantes e elevada
concentracdo de compostos fendlicos. Além disso, apresentou atividade antimicrobiana
eficaz, especialmente contra Bacillus subtilis, com inibicdo observada na menor concentracao
(12,5 mg/mL). O extrato também demonstrou potencial como bioestimulante para a
germinagdo de sementes. Contudo, é crucial atentar para a forma de aplicacdo e as
concentracdes utilizadas, uma vez que doses elevadas podem induzir toxicidade e inibir o
crescimento das plantulas. Esses achados destacam a importancia de uma aplicacdo
cuidadosa e equilibrada do extrato, visando maximizar seus beneficios enquanto se
minimizam os riscos associados ao uso de altas concentracoes.
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submission systems require that authors provide full contact information, including land mail
and e-mail addresses, but the title page should list the corresponding author's telephone
number and e-mail address. ICMJE encourages the listing of authors’ Open Researcher and
Contributor Identification (ORCID).

Disclaimers. An example of a disclaimer is an author's statement that the views
expressed in the submitted article are his or her own and not an official position of the institution
or funder.

Source(s) of support. These include grants, equipment, drugs, and/or other support
that facilitated conduct of the work described in the article or the writing of the article itself.
Inappropriate attribution of funding sources and affiliations are misleading and should be
avoided.

Word count. A word count for the paper's text, excluding its abstract,
acknowledgments, tables, figure legends, and references, allows editors and reviewers to
assess whether the information contained in the paper warrants the paper's length, and
whether the submitted manuscript fits within the journal's formats and word limits. A separate
word count for the abstract is useful for the same reason.

Number of figures and tables. Some submission systems require specification of the
number of figures and tables before uploading the relevant files. These numbers allow editorial
staff and reviewers to confirm that all figures and tables were actually included with the
manuscript and, because tables and figures occupy space, to assess if the information
provided by the figures and tables warrants the paper's length and if the manuscript fits within
the journal's space limits.

Disclosure of relationships and activities. Disclosure information for each author
needs to be part of the manuscript; each journal should develop standards with regard to the
form the information should take and where it will be posted. The ICMJE has developed a
uniform Disclosure Form for use by ICMJE member journals, and the ICMJE encourages other
journals to adopt it. Despite availability of the form, editors may require disclosure of
relationships and activities on the manuscript title page or other Disclosure section in the
manuscript to save the work of collecting forms from each author prior to making an editorial
decision or to save reviewers and readers the work of reading each author's form.

b. Abstract

Original research, systematic reviews, and meta-analyses require structured
abstracts. The abstract should provide the context or background for the study and should
state the study's purpose, basic procedures (selection of study participants, settings,
measurements, analytical methods), main findings (giving specific effect sizes and their
statistical and clinical significance, if possible), and principal conclusions. It should emphasize
new and important aspects of the study or observations, note important limitations, and not
overinterpret findings. Clinical trial abstracts should include items that the CONSORT group
has identified as essential. Funding sources should be listed separately after the abstract to
facilitate proper display and indexing for search retrieval by MEDLINE. The funding statement
should include only direct support of the work described. General institutional support for an
author's time on the work should be distinguished from direct overall funding of the work. An
appropriate funding statement might be: “This study was funded by ABC; Dr. F's time on the
work was supported by XYZ.”

Because abstracts are the only substantive portion of the article indexed in many
electronic databases, and the only portion many readers read, authors need to ensure that
they accurately reflect the content of the article. Unfortunately, information in abstracts often
differs from that in the text. Authors and editors should work in the process of revision and
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review to ensure that information is consistent in both places. The format required for
structured abstracts differs from journal to journal, and some journals use more than one
format; authors need to prepare their abstracts in the format specified by the journal they have
chosen.

The ICMJE recommends that journals publish the clinical trial registration number at
the end of the abstract. The ICMJE also recommends that, when a registration number is
available, authors list that number the first time they use a trial acronym to refer to the trial they
are reporting or to other trials that they mention in the manuscript. If the data have been
deposited in a public repository and/or are being used in a secondary analysis, authors should
state at the end of the abstract the unique, persistent data set identifier, repository name and
number.

c. Introduction

Provide a context or background for the study (that is, the nature of the problem and
its significance). State the specific purpose or research objective of, or hypothesis tested by,
the study or observation. Cite only directly pertinent references, and do not include data or
conclusions from the work being reported.

d. Methods

The guiding principle of the Methods section should be clarity about how and why a
study was done in a particular way. The Methods section should aim to be sufficiently detailed
such that others with access to the data would be able to reproduce the results. In general, the
section should include only information that was available at the time the plan or protocol for
the study was being written; all information obtained during the study belongs in the Results
section. If an organization was paid or otherwise contracted to help conduct the research
(examples include data collection and management), then this should be detailed in the
methods.

The Methods section should include a statement indicating that the research was
approved by an independent local, regional or national review body (e.g., ethics committee,
institutional review board). If doubt exists whether the research was conducted in accordance
with the Helsinki Declaration, the authors must explain the rationale for their approach and
demonstrate that the local, regional or national review body explicitly approved the doubtful
aspects of the study. (See section Il.E.)

Authors who used Al technology to conduct the study should describe its use in the
methods section in sufficient detail to enable replication of the approach. including the tool
used, version, and prompts where applicable.

i. Selection and Description of Participants

Clearly describe the selection of observational or experimental participants (healthy
individuals or patients, including controls), including eligibility and exclusion criteria and a
description of the source population. Because the relevance of such variables as age, sex, or
ethnicity is not always known at the time of study design, researchers should aim for inclusion
of representative populations into all study types and at a minimum provide descriptive data
for these and other relevant demographic variables. Comment on how representative the study
sample is of the larger population of interest.

Ensure correct use of the terms sex (when reporting biological factors) and gender
(identity, psychosocial or cultural factors), and, unless inappropriate, report the sex and/or
gender of study participants, the sex of animals or cells, and describe the methods used to
determine sex and gender. If the study was done involving an exclusive population, for
example in only one sex, authors should justify why. Authors should define how they
determined race or ethnicity and justify their relevance. In the case where race or ethnicity was
not collected, explain why it was not collected. Race and ethnicity are social and not biological
constructs; authors should interpret results associated with race and ethnicity in that context.
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Authors should use neutral, precise, and respectful language to describe study participants
and avoid the use of terminology that might stigmatize participants.

ii. Data Collection and Measurements

Specify the study's main and secondary objectives—usually identified as primary and
secondary outcomes. ldentify methods, equipment (give the manufacturer's name and address
in parentheses), and procedures in sufficient detail to allow others to reproduce the results.
Give references to established methods, including statistical methods (see below); provide
references and brief descriptions for methods that have been published but are not well-known;
describe new or substantially modified methods, give the reasons for using them, and evaluate
their limitations. Identify precisely all drugs and chemicals used, including generic name(s),
dose(s), and route(s) of administration. Identify appropriate scientific names and gene names.

iii. Statistics

Describe statistical methods with enough detail to enable a knowledgeable reader
with access to the original data to judge its appropriateness for the study and to verify the
reported results. When possible, quantify findings and present them with appropriate indicators
of measurement error or uncertainty (such as confidence intervals). Avoid relying solely on
statistical hypothesis testing, such as P values, which fail to convey important information
about effect size and precision of estimates. References for the design of the study and
statistical methods should be to standard works when possible (with pages stated). Define
statistical terms, abbreviations, and most symbols. Specify the statistical software package(s)
and versions used. Distinguish prespecified from exploratory analyses, including subgroup
analyses.

e. Results

Present your results in logical sequence in the text, tables, and figures, giving the
main or most important findings first. Do not repeat all the data in the tables or figures in the
text; emphasize or summarize only the most important observations. Provide data on all
primary and secondary outcomes identified in the Methods Section. Extra or supplementary
materials and technical details can be placed in an appendix where they will be accessible but
will not interrupt the flow of the text, or they can be published solely in the electronic version of
the journal.

Give numeric results not only as derivatives (for example, percentages) but also as
the absolute numbers from which the derivatives were calculated. Restrict tables and figures
to those needed to explain the argument of the paper and to assess supporting data. Use
graphs as an alternative to tables with many entries; do not duplicate data in graphs and tables.
Avoid nontechnical uses of technical terms in statistics, such as “random” (which implies a
randomizing device), “normal,” “significant,” “correlations,” and “sample.”

Separate reporting of data by demographic variables, such as age and sex, facilitate
pooling of data for subgroups across studies and should be routine, unless there are
compelling reasons not to stratify reporting, which should be explained.

f. Discussion

It is useful to begin the discussion by briefly summarizing the main findings, and
explore possible mechanisms or explanations for these findings. Emphasize the new and
important aspects of your study and put your findings in the context of the totality of the relevant
evidence. State the limitations of your study, and explore the implications of your findings for
future research and for clinical practice or policy. Discuss the influence or association of
variables, such as sex and/or gender, on your findings, where appropriate, and the limitations
of the data. Do not repeat in detail data or other information given in other parts of the
manuscript, such as in the Introduction or the Results section.

Link the conclusions with the goals of the study but avoid unqualified statements and
conclusions not adequately supported by the data. In particular, distinguish between clinical
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and statistical significance, and avoid making statements on economic benefits and costs
unless the manuscript includes the appropriate economic data and analyses. Avoid claiming
priority or alluding to work that has not been completed. State new hypotheses when
warranted, but label them clearly.

g. References
i. General Considerations

Authors should provide direct references to original research sources whenever
possible. References should be made to published articles rather than to abstracts whenever
possible. References should not be used by authors, editors, or peer reviewers to promote
self-interests. Authors should avoid citing articles in predatory or pseudo-journals. When
preprints are cited, the citation should clearly indicate that the reference is a preprint (also see
Section I11.D.3). Although references to review articles can be an efficient way to guide readers
to a body of literature, review articles do not always reflect original work accurately. On the
other hand, extensive lists of references to original work on a topic can use excessive space.
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press” or “forthcoming.” Information from manuscripts submitted but not accepted should be
cited in the text as “unpublished observations” with written permission from the source.

Published articles should reference the unique, persistent identifiers of the data sets
employed.

Avoid citing a “personal communication” unless it provides essential information not
available from a public source, in which case the name of the person and date of
communication should be cited in parentheses in the text. For scientific articles, obtain written
permission and confirmation of accuracy from the source of a personal communication.

Referencing Al-generated material as the primary source is not acceptable.

Authors are responsible for citing references accurately and should be able to attest
that the references cited support the associated statement. To minimize bibliographic citation
errors, references should be verified using either a bibliographic source, such as PubMed, or
original sources. Authors are responsible for checking that none of the references cite retracted
articles except in the context of referring to the retraction. For articles published in journals
indexed in MEDLINE, the ICMJE considers PubMed the authoritative source for information
about retractions. Authors can identify retracted articles in MEDLINE by searching PubMed for
"Retracted publication [pt]", where the term "pt" in square brackets stands for publication type,
or by going directly to the PubMed's list of retracted publications.

References should be numbered consecutively in the order in which they are first
mentioned in the text. Identify references in text, tables, and legends by Arabic numerals in
parentheses.

References cited only in tables or figure legends should be numbered in accordance
with the sequence established by the first identification in the text of the particular table or
figure. The titles of journals should be abbreviated according to the style used for MEDLINE
(www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals). Journals vary on whether they ask authors to cite
electronic references within parentheses in the text or in numbered references following the
text. Authors should consult with the journal to which they plan to submit their work.

ii. Style and Format

References should follow the standards summarized in the NLM’s Sample
References webpage and detailed in the NLM’s Citing Medicine, 2nd edition. These resources
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are regularly updated as new media develop, and currently include guidance for print
documents; unpublished material; audio and visual media; material on CD-ROM, DVD, or disk;
and material on the Internet.

h. Tables

Tables capture information concisely and display it efficiently; they also provide
information at any desired level of detail and precision. Including data in tables rather than text
frequently makes it possible to reduce the length of the text.

Prepare tables according to the specific journal's requirements; to avoid errors it is
best if tables can be directly imported into the journal's publication software. Number tables
consecutively in the order of their first citation in the text and supply a title for each. Titles in
tables should be short but self-explanatory, containing information that allows readers to
understand the table's content without having to go back to the text. Be sure that each table is
cited in the text.

Give each column a short or an abbreviated heading. Authors should place
explanatory matter in footnotes, not in the heading. Explain all nonstandard abbreviations in
footnotes, and use symbols to explain information if needed. Symbols may vary from journal
to journal (alphabet letter or such symboils as *, 1, I, §), so check each journal's instructions
for authors for required practice. Identify statistical measures of variations, such as standard
deviation and standard error of the mean.

If you use data from another published or unpublished source, obtain permission and
acknowledge that source fully.

Additional tables containing backup data too extensive to publish in print may be
appropriate for publication in the electronic version of the journal, deposited with an archival
service, or made available to readers directly by the authors. An appropriate statement should
be added to the text to inform readers that this additional information is available and where it
is located. Submit such tables for consideration with the paper so that they will be available to
the peer reviewers.

i. lllustrations (Figures)

Digital images of manuscript illustrations should be submitted in a suitable format for
print publication. Most submission systems have detailed instructions on the quality of images
and check them after manuscript upload. For print submissions, figures should be either
professionally drawn and photographed, or submitted as photographic-quality digital prints.

For radiological and other clinical and diagnostic images, as well as pictures of
pathology specimens or photomicrographs, send high-resolution photographic image files.
Before-and-after images should be taken with the same intensity, direction, and color of light.
Since blots are used as primary evidence in many scientific articles, editors may require
deposition of the original photographs of blots on the journal's website.

Although some journals redraw figures, many do not. Letters, numbers, and symbols
on figures should therefore be clear and consistent throughout, and large enough to remain
legible when the figure is reduced for publication. Figures should be made as self-explanatory
as possible, since many will be used directly in slide presentations. Titles and detailed
explanations belong in the legends—not on the illustrations themselves.

Photomicrographs should have internal scale markers. Symbols, arrows, or letters
used in photomicrographs should contrast with the background. Explain the internal scale and
identify the method of staining in photomicrographs.

Figures should be numbered consecutively according to the order in which they have
been cited in the text. If a figure has been published previously, acknowledge the original
source and submit written permission from the copyright holder to reproduce it. Permission is
required irrespective of authorship or publisher except for documents in the public domain.
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In the manuscript, legends for illustrations should be on a separate page, with Arabic
numerals corresponding to the illustrations. When symbols, arrows, numbers, or letters are
used to identify parts of the illustrations, identify and explain each one clearly in the legend.

J- Units of Measurement

Measurements of length, height, weight, and volume should be reported in metric
units (meter, kilogram, or liter) or their decimal multiples.

Temperatures should be in degrees Celsius. Blood pressures should be in millimeters
of mercury, unless other units are specifically required by the journal.

Journals vary in the units they use for reporting hematologic, clinical chemistry, and
other measurements. Authors must consult the Information for Authors of the particular journal
and should report laboratory information in both local and International System of Units (SI).

Editors may request that authors add alternative or non-Sl units, since Sl units are
not universally used. Drug concentrations may be reported in either Sl or mass units, but the
alternative should be provided in parentheses where appropriate.

k. Abbreviations and Symbols

Use only standard abbreviations; use of nonstandard abbreviations can be confusing
to readers. Avoid abbreviations in the title of the manuscript. The spelled-out abbreviation
followed by the abbreviation in parentheses should be used on first mention unless the
abbreviation is a standard unit of measurement.
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CAPITULO 2 - SINTESE VERDE SUSTENTAVEL DE NANOPARTICULAS DE
PRATA A PARTIR DE Pereskia aculeata Miller COM ATIVIDADES
ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME
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Federal do Parana, Toledo, Parana, Brasil; & Universidade Federal do Parana, Departamento de Ciéncias
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RESUMO

A nanotecnologia sustentavel € uma alternativa que impulsiona a sintese verde, aliando
0s avancos da nanotecnologia as propriedades bioativas dos extratos vegetais para a producao
de nanoparticulas de prata (AgNPs). Neste estudo, Pereskia aculeata Miller foi utilizada como
agente redutor e estabilizante para a sintese de AgNPs, cujas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e antibiofilme foram avaliadas. A caracterizacdo por Espalhamento Dinamico
de Luz (DLS) revelou tamanhos hidrodinamicos de 84,34 nm para as AgNPs obtidas por
maceracao (AgNPsOM) e 89,56 nm para aquelas sintetizadas por infusdo (AgNPsOI), ambas
com potencial zeta indicando boa estabilidade coloidal. A espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) confirmou a presenca do grupo C=0, sugerindo o
envolvimento de compostos bioativos na estabilizacdo das nanoparticulas. As AgNPs
apresentaram elevada atividade antioxidante, com destaque para as AGNPsOM. Em relacdo a
atividade antimicrobiana, ambas as formulacdes demonstraram eficacia significativa contra
bactérias Gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus
subtilis. Alem disso, as AgNPs exibiram atividade antibiofilme relevante, tornando-se uma
alternativa promissora na prevencéo de infec¢bes. Os resultados obtidos ressaltam o potencial
das AgNPs sintetizadas a partir de P. aculeata como ferramentas sustentaveis e versateis, com

aplicacOes terapéuticas e biomédicas.

Palavras-chave: Nanotecnologia sustentavel; Nanoparticulas de prata (AgNPs); Compostos

bioativos; Atividades antioxidante e antimicrobiana.
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INTRODUCAO

A nanotecnologia é uma area multidisciplinar dedicada ao estudo e manipulacao da
matéria em escala nanométrica, na qual as nanoparticulas (NPs) apresentam dimensdes entre 1
e 100 nandmetros (Sanfelice, Pavinatto e Corréa, 2022). Entre as diversas classes de NPs, as
metalicas, especialmente as nanoparticulas de prata (AgNPs), tém despertado grande interesse
devido as suas propriedades fisico-quimicas Unicas. Essas caracteristicas tornam as AgNPs
promissoras para diversas aplicagdes, incluindo tecnologia de alimentos, farmacologia,
microbiologia e outras areas (Luhata et al., 2022).

As AgNPs podem ser sintetizadas por biossintese, também chamada de sintese verde,
uma abordagem sustentavel que substitui métodos quimicos e fisicos, os quais geram residuos
toxicos, exigem condigdes extremas e consomem grande quantidade de energia (Jalab et al.,
2021; Oselusi et al., 2025). Nesse processo, extratos vegetais sdo amplamente utilizados, pois
contém compostos fitoquimicos, como flavonoides, terpenoides e alcaloides, que atuam como
agentes redutores e estabilizadores (Duran et al., 2011; Flieger et al., 2021). Esses compostos
doam elétrons, reduzindo os ions de prata (Ag®) a prata metalica (Ag), conferindo as AgNPs
elevada estabilidade coloidal e biocompatibilidade (Sktodowski et al., 2023; Ayama et al.,
2024). Além disso, os extratos vegetais incorporam as nanoparticulas suas propriedades
bioativas as AgNPs, como atividades antioxidantes e antimicrobianas, ampliando seu potencial
biotecnologico (Mohammed et al., 2022; Mikhailova, 2025).

As AgNPs demonstram ampla eficécia contra uma gama de microrganismos, devido a
sua capacidade de interagir com membranas celulares bacterianas, causar disfuncéo e aumentar
0 estresse oxidativo, levando a morte celular (Nyabola et al., 2020; Radzikowska-Buchner et
al. 2023). Essa propriedade é especialmente relevante para o combate a biofilmes, que
consistem em comunidades microbianas organizadas em uma matriz extracelular resistente a
tratamentos antimicrobianos convencionais (Ankudze, Neglo & Nsiah, 2024). Os biofilmes
representam um desafio critico em setores como saude publica, industria alimenticia e sistemas
de abastecimento de &gua, reforcando a necessidade de novas estratégias antimicrobianas
(Korkmaz et al., 2024).

Diversas plantas, como Camellia sinensis (Flieger et al., 2021), llex paraguariensis
(Bavaresco et al., 2020) e Moringa oleifera (Mohammed et al., 2022), tém sido utilizadas na
sintese verde de AgNPs, devido ao seu perfil fitoquimico rico em compostos bioativos. Nesse

contexto, a Pereskia aculeata Miller (ora-pro-nobis) se destaca como uma planta nativa
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reconhecida por suas propriedades medicinais e nutricionais. Essa especie é rica em
flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas (Jardim et al., 2021) e compostos fendlicos (Garcia
et al., 2019), os quais apresentam diversas atividades biologicas (Massocatto et al., 2021). No
entanto, até o momento, ndo ha relatos na literatura sobre o uso de P. aculeata na sintese de
AgNPs, tampouco investigacdes sobre suas propriedades bioldgicas.

Diante desse cenario, este estudo teve como objetivo sintetizar AgNPs a partir de
extratos aquosos de P. aculeata, avaliando suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
antibiofilme. Os achados desta pesquisa contribuirdo para a exploracdo do potencial
biotecnoldgico das AgNPs, alem de fomentar o desenvolvimento de alternativas sustentaveis e

eficazes no combate a infecgOes resistentes e na prevencao de biofilmes microbianos.

MATERIAL E METODOS

PREPARO DO EXTRATO AQUOSO DE P. aculeata

Método de Maceracéo

O extrato aquoso foi preparado utilizando uma razdo de 1:10 (biomassa vegetal: agua
destilada), resultando em uma concentracdo final de 100 mg/mL. A mistura foi transferida para
um Erlenmeyer e submetida a agitacdo constante em shaker por 24 horas. Apds esse periodo, 0
extrato foi filtrado por meio de papel filtro acoplado a uma bomba de vacuo para remocao de
particulas sélidas. O extrato obtido foi entdo armazenado em freezer a -20°C até o momento de

sua utilizacdo (Batista et al., 2024).

Método de Infuséo

Para o preparo do extrato por infusdo, 1,0 g de biomassa seca de P. aculeata foi
incorporada a agua aquecida (60°C a 80°C) em um béquer sob agitacdo constante em agitador
magnético com aquecimento. Apds a incorporacdo, o béquer foi coberto com um vidro de
reldgio, mantendo-se a temperatura e a agitacdo constantes por 30 minutos. Em seguida, o
material foi centrifugado a 3800 rpm por 10 minutos e filtrado, obtendo-se um extrato aquoso

com concentracdo final de 1 mg/mL (Pelegrino et al. 2020).

SINTESE VERDE
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Ap0s o preparo dos extratos aquosos de OPN pelos métodos de maceracéo e infuséo,
0s extratos foram submetidos a reacdo com solucéo de nitrato de prata sob agitacdo constante,
seguindo a metodologia descrita no pedido de patente BR 1020220041920, com adaptacdes de
Rolim et al. (2019). Esse processo de biossintese foi conduzido para a obtencdo das
nanoparticulas de prata derivadas de P. aculeata por maceracdo (AgNPsOM) e por infusdo
(AgNPsOI).

CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Na caracterizacao das nanoparticulas os parametros de tamanho hidrodindmico (nm),
indice de polidispersidade (Pdl) e potencial zeta (mV) foram mensurados por Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS) utilizando o equipamento Zetasizer® (Manosalva et al., 2019). Os
dados de FTIR dos extratos por maceracdo e infusdo e das nanoparticulas AgNPsOM e
AgNPsOI foram determinados na faixa do comprimento de onda de 4000 cm™ a 400 cm™
usando um espectro FTIR PerkinElmer Spectrum Two (Waltham, MA, EUA) (Ayama et al.,
2024), e a morfologia foi analisada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) utilizando

um microscopio da marca Tesca modelo VEJA 3 LMU.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Ensaio 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A captura de radicais livres de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) por AgNPs sintetizadas
a partir do extrato aquoso de P. aculeata foi avaliada por meio do ensaio de DPPH descrito por
Li et al. (2021). Em resumo, foram adicionados 100 pL na concentragdo de 107 pg/mL das
AgNPs obtidas por sintese verde e 100 pL de uma solucéo de DPPH (0,03 mmol/L). A mistura
foi incubada por 30 minutos ao abrigo da luz. A curva padrdo foi construida utilizando trolox
(11,71 a 200 pumol L), enquanto o DPPH livre foi usado como controle negativo. Apds a
incubacdo, a mudanca de cor da solucdo foi observada e realizada a leitura da absorbéncia a
515 nm em espectrofotdmetro UV-visivel. Os resultados expressos em pg de trolox por mL
(Mg Trolox/mL).

Ensaio Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS)
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A captura de radicais livres de ABTS [acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico)] pelas AgNPs sintetizadas a partir do extrato aquoso de P. aculeata foi avaliada por
meio do ensaio de ABTS descrito por Li et al. (2021). Para o ensaio, 100 pL das AgNPs na
concentragdo de 107 pg/mL foram misturados com 100 pL de uma solugdo de radical ABTS
(ABTS + persulfato de potassio). A mistura foi incubada por 10 minutos em condic¢des de
auséncia de luz. Apbs a incubacdo, as absorbancias foram medidas em uma leitora de
microplacas a 750 nm. Os resultados foram comparados a uma curva padrao de trolox (11,71 a

200 umol L) e expressos em ug de trolox por mL (ugTrolox/mL).

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida
Minima (CBM) seguiu conforme normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(2018), com adaptagOes feitas por Santos (2019). O ensaio foi realizado em placas de
microdilui¢ao de 96 pogos, sendo que 150 puL de caldo Miiller-Hinton (MH) foram adicionados
em todos os po¢os. No primeiro poco, foram acrescentados 150 pL. da solu¢do contendo as
nanoparticulas, seguida de uma microdiluicdo sequencial com as concentragdes de 53,5 a 0,4
pg/mL nos pocos subsequentes. Em cada pogo, foram adicionados 20 pL. do indculo com as
cepas bacterianas provenientes da American Type Culture Collection (ATCC): Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella Enteritidis (ATCC
13076), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e Listeria monocytogenes e da Colecéo de Culturas Cefar
Diagndstica (CCCD): Bacillus subtillis (CCD-04).

ATIVIDADE ANTIBIOFILME

Para a determinacdo da atividade antibiofilme foi utilizado a concentragéo inibitoria
minima (CIM) ja determinada de cada microrganismo testado no ensaio de atividade
antimicrobiana. Como controle positivo foi utilizado solugéo salina tamponada com Tris (TBS)
suplementado com 1% de glicose, e como controle do diluente foi o dimetilsulfoxido (DMSO).
A capacidade antibiofilme das AgNPs foi estabelecida com leitura da densidade 6ptica (DO) a
570 nm pelo uso do cristal violeta, e calculado a Inibigdo percentual (%):( (controle positivo
DO-experimental DO) / controle positivo DO) x 100) (Christensen et al. (1985) adaptado por
Bandeira et al. (2022)). O teste de viabilidade celular utilizando o 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
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di-fenil brometo de tetrazolina (MTT) também foi mesurada com a leitura a 570 nm (DO de
controle positivo/DO experimental) x100) (Jia et al., 2011; Bandeira et al., 2022). A
classificacdo seguiu (< 50%) indicando baixa atividade celular e (> 50%) indicando alta
atividade celular (Sandasi et al. 2008; Batista et al., 2024). Para anélise estatistica dos dados da

bhiomassa do biofilme e viabilidade celular, foram utilizados o Teste t.
RESULTADOS E DISCUSSOES
CARACTERIZA(;AO DAS NANOPARTICULAS

A andlise da distribuicdo de tamanho por intensidade das AQNPsSOM revela uma faixa
de tamanho predominante entre 80 e 90 nm. Os picos bem definidos na distribuicdo indicam
alta consisténcia nas propriedades das nanoparticulas, com tamanho médio de 84,34 nm. O
indice de polidispersividade (Pdl) obtido foi de 0,246, sugerindo homogeneidade (Figura 1A).

Além disso, o potencial zeta de -21,9 mV indica estabilidade coloidal das AgNPsOM (Figura
1B).

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n... Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Z-Average (d.nm): 8434 Peak1: 1029 96,7 5598 Zeta Potential (mV): -21,9 Peak 1: -21,9 100,0 6,18
Pdl: 0246 Peak2: 4299 33 968,2 Zeta Deviation (mV): 6,18 Peak2: 0,00 0.0 0,00
Intercept: 0,923 Peak 3: 0,000 0.0 0,000 Conductivity (mSicm): 0,866 Peak 3: 000 00 0,00
Result quality Good Result quality
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Figura 1. (A) Distribuigcdo do tamanho e (B) potencial zeta das AQNPSOM mediadas pelo extrato aquoso
de P. aculeata por maceracao pela técnica de espalhamento dinamico de luz.

A AgNPsOI apresentou uma faixa de tamanho predominante entre 90 e 100 nm. Os
registros apresentaram picos bem definidos, indicando significativa consisténcia nas
propriedades das nanoparticulas, com tamanho medio de 89,56 nm. O indice de
polidispersividade (Pdl) foi de 0,352, sugere homogeneidade da amostra (Figura 2A). Além
disso, o potencial zeta de -24,4 mV confirma a estabilidade coloidal das AgNPsOI (Figura 2B).
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Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n... Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Z-Average (d.nm): 84,34 Peak 1: 1029 96,7 55,98 Zeta Potential (mV): -21,9 Peak 1: -21.9 100,0 6,18
Pdi: 0246 Peak2: 4299 33 968,2 Zeta Deviation (mV): 6,18 Peak 2: 0,00 00 0,00
Intercept: 0,923 Peak 3: 0,000 00 0,000 Conductivity (mS/cm): 0,866 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Good Result quality
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Figura 2. (A) Distribuicdo do tamanho e (B) potencial zeta das AgNPsOI mediadas pelo extrato

aquoso de P. aculeata por infusdo pela técnica de espalhamento dinadmico de luz.

Em comparacdo, as AgNPsOM apresentam tamanho menor e uma distribuicdo mais

homogénea em relagdo as AQNPsOI. No entanto, as AgNPsOI apresentam maior estabilidade,

evidenciada por um potencial zeta mais negativo em relacdo as AGNPsOM.
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Figura 3. Espectro FTIR das AGNPsOM, AgNPsOM e extrato aquoso por maceragdo e infuséo.

O resultado do FTIR das nanoparticulas AQNPOM e AgNPOI, assim como dos

extratos obtidos por maceracéo e infuséo (Figura 3), demonstrou um pico em aproximadamente

1635 cm™. Valores na faixa de 1623 a 1638 cm™! podem ser atribuidos ao grupo C=0 (Oselusi

et al., 2025). Os compostos fendlicos presentes nos extratos contém grupos funcionais, como

hidroxila (—OH) e carboxila (—COOH), sendo este ultimo formado pela unido dos grupamentos

carbonila e hidroxila. Essas estruturas quimicas desempenham um papel fundamental na
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biorredugdo dos ions de prata e na estabilizacdo das AgNPs, conferindo maior estabilidade as
nanoparticulas sintetizadas (Nyabola et al., 2020).

AgNPsOM AgNPsOI
Figura 4. Imagens de MEVs a morfologia das AgNPsSOM e AgNPsOIL.

A morfologia das AQNPsOM e AgNPsOI, obtidas por sintese verde com extrao aquoso
de P. aculeata, revelou particulas esféricas em escala nanométrica, com distribuicdo
homogénea e pequenas variagdes de tamanho (Figura 4), indicando uma sintese bem-sucedida.
Estruturas esféricas semelhantes também foram observados em AgNPs biossintetizadas com
extrato aquoso das flores e folhas de Tanacetum vulgare (Radzikowska-Buchner et al. 2023).

As AgNPsOM e AgNPsOI atenderam aos trés parametros avaliados: tamanho inferior
a 100 nm, indice de polidispersividade (Pdl) menor que 0,400 e valores moderados de potencial
zeta. O tamanho uniforme das nanoparticulas e o baixo Pdl garantem a homogeneidade,
prevenindo aglomeracGes e mantendo suas propriedades funcionais. Ja o potencial zeta em *
20 a 30 mV indica estabilidade, evitando a agregacdo das particulas, sendo esse parametro
crucial, pois avalia a repulsdo ou atracdo eletrostética entre as nanoparticulas, influenciando
diretamente sua estabilidade (Mourdikoudis et al., 2018; Garcia et al., 2021). Assim, ambas as
nanoparticulas demonstram excelente potencial para futuras aplicacdes, como biomarcardores
de céncer (Yang et al., 2025), no tratamento de aguas residuais (Bashir et al., 2025), e

desenvolvimento de novos medicamentos (Mikhailova, 2025) entre outras.
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
A atividade antioxidante das AgNPs sintetizadas com extrato de P. aculeata permitiu

avaliar a capacidade de neutralizagéo de radicais livres, conforme observado nos ensaios DPPH
e ABTS (Tabela 1).
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Tabela 1. Atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS das nanoparticulas de

Pereskia aculeata Miller.

Nanoparticulas DPPH ABTS
(HgTrolox/mL) (LgTrolox/mL)

AgNPsOM 107,78 403,25

AgNPsOI 85,33 230,79

As AgNPsOM apresentaram maior capacidade antioxidante, com 107,78 pgTrolox/mL
qguando avaliando a atividade antioxidante pelo método DPPH e 403,25 pgrrolox/mL pelo
método ABTS. Ja as AgNPsOI demonstraram atividade inferior, com 85,33 pgrroiox/mL quando
avaliando a atividade antioxidante pelo método do DPPH e 230,79 ugtrolox/mL pelo método
ABTS. A diferenca observada pode ser atribuida ao método de extragdo utilizado para obter o
extrato aquoso, uma vez que este influencia diretamente tanto a quantidade quanto o perfil de
fitoquimicos presentes, os quais desempenham um papel fundamental na sintese das
nanoparticulas e, consequentemente, na modulacgao de suas propriedades antioxidantes.

Em outros estudos, as AgNPs sintetizadas com extrato aquoso de Acalypha
bracteolata apresentaram ICso de 54,64 ug/mL pelo método DPPH e 78 pg/mL no método do
ABTS (Than et al., 2022). Por outro lado, as AgNPs sintetizadas com Justicia adhatoda L.
mostraram ICso de 11,52 ug/mL pelo método do DPPH e 160,22 pg/mL com 0 método ABTS
(Chandraker et al., 2022). Essa variabilidade dos resultados reforca a importancia dos
compostos fitoquimicos especificos presentes nos extratos.

Além disso, estudos indicam que as AgNPs sintetizadas por métodos verdes
apresentam atividade antioxidante superior as obtidas por sinteses quimicas, devido a presenca
de fitoquimicos que modificam sua superficie e conferem maior estabilidade e reatividade
bioldgica. Um exemplo é a biossintese com folhas de Mallotus frondosa, que demonstrou um
aumento significativo nas propriedades antioxidantes das AgNPs (Sreelekha et al., 2021). Esses
achados reforcam o papel dos extratos vegetais na potencializagéo das atividades bioativas das
AgNPs, destacando a importancia da escolha da matriz vegetal na sintese verde de

nanoparticulas.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana das AgNPs sintetizadas a partir do extrato aquoso de P.
aculeata, obtido por maceracdo (AgNPsOM) e infusdo (AgNPsOI), foi avaliada pelos métodos
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de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Os

resultados estdo detalhados na Tabela 2.

Tabela 2 — Atividade antimicrobiana pelo méetodo de CIM das AgNPs do extrato aquoso por

maceracao de Pereskia aculeata Miller.

AgNPsOM AgNPsOI
CIM CBM CIM CBM
Bactérias Gram (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)

Escherichia coli Negativa 26,7 53,5 53,5 53,5
Pseudomonas aeruginosa  Negativa 26,7 53,5 26,7 53,5
Klebsiella pneumoniae Negativa 26,7 53,5 53,5 53,5
Salmonella Enteritidis Negativa 53,5 53,5 53,5 53,5
Staphylococcus aureus Positiva 26,7 53,5 26,7 53,5
Enterococcus faecalis Positiva 26,7 53,5 26,7 53,5
Bacillus subtilis Positiva 26,7 26,7 26,7 53,5
Listeria monocytogenes Positiva NA NA NA NA

*NA - ndo apresentou atividade.

As AgNPsOM demonstraram atividade inibitoria significativa contra S. Enteritidis a
53,5 pg/mL e contra E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, S. aureus, K. pneumoniae e B. subtilis
a 26,7 pg/mL. Além disso, apresentaram potencial bactericida contra B. subtilis na
concentracéo de 26,7 ug/mL, enquanto para as demais cepas, o efeito bactericida foi observado
a 53,5 ug/mL. Ja as AgNPsOI inibiram S. Enteritidis, E. coli e K. pneumoniae a 53,5 pg/mL,
enquanto P. aeruginosa, E. faecalis, S. aureus e B. subtilis foram inibidas a 26,7 pg/mL. O
efeito bactericida das AgNPsOI foi registrado a 53,5 pg/mL para todas as cepas avaliadas.
Nenhuma das nanoparticulas apresentou atividade contra L. monocytogenes.

Comparativamente, as AgNPsOM demonstraram maior eficacia antimicrobiana do
que as AgNPsOI, especialmente contra E. coli e K. pneumoniae. Essa superioridade pode estar
relacionada a0 método de extracdo empregado, que influencia a concentracdo e o tipo de
compostos fitoquimicos presentes no extrato, os quais desempenham um papel essencial na
funcionalidade das nanoparticulas.

Estudos prévios corroboram o potencial antimicrobiano das AgNPs. Por exemplo,
AgNPs biossintetizadas a partir de folhas de Cestrum nocturnum apresentaram concentracdo
inibitoria minima (CIM) de 4 pg/mL contra E. faecalis e 16 ug/mL contra E. coli (Keshari et
al., 2020). De forma semelhante, AgNPs obtidas do extrato de guarana (Paullinia cupana),
preparado por infusdo, demonstraram atividade inibitoria contra E. coli e S. aureus, com CIM
de 50 pg/mL (Nogueira et al., 2025).
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No presente estudo, tanto as AgNPsOM quanto as AgNPsOI demonstraram eficacia
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, com destaque para a atuacdo contra as
Gram-positivas (S. aureus, E. faecalis e B. subtilis), devido a maior suscetibilidade dessas cepas
a interacdo com nanoparticulas. A acdo antimicrobiana das AgNPs estd associada a sua
capacidade de adsor¢do rapida as membranas bacterianas, penetracdo no citoplasma e inducao
de danos irreversiveis, incluindo desnaturacdo de proteinas e ruptura da membrana celular
(Nyabola et al., 2020).

Esses resultados reforcam o potencial das AgNPs sintetizadas por métodos verdes
como agentes antimicrobianos promissores. Estudos futuros podem explorar sua aplicagdo em
tratamentos antimicrobianos, focando no refinamento das condicGes de sintese e na avaliagcdo

de sua eficacia em modelos mais complexos.

ATIVIDADE ANTIBIOFILME

A atividade antibiofilme das AgNPs sintetizadas com extrato de P. aculeata, obtidas por
maceracdo (AgNPsOM) e infusdo (AgNPsOI), foi avaliada em concentrac@es equivalentes a
CIM. A eficacia das nanoparticulas foi analisada por dois métodos complementares:
quantificacdo da biomassa do biofilme pelo ensaio com cristal violeta e avaliacdo da viabilidade
celular pelo ensaio MTT (Figura 5).

Os resultados demonstraram que as AgNPsOM foram eficazes na reducdo da biomassa
do biofilme de S. Enteritidis, com uma inibicéo de 75,06%. No entanto, para as demais bactérias
testadas (E. coli, K. pneumoniae, B. subtilis, S. aureus, E. faecalis e P. aeruginosa), ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa. Por outro lado, as AgNPsOI apresentaram
maior eficacia contra E. coli (66,81%) e K. pneumoniae (55,98%), sem impacto significativo
sobre as demais bactérias avaliadas.

Esses achados evidenciam que a eficacia das AgNPs na reducgdo da biomassa biofilme
varia conforme o tipo de nanoparticula e sua interagdo com o microrganismo, sendo as
AgNPsOM mais eficazes contra S. Enteritidis, enquanto as AgNPsOI demonstraram atividade

predominante contra E. coli e K. pneumoniae.
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Figura 5. Atividade antibiofilme das AgNPs sintetizadas com extrato de Pereskia aculeata Miller em biofilmes
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Figura 6. Atividade antibiofilme das AgNPs sintetizadas com extrato de Pereskia aculeata Miller em biofilmes
de bactérias padrdo avaliando viabilidade celular através do MTT. DO = densidade optica. CIM =
Concentracdo inibitdria minima.

* = Valores diferem pelo Teste t (p > 0,05).
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A viabilidade celular dos biofilmes foi avaliada pelo ensaio MTT, que mede a
atividade metabdlica das células viaveis (Figura 6). As AgNPsOI demonstraram maior eficacia
na reducdo da viabilidade celular de K. pneumoniae (14,85%), B. subtilis (17,08%), E. coli
(24,46%) e E. faecalis (26,72%). Para as demais bactérias, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa.

Por outro lado, as AgQNPsOM demonstraram maior eficacia na redugéo da viabilidade
celular de B. subtilis (15,69%), S. Enteritidis (17,07%) e K. pneumoniae (22,13%). Para P.
aeruginosa, E. coli, E. faecalis e S. aureus, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas.

Comparativamente, os resultados destacam a eficacia das AgNPs na inibi¢do de
biofilmes, mas com diferencas especificas entre os tipos de nanoparticulas e 0s microrganismos
avaliados. Na viabilidade celular, as AgNPsOM foram mais eficazes contra B. subtilis,
enquanto as AgNPsOI apresentaram melhor desempenho contra K. pneumoniae.

Estudos prévios corroboram a eficacia das AgNPs no combate a biofilmes. Por
exemplo, AgNPs sintetizadas com extrato de Ficus carica (11-20 nm) demonstraram 38,7% de
inibicdo do biofilme de B. subtilis (Korkmaz et al., 2024). De forma semelhante, AgNPs obtidas
a partir de Dialium cochinchinense (20-54 nm) reduziram a formagdo de biofilmes de K.
pneumoniae, P. aeruginosa e E. coli (Ankudze, Neglo & Nsiah, 2024).

A maior eficacia das AgNPs biossintetizadas pode estar associada aos fitoquimicos
presentes no extrato de P. aculeata, que modulam propriedades como tamanho, estabilidade e
interacdo com as células bacterianas. Esses compostos fitoquimicos podem interferir na matriz
extracelular do biofilme e comprometer a viabilidade celular dos microrganismos.

Esses achados reforcam o potencial biotecnoldgico das AgNPs sintetizadas com P.
aculeata, especialmente no controle de biofilmes bacterianos, com possiveis aplicacdes em
salde, industria alimenticia e tratamentos de superficies. Estudos futuros devem investigar as
condicBes 6timas de sintese e aplicacdo, bem como 0s mecanismos moleculares subjacentes a

atividade antibiofilme das AgNPs.
CONCLUSOES
A sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando extratos aquosos de

Pereskia aculeata Miller demonstrou ser uma abordagem sustentavel e eficiente para a

producdo de nanomateriais funcionais. As nanoparticulas biossintetizadas pelos métodos de
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maceracdo e infusdo apresentaram desempenho significativo nas andlises realizadas,
evidenciando seu potencial para aplicagdes biotecnoldgicas e antimicrobianas.

Os resultados deste estudo reforcam a aplicabilidade das AgNPs de P. aculeata no
controle de bactérias, com possiveis implicacbes na area da salde e em outros setores
biotecnoldgicos. No entanto, apesar do potencial promissor, sdo necessarias investigacoes
adicionais para consolidar sua utilizagdo. Estudos futuros devem incluir avaliagdes in vivo, bem
como analises de estabilidade, seguranca ambiental e eficacia em sistemas mais complexos, a
fim de viabilizar o uso das AgNPs de P. aculeata como agentes antimicrobianos sustentaveis e

seguros para maltiplas aplicacdes.
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ANEXO Il - MATERIAL COMPLEMENTAR
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Legenda: a - Planta adulta de P. aculeata localizada préxima ao Horto de Plantas Medicinais e Aromaticas da
UFPR, na cidade de Palotina-PR, com as coordenadas -24°10’08” S -53°50'27” O; b - AgNPsOM e AgNPsOI; c -
Ensaio da atividade antioxidante DPPH e ABTS; d - Ensaio da atividade antimicrobiana MIC; e - Ensiao da atividade
antibiofilme — cristal violeta.
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