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Resumo

A celulose bacteriana (CB) tornou-se atrativa para 0 mercado devido as suas propriedades
quimicas Unicas, como alta cristalinidade e biocompatibilidade. Sua obtencdo vem da
fermentacao de bebidas feitas por culturas simbidticas de bactérias presentes que chamamaos de
scoby. A implementacao de nanoparticulas de prata (AgNPs) em CB nos permite aplicar este
material em diversas areas. Devido a propriedade antibacteriana das AgNPs, hd um grande
interesse em diversos setores, principalmente na éarea biomédica com tratamento de
gueimaduras e prevencdo de infeccdes. O trabalho tem como principal objetivo sintetizar
nanoparticulas de prata por sintese verde utilizando o extrato vegetal da casca de Citrus sinensis
(Laranja), e incorpora-las na superficie polimérica natural (CB). Apds a producdo e
estabilizacdo das AgNPs sob as condigdes de pH 9 em temperatura de 30°C, foram feitas
caracterizacdes fisico-quimicas dessas nanoestruturas. Os resultados de DLS exibiram um
tamanho médio de 56,1+ 2,1 nm, com PDI de 0,410 e potencial zeta de -50,9mV. Isso sugere
que as AgNPs produzidas sdo estaveis e com populacdes de tamanhos moderadamente
homogéneo. A incorporagdo foi feita através do processo de imersdo da CB na dispersdo
coloidal. Em seguida foi feito imagens de MEV para verificar a mudanca na estrutura apos a
incorporacdo das AgNPs. Para atestar uma possivel incorporacdo foi feito analise de EDS da
membrana, onde indicou a presenca de prata na regido avaliada. As amostras de AgNPs-CB
obteveram resultados significativos em dois grupos de bactérias: E. coli (Gram-negativa) e S.

aureus (Gram-positiva), mostrando-se aplicaveis como amostras com potencial antimicrobiana.

Palavras chave: Celulose bacteriana; nanotecnologia; nanoparticulas de prata; casca da

laranja; sintese verde.



Abstract

Bacterial cellulose (BC) has become attractive to the market due to its unique chemical
properties, such as high crystallinity and biocompatibility. It is obtained from the fermentation
of beverages made by symbiotic cultures of present bacteria, which we call scoby. The
implementation of silver nanoparticles (AgNPs) in BC allows us to apply this material in several
areas. Due to the antibacterial property of AgNPs, there is great interest in several sectors,
mainly in the biomedical field for burn treatment and infection prevention. The main objective
of the work is to synthesize silver nanoparticles through green synthesis using the plant extract
from the peel of Citrus sinensis (Orange) and incorporate them into the natural polymeric
surface (BC). After the production and stabilization of AgNPs, under conditions of pH 9 at a
temperature of 30°C, characterization analyses of these nanostructures were carried out. DLS
results exhibit an average size of 56.1+ 2.1 nm, with a PDI of 0.410 and a zeta potential of -
50.9 mV. This suggests that the AgNPs produced are stable and have a moderately
homogeneous size distribution. The incorporation was done through the BC immersion process
in the colloidal dispersion. Next, SEM images were taken to verify the change in structure after
the incorporation of AgNPs. To confirm incorporation, EDS analysis of the membrane was
carried out, where the presence of silver was confirmed. The AgNPs-CB samples obtained
significant results on two groups of bacteria: E. coli (Gram-negative) and S. aureus (Gram-

positive), proving to be applicable as potential antimicrobial samples.

Keywords: Bacterial cellulose; nanotechnology; silver nanoparticles; orange peel; green

synthesis.
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1. INTRODUCAO

Devido ao uso indiscriminado de antibioticos, a resisténcia bacteriana tem se
tornado o principal problema de saude publica do século (KUMAR 2019; OLIVEIRA et
al., 2020). O desenvolvimento dessa resisténcia € um processo natural, no entanto esse
processo tem sido acelerado devido ao mau uso de farmacos (DE LIMA et al., 2022).
Esse fendbmeno gera consequéncias clinicas e econdmicas devido ao aumento da
mortalidade e hospitalizacbes prolongadas, gerando um aumento nos custos do
tratamento (KUMAR 2019). Os problemas relacionados a resisténcia desses
microrganismos podem causar um colapso na rede publica de saide em curto tempo
(MOG et al., 2020). Logo, novas formas de tratamento vém sendo investigadas, com o

objetivo de mitigar esse problema.

Diferente da celulose vegetal, a celulose bacteriana (CB) apresenta uma maior
cristalinidade, maior capacidade hidrofilica e também melhor resisténcia mecénica
quando em contato com agua (LIN et al., 2020; SWINGLER et al., 2021). A CB é
polimero natural produzida por um grupo de bactérias Gram-negativas pertencentes aos
géneros: Acetobacter, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes,
Azotobacter, Escherichia, Komagataeibacter, Pseudomonas, Rhizobium e Sarcina
(GORGIEVA & TRCEK 2019). Uma abordagem barata e eficaz para a obtengéo de CB
estd associada a producdo de uma bebida fermentada a partir de chas com acUcar e
culturas simbidticas de bactérias e leveduras, comumente conhecidas como Scoby
(TREVINO-GARZA et al., 2020).

A utilizacdo de extrato vegetal para a sintese de nanoparticulas de prata vem
ganhando destaque por ser uma alternativa menos nociva ao meio ambiente. A reducao e
estabilizacdo desses ions de prata sdo intermediadas pela combinacdo de biomoléculas
presentes no extrato vegetal, como aminoacido, proteinas e polissacarideos, além de
metabolitos secundarios como flavonoides, acidos tanicos e terpenoides (SINGH et al.,
2016). A presenca desses componentes redutores e estabilizantes influencia as
caracteristicas das AgNPs. Diferentes concentracdes de biomoléculas e metabdlitos
secundarios dao origem a diferentes formas e tamanhos de nanoparticulas, e tais formas
estdo diretamente ligadas as suas potencias aplicacbes (KUMAR et al., 2017; MEVA et
al., 2019).



Paralelamente, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém chamado a atencédo
devido ao seu alto efeito inibitorio em culturas bacterianas (BRUNA et al., 2021). A
utilizacdo de extrato vegetal para a sintese de AgNPs é um método que vem ganhando
destaque por ser uma alternativa menos nociva ao meio ambiente (ALHARBI;
ALSUBHI; FELIMBAN, 2022; CARSON et al., 2020). As biomoléculas e metabdlitos
secundarios presentes no extrato vegetal como aminoéacidos, proteinas, polissacarideos
transformam o ion prata em prata metélica através de uma reacdo de oxirredugdo. Estudos
demostram que o fruto possui uma alta concentracdo de compostos fendlicos, flavonoides
entre outras biomoléculas que lhe proporciona um alto potencial antioxidante que pode
ser usado para a reducgdo do cétion prata (IJAZ; ZAFAR; IQBAL 2020).

Por ter um grande potencial bactericida a prata foi usada desde tempos antigos
como uma ferramenta para o tratamento de varias infeccdes. Pesquisas recentes sugerem
que as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém alta eficiéncia no tratamento e cicatrizacéo
de feridas (PALADINI & POLLINI 2019; NQAKALA et al., 2021). A incorporagéo
desses nanomateriais em superficies poliméricas naturais, como por exemplo a CB tem
atraido a atencdo de diversos pesquisadores. Devido a alta afinidade e adesdo que as
AgNPs tém com as membras bioldgicas, é possivel vislumbrar inimeras aplicagdes, entre
ela a utilizacdo desse composito AgNPs-CB no tratamento de queimaduras (JIJI et al.,
2020; SONG et al., 2021).

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Laranja (Citrus sinensis)

A laranja é apreciada por seu sabor citrico refrescante, também é uma fonte rica
em vitamina C e outros nutrientes essenciais. Seu fruto tem uma casca espessa e
geralmente apresenta uma coloracdo que varia do amarelo ao alaranjado. As arvores de
laranja atingem de 5 a 8 metros de altura, com folhas perenes e fragrantes. Esta planta
versatil é cultivada em diversas regides, desde pomares familiares até grandes plantacdes
comerciais (LOHBAUER, 2021; ETEBU; NWAUZOMA, 2014).

Existem atualmente duas espécies popularmente conhecidas como laranja, cujos
frutos sdo apreciados e amplamente consumidos em diversas regides do mundo. A espécie

Citrus sinensis tem seus frutos comercializados em vérias partes do Brasil, enquanto a



Citrus aurantium, conhecida como laranja-amarga, também possui demanda
significativa, especialmente na industria de alimentos e na producao de dleos essenciais.
A laranjeira (Citrus) é uma planta de facil cultivo, adaptando-se bem a solos diversos e
climas subtropicais (LOHBAUER, 2021; ETEBU; NWAUZOMA, 2014).

As biomoléculas antioxidantes presentes na laranja (desde a casca, até a
semente) tém sido estudadas por sua capacidade redutora, sendo uma alternativa viavel
em sintese verde de nanoparticulas (SINGH et al., 2016). Os fitoquimicos antioxidantes
que predominam na casca da laranja sdo os flavonoides e terpenoides (SINGH et al.,
2016; ETEBU; NWAUZOMA, 2014). Alguns flavonoides sdo comuns em frutas citricas,
como a laranja, incluindo a hesperidina, a naringina e a rutina (figura 1), sdo excelentes
redutoras em rotas bioldgicas de nanoparticulas (MIRANDA, 2013; ETEBU;
NWAUZOMA, 2014).

Figura 1 — Representacéo estrutural dos flavonoides Hesperidina, Naringina e Rutina.
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Fonte: Adaptado de MIRANDA, 2013.

Terpenoides, por sua vez, sdo uma classe diversificada de compostos naturais
encontrados em plantas, incluindo frutas citricas (SAINI et al., 2022; ETEBU;
NWAUZOMA, 2014). Limoneno (figura 2) é um exemplo de terpeno encontrado em
abundancia na casca de laranja (PIRES; RIBEIRO; MACHADO, 2018).



Figura 2 - Representacéo estrutural do terpenoide Limoneno

Fonte: Adaptado de http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.389747.html.
Acessado em 11/11/2023.

Além de ser consumida in natura, a laranja é utilizada na producédo de sucos,
geleias, sorvetes e uma variedade de produtos alimenticios. Sua casca também é
aproveitada na fabricacdo de 6leos essenciais, amplamente utilizados na industria de
fragrancias e cosméticos (GIWA; MUHAMMAD; GIWA, 2018). As propriedades
medicinais da laranja tém sido exploradas ao longo da histéria, destacando-se o seu papel

como uma fonte natural de antioxidantes e beneficios para a saide (LOHBAUER, 2021).

2.2 Nanoparticulas de prata

A utilizacdo da prata remonta a antiguidade, onde civilizagdes como o0s egipcios,
gregos e romanos reconheciam as propriedades antimicrobianas desse metal. A prata era
usada para preservar alimentos, armazenar liquidos e até mesmo para tratar ferimentos
(HUAIZHI; YUANTAO, 2001). Contudo, com a descoberta revolucionaria dos



antibioticos na década de 1940, observou-se uma notavel diminuicdo no uso de sais de
prata para propositos medicinais (ABDALLA; DADALTI, 2003). O nitrato de prata tinha
seus méritos no tratamento de queimaduras e infecgdes, contudo ele possuia efeitos
colaterais para o paciente que utilizasse em grande quantidade e a longo prazo. A reagéo
mais comum encontrada é uma doenca rara conhecida como argiria (HADRUP;
SHARMA; LOESCHNER, 2018). Causada devido a interacdo excessiva de ions prata
com o tecido epitelial, provocando uma coloragdo azulada ou acinzentada na localidade
(HADRUP; SHARMA; LOESCHNER, 2018). Sua absor¢do pelas mucosas corporais
esta associada a outros efeitos adversos vistos em usuarios, como o acumular nos tecidos
do rim, figado, baco, tecidos musculares, pele e cornea (VILA; MARCOS;
HERNANDEZ, 2017).

No cenario atual hd um grande esforco de pesquisadores a procura de agentes
antibacterianos para o tratamento de uma variedade de doencas infecciosas causadas por
bactérias patogénicas. O uso descontrolado de antibiéticos resultou no aumento da
resisténcia microbiana a medicamentos (também conhecidos como superbactérias),
acarretando em uma diminuicéo significativa da eficacia do tratamento com antibioticos
tradicionais (SINGH et al., 2020). Projecdes futuras da OMS revelam que até o ano de
2050 sdo esperadas mais de 10 milhGes de mortes anuais em virtude da ineficicia de
quadros clinico através da aplicacdo de antibioticos (TALEBI et al., 2019). Com isso, ha
um esforco crescente na busca de novos farmacos que possam atuar contra esses

patdgenos resistentes as drogas atuais.

Nesse contexto, a prata tem se destacado em varias pesquisas na literatura, uma
vez que possui uma extraordinaria eficacia contra varios microrganismos (NAM et al.,
2016; SINGH et al., 2020; WEI et al., 2015). Suas propriedades microbianas e alta
estabilidade térmica oferecem variabilidade de aplicacdes. Dentre essas, no uso em

cosméticos para a fabricacdo de cremes de pele e tecidos com propriedades bactericidas.

O mecanismo de atuagdo preciso das nanoparticulas de prata (AgNPs) ainda ndo
estd completamente elucidado, porém, existem evidéncias que sugerem seu efeito através
dano/rompimento da parede celular, inativacdo enzimatica, desnaturacdo de proteinas e

geracgdo de espécies reativas de oxigénio intracelular, entre outras (ROY et al., 2019).

Entrando no ambito das nanoescala, as caracteristicas quimicas e fisicas dessas

estruturas dependem principalmente do tamanho e da forma de seus fatores geométricos



(BHUI et al., 2009). Especificamente, esses fatores devem ser controlados com precisao
para observar as propriedades Unicas das nanoestruturas, bem como para alterar as
propriedades quimicas e fisicas dessas estruturas conforme desejado (BHUI et al., 2009).
Dentre as nanoparticulas metalicas, algumas como as de prata, possuem banda de
absorcdo caracteristica intensa e evidenciada pelo método espectrofotométrico de
absorcdo molecular nas regides ultravioleta e visivel (UV-Vis), isso € atribuido ao
fendmeno de ressondncia plasmon de superficie (RPS), 0 que ndo é observado em areas

maiores para um mesmo material (SANTOS et al., 2016).

A ressonancia de plasmon de superficie (RPS) se manifesta por meio de ondas
que percorrem toda a extensao da superficie do metal. As interacdes dos elétrons na banda
de conducdo apresentam uma reacdo de maneira coordenada, oscilando em fase com a

onda luminosa, conforme evidenciado (figura 3) (JIANG et al., 2017).

Figura 3 - llustracdo esquematica da oscilacdo do plasma em uma nanoesfera metalica

Nano-esfera
metalica

Nuvem eletrénica

Fonte: Adaptado de https://images.app.goo.gl/cuYyQZ7BCuldV3j19. Acessado
em 17/11/2023.

Dentro da interacdo entre a oscilacdo da superficie carregada, e o campo
eletromagnético da luz, representando a RPS, propriedades especificas, como a elevada
sensibilidade levaria a alteracdes no indice de refracdo da superficie metalica. Contudo,

devido as suas propriedades especificas, a prata facilita a propagacao da onda plasmon de



superficie (AMIRJANI; FATMEHSARI, 2018). A espectroscopia UV-Vis emerge como
um método economicamente acessivel e eficiente para identificar a presenca de
nanoparticulas, analisando tanto os valores de pico quanto de meia altura da banda RPS
(JIANG et al., 2017; AMIRJANI; FATMEHSARI, 2018).

A Figura 4 ilustra a acdo bactericida da prata no tecido, relatada no estudo citado
a seguir. No estudo conduzido por PAL et al.,2007, foram examinadas as propriedades
antibacterianas das nanoparticulas de prata com diferentes formatos em relagédo a bactéria

gram-negativa Escherichia coli.

Figura 4 — Acao bactericida da prata em tecidos
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Fonte: Adaptado de GOMES; COSTA; MOHALLEM, 2016.

Os resultados indicaram que a aplicagdo de 100 pLL de amostra contendo 6 pg de
nanoparticulas esféricas de prata resultou na quase completa prevencao do crescimento
bacteriano. Por outro lado, o uso de quantidades superiores a 12,5 pg de prata (na forma
de AgNOs3) demonstrou uma inibigdo total de 100% no crescimento bacteriano. Estes
achados destacam a notavel eficacia das nanoparticulas de prata, especialmente as
esféricas, contra a Escherichia coli, oferecendo perspectivas promissoras no
desenvolvimento de estratégias antibacterianas.

2.3 Sintese biologica

A rota bioldgica de producédo de nanoparticulas apresenta vantagens frente a rota
quimica convencional. As metodologias usuais necessitam de uma espécie redutora dos
ions metalicos em solugédo e também de agentes estabilizadores das nanoparticulas criadas
que tem por finalidade evitar sua coalescéncia e separacdo de fases (BEYENE et al., 2017;

AHMED et al., 2016). J& a rota biol6gica usualmente apresenta biomoléculas que



realizam esse papel estabilizador, tendo rendimento semelhante e quase sem impacto no
meio ambiente em comparagdo com 0s métodos convencionais (BEYENE et al., 2017;
AHMED et al., 2016).

A complexa composicédo fitoquimica de extratos vegetais ndo somente é capaz
de reduzir os ions metalicos em solucéo, mas também se ligar quimicamente a superficie
das nanoparticulas produzidas, tornando-as mais estaveis, como representado na Figura
5 (AHMED et al., 2016). Adicionalmente, os extratos vegetais de espécies abundantes
podem favorecer economicamente a producdo de nanoparticulas em larga escala,

tornando essa proposta atrativa para o setor industrial.

A perspectiva promissora da sintese verde, mediada por plantas, emprega
extratos provenientes de diversas partes da planta, como raizes, caule, cascas, folhas,
flores, frutos e sementes, para conduzir a biossintese de nanoparticulas metalicas, com
énfase especial nas de prata. Esse procedimento resulta em uma ampla variedade de
nanoparticulas, tanto em termos de tamanho quanto de forma (HABIBULLAH,;
VIKTOROVA; RUML, 2021). Os extratos contém uma riqueza de compostos organicos,
englobando enzimas, alcaloides, terpenos, saponinas, flavonoides, taninos, compostos
fenolicos, catequinas, e grupos funcionais de acidos carboxilicos e cetonas, todos
classificados como metabolitos naturalmente presentes nas plantas (AL-RUBAYE et al.,
2020; HABIBULLAH; VIKTOROVA; RUML, 2021).

Compostos e grupos funcionais nos extratos, como flavonoides, alcaloides,
taninos e saponinas, desempenham func¢des cruciais no processo de sintese. Agindo como
agentes redutores na conversao de Ag* para AgP, simultaneamente, exercem a funcédo de
estabilizadores durante a reacdo. Embora 0 mecanismo de reacdo proposto seja
amplamente reconhecido, sua compreensdo ainda carece de aprofundamento
(KAABIPOUR; HEMMATI, 2021; XU et al., 2020).



Figura 5 — Processo de formacdo de AgNPs
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Fonte: BONATTO; SILVA (2014).

A sintese verde de nanoparticulas metalicas por meio de extratos vegetais pode
ser influenciada por diversos parametros, tais como temperatura, tempo de sintese, pH,
concentracdo de extrato e presenca de sal metélico. A selecdo da planta, a escolha da
parte a ser utilizada e o método de extracdo dos compostos desempenham um papel
crucial nesse processo (RAFIQUE et al., 2017).

2.4 Celulose bacteriana

O biopolimero mais comum na Terra € a celulose, que é produzida anualmente
em surpreendentes 10 *+10 2 toneladas (KLEMM et al., 2004). Este polissacarideo
linear é composto por unidades de D-glicose que sdo conectadas por ligacOes
glicosidicas B-(1—4), a unidade de repeticdo é a celobiose (LIU, etal., 2012). Os grupos
hidroxila da celulose ttm uma notavel capacidade de se ligar ao hidrogénio, tanto

interna quanto externamente. Essas interacbes extramoleculares acrescentam



estabilidade a cadeia, o que resulta na formacéo de fibras retas e fortes, com excepcional
resisténcia a tracdo. Além disso, a celulose é impermedvel a solventes, como a agua,
isso é atribuido as interagdes entre a molécula e as fibras celulésicas, que resultam na

estabilidade Unica das fibras.

Em comparativo com a celulose vegetal a celulose bacteriana apresenta uma
equivaléncia quimica. No entanto, ela pode ser obtida em uma forma de composicao
quimica pura, ou seja, sintetizada sem a presenca de lignina, hemicelulose ou pectina.
Estes componentes, que coexistem com a celulose nas plantas, requerem um processo
de remocdo para serem eliminados. Além disso, as propriedades fisicas dessa celulose
derivada sdo predominantemente influenciadas pelo tamanho das fibras, que séo
aproximadamente 100 vezes menores do que as fibras da celulose vegetal (JONAS;
FARAH, 1998).

Paralelamente, a celulose bacteriana (CB) possui propriedades quimicas Unicas,
como alto indice de cristalinidade, porosidade e biocompatibilidade (CHEN et al., 2018).
Considerando a alta capacidade hidrofilica da matriz bacteriana, as AgNPs possuem
excelente incorporacdo/imobilizacdo nessas membranas, permitindo a formacdo de
biofilmes biodegradaveis com capacidade de suprimir ou retardar o surgimento de
col6nias de fungos e bactérias em sua superficie (GUPTA et al., 2020; MORENA et al.,
2019).

A imobilizacdo dessas nanoparticulas expande o seu leque de aplicacdes,
especialmente na producéo de superficies microbiocidas (HOSSEINI et al., 2020). Nesse
sentido, ressalta-se a relevancia tecnoldgica da celulose bacteriana, obtida em um meio
de cultura contendo os nutrientes e microrganismos adequados, na forma de biofilmes.
Essas membranas poliméricas que podem chegar até alguns centimetros de espessura
constituida por um emaranhado de fibras de celulose altamente hidratadas, de aspecto
gelatinoso e que possui estrutura quimica idéntica a da celulose vegetal (CHEN et al.,
2018). Contudo, a producdo de CB requer condigdes de cultura significativamente
rigorosas com relagdo a temperatura de incubagdo e concentragdo dos diferentes
nutrientes, o que restringe a capacidade de grupos de pesquisa em fase de consolidacdo
de realizar atividades de pesquisa envolvendo esse promissor material polimérico
(TAPIAS et al., 2022).



Nos dominios da sintese bioldgica, a celulose bacteriana (CB) emerge gracas as
intricadas rotas de biossintese exploradas por diversas linhagens bacterianas, com
destaque para a proeminente Gluconacetobacter xylinus (G. xylinus). Recentemente, essa
bactéria conquistou reconhecimento pela sua habilidade em produzir quantidades
comerciais de celulose (MORMINO, 2002).

Apesar de compartilhar a estrutura quimica da celulose vegetal, distingue-se pela
finura de suas fibras em escala nanométrica. Sua sintese ocorre a margem da lignina,
hemicelulose e pectina, resultando numa substancia de pureza superior, cristalinidade
notavel (entre 70 e 80%), elevado teor de &gua (superior a 90%) e uma resisténcia
mecanica marcante. Além disso, a CB destaca-se como um polimero biodegradavel,

biocompativel, ndo toxico e livre de potenciais alergias (BARUD, 2011).

Figura 6 — Estrutura quimica da celulose bacteriana
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Fonte: Adaptado de DORES et al., 2017.

As propriedades quimicas e estruturais distintivas da CB, com énfase nas
interacOes robustas entre os grupos hidroxila que conferem uma estrutura rigida e estavel,
a consagram como uma matriz hidrofilica ideal para a incorporacéo de metais (BARUD,
2011). Nesse contexto, a prata (Ag) surge como objeto de inUmeras pesquisas devido as
suas propriedades bactericidas, desempenhando um papel crucial na prevencdo de
infeccdes e no tratamento de queimaduras (GUPTA et al., 2020; HOSSEINI et al., 2020).

2.5 Acéo biocida em bacteérias

Os efeitos das nanoparticulas de prata (AgNPs) ainda apresentam desafios para
uma compreensdo completa, mas seus efeitos inibitorios no crescimento e infectividade

de micro-organismos sdo notaveis. A capacidade intrinseca dessas particulas em penetrar



membranas celulares é crucial, interferindo nos processos internos e superficiais dos
micro-organismos (NAM et al., 2016; SINGH et al., 2020; WEI et al., 2015). A diminuta
escala das AgNPs favorece sua penetracdo, comprometendo o funcionamento celular e
desacelerando atividades vitais, potencialmente resultando em danos celulares (NAM et
al., 2016; WEI et al., 2015).

Estudos indicam que a carga positiva do ion Ag* liberado pelas AgNPs apos
atravessarem as paredes celulares é fundamental para sua atividade antimicrobiana
(KALWAR; SHAN, 2018; KODURU et al., 2018). Essa carga positiva cria uma atracao
eletrostadtica com as membranas celulares negativamente carregadas dos micro-
organismos, impactando a permeabilidade seletiva e a respiragéo celular, eventualmente
levando a morte celular (KALWAR; SHAN, 2018; KODURU et al., 2018).

Além disso, as nanoparticulas de prata podem adentrar as células, interagindo
com ligacGes dissulfeto em glicoproteinas/proteinas de micro-organismos, como virus,
bactérias e fungos (LARA et al., 2011; KHEZERLOU et al, 2018). Essa interacdo danosa
com as proteinas afeta negativamente tanto o DNA, dificultando sua replicacdo, quanto o
RNA, impossibilitando sua transcricdo. A prata demonstra uma afinidade particular pelos
elementos enxofre e fosforo, abundantes na membrana celular e no material genético.
Essas modificagdes estruturais comprometem 0s processos bacterianos, potencialmente
levando a morte celular (LARA et al., 2011; KHEZERLOU et al, 2018). A interacdo do
ion prata com as células bacterianas ¢ ilustrada de forma gréafica na Figura 7 destacando

as multiplas formas pelas quais as AgNPs impactam e prejudicam 0s micro-organismos

Figura 7 - Representacdo esquematica da acao das AgNPs sobre uma bactéria
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Fonte: https://methanenanosilver.weebly.com/

3. OBJETIVO
O trabalho tem como principal objetivo sintetizar nanoparticulas de prata por
sintese verde utilizando o extrato vegetal da casca de Citrus sinensis (Laranja).

Posteriormente incorporar as nanoestruturas na superficie polimérica natural (CB).

3.1 Objetivos especificos:

- Sintetizar nanoparticulas de prata por sintese verde utilizando o extrato vegetal da casca
de Citrus sinensis (Laranja)

- Monitoramento pelo Espectrofotémetro UV-Vis do crescimento da banda de
ressonancia plasmon das AgNPs;

- Analise de Dispersdo de Luz Dindmica (DLS) para medir o tamanho médio dessas
AgNPs fornecendo dados da polidispersividade e estabilidade (potencial zeta) da
dispersdo de NPs;

- Analise de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) para obter imagens da
morfologia das AgNPs sintetizadas, além de confirmar os dados de tamanho do DLS;

- Analise de espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) para confirmar a
existéncia de prata atraves da energia dispersa do material;

- Producéo de membranas utilizando como meio de cultivo o cha verde comercial.

- Sintese e incorporacao das nanoparticulas em membranas de celulose bacteriana (ou
em matrizes poliméricas compostas por celulose bacteriana) (AgNPS-CB).

- Monitoramento da insercdo por meio do Espectrofotémetro UV-Vis.

- Ensaios microbioldgicos em sistemas bioldgicos de dois grupos de bactérias E. coli e S.
aureus (Gram-negativas e Gram-positivas) os resultados mostraram halo de inibicédo para

0s dois grupos.

4. METODOLOGIA
4.1 Obtencéo do extrato vegetal

Foi utilizado para esse experimento a casca da laranja (Citrus sinensis), obtido
no mercado da cidade. Foi preparado seguindo os seguintes procedimentos: a casca foi
pesada e colocada em um Becker com 400 ml de &gua deionizada, sendo aquecida durante

2 horas em uma temperatura média de 40 graus centigrados. Em seguida, a solugéo foi



filtrada com papel filtro para a retirada da casca e particulas remanescentes. O extrato foi
dividido em trés diluicbes 1:1 (5 ml de extrato da casca diluido em 5 ml de agua
deionizada), 1:2 (5 ml de extrato da casca diluido em 10 ml de &gua deionizada) e 1:4 (5

ml de extrato da casca diluido em 20 ml de agua deionizada).

4.2 Obtencao das nanoparticulas de prata

Ap0s a preparacdo do extrato vegetais, 5 mL de aliquotas desses extratos nas
condigBes 1:1, 1:2 e 1:4 foram combinadas com 50 mL de solugédo de 0,1 mmol L-1 de
nitrato de prata, de forma a totalizar em cada recipiente de reagdo 55 mL de volume de
mistura. Logo apds a mistura, o pH da solucdo de reacdo teve ajuste para os valores de 7
e 9 com auxilio de solugéo 0,05 mol L. de NaOH. Cada mistura foi inicialmente mantida
a temperatura ambiente em um béquer revestido com papel aluminio e sob agitacdo
constante, com o agitador magnético durante as primeiras 24 horas de reagdo, sendo
posteriormente deixadas na bancada em repouso em temperatura ambiente (30 °C). O
monitoramento da formacéao de AgNPs foi feito com o espectrofotdmetro UV-Vis, através
do crescimento da banda plasmon localizada entre 350 e 500 nm. Entre intervalos de
tempo regulares, aliquotas da mistura AgNO3s / solucdo de extrato vegetal continuamente
foram retiradas da mistura para o registro dos respectivos espectros UV-vis. Os tempos
inicialmente estipulados para a coleta das aliquotas foram de 30 min e depois em 8 e 24

horas. Posteriormente, as medicGes aconteceram a cada 24 horas até o periodo de 9 dias.

4.3 Caracterizacao da nanoparticulas de prata

A anélise UV-VIS foi realizada em um equipamento Bel modelo UV-M51
utilizando agua destilada como branco e faixa espectral de 190 a 750 nm para investigar
a banda de ressonancia plasménica de superficie do meio reacional. Apds a mistura dos
extratos da polpa e das solucGes de nitrato de prata seguido de ajuste do valor de pH, o
meio foi analisado a cada 10 minutos na primeira hora e a cada 1 hora até 4 horas. Em
seguida, o meio foi analisado a cada 12 horas nos primeiros 2 dias e, eventualmente, a
cada 24 horas por 21 dias.

A andlise do diametro hidrodinamico e do potencial Zeta das dispersfes

produzidas foram realizadas utilizando o equipamento Malvern modelo Zetasizer



NanoZS utilizando um laser de hélio-neénio (4 mW) operando em 633 nm de
comprimento de onda e empregando o angulo de coleta do feixe luminoso a 173°. Antes
das leituras, as amostras foram diluidas com agua deionizada. Foram feitas trés réplicas
de cada amostra em modo automatico a 25 °C. Ja as medidas de potencial zeta foram
realizadas trés vezes em modo manual utilizando uma célula de eletroforese capilar
modelo DTS-1070 em cada réplica.

Para andlise de MET inicialmente, 2 uL das amostras de AgNPs, diluidas com
agua na proporcao de 1/10, foram depositados sobre telas de cobre de 200 malhas
(Electron Microscopy Sciences, EUA) revestidas por uma camada fina de Formvar. Apds
24 horas de secagem em condic¢des ambientais (25°C), as amostras foram analisadas no
INL - International Iberian Nanotechnology Laboratory, located in Braga (Norte de
Portugal) utilizando um microscopio eletrénico de transmissdo (JEM-1011, Jeol, Japdo)
operado a 100 kV.

As concentracdes totais de Ag foram determinadas usando um ICP-OES Agilent
Technologies Vertical Dual View 5100 (Toéquio, Japdo). O SP-ICPMS foi realizado com
um ICPMS Agilent Technologies modelo 7500c¢ baseado em quadrupolo (Téquio, Japédo)
equipado com um sistema de reacdo octapolo (ORS) as amostras foram dispersas em 13
mL de solugdo (5 mL agua regia + 8 mL de H20). O tratamento dos dados do SP-ICPMS
foi realizado utilizando uma planilha do Microsoft Excel em laboratorio. A separagdo do
sinal correspondente aos AgNPs do Ag * foi realizada empregando o algoritmo iterativo
baseado em 5 vezes o desvio padrdo, mais a média de todos os pontos de dados, obtidos

na analise.

4.4 Producdo da pelicula inicial de celulose bacteriana a partir de kombucha

comercial

Em um recipiente de 500 mL previamente esterilizado com agua a 100 °C foram
adicionados 350 mL de kombucha obtida do comércio e na abertura desse recipiente foi
colocado um tule preso por um elastico, sendo que esse sistema ficou fora da geladeira
por 24 horas. Na sequéncia, foram adicionados a kombucha comercial 100 mL de cha
adocado previamente preparado, consistindo na infuséo de 5 g de sacos de cha preto e/ou
verde em &gua filtrada previamente fervida e posteriormente adogada com 50 g agUcar

organico. Apds a mistura desses liquidos no recipiente de 500 mL, o mesmo foi recoberto



novamente com tecido de algoddo e ficou em repouso de 7 a 10 dias a temperatura
ambiente. Passado o periodo de fermentacdo, na regido proxima a superficie do recipiente
formou um biofilme da col6nia Scoby (pelicula de partida), que serviu de matriz para a
propagacdo de novos biofilmes em recipientes de maior quantidade. A fracdo liquida
(kombucha de laboratério 1) foi utilizada como parte do meio de reacdo para produzir

membranas de tamanhos maiores.

4.5 Producdo de membranas de celulose bacteriana a partir de pelicula de

partida

Em um béquer de 1,5 L foram adicionados 100 g de acucar organico, 10 g de
cha preto e/ou verde, acrescido de 800 mL de agua filtrada fervida. Em seguida, foi
necessario que o recipiente fique tampado e em repouso por 10 minutos, para que haja a
infusdo. Feito isso, o cha foi coado e colocado em um recipiente maior, com capacidade
para 3 L, acrescido de 500 mL de agua filtrada gelada, além de 500 mL de kombucha de
laboratdrio e Scoby preparados na etapa anterior. O recipiente foi recoberto com um
tecido de algod&@o preso a um elastico e colocado em um ambiente arejado pelo periodo
de 7 a 21 dias, de acordo com o desenvolvimento das membranas de CB. A fracdo liquida
(kombucha de laboratério 2) oriunda desse processo foi utilizada como parte do meio de

reacao para produzir mais membranas.

4.6 Producéo dos nanocompdsitos de CB e AgNPs

Nas dispersdes de AgNPs previamente preparadas empregando o extrato vegetal
(volume total de 110 mL) datadas de 7 dias do inicio do contato entre os reagentes,
membranas de dimensdes 1x1 cm? foram inseridas individualmente em béqueres
distintos. Essas misturas foram agitadas continuamente por um periodo de 24 horas e
parte do meio liquido foi periodicamente avaliada pela técnica UV-Vis para observacao
na alteracdo da intensidade da banda plasmon das AgNPs. Esses experimentos foram

realizados em triplicata.

4.7 Microscopia eletrdnica de varredura

Microscopia eletronica de varredura (MEV, Nova 130 NanoSEM 200, Holanda).

As imagens foram gravadas digitalmente utilizando uma camera CCD UltraScan® 4000



(Oneview, Gatan, EUA). O MEV foi realizado com tensédo de aceleracdo de 10 a 15 kV.
Antes de serem analisadas, todas as amostras foram montadas em stubs de aluminio com

fita adesiva de carbono e revestidas com ouro (espessura de cerca de 10 nm).

4.8 Atividade antimicrobiana das AgNPs produzidas

Os testes microbioldgicos foram realizados utilizando a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli (ATCC 25992) e a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) através do procedimento de difusdo em agar para determinar as zonas de
inibicdo. Antes da andlise, os materiais foram previamente esterilizados em autoclave a
121 °C por 20 minutos.

As bactérias foram inicialmente cultivadas durante 24 horas antes da inoculagao
em infusdo cérebro coracdo (BHI) para Staphylococcus aureus e caldo Escherichia coli
(EC). O meio de agar nutriente foi preparado utilizando 36 g de 4gar Muller-Hinton em
1000 mL de agua destilada e aproximadamente 50 mL do contetdo foram transferidos
para cada placa de Petri, que foi posteriormente deixada em repouso a 37 °C em estufa
de laboratdrio.

As culturas de bactérias foram previamente diluidas com solucao salina (0,85%
de NaCl) até o valor de absorbéancia de 0,04 a 600 nm e, entdo, transferidas para as placas
de Petri utilizando swabs estéreis. Eventualmente, as membranas contendo AgNPs-CB e
20 mg de amoxicilina com concentragdo de 150 mg/ml em papel de filtro (controle
positivo), foram adicionadas na placa e deixada em repouso a 37 °C por 24 horas em um
forno de laboratorio antes da analise das zonas de inibicdo. Todas as experiéncias foram

realizadas em triplicata.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
A formacdo de AgNPs foi bem-sucedida considerando a mudanca gradual de

coloragédo. Como visto na literatura, as AgNPs emitem uma coloragédo que varia do



castanho ao marrom em solucdo aquosa devido a excitacdo das vibracdes dos elétrons de
ressonancia plasmon de superficie (WANG et al., 2018).

Na figura (8) é possivel visualizar a mudanga de coloragdo da mistura de AgNOs
e extrato vegetal. Com o progresso da reacdo observa-se a modificacdo da cor passando
de incolor para castanho em apenas 3 dias de reacdo. Essa mudanca visual sugere que esta
havendo a formagéo de AgNPs e 0 aumento gradual de sua concentragdo com o passar do
tempo de reacdo (JAIN; MEHATA, 2017; CARSON et al., 2020). Tal mudanca de
coloracéo é oriunda da interacdo da luz com as AgNPs que resulta na oscilacéo coletivas
dos elétrons da banda de conducéo desses &tomos metalicos, esse fendbmeno é conhecido
como ressonancia plasmon de superficie (RPS) (JAIN; MEHATA, 2017; WANG et al.,
2018).

Figura 8 - Imagens dos meios reacionais do extrato da casca da laranja, em temperatura
ambiente e em diferentes periodos de tempos de reacéo: (A) 30 minutos e (B) 3 dias.

Fonte: o autor

O espectro de AgNPs observada na figura (9) foi monitorada com o auxilio da
espectroscopia UV-VIS apresentando um pico maximo no sétimo dia de reacdo. Durante
0 experimento foi utilizado uma concentracdo de 1:2 (5 ml de extrato diluida em 10 ml
de 4gua) com o meio reacional em pH 9. A temperatura foi ajustada para 30° C antes da
mistura e foi mantida até as primeiras 8 horas de reacdo. Depois de 7 dias de
monitoramento foi possivel observar o apice de absorbancia do meio reacional, atingindo

1,18 u.a, proximo dos 420nm de comprimento de onda.

Os resultados sugerem que a reducdo da prata ocorreu majoritariamente por

conta das biomoléculas presente no extrato vegetal da casca da laranja. Os compostos



fitoquimicos sdo representados em sua grande maioria por compostos fendlicos,
flavonoides (hesperidina, naringina e rutina) e terpenoides (limoneno). Tais biomoléculas
também tem a funcdo de estabilizantes devido suas capacidades tensoativas (HUSSAIN,
etal., 2019).

Figura 9 - Espectros eletronicos UV-Vis da mistura de nitrato de prata e o extrato

vegetal, em pH 9 e temperatura ambiente (30°C).
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Fonte: o autor

O método DLS permite observar o padréo de intensidade da luz que é espalhada
em um angulo especifico em um volume iluminado pré-determinado. Esta descricdo
fisica permite identificar o tamanho das particulas suspensas na dgua e 0 seu grau de
polidispersidade (BHATTACHARJEE, 2016). Na figura (10) observa-se a distribuicao
de tamanho das AgNPs referente a amostra sintetizada a partir do extrato da casca da
laranja, em meio alcalino (pH 9) e temperatura de 30°C. A maioria das AgNPs
biosintetizadas possuem tamanho médio de 56,1+ 2,1 nm. Esse tamanho observado na
figura (10) pode estar diretamente relacionada a quantidade de biomoléculas disponiveis
no meio reacional, por serem os responsaveis pela estabilizacdo da Ag* e agregacao das
mesmas, formando algo semelhante a uma capsula protetora (DEMURTAS; PERRY,
2014; NIDHIJA, R. et al, 2013). A baixa variacdo da polidispersividade pode estar

interligada também a temperatura em que foi realizado o experimento, permitindo que



biomoléculas sensiveis a essa variacao de temperatura ndo se degradassem (KIM, 2017;
INNIS et al., 2011).

Quando acrescentamos calor em uma reacdo em grande parte esperamos que ela
acelere seus processos de sintese. Entretanto em alguns casos como no trabalho atual, o
fator temperatura pode acabar afetando em muito os resultados. Em alguns trabalhos que
utilizaram temperaturas de 40 e 50°C, notaram uma distribuicdo bimodal de seus
tamanhos de AgNPs, ocorrendo em grande parte pela aceleracéo da reacao e também uma
degradacdo térmica de algumas biomoléculas muito importante, como 0s compostos
fendlicos (KIM, 2017; INNS et al., 2011).

Figura 10 — Didmetros hidrodinamicos encontrados da amostra de AgNPs a partir da

casca da laranja com o meio reacional em pH 9 e temperatura de 30 °C.
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Os dados obtidos por analise de DLS colaboram para o entendimento de outros
fatores importantes das propriedades dessas nanoestruturas como sua estabilidade e
tamanho. O indice de polidispersividade (PDI) obtido por meio da técnica de DLS,
fornece informacdes detalhadas sobre a distribui¢do de tamanhos das particulas em uma
amostra. Quando o PDI obtido pelo DLS é proximo de 0, isso sugere uma distribuicéo
monodispersa, com particulas de tamanho bastante uniforme. Por outro lado, valores mais
elevados, proximos de 1, indicam uma distribuicdo mais polidispersa, com particulas de
diferentes tamanhos. Nesse sentido, foi obtido um PDI de 0,410, estando dentro do



esperado para uma reacdo de AgNPs utilizando como estabilizador extrato vegetal. Para
alguns autores, sistemas de nanoestruturas variando de 0,3 e 0,5 PDI indica uma
monodispersividade moderada, ou seja, temos particulas de tamanhos mais homogéneos
(AIKHULAIFI et al., 2020; CHAND et al., 2021).

O potencial zeta ({) é uma medida do potencial elétrico na interface entre uma
particula solida e o liquido ao seu redor. E comumente usado para avaliar a carga elétrica
da superficie das particulas coloidais e entender sua estabilidade. Se as particulas tiverem
um potencial zeta muito negativo (menos de -30mV, por exemplo) ou muito positivo
(mais de +30mV), isso geralmente indica uma forte repulséo elétrica entre as particulas
(CLOGSTON; PATRI, 2011). Nesses casos, a suspensdo é mais propensa a ser estavel, e
as particulas tém menos tendéncia a se aglomerar ou sedimentar. Quando abordamos o
valor fornecido pelo DLS sobre o potencial zeta da aliquota avaliada da reacéo, obtivemos
uma medida de -50,9mV, atestando uma alta repulsdo elétrica entre as particulas,
mostrando que mesmo com o passar do tempo a reacdo permaneceu bem estavel, com

pouca formacéo de agregados.

Partindo para as imagens, a figura (11) exibe as micrografias, observasse as
amostras sintetizadas a partir do extrato da casca da laranja, apresentando NPs com
morfologia em sua grande maioria esferoidal, com dimensdes médias proximo de 50 nm.
Analisando os dados fornecidos pelo EDS (figura 13-B) corroborar para constatar que a

energia que emana das estruturas observadas sao constituidas principalmente de prata.



Figura 11 —Micrografia das AgNPs a partir da casca da laranja.

Fonte: o autor

Apds a producdo e monitoramento das AgNPs, foi adicionado uma membrana
de CB medindo 1 cm? na dispersio de nanoparticulas. Em seguida foi feito o

monitoramento da banda plasmo como exposto na Figura 3.

Com o decorrer do tempo observou-se uma diminuicdo da banda que caracteriza
a concentracdo de AgNPs, apds 7 dias de reacdo foi observado o seu menor pico. Esses
resultados sugerem que esta havendo a incorporacao dessas nanoestruturas na membrana
(YANG, et al., 2018). Tal fenémeno pode ser explicado pela interacéo eletrostatica que
as AgNPs tém com as estruturas quimicas da CB (YANG, et al., 2018). A porosidade das
membras também colabora com a fic¢do das nanoestruturas, fazendo com que uma maior
quantidade de AgNPs sejam incorporadas e formando um biopolimero com novas
propriedade (AgNPs-CB) (CHEN et al., 2018).



Figura 12 - Espectro eletronico UV-VIS com o decréscimo da banda no meio reacional,
AgNPs (preta), AgNPs-CB com 1 dia de reagdo (vermelha) AgNPs-CB com 3 dias de
reacao (verde), AgNPs-CB com 5 dias de reacdo (azul escuro), AgNPs-CB com 7 dias de

reacao (azul claro).
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A sintese bem-sucedida da membrana de celulose bacteriana (CB) contendo
nanoparticulas de prata (AgNPs) foi alcangada com éxito. Os resultados revelaram uma
transformacdo na coloracdo das membranas de CB purificadas quando expostas aos
sobrenadantes contendo a dispersdo de AgNPs. Visualmente é possivel ver a mudanca de
coloracdo de branco opaco para um tom castanho escuro que sugere a
incorporacdo/imobilizacdo de nanoparticulas de prata (JENKHONGKARN, R.;
PHISALAPHONG, M, 2023). Em contraste, as membranas de CB nos controles
negativos mantiveram sua caracteristica incolor ao longo do tempo de incubacdo. A

Figura 13 ilustra a membrana de CB antes e apds a impregnacdo com as nanoparticulas.

A composicdo da celulose bacteriana é caracterizada por redes tridimensionais
ndo tecidas que sdo preenchidas com um grande nimero de poros. Quando colocados em
uma dispersdo de AgNPs, os ions de prata conseguem atravessar facilmente a celulose
bacteriana, entrando nos poros do material. Os ions Ag™ assim absorvidos apresentam
afinidade pelas microfibras de celulose bacteriana, sendo provavel que essas interacdes

ocorram através do mecanismo eletrostatico. Essa interacdo é prevista porque 0s atomos



de oxigénio, presentes nos grupos polares hidroxila e éter da celulose bacteriana, tendem
a se associar com ions metélicos positivos (HE; KUNITAKE; NAKAO, 2003; BARUD,
et al, 2008).

Figura 13 - Mudanca de coloracdo das membranas de CB com a incorporagéo das AgNPs
com 1 dia (A), 7 dias (B) e comparativo de celulose antes da incorporacao e depois dos 7
dias (C).

Fonte: o autor.

As fibras de celulose bacteriana (CB) foram preparadas e posteriormente
observadas por meio de microscopia eletronica de varredura de alta resolucéo (FE-MEV),
revelaram caracteristicas notaveis, figura (14-A). Os filmes compostos inteiramente por
celulose bacteriana, sem tratamento adicional, exibiram fibras celulosicas com uma
intricada rede tridimensional de poros organizados de maneira precisa. Devido a sua
elevada éarea superficial, a celulose bacteriana demonstrou uma notavel capacidade de
retencdo de outras moléculas. Esse atributo contribui para a expansao das capacidades da
celulose bacteriana no que diz respeito a retencdo de AgNPs, pois (Jinga et al.,
2013; Audtarat et al., 2022) a CB e as NPs ndo geram interacdo entre si, com as NPs
apenas ficando aderidas as fibras de CB, sendo algo vantajoso quando pensamos na
questdo de liberacdo destas AgNPs para acéo bactericida.

A estrutura esponjosa do compasito de celulose bacteriana pode ter facilitado a
migracdo eficiente das particulas de prata em direcdo a superficie das fibras celulésicas.
Esse fendmeno resultou em uma distribuicéo de particulas de prata ao longo da superficie
da fibra, conferindo-lhe propriedades Unicas e promissoras para aplicacbes que
demandam uma distribui¢do uniforme de materiais funcionais (KHAMRAI et al., 2019).
A andlise EDS da CB impregnada com AgNPs, confirmou a existéncia de prata nas

membranas, como representado na figura (14-B).



Figura 14 — (A) Micrografia das membranas de celulose bacteriana antes e depois da
impregnacéo por AgNPs. (B) Andlise de Espectroscopia de raios X por energia dispersiva
(EDS).

Fonte: o autor.

Ap0s a incorporacdo das AgNPs na CB foi avaliado a atividade bactericida em
dois grupos de bactérias. Na figura 15 observa-se o resultado da analise microbioldgica
por halo de inibicdo contra duas bactérias pertencente a dois grupos distinto, E. coli
(Gram-negativa) e S. aureos (Gram-positiva). Para a bactéria Gram-negativa obtivemos
uma inibicdo mais assertiva, tendo uma area de 6 + 1,2 mn, valor superior aos 3+ 1,8 mn
visualizados na Gram-positiva. Essa diferenca é delimitada por fatores caracteristicos de
cada grupo. No qual as S. aureos apresentam mecanismos de defesas, como presenca de
acido lipoteicdico, sendo uma funcdo de protecdo contra agente externos; e uma maior



espessura de sua parede celular, dificultando a acdo das nanoparticulas (MOHANBABA;
GURUNATHAN, 2016; WALKER, 2002). Esses fatores que beneficiam as Gram-
positivas (S.aureos) sdo decisivos na eficAcia da acdo bactericida das AgNPs
(MOHANBABA; GURUNATHAN, 2016; WALKER, 2002).

Figura 15 - Halo de inibi¢&o contra as bactérias (A) E. coli e (B) S. aureos apos de 24
horas.

Fonte: o autor

6 CONCLUSOES

Em suma ja ha trabalhos publicados que abordam a composicdo quimica da
casca da laranja (Citrus sinensis) e suas biomoléculas (flavonoides e terpenoides) com
propriedades essenciais para utilizacdo na sintese verde de nanoparticulas prata. Obteve-
se resultados de andlise DLS satisfatorias, atestando um tamanho meédio de
polidispersividade dentro dos padrdes, junto com um potencial zeta e PDI indicando uma
reacdo com estabilidade e pouca variagdo de tamanho das nanoparticulas. Esses
resultados nos mostram que para as condi¢Oes apresentadas a qualidade das AgNPs se

mostraram estruturalmente boas para sua aplicagdo como bactericida.

Em vista disso, a incorporacao das AgNPs em CB foi realizada com
exatiddo, sendo possivel visualiza-las por meio do MEV, nos fornecendo uma micrografia
(figura 13-A) nitidas das nanoparticulas aderidas ao biopolimero. Dados de EDS
corroboraram para provar que aquilo que foi visualizado claramente tinha prata.



Por fim, os testes antimicrobiologicos do biopolimero multicomponente,
utilizando bactérias dos grupos Gram-positiva e Gram-negativa resultou em uma agéo
bactericida nas duas placas de Petri, entretanto, as Gram-positivas foram inibidas com
maior eficiéncias, devido suas diferencas estruturais com as Gram-negativas, que

possuiam armas de defesa contra agentes externos.
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