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RESUMO

Os microrganismos s&o essenciais para a vida na terra e sendo assim as suas agdes
benéficas e maléficas foram estudas ao longo dos anos, logo, técnicas e substancias
foram desenvolvidas para controla-los; contudo, sua resisténcia e adaptabilidade se
tornaram um problema crescente de saude publica, que exige agdes a fim de
prevenir danos futuros. Pensando nisso com o advento da nanociéncia, descobriu-se
que a combinagao de materiais em escala nanométrica, nos permite explorar e criar
nanocompdsitos com propriedades unicas. Sendo assim, esse trabalho procurou
desenvolver nanocompdsitos compostos por nanocelulose bacteriana provenientes
da bactéria Komagataeibacter hansenii com incorporagéo de nanoparticulas de prata
como agente antimicrobiano para controlar microrganismos nocivos e proporcionar
uma acao desinfetante. A nanocelulose bacteriana com nanoparticulas de prata
pode ser usadas para inibir a agdo microbiana e reduzir a contaminagdo em areas
biologicamente expostas, minimizando riscos a saude humana, mitigando assim o
problema de contaminagdo cruzada dentre outros. Os nanocompodsitos foram
produzidos com a impregnacgao de nanoparticulas de prata previamente sintetizadas,
ou ainda com a impregnacgao de cations prata em nanocelulose bacteriana (Umida e
seca), e foram caracterizados por microscopia eletrénica de varredura e transmisséo
e os teste biolégicos foram feitos com quatro cepas: S. aureus (Gram-positiva), E.
coli (Gram-negativa), P. aeruginosa (Gram-negativa) e E. faecalis (Gram-positiva).
As membranas apresentaram morfologia e estruturas diferentes das comumente
vistas na literatura, com imagens como se fossem escamas. As membranas secas,
tanto produzidas In situ ou Ex situ, apresentaram baixa ag&o biocida, assim como as
amostras feitas em tolueno, ja as membranas umidas e com maior concentracéo de
prata apresentaram melhor resultado em relagdo a agao antimicrobiana, bem como,
também maior teor de nanoparticulas de prata (independente da concentragao),
incorporadas e/ou aderidas nas mesmas, quando comparadas as amostras secas,
sendo as umidas demonstrando melhor resposta, ainda mais contra a bactéria P.
aeruginosa, contudo, ambas podem ser utilizadas em diversas aplicagbes,
principalmente para protecédo de alimentos.

Palavras-chave: Nanocompositos. Nanocelulose. Nanoparticulas de prata.
Bactericida.



ABSTRACT

Microorganisms are essential for life on earth and therefore their beneficial and
harmful actions have been studied over the years, so techniques and substances
have been developed to control them; however, its resistance and adaptability have
become a growing public health problem, which requires actions to prevent future
damage. Thinking about it with the advent of nanoscience, it was discovered that the
combination of materials at the nanometric scale allows us to explore and create
nanocomposites with unique properties. Therefore, this work sought to develop
nanocomposites composed of bacterial nanocellulose from the bacteria
Komagataeibacter hansenii with the incorporation of silver nanoparticles as an
antimicrobial agent to control harmful microorganisms and provide a disinfectant
action. Bacterial nanocellulose with silver nanoparticles can be used to inhibit
microbial action and reduce contamination in biologically exposed areas, minimizing
risks to human health, thus mitigating the problem of cross contamination, among
others. The nanocomposites were produced by impregnating previously synthesized
silver nanoparticles, or by impregnating silver cations in bacterial nanocellulose (wet
and dry), and were characterized by scanning and transmission electron microscopy
and biological tests were performed with four strains : S. aureus (Gram-positive), E.
coli (Gram-negative), P. aeruginosa (Gram-negative) and E. faecalis (Gram-positive).
The membranes presented morphology and structures different from those
commonly seen in the literature, with images as if they were scales. The dry
membranes, both produced In situ or Ex situ, showed low biocidal action, as well as
the samples made in toluene, while the wet membranes and with a higher
concentration of silver showed better results in relation to antimicrobial action, as well
as a higher content. of silver nanoparticles (regardless of concentration),
incorporated and/or adhered to them, when compared to dry samples, the wet ones
showing better response, even more against the P. aeruginosa bacteria, however,
both can be used in several applications, Mainly for food protection.

Keywords: Nanocomposites. Nanocellulose. Silver nanoparticles. Bactericidal.
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1 INTRODUGAO

Microrganismos desempenham um papel crucial na manutengao da vida na
terra, sendo componentes fundamentais para a existéncia de varios tipos de vida
no nosso planeta. Ao longo dos anos, a ciéncia tem descoberto cada vez mais
sobre a diversidade de microrganismos e suas acoes, tanto benéficas quanto
maléficas, para os seres vivos. Como resultado, foram desenvolvidas técnicas e
substancias para controlar o desenvolvimento e agdes dos microrganismos. No
entanto, com o tempo, os microrganismos podem desenvolver resisténcia as
substancias utilizadas para controla-los e/ou inibi-los, pois, assim como a ciéncia
evolui, outros seres vivos também o fazem (COSTA, 2019; SANTOS, 2004).

Segundo Santos (2004), a resisténcia e adaptabilidade dos microrganismos
tornou-se um dos maiores “problemas de saude publica do mundo”, e a cada dia
tornam-se ainda mais preocupantes, tendo que ser enfrentada o quanto antes,
para se evitar danos maiores no futuro. A resisténcia dos microrganismos frente a
substancias e a farmacos provém do uso desenfreado e inadequado de
antibiéticos que fazem com que se adaptem ao meio e assim se tornem “imunes”
a principios ativos especificos desenvolvidos para inibi-los.

Um meio para mitigar os efeitos maléficos dos microrganismos aos seres
humanos, é a utilizagdo de agentes antimicrobianos, impregnados em diferentes
materiais do nosso cotidiano, uma vez que tal alternativa se mostra como uma
forma, muito efetiva na redugdo das cargas microbianas (SILVA et al., 2021;
SCHNEIDER et al., 2020).

Os nanomateriais e, mais especificamente, as nanoparticulas metalicas
(NPs-met), constituem uma alternativa interessante para utilizacdo em materiais
com agao antimicrobiana, uma vez que sao materiais que nos permitem explorar
novas propriedades ou melhorar as propriedades ja existentes em macro escala,
em funcdo das modificacbes das suas propriedades por causa do tamanho
reduzido. Especificamente as NPs-met, que sao particulas de metais em escala
nanomeétrica, apresentam propriedades singulares nesta escala, e podem, quando
combinadas a outros materiais, gerar o que chamamos de nanocompdsitos
(BAIG; KAMMAKAKAM; FALATH, 2021; MODY et al., 2010; OLIVEIRA, 2005).

Para a criacdo de um nanocompdsito com acado antimicrobiana temos as

nanoparticulas de prata (NPs-Ag), que estdo sendo amplamente exploradas em

15



diversas areas, devido, entre outros fatores, a sua acdo antimicrobiana,
promovida e intensificada pela sua maior superficie de contato (devido a
nanoescala) resultando em um o6timo agente bactericida e virucida em diversos
trabalhos, além de que a escolha das NPs-Ag além claro do seu principal atrativo
que é a acgao biocida, também tem atrelada seu “baixo” custo quando comparados
a outras NPs-met com também acgao biocida, e que muitos das vezes nao contam
com um historico de estudos tdo aprofundado quanto as NPs-Ag, que desde
muito tempo ja vem sendo explorado pela sociedade no decorrer dos anos
(BOTELHO et al., 2020).

Um dos pontos positivos das NPs-Ag esta nas mesmas poderem ser
impregnadas em matrizes poliméricas e formarem nanocompdsitos, que sao
materiais que estdo em constante exploracdo, e um exemplo interessante de
matriz para impregnacao das NPs-Ag € a nanocelulose bacteriana (NCB), que é
amplamente explorada em diferentes campos devido a sua também versatilidade.
Seu estudo esta sendo intensificado para aplicagdo em sensores, aerogéis,
floculantes, medicamentos, entre outros. A nanocelulose tem se mostrando ser
um material promissor para o avanco tecnoldgico (GUIMARAES et al., 2018).

A NCB tem multiplas propriedades que a tornam uma escolha atraente
para ser explorada em diferentes setores. Ela possui uma elevada capacidade de
adsorcao e uma alta cristalinidade (cerca de 80% maior do que a celulose obtida
de madeira), entre outras caracteristicas. Devido a estas propriedades, a NCB é
uma opgao viavel para o desenvolvimento de nanocompdésitos (CURVELLO et al.,
2019; PIELAK, 2019).

As singularidades fisico-quimicas presentes em nanomateriais e
nanocompodsitos tém sido exploradas por varios setores, como por exemplo a
industria farmacéutica, pois podem oferecer uma maior biodisponibilidade para
certos medicamentos, o que resulta em uma eficiéncia terapéutica mais elevada
para o tratamento de doengas (TAVAKOL et al., 2021).

A necessidade de materiais com propriedades antibacterianas tem
aumentado devido a capacidade de alguns microrganismos de sobreviverem por
semanas ou meses em superficies inanimadas, sendo assim, a NCB um dos
materiais que vem sendo explorado neste sentido, e que pode ser combinado
com outros materiais, como NPs-Ag, para ser usado como material de desinfegéo

passiva, ampliando seu efeito. Isto significa que ele pode ser utilizado para reduzir
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a presenca € a agao de microrganismos em superficies (NORRRAHIM et al.,
2021).

Vale mencionar aqui ainda que, levando-se também em conta nosso
recente cenario epidemiologico, esse trabalho foi pensando para ir de encontro
com o desenvolvimento de materiais com aplicaggo no controle de
microrganismos nocivos, e tem como objetivo desenvolver nanocompdsitos
compostos por NCB incorporadas com NPs-Ag para possiveis aplicagdes e
desenvolvimento de novas tecnologias visando a inibicdo da agdo microbiana e
consequente diminuicdo na contaminagado nas diversas areas biologicamente
expostas que podem oferecer algum risco a saude humana. Sendo assim, fica
claro a importancia do desenvolvimento de novos materiais que possam ser
utilizados para este fim, demonstrando assim que o presente trabalho tem alta
relevancia na area de controle de contaminagdao por agentes biolégicos como

bactérias e virus.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOMATERIAIS

E denominada de nanomateriais a classe de materiais que se encontram
em tamanho entre 0,1 a 100 nm e que acabam por permitir desenvolver/explorar
novas propriedades ou ampliar as propriedades ja existentes na macro escala. Os
nanomateriais vem sendo explorados ha anos pela humanidade, contudo, em
muitos casos sem o conhecimento da escala nano, pois, 4.500 anos atras os
humanos ja exploravam as propriedades de nanofibras de amianto a fim de
aumentarem a resisténcia de pecas ceramicas, bem como, 0s egipcios ja
utilizavam nanoparticulas de sulfeto de chumbo Il (PbS) em tinturas para cabelo,
demonstrando desde muito tempo a versatilidade de aplicagdo dos nanomateriais
(BAIG; KAMMAKAKAM; FALATH, 2021).

A area denominada de nanotecnologia, que engloba os nanomateriais,
segundo Regis et al. (2021), foi inicialmente discutida por Richard P. Feynman em
1959, entretanto, de fato explorada mais profundamente por Kim Eric Drexler em
meados de 1980, resultando na expansao das pesquisas nesta area, o0 que
ampliou ainda mais os horizontes de elementos e materiais que ja tinham sido
muito exploradas/pesquisados, resultando em informag¢des bem fundamentadas
sobre eles, desde entdo, vem-se explorando cada vez mais as propriedades que
0Ss nanomateriais apresentam, uma vez que essa nova classe de materiais pode
resultar em propriedades unicas, muita das vezes nao encontradas em materiais
em tamanhos convencionais. Como o préprio nome ja sugere, 0s nanomateriais
encontram-se em uma escala extremamente pequena, como pode ser visto na
comparagao de tamanhos na Figura 1, sendo assim, os nanomateriais sdo entao,
materiais desenvolvidos a fim de otimizarem e/ou trazerem novas func¢des ainda
nao conhecidas ou funcionalizadas nos materiais cujas propriedades sao
tradicionalmente conhecidas (OLIVEIRA, 2005). Vale mencionar ainda que, além
da alteracao de propriedades quando comparadas com aquelas da escala macro,
0S nanomateriais permitem ainda a sua modulagdo, uma vez que o que resulta

em novas propriedades € justamente o controle do seu tamanho. Assim,
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tamanhos diferentes na escala nano resultam em propriedades distintas,

ampliando sua importancia.

Figura 1. Escala comparativa de tamanho de alguns nanomateriais com outros materiais.
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Fonte: Adaptado de ZANONI, 2015.

Conforme Baig, Kammakakam e Falath (2021), a criacdo e avango dos
estudos na area de nanotecnologia ndo so possibilitou a criagdo de novos
materiais, mas também a de muitos instrumentos de exploracdo quimica como
por exemplo o microscopio de tunelamento com varredura que possibilita a
obtencado de imagens de atomos e moléculas, possibilitando explorar ainda mais
campos com informagdes até entdo ndo conhecidos em varias areas,
equipamento esse que levou a criacdo de diversos outros, hoje essenciais para o
desenvolvimento de pesquisas em todas as areas.

Com o avango das pesquisas na nanociéncia, descobriu-se que as
mudancas nas propriedades dos nanomateriais em comparagao aos materiais de
tamanho convencionais, estdo intimamente ligadas ao que € chamado de
tamanho critico, que nada mais é que a diminuicido de uma das dimensdes de um
material de tamanho convencional para escala nanométrica, capaz de mudar
assim alguma(s) propriedade(s) no material. Por outro lado, ndo apenas a
mudanca no tamanho implica em mudancas nas propriedades, mas também o
formato em que se encontra esse material, bem como, 0 meio que o circunda
(ZARBIN, 2007).
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As propriedades singulares encontradas nos nanomateriais, principalmente
no ambito fisico-quimico, vem sendo exploradas por diversas areas, dentre elas a
industria farmacéutica, devido promoverem uma maior biodisponibilidade de
determinados farmacos aumentando a eficacia terapéutica dos mesmos no que
diz respeito ao tratamento de determinadas doengas (TAVAKOL et al., 2021);
logo, a nanotecnologia vem sendo amplamente usada nesta area para o
desenvolvimentos de biosensores, entrega de farmacos e genes dentre outros,
mostrando assim a versatilidade de exploragao e aplicabilidade que a nanoescala
traz para diversos materiais, aplicabilidade esta que ndo é vista em sua
macroescala (ALVARENGA et al., 2022).

Dentro dos nanomateriais, uma classe chamada de nanocompdsitos foi
inicialmente criada por volta de 1982 a 1983 por Kormarneni e colaboradores,
para designar materiais criado com alto grau de heterogeneidade, contudo, na
natureza tal classe € vastamente encontrada desde o seu mais simples material
como em conchas, dentes dentre outras, a sistemas mais complexos a nivel
celular, como o armazenamento de Si, Ca, Al dentre outros, para processos
biofisicos em seres vivos como as plantas por exemplo (KOMARNENI, 1992).

Por definicdo temos que os nanocompdsitos sdo materiais que apresentam
propriedades sinergisticas entre seus componentes e como ja mencionado
também apresentam ao menos uma das fases do compdsito em escala
nanomeétrica de tamanho, podendo ser formados pela combinacdo de materiais do
tipo inorganicos-inorganicos, organicos-organicos € inorganicos-organicos
(OLIVEIRA, 2005). A combinacado entre dois materiais, sendo um inorganico e
outro organico, resulta nos também conhecidos como materiais hibridos
(inorganicos-orgéanicos), sendo que na grande maioria das vezes o material
organico € uma matriz polimérica no qual esta incorporado o nanomaterial
inorganico. Os nanocompadsitos hibridos comegaram a ser estudados em meados
da década de 80 nos laboratorios de pesquisa da Toyota, que estudavam
propriedades mecanicas de nanocompdsitos de poliamida e argila para melhoria
de suas propriedades mecénicas visando aplicagbes tecnoldgicas (polipropileno e
montmorilonita organofilica) (PAIVA et al., 2006).

Um fator importante para ser considerado no momento da criacdo e/ou
aprimoramento de um nanocompoésito sdo as interacdes entre seus constituintes,

tais como, polaridade, que podem implicar nas suas possiveis aplicagdes, pois
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dependendo se a matriz e/ou hospedeiro sdo polares ou apolares pode-se
esperar resultados diferentes conforme a aplicabilidade. A polaridade da matriz
hospedeira, conforme escolha de sintese do nanocompdsito, pode interferir no
nivel de incorporagdo e/ou adsorgdo do (nano)material hospede, isso por conta
dos grupos funcionais formadores do nanocompésito (LOUREIRO, 2022).

Sendo assim, outra principal vantagem dos nanocompdsitos em relagcao
aos materiais tradicionais é a grande area de superficie que eles apresentam.
Esta grande area de superficie permite que os nanocompdsitos sejam mais
eficientes na absorcdo de energia, transporte de calor, dissipacdo de vibracdes
dentre outras propriedades o que aumenta ainda mais a gama de aplicagao,
principalmente quando se trata na criagdo de materiais com aplicagdo como
agente bactericida (THOSTENSON; LI; CHOU, 2004). Sendo assim, as NPs-met
constituem uma fase importante na construgdo de nanocompdsitos que resultem
em propriedades mais eficientes, modulaveis, e com propriedades intrinsecas das

diferentes NPs-met, tais como, a caracteristica biocida de algumas NPs-met.

2.2 NANOPARTICULAS METALICAS

Um dos materiais mais explorados na area da nanociéncia sao NPs-met,
devido a sua alta gama de aplicagbes em potencial, sendo que nanoparticulas
(NPs) de metais nobres como o ouro e a prata, desde muito tempo (época dos
romanos) ja eram utilizadas para tingir vidros dentre outras aplicagdes, o que até
hoje desperta o interesse nos pesquisadores de varias areas (MODY et al., 2010).

No caso de alguns metais, como ouro, prata e cobre, a escala reduzida de
tamanho resulta em alteragdes nas suas propriedades Opticas, ou seja, conforme
o tamanho das mesmas ¢€ alterado, ocorre um fendmeno chamado de
ressonancia plasmodnica, que altera sua cor tanto em dispersao quanto no estado
solido, e € um fenbmeno que ocorre devido a interacdo de radiagao
eletromagnética com os elétrons de superficie da particula (banda de valéncia do
metal), e uma representagcdo desse fendmeno esta ilustrado na Figura 2-A
(EUSTIS e EL-SAYED, 2005). Sendo assim, quando se trata de NPs-met temos
que levar em consideracdo para explicagdo do fenbmeno de ressonancia

plasmdnica, ela sendo um “nucleo” que contém elétrons se movendo livremente, o
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que chamamos de “mar de Fermi”, quando uma luz é incidida nessas NPs, os
elétrons de condugao sédo conduzidos para a superficie da mesma, fazendo com
que ele se torne um dipolo elétricos, pois como esses elétrons que estdo
confinados dentro das NPs estdo carregados negativamente o outro lado ficara
carregado positivamente (Figura 2-B), isso gera um campo eletromagnético que
interage com a luz (GARCIA, 2011; MODY et al., 2010).

Figura 2. A) Relagédo da absorgao plasmon resultante da interacdo de radiacdo eletromagnética

com o tamanho e formato das NPs de ouro. B) llustracdo do efeito plasmon de superficie
localizado de uma nanoparticula metalica.
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Fonte: A) Adaptado de EUSTIS e EL-SAYED, 2005. B) Adaptado de HAMMOND et al., 2014.

As NPs-met, também estdo sendo amplamente exploradas em diversas
areas, devido, entre outros fatores, a sua acado antimicrobiana, promovida e
intensificada pela sua maior superficie de contato (devido a nanoescala) se
mostrando assim, como 6timos agentes bactericidas e virucidas (BOTELHO et al.,
2020). Um belo exemplo, sdo as propriedades caracteristicas das NPs-Ag que
sao relacionadas principalmente por dois fatores importantes, sendo eles, os altos
valores da sua area superficial, como ja dito anteriormente, e o efeito de
confinamento quéantico. A relagdo de area superficial das NPs-Ag € um dos
fatores impactantes quando falamos de nanomateriais, pois, com a mesma
quantidade de material é possivel ter um aumento consideravel em relagao a
superficie de contato de materiais em tamanho convencional, conforme mostra a
Figura 3, e esse aumento acarreta em mudancgas significativas na reatividade
desses materiais, sendo que, no caso das NPs-Ag quando em escala

nanomeétrica ha uma intensificagdo na agao bactericida (BALLOTTIN, 2014).
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Figura 3. Representagdo do aumento da superficie de contato, conforme se diminui o tamanho do
material, porém com a mesma quantidade de material.
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Fonte: Adaptado de MARTINS e TRINDADE, 2012.

O efeito de confinamento quéntico € um dos responsaveis pelas
propriedades singulares encontradas em alguns nanomateriais, pois, em fungao
do tamanho extremamente reduzido, os elétrons ficam confinados a uma regido
com tamanho da ordem do comprimento de onda de Broglie que é de poucos
nandmetros. Isso causa uma quantizagdo da energia em valores discretos, e nao
mais continuos como encontrados nos solidos, afetando todas as suas
propriedades. Assim, com a modificagcdo tanto de seu tamanho quanto de sua
forma, e abaixo do tamanho critico, a banda de plasmon de superficie, é alterada,
sendo que, quanto maior a particula, maior € o comprimento de onda da absorg¢ao
plasmon, e menor é o grau de confinamento (NOGUEIRA et al., 2012).

Segundo Matsuda (2020), que incorporou NPs-Ag em nanocelulose
vegetal, a fim de avaliar sua capacidade antimicrobiana, as rotas e meios de
incorporagao devem ser levados em consideragcdo, quando se leva em conta a
capacidade biocida do nanocompdsito a ser produzido, pois, como demonstrado
pela pesquisadora o modo de sputtering (pulverizagéo catédica), se mostrou mais
eficaz no que diz respeito a agdo antimicrobiana quando comparados a outros
meios de incorporagao das NPs-Ag.

Diversos saos os meios encontrados na literatura para obtencdo de NPs-
Ag, sendo que uma dificuldade encontrada esta na sua estabilizagdo, que tem
grande impacto em possiveis aplicagdes. J& em relagdo a agao antimicrobiana
das NPs-Ag, sabe-se que esta ligada a sua reatividade com grupos tiol,

aminoacidos e “grupos funcionais de enzimas”. Tanto a escolha dos componentes
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formadores do nanocompdsito quanto a rota sintética escolhida podem alterar a
sua morfologia e assim a interacdo entre os materiais formadores e
consequentemente suas propriedades. Para os nanocompdsitos poliméricos
formados juntamente com NPs-met existem quatro rotas principais de sintese. Na
Figura 4 estdo esquematizadas as rotas sintética para a sintese de tais
nanocompositos. A primeira rota (4-A) € aquela onde um percursor, como por
exemplo um sal metalico, esta disperso na matriz polimérica e ao passar um gas
ou liquido contendo um agente redutor, resultam em NPs em contato com o
polimero. No segundo caso (4-B) o inverso é visto, NPs estdo em um meio
reacional previamente ligadas ao monémero e podem, juntamente com a
presenga de um iniciador ou catalisador (que inicie a reagado de polimerizag&o),
formar o nanocompdsito desejado (ZHAO et al.,, 2011). A terceira rota (4-C),
também conhecida como one pot, € aquela onde ocorre uma polimerizagao dos
mondmeros simultaneamente com a formacgao das NPs a partir do seu percursor,
em rota unica de sintese onde os materiais sdo formados concomitantemente e
por fim a rota (4-D), onde ambos ja estdo previamente formados e séo
combinados entre si. Como exemplo a reagdo que ocorre com a redugao do sal
metalico para sua forma metalica e simultaneamente a oxidagdo do mondémero,
formando o polimero, em reagdes de obtengdo de nanocompdésitos formados por
NPs-met e polimeros condutores (OLIVEIRA et al.,, 2018; ZHAO et al., 2011;
OLIVEIRA e ZARBIN, 2008).

Figura 4. A) lons metéalicos em matriz polimérica como percursor da NPs; B) Mondmero entre NPs
para a criagdo do nanocompasito; C) Monémero e percursor para a formac¢ao do nanocompdsito; e
D) Mistura de uma matriz polimérica juntamente com NPs.
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Conforme Tavakol et al. (2021), a maior superficie de contato dos
nanomateriais, concede sobretudo as NPs-met, como as de zinco, ferro e prata,
acao viricida eficazes para diversas doencgas virais existentes inclusive a COVID-
19; a caracteristica do efeito plasmon encontrado nas NPs-met pode ser
explorado como agente terandstico e assim ser aplicados em tratamentos e
diagnodsticos. Ainda segundo Ruparelia et al. (2008), diversos séo os trabalhos
cientificos que enaltecem os efeitos antimicrobianos das NPs-Ag, ndo apenas
isoladas, mas também quando presentes em nanocompositos, demonstrando

sinergia entre componentes de diferentes origens.

2.3 NANOCELULOSE

A nanocelulose € um nanomaterial composto por micelas coloidais
estruturadas em rede, que foi descrita pela primeira vez em 1951 por Bengt
Ranby, e tem como origem a celulose, um polimero de glucose tendo férmula
molecular [CsH100s5]n, 0 polimero natural de maior abundancia na terra sendo
encontrado principalmente na parede celular de plantas, mas que também pode
ser sintetizada e encontrada por algumas espécies de algas e de bactérias. Esta
ultima forma, também denominada NCB por apresentar as fibrilas de celulose
numa escala nanométrica (didametro variando entre 25-86 nm e comprimento
variando na escala de alguns micrometros). Uma particularidade da NCB é seu
alto grau de pureza. Ao contrario da celulose vegetal, a NCB n&o apresenta
envolvendo a celulose compostos como a lignina, a hemicelulose, pectina,
extrativos e outros; o que as confere maior biocompatibilidade quando aplicadas
no desenvolvimento de materiais para area médica, 6ptica ou novos materiais ou
compésitos (CURVELLO et al., 2019). Vale mencionar ainda que a NCB
apresenta diversas propriedades que podem ser amplamente exploradas em
diversas areas, devido a sua elevada capacidade de adsorcéao, alta cristalinidade
(aproximadamente 80% maior que celulose extraida da madeira) entre outras
propriedades que a torna muito viavel para o desenvolvimento de nanocompdsitos
(CURVELLO et al., 2019; PIELAK, 2019).

A NCB se apresenta naturalmente como um filme translucido gelatinoso

que é produzida e secretado ao meio circundante por poucos grupos de bactérias
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Gram-negativas, sendo que as que apresentam maior produtividade sdo as do
género das Komagataeibacter (antiga Gluconacetobacter). Na natureza tal filme
esta relacionado a protecido contra condicdes desfavoraveis, tais como protecao
contra radiagdo ultravioleta (UV) (evitando assim mutagdes), dessecacao (devido
a grande capacidade de retengdo agua, > 98%), ou outros fatores. E constituida
por microfibrilas distribuidas de formas aleatdrias, lhe atribuindo regides amorfas
(90%). A NCB sao quimicamente compostas por cadeias (1 — 4)-D-
anidroglucopironose, ligadas através de ligagbes glicosidicas sendo sua
geometria ditada pelas ligagdes de hidrogénio intramoleculares. Na Figura 5
(esquerda) podemos observar sua estrutura molecular e na Figura 5 (direita)
podemos ver o produto final na forma de filme, formando um hidrogel. Alguns
fatores influenciam a sua produgdo e morfologia, tais como, meio de cultivo
empregados para multiplicagdo da bactéria, e o tipo de microrganismo (PIELAK,
2019; PICHETH et al., 2017).

Figura 5. Estrutura molecular da NCB (esquerda). NCB produzida para aplicagdo em engenharia
de tecidos (direita).

Fonte: PICHETH et al., 2017 (Esquerda); FISCHER et al., 2017 (Direita).

A NCB, assim como as NPs-Ag também se mostra com um potencial de
uso na industria, como embalagens para alimentos, reduzindo custos e impactos
ambientais devido a sua alta biocompatibilidade (ALBUQUERQUE, 2019). Outra
empregabilidade da NCB que vem sendo explorada é a de atribuir melhoras nas
propriedades mecanicas de outros materiais, como pode ser vista na pesquisa
realizada por Soeiro et al. (2021), que produziram uma blenda de NCB e fibroina,
resultou na melhoraria das propriedades mecanicas da fibroina, que € uma
proteina produzida por aranhas, bicho-da-seda dentre outros, que apresenta
6tima biocompatibilidade, que € um aspecto deveras importante para a area da

saude e de engenharia de tecidos, mas que entretanto, ndo apresenta
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propriedades mecanicas atraentes para sua utilizacdo isolada. O biomaterial
produzido pelos pesquisadores apresentou propriedades mecanicas e quimicas
aprimoradas, além de que nao utilizaram em sua sintese, reagentes e materiais
nocivos ao meio ambiente, tornando-se assim um material interessante para ser
explorado nas areas alimenticias e médica.

A utilizacdo da NCB vem sendo estudada também como liberador
controlado de farmacos, como no trabalho de Jorge et al. (2020), que propuseram
como forma de transporte transdérmico de insulina, a mesma impregnada em
NCB como forma alternativa de tratamento a Diabetes mellitus, tendo em vista
que a pele é o maior 6rgao do corpo humano e, sendo assim, evitando a
degradagao gastrointestinal do farmaco; neste trabalho, os testes de propriedades
fisico-quimicas e mecanicas realizados na matriz de NCB com insulina, as
amostras se mostram estaveis para aplicagdo dermal, o que corrobora com a
versatilidade das aplicacbes da NCB em diversas areas.

Visto que existem microrganismos que em superficies inanimadas resistem
semanas e até meses, vem-se aumentando a procura por materiais como a NCB,
para serem empregadas junto a outros materiais com propriedades
antibacterianas como as NPs-Ag, de forma a serem utilizados como material com
desinfegcdo passiva, ou seja, materiais que diminuam a carga e a agao de
microrganismos em superficies. Tal aplicagdo da NCB incorporada com NPs-Ag
pode ser usada como revestimento de areas ou isolamento, como por exemplo,
em campo cirurgico estéril (NORRRAHIM et al., 2021).

Visto isso, torna-se claro que o desenvolvimento de nanocompdsitos
baseados em NCB e NPs-Ag, como o que foi desenvolvido neste trabalho, vem
de encontro com a necessidade de novos materiais que auxiliem e previnam a

desinfeccao de superficies.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O obijetivo geral deste trabalho estdo centrados na obtencéo e na caracterizagao
de nanocompésitos constituidos de NCB incorporados com NPs-Ag, visando

possiveis aplicagdes como material com propriedade antimicrobiana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Isolar NCB produzida a partir da bactéria Komagataeibacter hansenii;

> Sintetizar e estabilizar as NPs-Ag dispersas em tolueno;

» Realizar a incorporacdo das NPs-Ag previamente sintetizadas nas NCB,
na forma de filme umido e seco;

» Realizar a impregnacao da NCB (flme umido e seco) com cations Ag*
seguido posteriormente da redugao de tais cations no interior dos poros da
NCB;

» Comparar as acao dos nanocompdsitos onde as NPs foram sintetizadas
nos poros, sendo estabilizadas pela NCB, com a atividade das amostras
produzidas com as NPs-Ag previamente sintetizadas e posteriormente
incorporadas;

» Realizar a caracterizagdo de todas as amostras obtidas com auxilio de
técnicas instrumentais como, espectroscopia eletrbnica de absor¢ao na
regiao ultravioleta-visivel (UV-Vis), microscopia eletrénica de transmissao
(MET) e microscopia eletrénica de varredura (MEV);

> Analisar a atividade antimicrobiana do nanocompdsito gerado contra

bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas.
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4 METODOLOGIA

4.1 PREPARO E CULTIVO DO MICROORGANISMO PARA OBTENCAO DE
NCB

Inicialmente, foram feitas a assepsia com agua, sabao e posteriormente alcool
etilico 70% de todas as vidrarias e utensilios utilizados para o preparo da NCB. Para
a producdo da NCB foi utilizado a espécie Komagataeibacter hansenii ATCC 23769,
uma bactéria da familia das Acetobacteraceae, uma espécie de bactéria acido
aceética, organismo modelo para a biossintese da celulose bacteriana.

A metodologia utilizada para o cultivo foi conforme descrito por Mikkelsen et al.
(2009), no qual, a cepa foi cultivada em meio de cultura Hestrin e Schramm (meio
HS) com modificagdo na fonte de carbono, da usual glucose para glicerol, seguindo
as seguintes composicéo: 2% de glicerol (CsHsOs) (Himedia), 0,5 % de peptona
bacteriolégica (Inlab), 0,5% de extrato de levedura (Himedia), 0,27% de fosfato
dissddico (NazHPO4) (Himedia) e 0,115% de acido citrico (CeHsO7) (Dinamica) com
pH ajustado com acido acético (CH3COOH) (Sigma-Aldrich) para 5,5. Apés total
homogeneizagdo o meio de cultivo foi autoclavado, durante 20 min a 120° C, a fim
de eliminar qualquer contaminagao no mesmo. O volume produzido foi proporcional
a quantidade que seria utilizada nas placas de cultivo para se evitar desperdicios.

Foram adicionados entdo, 5% do indculo liquido de K. hansenii crescido em meio
HS sob agitagéo (150 rpm) por 24 h (%v/v) previamente obtido a partir de colénias
isoladas em placa de Petri contendo meio HS agar (meio HS adicionado com 15 g -
L' de agar bacterioldgico). Levando em consideracdo o volume a ser produzido, 5
mL do meio HS inoculado foram distribuidos com o auxilio de uma micropipeta em
placas de cultivo de células de 12 pocgos (fundo chato). Posteriormente, as placas
foram colocadas em estufa a 28° C por 7 dias sob cultivo estatico. Apds esse
periodo, as membranas de NCB foram retiradas das placas de cultivo e
mergulhadas em uma solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) (Neon) 0,1 M, e
mantidas a uma temperatura de 80° C sob agitagdo magnética em béquer durante
90 min para a remocao completa dos microrganismos e compostos do meio de

cultivo aderidos as membranas.
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Em seguida, as membranas foram lavadas repetidamente com agua deionizada
para retirada do NaOH residual, até pH neutro e armazenadas em frascos fechados

com alcool etilico 70% e sob refrigeracéo a 4° C para posterior uso.

4.1.1 Secagem das membranas de NCB

Para o processo de secagem das membranas de NCB ja previamente preparada
conforme subitem 4.1, foi utilizado uma prensa secadora de gel a vacuo com
aquecimento (Bio-Rad 543 Gel Dryer) acoplado a uma bomba de vacuo (Prismatec).

As membranas purificadas umidas foram colocadas no meio de dois papéis
filtro (21x30 cm), posteriormente a bomba de vacuo foi ligada a -30 mmHg de
pressao, o vacuo no Gel Dryer foi devidamente criado, em seguida a temperatura e
tempo de aquecimento do Gel Dryer foi ajustado respectivamente para 80° C e 50
min de aquecimento, e configurado para aquecimento linear.

Apos decorrido 30 min de aquecimento, o controle de secagem das NCB foi feita
visualmente até aparente secagem completa, apos retirada a umidade das
membranas, as mesmas foram retiradas do secador de gel e armazenadas em placa

de Petri devidamente higienizada.

4.2 SINTESE E INCORPORAGAO DAS NPS-AG NA NCB.

Realizou-se a assepsia com agua, sabao e posteriormente acetona (Alphatec)
(PA) de todas as vidrarias e utensilios utilizados para o preparo das NPs-Ag, para se
evitar qualquer tipo de contaminante que pudesse inibir e/ou reduzir a sintese das
NPs-Ag.

No Tabela 1 temos a relacdo de amostras produzidas com suas devidas
concentragbes de NPs-Ag, sendo elas: NCB branco sem adigdo de NPs-Ag, umida
(NCBU-B) e seca (NCBS-B), NCB com NPs-Ag incorporadas In situ umida (NCBU-
IA/NCBU-IB) e seca (NCBS-IA/NCBS-IB) e NCB com NPs-Ag incorporadas Ex situ
umida (NCBU-E) e seca (NCBS-E).



31

Tabela 1. Sigla das amostras produzidas e suas respectivas concentragoes de NPs-Ag.

Amostras .
Umida Seca Concentragao de NPs-Ag
NCBU-B NCBS-B 0 mol - L™
NCBU-IA NCBS-IA 1 mol - L
NCBU-IB NCBS-IB 1x10"" mol - L
NCBU-E NCBS-E 4,04x10"2 mol ;jl;irgiaug:’os—Ag em 10 mL

Fonte: O autor, 2023.

4.2.1Sintese das NPs-Ag EXx situ

Foram sintetizadas NPs-Ag passivadas com dodecanotiol (DT), com base na
metodologia descrita em Oliveira (2005), no qual todas as solugdes utilizadas foram
preparadas previamente a sua utilizagao.

Em um baldo de fundo redondo contendo 3,75 mL de uma solugdo aquosa de
nitrato de prata (AgNQO3z) 2,99x102 mol - L' (contendo 1,12x10* mol de AgNO3), foi
lentamente adicionado (gota a gota, 30 gotas por min) a 10 mL de uma solugéo em
tolueno de brometo de tetraoctiiaménio (BTOA) N(CsH17)4Br 5,0x102 mol - L
(5,0x10** mol de BTOA), e a mistura foi mantida em agitagdo por 10 min. Ainda sob
agitagdo vigorosa, 25,2 yL de DT (1,05x10* mol) foi adicionado ao meio reacional
(razdo molar DT/Ag* préxima a 1:1), seguido da adicao gota a gota (30 gotas por
min) de 3,15 mL de uma solugéo aquosa 3,97x10"' mol - L-! de borohidreto de sédio
(NaBHa4) (1,25x10-3 mol de NaBHa). A mistura foi deixada sob agitagdo magnética por
3 h, e posteriormente a fase organica foi separada. A essa fase organica contendo
as NPs, foi adicionado 40 mL de etanol, e a mistura foi levada ao freezer (-18° C)
por 1 h para a precipitacdo das NPs. As NPs foram entdo separadas por
centrifugagcédo (3000 rpm por 10 min) lavadas diversas vezes com etanol (para a
eliminacéao do excesso de BTOA e DT), redissolvidas em 10 mL de tolueno e

acondicionadas em frasco ambar, até sua utilizagao.
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4.2.2 Sintese e reducao de NPs-Ag In situ

Foi preparado duas solugbes de AgNOs (Alphatec) uma com concentragdo a
1x10"" mol - L, e para tal, foi pesado 0,8494 g de AgNOs solido, e outraa 1 mol - L
e para tal, foi pesado 8,4940 g em seguida, as solu¢gdes foram homogeneizadas, e
colocadas as membranas de NCB umidas e secas, e mantidas submersas por 3 h,
com meio estatico.

Apo6s decorrido as 3 h em solugdo de AgNOs, as membranas foram retirada do
béquer e lavada trés vezes consecutivas com agua deionizada corrente, a fim de
retirar o excesso de solugédo aderida na membrana.

Posteriormente, foram preparadas duas solugdes de 100 mL do agente redutor
NaBH4 em duas concentracdes diferentes uma a 2x10" mol - L, preparada
pesando-se 0,7566 g de NaBH4 e outra a 2 mol - L', pesando-se 7,5660 g de NaBHa
e adicionado agua deionizada, e homogeneizado, em seguida, as membranas
(umidas e secas) foram novamente colocadas submersa na solugédo de NaBH4 por 1
h, em meio estatico.

Ap06s decorrido a 1 h em solugao do agente redutor as membranas foram lavada
trés vezes consecutivas com agua deionizada corrente, a fim de retirar o excesso de
solugdo aderida na membrana, e devidamente armazenadas em frascos de vidro

com 5 mL de etanol 70%.

4.2.3Incorporacao de NPs-Ag previamente sintetizadas nas membranas de
NCB

Inicialmente, em um Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 10 mL de tolueno,
e posteriormente adicionado 0,1 mL da dispersdo de NPs-Ag preparada no subitem
4.2.1, apos, homogeneizou-se a dispersao, gerando assim uma dispersdo de
concentragéo estimada de 4x10'> NPs-Ag em 10 mL de tolueno. Em seguida, foram
colocadas as membranas (Umidas e secas) e submetidas a agitagéo por 3 h em um
shaker (Novatecnica — NT715).
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4.3 CULTIVO E TESTE MICROBIOLOGICO

Todos os materiais utilizados para os testes microbiolégicos (com excegédo dos
microrganismos) foram autoclavados e/ou deixados em capela de fluxo laminar com
incidéncia de luz ultravioleta por 15 min, para evitar qualquer contaminagao e assim
interferéncias nos testes.

Para o cultivo dos microrganismos foram utilizados meio de cultivo Mueller Hinton
Agar (meio MHA) (TM MEDIA), preparados conforme orientagées da embalagem (38
g em 1 L de agua deionizada) e posteriormente autoclavado.

ApOs a autoclavagem, resfriou-se o meio de cultivo até aproximadamente 20° C e
em quatro placas de Petri de 90x15 mm foram despejados 40 mL de meio MHA; as
placas de Petri foram previamente divididas igualmente em quatro quadrantes e
marcadas com suas amostras correspondentes, ou seja, NCB branco umida e seca
(NCBU-B e NCBS-B) sem adicao de NPs-Ag, NCB com NPs-Ag incorporadas Ex situ
Umida e secaa 1 mol - L' e a 1x10”" mol - L' (NCBU-E/NCBS-E), NCB com NPs-Ag
incorporadas In situ Umida e seca a 1 mol - L' e a 1x10"" mol - L' (NCBU-IA/IB e
NCBS-IA/IB) e Discos com Antibiético (DA), controle inibitério para as respectivas
bactérias testadas (sendo cloranfenicol para S. aureus e E. coli e gentamicina para
P. aeruginosa e E. faecalis). Em seguida as placas foram colocadas para secagem
na capela de fluxo laminar com incidéncia de luz ultravioleta por 15 min.

Para o cultivo foram utilizadas quatro cepas de bactérias liofilizadas de marca
Laborclin sendo elas: S. aureus (Gram-positiva), E. coli (Gram-negativa), P.
aeruginosa (Gram-negativa) e E. faecalis (Gram-positiva). Para a reativagao das
bactérias cada uma delas foram passadas na sua respectiva placa de Petri com o
auxilio de um swab estéril.

Em seguida, as membranas com NPs-Ag foram distribuidas nas placas de Petri
com as bactérias em seus devidos quadrantes correspondente a sua incorporacgao.
As placas entdo foram encubadas em estufa de cultivo microbiolégico com
temperatura constante de 28° C por 10 dias. Apds decorrido os 10 dias, foram

analisadas se houve acéo antimicrobiana por parte das membranas.
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4.4 CARACTERIZACOES

4.4.1 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As andlises de MET foram realizadas em um Microscépio Eletrénico de
Transmissdo da JEOL modelo JEM 1200, localizado no Centro de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal do Parana. Todas as amostras analisadas foram
preparadas simultaneamente; para as analises, as amostras foram trituradas e
dispersas em solvente para deposicdo nas grades de microscopia e entao

posicionadas no equipamento.

4.4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As andlises de MEV foram realizadas em um Microscépio Eletrénico de
Varredura da Zeiss, modelo EVO MA 15, localizado no Centro Multiusuario de
Caracterizacdo de Materiais da Universidade Tecnoldégica Federal do Parana —
Campus Centro. Todas as amostras analisadas foram preparadas simultaneamente,
com um corte da amostra, recém preparada colada ao porta amostras e metalizadas

com ouro.

4.4.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

As analises de UV-Vis foram realizadas em um Espectrémetro Ultravioleta-Visivel
da PerkinElmer, modelo Lambda 1050, com esfera integradora acoplada, localizado
no Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana. Todas as
amostras analisadas foram preparadas simultaneamente, com um tamanho

aproximado de corte da amostra de 3x1 cm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As NCB foram cultivadas conforme subitem 4.1 em microplacas (Figura 6-A),
onde as mesmas permaneceram em meio estaticos a 28° C por 7 dias, no qual,
gerou como mecanismo de defesa contra os raios ultravioleta e facilitador de
obtencdo de oxigénio a membrana de NCB na interface liquido/ar, conforme
podemos observar na Figura 6-B.

Figura 6. A) Microplacas de cultivo das NCB com pogos de fundo chato. B) Membranas (parte

esbranquicada na superficie do meio de cultura) formadas apos 5 dias de incubagédo a 28° C em
ambiente estatico.
! | | E

Fonte: O autor, 2023.

Na figura 7-A esta presente uma imagem fotografica do filme de NCB seco,
mostrando sua aparéncia semelhante a de uma papel manteiga quando seca em
prensa secadora, conforme metodologia descrita no subitem 4.1.1, e na Figura 7-B
temos uma fotografia da NCB umida, e recém preparada, em ambas das imagens as

mesmas se encontram em seu estado puro sem nenhuma incorporagao de NPs-Ag.

Figura 7. A) Fotografia da NCB seca. B) Fot

%
B Yoy
.

ografia da NCB umida.

>, vl A

Fonte: O autor, 2023.
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Uma das caracteristicas visuais notadas durante a producdo da NCB, e que
explica muito das vezes a morfologia encontrada nas analises, e conforme sera
citado mais a frente, € a sua espessura (Figura 6-B), que pode ser mais ou menos
espessa conforme o tempo em que ela permanece no meio de cultura, pois quanto
mais tempo maior é a espessura da membrana produzida. Este fator de controle é
extremamente importante para produzir materiais que, em fungdo das suas
diferentes espessuras, permitem sua aplicacdo em diversos campos.

A produgdo da NCB pela bactéria conforme cita Mikkelsen et al. (2009), é
complexa, porém pode ser resumidamente explicada, como sendo o mecanismo de
defesa da bactéria contra a radiacdo ultravioleta, além da membrana produzida
auxilia-la ainda na obtenc¢ao de oxigénio; sendo que todo esse processo conta com a
atividade de inumeras enzimas e proteinas cataliticas para ocorrer. Assim, € comum
que alguns subprodutos da obtencdo estejam presentes na membrana produzida,
porém em baixissima quantidade, resultando em NCB com maior controle na
composi¢cao do que as de fonte vegetal.

No trabalho de Claro e Magalhaes (2017), no qual os autores produziram NCB
impregnadas com NPs-Ag para aplicacdo na protegcao de alimentos, as NPs-Ag
foram sintetizadas através de reagente de Tollen, por meio de formacado de
complexo, com posterior impregnacao das NPs-met feitos por imersdao da NCB
em banho sob aquecimento. Os autores relatam que o aumento das
concentragbes médias das NPs-Ag na NCB foram diretamente proporcionais ao
aumento da concentragao de 6xido de prata na sua produgado. Sendo assim, esse
resultado pode ser explorado para melhor adequar a obtengdo do produto final
para um equilibrio entre efeito desinfetante e economia na producao, uma vez que
o nitrato de prata € um insumo de alto valor, o que faz com que ajustes da
concentracédo do precursor e do agente redutor seja uma alternativa para otimizar
a impregnacao de NPs-Ag na membrana.

Neste trabalho obtivemos nanocompdsitos produzidos em dois solventes
diferentes, agua e tolueno, solventes com polaridades também diferentes (polar e
apolar, respectivamente), além de que utilizamos da incorporagdo com as NCB
umidas e a seca que € um processo feito logo apds sua purificacéo, a utilizagao
de diferentes caracteristicas, concentragdes e meios de incorporagao das NPs-Ag
nos possibilita ter nocdo da viabilidade e aplicabilidade para cada uma das

amostras produzidas. Como veremos no decorrer das discussdes e analises, a



simples alteragdo na carateristica da NCB de umida para seca implica na
modificagdo da quantidade de NPs-Ag incorporadas, o que possibilita explorar

diferentes aplicabilidades conforme cada amostra for preparada.

5.1 ESPECTROSCOPIA UV-VIS

O espectros de UV-Vis foram realizados em um espectrémetro ultravioleta-
visivel da PerkinElmer, modelo Lambda 1050, com esfera integradora acoplada,
aparato esse onde a NCB foi disposta esticada verticalmente na janela do
aparato, e feixes de luz foram incididos na amostras e os dados coletados.

Na Figura 8 estao presentes fotografias das amostras produzidas com NPs-Ag
inseridas, mostrando a mudancga de coloracao que a NCB passa apds o processo.
Esse é o primeiro indicio da obtencdo dessas NPs, como proposto, uma vez que
a coloragao acastanhada é caracteristica das NPs-Ag. Vale aqui mencionar que
aparentemente as NPs foram impregnadas em baixa concentragcdo, uma vez que
a membrana manteve-se translucida apos o tempo utilizado para a impregnacéo,
lembrando que a intensidade da coloracdo € diretamente proporcional a
concentracdo impregnada. Ainda assim, apesar da baixa quantidade, sabemos
que as NPs foram impregnadas, em fungao da coloragao acastanhada como pode

ser visto na figura.

Figura 8. Fotografia de membrana de NCBS-E, onde é possivel notar a coloracdo vermelho
acastanhado da prata.

Fonte: O autor, 2022.

Na Figura 9 estdo presentes os espectros UV-Vis de algumas das amostras

produzidas no decorrer do trabalho. Nota-se a baixa qualidade dos sinais em
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funcao da baixa intensidade e ainda em fung¢ao da presenca de ruidos, lembrando
que aqui as linhas foram tratadas matematicamente para melhor visualizagao.
Ainda que os sinais tenham baixa qualidade, uma vez que as amostras sao
espessas e um tanto opacas para a técnica, vemos sinais centrados por volta de
460 nm, ausentes na amostra de NCB pura, sendo um indicio da presenga das
NPs-Ag tanto para amostras impregnadas com as NPs-Ag previamente
sintetizadas quanto para aquelas cuja impregnacéo foi feita com o cation Ag* com

posterior redugao.

Figura 9. Espectros UV-Vis das amostras. A) Grafico da amostra NCBS-B. B) Grafico da amostra
NCBS-E. C) Grafico da amostra NCBS-IA.
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Os espectros UV-Vis indicam, como proposto nesse trabalho, a formacgao das

NPs-Ag na NCB, porém, medidas utilizando-se o acessorio de reflectancia serao

importantes para que os dados possam ser tratados matematicamente, chegando

em valores de maximo de absorg¢ao e de largura a meia altura da banda plasmon,

0 que pode, juntamente com as imagens de MET mostradas em seguida nesse
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texto, serem devidamente associadas com o tamanho médio e com a distribuigao

de tamanhos das NPs em cada caso.

5.2 IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO - MET

O preparo de amostras para analise de MET é de fundamental importancia, uma
vez que o feixe de elétrons precisa atravessar a amostra para que as imagens sejam
obtidas. As analises na NCB sem incorporagdo de NPs-Ag foram realizadas para
efeito de comparagao com aquelas produzidas via diferentes formas de incorporagao
de NPs-Ag, de modo a verificar se houve ou nao incorporagdo das mesmas nas
membranas, sua homogeneidade e averiguar sua estruturacdo, bem como, seu
comportamento em diferentes solventes (agua e tolueno) utilizados no meio de
incorporagao. Todas as analises por MET foram feitas apenas nas membranas
previamente secas.

As imagens de MET das membranas de NCB branco apresentaram resultados
interessantes em relagdo a morfologia, e um tanto quando diferentes quando
comparadas as encontradas na literatura, conforme podemos verificar como efeito
comparativo na Figura 10-A e B presentes na literatura, onde o emaranhado de
fibrilas € bem visivel e caracteristico das NCB de Komagataeibacter hansenii, o que
ja néo é notado nas imagens obtidas das amostras sintetizadas (Figura 11-A e B),
no qual, observamos uma morfologia parecida com “escamas” como se as mesmas
estivessem sobrepostas de uma forma compacta e nao espacada conforme visto em

outros trabalhos com NCB.

Figura 10. A) Imagens de MET de NCB incorporada com NPs-Ag. B) Imagens de MET das fibrilas
de NCB.

Fonte: A) Adaptado de SHAHEEN et al., 2021; B) Adaptado de GUPTE et al., 2021.
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Tais espacos entre as fibrilhas, sdo importantes para que as NPs-Ag ou seus
precursores se alojem no espago nanométrico, e assim as NPs-Ag crescam com
tamanho controlado e sejam incorporadas na matriz de NCB. Entretanto, como as
imagens de MET sao resultantes de uma projegao bidimensional da estrutura da
amostra, isto ndo restringe a possibilidade de incorporagao das NPs na NCB aqui
utilizada, uma vez que ainda com a aparéncia compacta, podemos ter espacgos
vazios no decorrer do empacotamento das escamas. Vale mencionar aqui que, a
obtencado da estrutura tipo “escamas” pode ser resultado tanto do meio de cultura
utilizado para o crescimento da NCB quanto de outros fatores como a temperatura

ambiente e ainda com a preparagao das amostras para MET.

Figura 11. A) Imagem de MET em escala de 500 nm de NCBS-B. B) Imagem de MET em escala
de 200 nm de NCBS-B.

Fonte: O autor, 2022.

Mesmo com a aparéncia compacta, como notamos nas regides mais escuras, de
maior contraste, da Figura 12-A, podemos notar a microestrutura da NCB. Na Figura
12-B, com maior magnificacdo mostrando assim detalhes de uma borda da NCB,
temos a interacdo entre as “escamas” onde nota-se a presenca de vazios que

podem servir de ancoramento para as NPs, como proposto.

Figura 12. A) Imagem de MET de outra parte da NCB em escala de 500 nm de NCBS-B. B)
Imagem de MET de outra parte da NCB em escala de 200 nm de NCBS-B.

A), 5 'B)

Fonte: O autor, 2022.
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Na Figura 13-A e B estao presentes as imagens de MET obtidas da amostra de
NCBS-E, ou seja, produzidas com as NPs-Ag previamente sintetizadas através da
rota quimica, primeiramente descrita por Brust et al. (1995, 1994). Nesta rota, as
NPs-Ag s&o produzidas em sistema bifasico agua/tolueno, e a reagcdo se da na
interface liquido-liquido. O resultado final € a obtencao de NPs-Ag passivadas por
DT, o que estabiliza as particulas e impede seu crescimento e sua degradagao.
Entretanto, para a tentativa de realizagdo da impregnagdo com NPs-Ag previamente
sintetizadas por esse método, foi necessario o uso de tolueno como solvente, meio
em que as NPs-Ag formam disperséo estavel, e assim nota-se pelas imagens que a
proposta de impregnacao por esta rota ndo foi bem-sucedida, tendo apenas alguns
poucos indicios da presenga de NPs-Ag entre as escamas da NCB.

Vale aqui mencionar que na Figura 13-B, nota-se que a microestrutura das NCB
se mantém quando colocada em um solvente organico como o tolueno, sendo
assim, a microestrutura de “escama” permanece tal qual na NCB original (branco),
demonstrando assim a resisténcia da NCB a mudanca de polaridade do meio.
Contudo, a utilizacdo do tolueno pode de alguma forma ter interferido na
incorporagdo das NPs-Ag na membrana, uma vez que para este tipo de
incorporagao, a boa interagdo entre a matriz hospedeira e o solvente contendo o
hospede é de fundamental importancia para o sucesso da obtencdo proposta. A
presenca do passivante utilizado para estabilizar tais NPs, o DT, também é um fator
que deve ser levado em consideracdo, uma vez que € necessario que exista uma
boa interacao entre a superficie das NPs e a superficie dos poros da NCB para que

a impregnacao seja bem sucedida.

Figura 13. A) Imagem de MET em escala de 2 ym de NCBS-E. B) Imagem de MET em escala de
50 nm de NCBS-E.
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Fonte: O autor, 2022.
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Conforme Gibril et al. (2018), que realizaram a incorporagao de prata (rota
acida de sintese), zinco e hidroxiapatita em uma suspensao de NCB, relatam que
em imagens de MET de espécies com NPs-met como as de prata, por conta da
densidade eletrbnica maior, as mesmas ficam visualmente com maior contraste
como podemos ver na Figura 14, onde os pontos bem escuros sao atribuidos a prata
incorporada na matriz. Entretanto no caso aqui apresentado, com a baixa
concentragcdo das NPs-Ag na NCB, temos uma quantidade pequena destas
ocorréncias nas imagens. Aqui, medidas de analises térmicas (TGA e DSC) seréo
fundamentais para comprovar a baixa quantidade de NPs impregnadas por essa
rota.

Um ponto importante a ser observado nessas amostras é a organizagao das
NPs enfileiradas, indicando que existem poros na NCB que interagem com as NPs,

permitindo entdo sua entrada.

Figura 14. Imagem de MET em escala de 500 nm de NCB produzidas a partir de iodo incorporadas
com NPs-Ag.

Fonte: Adaptado de GIBRIL et al., 2018.

Na Figura 15 (amostra NCBS-E), observamos a presengca de NPs-Ag
incorporadas, como destacado pelas setas, contudo, aparentemente com uma
concentracdo baixa e ndo demonstrando homogeneidade na distribuicdo, o que ja
nao é visto na Figura 16, que apresentou diversos pontos escuros, deixando claro
que aparentemente as NCB umidas incorporam e/ou aderem mais NPs-Ag,
corroborando com a hipétese de que a secagem consolida as escamas, diminuindo
os espacos entre as fibrilas da NCB e dificultando ainda mais a entrada de NPs-Ag

como proposto. As imagens aqui apresentadas deixam clara a importancia do
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estudo de rotas de impregnacao, solventes apropriados e superficies das espécies
interagentes para que um controle da concentragcdo de NPs nas membranas possa

ser alcancgado.

Figura 15. Imagem de MET em escala de 200 nm de NCBS-E (setas indicam NPs-Ag).

Fonte: O autor, 2022.

Nas Figuras 16 e 17-A e B, que mostram imagens dos nanocompositos
NCBU-E, é possivel observar diversos pontos escuros, que indicam a presencga de
NPs-Ag na amostra, os pontos apresentam certa homogeneidade em sua
distribuicdo. A numero de pontos vistos nas imagens da amostra NCBU-E s&o muito
maiores do que os vistos na amostra com a mesma rota de incorporagédo, porém,
com a membrana seca, indicando que a abertura dos poros é fundamental para uma

entrada mais efetiva das NPs-Ag.

Figura 16. Imagem de MET em escala de 200 nm de NCBU-E.

200 nm

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 17. A) Imagem de MET em escala de 500 nm de NCBU-E. B) Imagem de MET em escala
de 200 nm de NCBU-E.

I e 1

Fonte: O autor, 2023.

As imagens de MET das amostras de NCBS-IB, com a impregnacgéo de Ag* nos
espacgos entre as escamas, com posterior redu¢do com o uso do NaBHs4 estdo
presentes nas Figuras 18 a 28. Nota-se na Figura 18 que as NPs-Ag foram
sintetizadas nos espacgos inter-fibras da NCB, entretanto a distribuicdo das NPs
também né&o foi homogénea por toda a NCB. Nota-se ainda que as NPs adquirem
formatos diferentes do esférico, tornando-se alongadas e com formato acicular,

principalmente nas bordas dos graos de NCB.

Figura 18. Imagem de MET em escala de 200 nm de NCBS-IB.

N
Fonte: O autor, 2022.

Ciesla et al. (2020), que utilizaram de uma rota de sintese de NPs-Ag semelhante
a realizada no presente trabalho, notaram por imagens MET a heterogeneidade do
tamanho das NPs-Ag incorporados no meio, independente da concentragdo de
AgNO:s utilizada na solucdo precursora. Nas imagens de MET aqui apresentadas
nota-se que ha particulas grandes e pequenas, o que corrobora com os dados da
literatura, no que diz respeito ao controle limitado do tamanho das NPs-Ag nesses
sistemas, podendo ser atribuido também a matriz de NCB que estd em escamas e

com espacgos vagos heterogéneos dentre as fibrilas conforme Figura 19.
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o

Figura 19. Imagem de MET em escala de 200 nm de outra area da NCBS-IB.

Fonte: O autor, 2022.

A Figura 20, demonstra a heterogeneidade da incorporacdo das NPs-Ag nas
amostras NCBS-IB, onde observou-se que aparentemente as NPs-Ag ficaram
aderidas preferencialmente na superficie, em funcao provavelmente da interagdao do
cation prata com os grupos funcionais da superficie da NCB. Além disso, vale
lembrar que a entrada dos cations também depende de capilaridade do solvente
juntamente com a difusdo do precursor no meio. Assim, estudos com solugdes
contendo diferentes concentragdes de precursor, mudancga de temperatura e tempo
de impregnagédo sao necessarios para uma conclusado criteriosa. Contudo, temos
amostras contendo NPs-Ag cujo crescimento aqui € restringido por barreira fisica,

num material final do tipo hospedeiro-hdspede.

Figura 20. Imagem de MET em escala de 200 nm de NCBS-IB, com mais detalhes escuros de
possivel alojamento de NPs-Ag.

Fonte: O autor, 2022.
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Na Figura 21, podemos notar a morfologia de escamas assim como na NCB
branco e na NCB EXx situ, 0 que mostra que mesmo a membrana apos secagem e
reidratacdo realizado pela solugdo precursora e do agente redutor durante a
formagdo das NPs-Ag, que ndo houve alteragdo em sua estrutura, demonstrando
sua resisténcia e plasticidade. O interessante também de se observar € que ha
algumas espécies de maior contraste, como ja dito anteriormente, que podem indicar
a presenca de NPs-Ag na membrana, e que pode ser confirmada com a obtencéo de
imagens de campo escuro, como Vvisto na Figura 22.

Figura 21. Imagem de MET em escala de 200 nm de NCBS-IB, onde na seta em vermelho

observamos NPs-Ag.
)

Fonte: O autor, 2022.

Figura 22. Imagem em campo escuro de MET em escala de 200 nm de NCBS-IB, onde na seta
em vermelho observamos ponto luminoso que indica NPs-Ag cristalina.

Fonte: O autor, 2022.
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Ja na Figura 23, podemos notar regides de alto contraste e que podem indicar
o acumulo de NPs-Ag, porém novamente vemos que nao ha uniformidade tanto na
incorporagao quanto no crescimento das mesmas. Entretanto isso n&o inviabiliza
seu uso potencial como bactericida e/ou virucida, lembrando que, mesmo
heterogéneas, as NPs apresentam altos valores de area superficial, o que é

fundamental para a aplicagao proposta.

Figura 23. Imagem de MET em escala de 0,5 ym de NCBS-IB, onde na seta em vermelho
observamos possiveis NPs-Ag.

Fonte: O autor, 2022.

Na Figura 24-A, podemos ver algumas areas de aglomerados (vide seta) que
demonstra que, mesmo apds o processo de sintese, a organizagao estrutural das
NCB se mantém. As Figuras 24-A e B mostram a comparagao entre o campo claro e
escuro de uma mesma regiao, deixando claro a presenca das NPs-Ag cristalinas, e
a Figura 25 mostra imagem de outra regido mais espessa da amostra, novamente
mostrando a heterogeneidade das estruturas de prata obtidas na rota /n situ.

Figura 24. A) Imagem de MET de NCBS-IB, onde na seta em vermelho observamos a presenca de

NPs-Ag. B) Imagem em campo escuro de MET em escala de 200 nm de NCBS-IB, onde
observamos pontos luminosos que indicam NPs-Ag cristalina.

¥ B)

N it ]

Fonte: O autor, 2022.
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Figura 25. Imagem de MET de NCBS-IB, onde observa-se as NPs de prata.

Fonte: O autor, 2022.

Nas Figuras 26 e 27, ambas de NCBS-IA podemos observar maior
quantidade de pontos que podem ser relacionados com a presenca de NPs-Ag, o
que pode indicar maior concentragdo de prata, visto que essas amostras contam
com uma concentracdo 10x maior do precursor na solugdo de obtencdo do que a
anterior; outro ponto interessante observado € a maior homogeneidade desses

pontos, 0 que ja nao é visto nas amostras /n situ com concentragdo menor.

Figura 26. Imagem de MET de NCBS-IA, onde observa-se as NPs-Ag nas regides mais escuras.

e

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 27. Imagem de MET em escala de 200 nm de NCBS-IA, onde observamos pontos escuros
que indicam NPs-Ag.

Fonte: O autor, 2023.

Na Figura 28 podemos observar conforme destacado pelas setas, possiveis
NPs-Ag, além do alto contraste da imagem caracteristicos das NPs-met. O maior
numero de particulas, bem como um aparente aumento no tamanho médio das
mesmas nessas amostras quando comparada com a anterior € justificado pela maior

concentracao de prata no meio de impregnagao.

Figura 28. Imagem de MET em escala de 200 nm de NCBS-IA, onde nas setas em vermelho
observamos possiveis NPs-Ag.

%

Fonte: O autor, 2023.
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Os resultados demonstrados podem indicar que o mecanismo de impregnagao
das NPs-Ag posteriormente sintetizadas é facilitado, quando comparado com as
NPs-Ag previamente sintetizadas, talvez pela maior facilidade de entrada do cation
Ag* pelos poros da NCB. Além disso, no caso das NPs-Ag previamente sintetizadas,
temos ainda a questdo da menor afinidade do solvente apolar com os grupos
funcionais da NCB, que assim acabam por dificultar a incorporagéo ou adsorc¢ao das
NPs-Ag nas membranas, podemos notar também que quanto maior a concentragao
do agente precursor também acarreta na maior concentragdo de NPs-Ag

incorporadas e/ou aderidas.

5.3 IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA - MEV COM
ESPECTROSCOPIA POER ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

As imagens MEV da amostra NCBU-B e NCBS-B presentes nas Figuras 29-A e
B, respectivamente, mostraram membranas com superficie homogénea, como
esperado. Nas imagens também podemos observar claramente visto que estdo na
mesma magnificagdo, a diferenga de superficie entre a membrana umida e seca,

onde a umida apresenta mais rugosa e a seca mais lisa.

Figura 29. A) Imagem de MEV em escala de 10 ym de NCBU-B. B) Imagem de MEV em escala de 10
pm de NCBS-B.

10pm EHT = 20.00 kv Signal A= NTS BSD Date :11 Feb 2023 lJ'F EHT = 20.00 kv Signal A =NTS BSD Date 11 Feb 2023 UIF
H WD = B5mm Mag= 100KX _PB = WD=85mm Mag= 1.00KX PR

Fonte: O autor, 2023.

Nas Figuras 30 e 31 (ambas a esquerda), temos os pontos demarcados para
analise EDS, pois como podemos observar alguns detalhes na superficie da amostra
nas Figuras 29-A e B, ha a presencga de alguns artefatos que podem ter sua origem

no manuseio do material pds sintese.



Figura 30. Imagem de MEV de NCBU-B. Pontos demarcados para

Resultados de analise de EDS para amostras de NCBU-B (direita).

analise com
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EDS (esquerda).

Spectrum | Instats. €

Yes 57.96
Yes 54.81
70.28

Yes 6170

o e w N e
<

Yes 53.43

Max. 70.28

Min. 53.43

35.34

3832

27.66

35.52

4171

4171

27.66

Na Mg

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

Al results in weight%

40pm 1 Electron Image 1

Fonte: O autor, 2023.

Figura 31. Imagem de MEV de NCBS-B. Pontos demarcados para

Resultados de analise de EDS para amostras de NCBS-B (direita).

analise com

EDS (esquerda).

Spectrum | In stats.

1 Yes
2 Yes
3 Yes
4 Yes

c

64.74

65.77

66.91

69.38

69.38

64.74

o

35.00

33.63

32.53

30.18

35.00

30.18

Na

Al

0.08

0.08

Ca

Fe

Total

100.00

100.00

100.00

100.00

Allresults in weight%

20pm

Electron Image 1

Fonte: O autor, 2023.

Foram realizadas analises com EDS, para efeito de comparagao

com as

demais amostras impregnadas com NPs-Ag. Os dados obtidos estdo em

porcentagem nas tabelas ao lado de suas respectivas imagens (Figura 30 e 31

ambas a direita), onde nota-se a presenga majoritaria dos elementos carbono e

oxigénio. Os demais constituintes estdo em baixa concentragdo e podem estar

relacionados com subprodutos residuais da sintese da NCB.

Nas Figuras 32-A e B estdo presentes as imagens MEV da amostra de NCBU-E

e NCBS-E, respectivamente; onde nota-se em ambas, pontos brilhantes que indicam

a presenga de NPs-Ag. Em ambos os casos, como as NPs-Ag previamente

sintetizadas estao dispersas em tolueno, uma solugao apolar, diferente da que foi
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utilizada para preparar as NCB (agua — polar) pode ter dificultado a incorporacéo das
NPs-Ag na matriz, contudo as NPs-Ag podem ter ficado aderidas na superficie das
mesmas (mesmo que em pouca quantidade), pois conforme veremos nas analises
EDS ha a presencga de prata em quantidade singelas, essa pouca quantidade pode
ser explicada também pelas questdes de afinidade da superficie da membrana
(composta por hidroxilas — polares) com o DT que recobre as NPs (apolar). Pode-se

observar também aqui a diferenga de rugosidade dentre NCB umida e seca.

Figura 32. A) Imagem de MEV em escala de 10 um de NCBU-E. B) Imagem de MEV em escala de
100 ym de NCBS-E.

EHT = 20.00 kv Signal A =NTS BSD Date :11 Feb 2023 l l Ir EHT = 20.00 kV Signal A=NTS BSD Date :11 Feb 2023 | ' Ir
WD = 8.0mm Mag= 1.00KX rRB WD = 9.0mm Mag= 100X rP_E

Fonte: O autor, 2023.

Na Figura 33 esta presente uma imagem da amostra NCBS-E feita com
maior magnificacdo onde nota-se o efeito descrito anteriormente de
intumescimento, juntamente com alguns pontos com alto brilho que foram
relacionados com a presenca de prata nas analises de EDS. Assim, temos que a
tentativa de obtengdo de nanocompodsitos contendo NPs-Ag previamente
preparadas, na NCB é possivel, contudo, a quantidade de NPs-Ag incorporados
e/ou aderidos aparenta ser baixa, tanto em NCB uUmida quanto na seca.
Novamente medidas de analises térmicas tornam-se fundamentais para tal
concluséo.

Vale mencionar aqui que a secagem das amostras novamente mostra
como resultado a diminuicdo nos espacos entre fibrilas o que dificulta a entrada
das NPs-Ag na NCB. Tal fato foi observado nas amostras sintetizadas por Gupte
et al. (2021), que descreve que o processo de secagem faz as fibrilas
coalescerem entre si, sendo isto, resultado das ligagdes de hidrogénio, que faz

com que diminua ainda mais o0 espaco existente dentre elas.



Figura 33. Imagem de MEV em escala de 2 um de NCBS-E.

2 um EHT = 20.00 kV Signal A=NTS BSD Date :11 Feb 2023 l ' I
'_| WD = 9.0mm Mag= 5.00KX b Il_-,;aa
Fonte: O autor, 2023.

Como ja mencionado, para verificagdo da composicdo dos pontos
brilhantes observados na NCB estarem relacionados a presengca de NPs-Ag,
foram realizadas analise EDS, em 5 pontos (em ambas as amostras), conforme
demarcado na Figura 34 e 35 (ambas a esquerda), do qual foi encontrado sinais
de prata na superficie da amostra, e talvez, a adsor¢cdo na superficie da mesma
nao tenha ocorrido de forma efetiva por conta das NPs-Ag sintetizadas Ex situ
serem como ja mencionado incorporadas em um meio apolar (tolueno)
dificultando assim a interagdo dos grupos funcionais polares (hidroxilas) que
compdem a amostra, logo, dificultando também a n&o aderéncia na superficie da

NCB de forma satisfatoria.

Figura 34. Imagem de MEV em escala de 40 ym de NCBU-E. Pontos demarcados para analise
com EDS (esquerda). Resultados de analise de EDS para amostras de NCBU-E (direita).
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Spectrum | Instats. € o Na Mg Al si s a Ca Ag  Total

Yes 3333 5617 854 030 016 028 061 061 100.00
Yes 4721 48.54 411 014 100.00
4656 49.84 269 038 023 030 100.00

Yes 5346 4412 215 010 016 100.00

O S Y
<

Yes 49.92 4414 429 0320 055 079  100.00

Max. 5346 5617 854 038 016 028 061 030 061 079

Min. 3333 4412 215 030 016 028 061 010 014 073

Al results in weight%

o
40um 1 Electron Image 1

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 35. Imagem de MEV em escala de 40 ym de NCBS-E. Pontos demarcados para analise
com EDS (esquerda). Resultados de analise de EDS para amostras de NCBS-E (direita).

spectrum | Instats.  C o Na Al si s K Ca Ag Total

Yes 66.89 3222 041 0.28 0.10 100.00
Yes 56.68 4038 0.30 045 122 013 009 025 100.00
69.99 29.03 039 0.49 0.10 100.00

Yes 67.63 3152 028 0.46 011 100.00

a s w N e
<

Yes 68.96 2975  0.40 0.43 011 034  100.00

Max. 69.99 4028 0.80 045 122 049 013 011 034

Min. 56.68 29.03 028 045 122 028 013 009 025

40um 1 Electron Imaae 1

Fonte: O autor, 2023.

Devido a menor quantidade de agua presente na amostra NCBS-E o solvente
organico pode ter intumescido mais a NCB seca do que a umida, o que acarretou
em uma incorporagao levemente maior de NPs-Ag na NCB, o que justifica ter sido
encontrado prata em mais de 1 ponto.

E assim como na analise EDS das NCB branco ha a presenca de outros
elementos, que sao possiveis subprodutos da obtencdo da NCB, além de também a
assinatura de carbono e oxigénio (composicdo da NCB), como pode ser visto na
tabelas ao lado de suas respectivas imagens (Figura 34 e 35 ambas a direita).

Como as amostras NCB com NPs-Ag incorporadas Ex situ, demonstraram ser
nanocompdsitos com baixa concentracdo de prata, passaremos agora para as
imagens de amostras obtidas com a incorporagao dos Ag* nos intersticios da NCB,
com posterior redugdo quimica com a utilizagdo do NaBH4 como agente redutor.
Para efeito de comparacao de incorporagédo foram utilizadas membranas umidas e
também previamente secas, comumente utilizado em sinteses de NPs-met.

Discutiremos agora as amostras com concentragdo 1 mol - L' de NPs-Ag
sintetizadas In situ. Conforme podemos observar na Figura 36-A, ha a presenga de
manchas com alto brilho na NCBU-IA que indica a presenca de prata na superficie,
bem como na Figura 36-B, com a amostra NCBS-IA, também podemos observar
pontos brilhantes, até mesmo distribuidos de forma mais homogénea do que a NCB
umida, talvez por conta da superficie ser mais lisa e ndo rugosa como a encontrada
na NCB umida.
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Figura 36. A) Imagem de MEV em escala de 10 ym de NCBU-IA. B) Imagem de MEV em escala
de 10 ym de NCBS-IA

"= T

4 e Y 2 .
10 pm EHT = 20.00 kv Signal A=NTS BSD Date 11 Feb 2023 EHT = 20.00 kv Signal A= NTS BSD Date 11 Feb 2023 lj'IF
WD = B.5mm Mag= 3.00KX WD = 8.5mm Mag= 100KX R

Fonte: O autor, 2023.

Nas Figuras 37 e 38 (ambas a esquerda), podemos ver pontos de brilho mais
intensos e que apods analises de EDS (Figura 37 e 38 ambas a direita), constatou-se
que assim como nas demais imagens ha a presenga de carbono e oxigénio
(composigdo da NCB), mas também a presenca elevada de prata em todos os
pontos analisados, com maior concentragao de prata encontrada na amostra umida
(NCBU-IA), o que corrobora com a hipotese de que a incorporagao utilizando de
solventes que tenham afinidade com a superficie da amostra, facilita a incorporagcao
das NPs-Ag na superficie da mesma.

Figura 37. Imagem de MEV em escala de 40 pm de NCBU-IA. Pontos demarcados para analise
com EDS (esquerda). Resultados de analise de EDS para amostras de NCBU-IA (direita).

y

%

Spectrum | Instats.  C o Na Mg Al Ag Total

1 Yes 3.62 34.31 6.15 0.22 55.70 100.00
2 Yes 4.55 25.11 3.57 0.24 0.17 66.37 100.00
3 Yes 3.17 25.00 4.29 0.23 67.31 100.00

4 Yes 4.30 28.04 4.24 0.27 63.14 100.00

Max. 4.55 34.31 6.15 0.27 0.17 67.31

Min. 317 25.00 3.57 0.22 0.17 55.70

40pm 1 Electron Image 1

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 38. Imagem de MEV em escala de 40 um de NCBS-IA. Pontos demarcados para analise
com EDS (esquerda). Resultados de analise de EDS para amostras de NCBS-IA (direita).

Spectrum | Instats.  C o Na Mg S Fe Ag Total

1 Yes 6.88 29.50  5.05 0.23 036 57.97  100.00
Z Yes 8.66 39.90 6.78 0.19 44.47 100.00
3 Yes 62.38  19.01 0.60 18.02  100.00
4 Yes 12.00 52.54 9.69 0.73 25.05  100.00

5 Yes 54.03 13.09 0.93 31.95 100.00

Max. 1200 62.38 1901 023 093 036 57.97

Min. 6.88 29.50 5.05 0.19 0.60 0.36 18.02

All results in weight%

J 40pm ! ElectronImage 1

Fonte: O autor, 2023.

Nas Figura 39-A e B, onde encontra-se imagens das amostras NCBU-IB e
NCBS-IB respectivamente, com concentragdes de NPs-Ag de 1x10-' mol - L', nota-
se que ha a presenca de pontos com alto brilho que indicam a presenca de prata na

superficie das membranas, mesmo com concentracdo 10x menor que a anterior.

Figura 39. A) Imagem de MEV em escala de 10 ym de NCBU-IB. B) Imagem de MEV em escala
de 10 ym de NCBS-IB.

¥

EHT = 20.00 kV Signal A =NTS BSD Date :11 Feb 2023 EHT = 2000 kV Signal A = NTS BSD Date :11 Feb 2023
F——  wo=s5mm Mag= 300KX WPB F— wo-85mm Mag= 500KX __U IFP_B
Fonte: O autor, 2023.

Na Figuras 40-esquerda podemos observar assim como nas membranas
umidas anteriores a rugosidade das mesmas bem como manchas brancas que
foram analisadas por EDS, e ja na Figura 41-esquerda, podemos ver uma morfologia
mais lisa, explicada pela fibrilas estarem compactadas, e também pontos de brilho
mais intensos ligadas a presencga de prata.

Apds anadlises de EDS (Figuras 40 e 41 ambas a direita), constatou-se que

assim como nas demais imagens ha a presenca de elementos da composi¢ao das
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NCB, como carbono e oxigénio, e também a presenca de prata em todos os pontos,
assim como nas amostras In situ anteriores, a maior concentracdo de prata

encontra-se nas amostras umidas.

Figura 40. Imagem de MEV em escala de 40 ym de NCBU-IB. Pontos demarcados para analise
com EDS (esquerda). Resultados de analise de EDS para amostras de NCBU-IB (direta).

. %% ﬁ

.
Spectrum | Instats. € o Na Mg Ag Total
1 Yes 9.56 3311 658 022 5053 100.00
2 Yes 746 3891 676 018 4669 100.00
3 Yes 9.57 4522 858 36.64  100.00
4 Yes 9.78 3113 4.97 5413 100.00
Max. 978 4522 858 022 5413
Min. 746 3113 457 018 36.64

40pm ' Electron Image 1

Fonte: O autor, 2023.

Figura 41. Imagem de MEV em escala de 40 ym de NCBS-IB. Pontos demarcados para analise
com EDS (esquerda). Resultados de analise de EDS para amostras de NCBS-IB (direita).

Spectrum In stats. C (o} Na s Ag Total

1 Yes 44.48 37.39 5.21 12.92 100.00
2 Yes 44,06 47.30 5.28 0.23 3.13 100.00
3 Yes 46.10 45.39 517 3.34 100.00
4 Yes 32.78 41.12 5.24 20.86 100.00
5 Yes 46.69 45.88 4.64 0.17 2.62 100.00
Max. 46.69 47.30 5.28 0.23 20.86

Min. 32.78 37.39 4.64 0.17 2.62

All results in weight%

40pm ' Electron Image 1

Fonte: O autor, 2023.

Podemos agora comparar através da MEV comparada com a MET, que as
NPs-Ag ficaram mais aderidas na superficie da amostra do que incorporada a
mesma. A prata na MEV ¢é visualizada como pontos luminosos nas imagens assim
como pode ser visto em diversas imagens na literatura, além de que foi possivel
constatar que a aderéncia das NPs-Ag na superficie é ditada pela afinidade do meio

no qual as NPs-Ag se encontram e os grupamentos quimicos da superficie da NCB,
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pois como no trabalho de Pawcenis et al. (2019), no qual, sintetizou e incorporou
NPs-Ag utilizando AgNOs como precursor e diferentes fragdes de nanocristais de
celulose oxidadas como agente redutor do AGNO3 na nanocelulose, eles também
verificaram por meio de MEV a incorporacédo e adesdo das NPs-Ag na superficie da
membrana, e o0s pesquisadores utilizaram justamente das propriedades de
polaridade dos grupos hidroxila da NCB para que a prata fosse incorporada de forma
mais efetiva.

Outro trabalho que corrobora com a aderéncia das NPs-Ag na superficie por
conta da polaridade do meio é a de Shaheen et al. (2021), que utilizou de um meio
alcalino com NaOH na NCB como agente redutor para sintese das NPs-Ag, as NPs
além de aderidas a superficie demonstram formato esférico e homogeneidade em
toda extensdo da NCB. Visto que até o momento temos a caracterizacdo basica de
todos os nanocompdsitos produzidos nesse trabalho, passaremos para os testes de

atividade antimicrobiana.

5.4 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A acao antimicrobiana foi testada frente a quatro cepas diferentes de bactérias
(E. coli, S. aureus, E. faecalis e P. aeruginosa), e demonstraram resultados
satisfatorios dependendo de onde for aplicado o nanocompadsito.

Os testes microbioldgicos foram realizados em placa de Petri com meio de cultivo
MHA estéreis, no qual, cada uma das cepas das bactérias liofilizadas foram
espalhadas com um swab estéril nas suas respetivas placas, e depois encubadas
em estufa bacteriolégica sob temperatura de 28° C para seu crescimento.

As amostras foram distribuidas nas placas de Petri com a respectiva
caracteristicas (Umida e seca), no qual as placas de teste foram divididas em trés
quadrantes, com as siglas de suas respectivas concentragbes e meio de
incorporagao, conforme Tabela 2, e a placa C (controle) onde foram colocados os
brancos (controles negativos) com as siglas também na Tabela 2 e os discos com o
antibidtico (controle positivo), onde discos com cloranfenicol foram nomeados de
“‘DA. Clo” e discos com gentamicina foram nomeados com “DA. Gen”. Os halos de
inibicdo foram medidos com o auxilio de um paquimetro digital e retirado medidas de
quatro pontos do halo e feito a média de tamanho.
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Tabela 2. Sigla nos quadrantes com suas respectivas concentragdes de NPs-Ag.

~ Sigla no
Concentracao de NPs-Ag Quadrante
. 1 mol - L 1M
In situ
1x10" mol - L 1x10""M
Ex situ 4,x10"2 mol - L' de NPs-Ag em 10 mL de Tolueno Tol
Branco Seco 0 mol - L' B
Branco Umida 0 mol - L BU

Fonte: O autor, 2023.

5.4.1 Teste com a bactéria E. coli

Na amostra NCBU-IA no quadrante 1 M (Figura 42-A) foi formado um halo de
inibicdo, o que corrobora com os dados obtidos em MET e MEV de que as NPs-
Ag podendo estar tanto incorporadas quanto aderidas a membrana, o halo de
inibicdo teve raio aproximado de 3,46 mm, 1,73x maior do que a encontrado na
literatura que realizou testes com a NCB também umida e com NPs-Ag
incorporadas (MANEERUNG et al., 2007).

Ja nas amostras NCBU-IB e NCBS-IB nos quadrantes 1x10-' M (Umida e seca)
nas Figuras 42-A e B, podemos notar que ndo houve uma agéo antimicrobiana
efetiva, talvez por ndo ter incorporado NPs-Ag suficiente nas mesmas ou a
concentracdo nao ser o suficiente para tal efeito, na amostra NCBS-IA no
quadrante 1 M (Figura 42-B) também notou-se crescimento que pode ter ocorrido
por conta das NPs-Ag ndo tem incorporado o suficiente dentre as fibrilas da NCB.

Na Figura 42-A e B, no quadrante Tol (Umida e seca), que continham a
amostra NCBU-E e NCBS-E, podemos observar que as mesmas nao
demonstraram efeito antimicrobiano esperado, talvez por ndo estarem aderidas
e/ou incorporadas em concentracio suficiente para ter acdo antimicrobiana ou por
conta da camada de DT que recobre as NPs-Ag, ndo permitindo assim o contato
da prata com o meio.

Conforme podemos verificar na Figura 42-C, a amostra branco nos quadrantes
BU e B, notou-se como era de se esperar crescimento microbiano, visto que nao
ha nada inibitério incorporado as mesmas, bem como, no quadrante DA. Clo,
notou-se halos de inibicdo como esperado com raio aproximado de 10,62 mm.



Figura 42. Imagens do teste de agédo antimicrobiana contra bactéria E. coli com luz retroiluminada
nas placas. A) Placa de Petri com NCB umidas. B) Placa de Petri com NCB seca. C) Placa de
Petri com controle negativo (B e BU) e controle positivo (DA. Clo).

Fonte: O autor, 2023.

5.4.2 Teste com a bactéria S. aureus

Na Figura 43-A todas as amostras com NPs-Ag In situ em membrana umida
demonstraram efeitos antimicrobiano mesmo que de forma singela, sendo que no
quadrante 1 M com a amostra NCBU-IA houve halo de inibicdo aproximado de
1,10 mm e no quadrante 1x10-" M com a amostra NCBU-IB houve um halo de
inibicdo de 1,84 mm, essa agao pode ter ocorrido devido haver mais espaco
dentre as fibrilas, permitindo entdo maior impregnacao de NPs-Ag na matriz de
NCB, o que corrobora com os dados da literatura, pois conforme visto no trabalho
de Maneerung et al. (2007), que realizaram testes antimicrobianos com as
bactérias E. coli e S. aureus, os pesquisadores obtiveram resultados positivos
utilizando da mesma rota de sintese do presente trabalho, apenas alterando o
tempo de reacdo e concentragdo do AgNOs e do agente redutor (NaBH4) sendo
ela 100:1, resultando numa concentragdo de NPs-Ag incorporada nas membranas
de NCB de 1x103 mol - L', e obtendo como resultado uma halo de inibicdo de
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aproximadamente 2 mm (E. coli), bem préximo do obtido, e 3,5 mm (S. aureus)
aproximadamente 3,18x maior do que o obtido, contudo satisfatério. O quadrante
Tol ndo demonstrou acdo antimicrobiana, podendo ter como explicagdo o mesmo
do discutido anteriormente na E. coli.

Ndo foram notados em nenhum dos quadrantes da Figura 43-B acéao
antimicrobiana em nenhuma das amostras, podendo ser resultado do
aquecimento das mesmas, comprimirem as fibrilas, ndo possibilitando a entrada
de NPs-Ag, ficando em quantidade insuficiente para demonstrar agéo
satisfatorios. Conforme pudemos observar nas analises de MET e MEV as
concentragcbes nas membranas secas de fato sdo mais baixas comparadas as
umidas.

No quadrante DA. Clo (Figura 43-C) com o antibiético cloranfenicol, notou-se
halos de inibicdo como esperado com raio aproximado de 9,13 mm, e ainda na
Figura 43-C, assim como nos testes de E. coli notou-se crescimento microbiano,
nos quadrantes BU e B, visto que ndo contam com nenhum agente inibitério.
Figura 43. Imagens do teste de agdo antimicrobiana contra bactéria S. aureus com luz

retroiluminada nas placas. A) Placa de Petri com NCB umidas. B) Placa de Petri com NCB seca.
C) Placa de Petri com controle negativo (B e BU) e controle positivo (DA. Clo).

Fonte: O autor, 2023.

61



5.4.3 Teste com a bactéria E. faecalis

Na Figura 44-A todas as amostras Umidas demonstraram efeitos
antimicrobiano, sendo que no quadrante 1 M com a amostra NCBU-IA houve halo
de inibigdo aproximado de 0,92 mm, no quadrante 1x10" M com a amostra
NCBU-IB houve um halo de inibicdo de 0,51 mm halo menor talvez por conta da
concentracdo de NPs-Ag ser menor, e no quadrante Tol houve um halo de
inibicdo de 1,89 mm, colaborando a analise de MEV que demonstra indices de
NPs-Ag impregnado e/ou aderido nas membranas.

Ja na Figura 44-B nado foram notados em nenhum dos quadrantes acao
antimicrobiana em nenhuma das amostras, podendo ser explicada como nas
anteriores por conta das fibrilas estarem mais comprimida, ndo permitirem a
entrada de NPs-Ag suficiente para demonstrar resultados satisfatorios.

Em estudos realizados por Neves et al. (2021) com NPs-Ag, cita que a
bactéria E. faecalis, necessita de um tempo de exposicdo ao agente biocida
superior a 14 dias, (o tempo de exposigao do presente trabalho foi de 10 dias), e
que mesmo assim com essa exposi¢ao, foi demonstrado que elas reduzem a
carga, mas nao eliminam a bactéria, demonstram maior resisténcia dessa bactéria
as NPs-Ag.

No quadrante DA. Gen na Figura 44-C, com o antibiético gentamicina, notou-
se halos de inibicdo como esperado com raio aproximado de 5,11 mm, e notou-se
crescimento microbiano, nos quadrantes BU e B (Figura 44-C), visto que néo

contam com nenhum agente inibitério.
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Figura 44. Imagens do teste de ag&do antimicrobiana contra bactéria E. faecalis com luz
retroiluminada nas placas. A) Placa de Petri com NCB Umidas. B) Placa de Petri com NCB seca.
C) Placa de Petri com controle negativo (B e BU) e controle positivo (DA. Gen).

Fonte: O autor, 2023.

5.4.4 Teste com a bactéria P. aeruginosa

Podemos observar na Figura 45-A que todas as amostras demonstraram
efeitos antimicrobiano, sendo que nos quadrantes 1 M com a amostra NCBU-IA
houve halo de inibigcdo aproximado de 0,51 mm, no quadrante 1x10" M com a
amostra NCBU-IB houve um halo de inibicdo de 1,81 mm, e no quadrante Tol
houve um halo de inibicdo de 1 mm.

Na Figura 45-B foram notados em todos os quadrantes com amostras com
NPs-Ag In situ, agdo antimicrobiana, sendo que no quadrante 1 M com a amostra
NCBS-IA houve halo de inibigao aproximado de 8,20 mm, no quadrante 1x10-' M
com a amostra NCBS-IB houve um halo de inibicdo de 2,65 mm e apenas no
quadrante Tol com amostra NCBS-E notou-se crescimento microbiano, esse
dados obtidos colaboram com os encontrados na literatura e com as analises de
MET e MEV realizadas, pois no trabalho de Shaheen et al. (2021), que utilizou de
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P. aeruginosa como microrganismo de teste os autores relataram halo de inibigao
das NPs-Ag utilizadas, no trabalho eles utilizaram uma rota alcalina para redugao
do precursor, porém e utilizam concentragdes 10x, 100x e 1000x menores que a
utilizada no presente trabalho

No quadrante DA. Gen na Figura 45-C, com o antibiético gentamicina, notou-
se halos de inibicdo como esperado com raio aproximado de 9,12 mm, e notou-se
crescimento microbiano, nos quadrantes BU e B (Figura 45-C), visto que nao
contam com nenhum agente inibitorio.
Figura 45. Imagens do teste de acdo antimicrobiana contra bactéria P. aeruginosa com luz

retroiluminada nas placas. A) Placa de Petri com NCB Umidas. B) Placa de Petri com NCB seca.
C) Placa de Petri com controle negativo (B e BU) e controle positivo (DA. Gen).

Fonte: O autor, 2023.

Dentre as duas caracteristicas (Umida e seca) testadas nas membranas as
que mais apresentaram efeitos antimicrobianos independente da concentragcéo de
NPs-Ag, foram as umidas, com 75% das amostras com agao biocida, enquanto as
amostras secas tiveram 25% de eficacia, esse maior efeito biocida das membranas
umidas podem ser explicado por conta das mesmas estarem com suas fibrilas mais
espacgadas entre si, permitindo assim maior permeacao e/ou aderéncia das NPs-Ag

nas NCB (independente da concentragao), ja tal espagamento € menor quando as
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membranas sdo secas previamente, pois as fibrilas coalesce entre si e assim
acabam por dificultar a entrada e/ou crescimento das NPs-Ag.

As NCB com maior concentragao de prata, mostram halos de inibigdo 1,5x maior
quando comparados com as com menor concentragao de prata. As membranas com
NPs-Ag Ex situ, indiferente de umidas ou secas apresentaram em 37,5% das
amostras, acao antimicrobiana, tal porcentagem pode ter ocorrido por conta ou de
uma baixa concentracdo de prata tanto incorporada quanto aderidas nas
membranas, devidos os diversos fatores discutidos nas analises anteriores ou a
agao nao ter sido efetiva por conta do encapsulamento das NPs-Ag pelo DT, que
nao permite o contato da prata com as bactérias, sendo assim, n&o possibilitando a
prata de inativar as proteinas que permitem a permeacdo na membrana que acaba
por entdo causar morte celular (SHAHEEN et al., 2021).

Portanto, os resultados obtidos demonstraram que a utilizagcdo das membranas
de NCB para obtencdo de nanocompdsitos contendo NPs-Ag, apesar do efeito
antimicrobiano ter sido modesto em alguns casos, elas tem potencial, para reduzir
as cargas microbianas, demonstrando maior potencial nas membranas umidas e
com NPs-Ag sintetizadas In situ, contudo, ainda ha mais possibilidades a serem
exploradas tanto de sintese quanto de analises para assim se obter resultados ainda
melhores e assim sua atividade e aplicabilidade poderem ser ampliadas. Vale ainda
mencionar que essas atividades ja podem ser aproveitadas em embalagens
alimenticias, o que deve prorrogar a vida util de alimentos, entretanto testes de

lixiviagdo sdo necessarios para uma proposta de tal utilizagao.



66

6. CONCLUSOES

As NCB produzidas, demonstraram-se visualmente integras e resistentes, seja
ela umida ou seca e com uma morfologia em escamas diferente da comumente
citada na literatura. A NCB uUmida apresentando aspecto gelatinoso e a seca
apresentando aparéncia de papel manteiga, ambas conforme esperado, podendo
assim ser futuramente utilizado para producdo de embalagens dentre outros.

As amostras apresentaram resultados interessantes, e mesmo néo
demonstrando grande eficacia como agente antimicrobiano contra algumas das
bactérias testadas, por parte de algumas amostras, conseguimos, com 0s ensaios
realizados, demonstrar o potencial do sistema para utilizagdo como agente
antimicrobiano para aplicagées onde n&o ha cargas microbianas elevadas, como no
caso para proteg¢ao de alimentos.

Como podemos notar nas caracterizagdes realizadas, ndo houve uma
incorporagao das NPs-Ag de forma significativa, muito menos uniforme nas NCB
secas, independente do meio de incorporacéo, tal resultado pode ser explicado por
conta da contragéo das fibrilas no momento da secagem da NCB, que é bem menor
do que o espago encontrado entre elas quando comparado a membrana umida.
Essa retragao das fibrilas na secagem pode estar ocasionando a nao incorporagao
suficiente das NPs-Ag e até mesmo a nao reducdo das mesmas dentre a fibrila
talvez pelo espaco ser extremamente pequeno.

Um dos pontos que também devem ser levado em consideragao é a espessura
das amostras, que mesmo que tenha se seguido um padrdo de cultivo de 7 dias
para a retirada da mesma do meio de cultivo, elas podem apresentar diferentes
espessuras, e qualquer variagdo mesmo que pequena na temperatura e/ou pH
acarreta na produtividade da bactéria, visto também que, elas sdao produzidas em
camadas extremamente finas, o que também explica a morfologia em escamas
encontradas nas imagem de MET, tais dados de morfologia e comportamento frente
a incorporagao de outros materiais se mostra fundamental para determinar futuras
aplicagdes a esses nanocompaositos.

Sendo assim, ainda € necessario analises de caracterizacdo da NCB e das NPs-
Ag, por outras técnicas como calorimetria diferencial exploratéria (DSC),

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e DRX a fim de
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se obter ainda mais dados relevantes para trabalhos e aplicagdes futuras e assim
contribuirem para o que se refere ao cerne da pesquisa. Contudo, a sintese e
caracterizagado de nanocompositos de NCB incorporados com NPs-Ag foi alcangado
com éxito e com resultados interessantes e satisfatorio, levando em consideragao os

objetivos do trabalho.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Tendo em vista a versatilidade do nanocomposito exposto neste trabalho,

diversas pesquisas futuras podem ser realizadas tanto em relacdo a aplicabilidade

quanto estudos de caracterizagdes fisicas e/ou quimicas, tais como:

>

Sintetizar as NPs-Ag conforme metodologia deste trabalho, incorpora-las em
NCB e posteriormente liofiliza-las;

Realizar a incorporacédo de outras NPs-met e/ou alterar o agente redutor da
sintese deste trabalho;

Realizar a sintese e incorporagao de NPs-Ag ou outras NPs-met previamente
sintetizadas;

Estudar a interagdo da NCB e do nanocompdsito exposto neste trabalho em
diferentes solventes;

Estudar efeitos de citotoxicidade do nanocompdsito sintetizado;

Aplicar o nanocompadsito explorado neste trabalho em diferentes areas.
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