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RESUMO

A crescente geragao de efluentes industriais, aliada ao uso intensivo de agua e as mudangas
climaticas, representa um desafio ambiental, contribuindo para a escassez hidrica ¢ a
contaminagdo de corpos receptores. Métodos convencionais de tratamento, como cloragao,
ozonizagdo ¢ radiacdo ultravioleta, apresentam limita¢des, incluindo elevados custos,
formacdo de subprodutos toxicos e baixa sustentabilidade. Nesse contexto, nanoparticulas
metalicas (NPs), especialmente as de prata (AgNPs) obtidas por rotas verdes, tém se
mostrado promissoras devido ao seu potencial antimicrobiano. Considerando esse cendrio,
este trabalho teve como objetivo sintetizar AgNPs usando um extrato aquoso de flores de
Manacé-da-Serra (Pleroma sellowianum) e incorpord-las a uma matriz polimérica
biodegradavel de quitosana, visando a obten¢do de compositos aplicdveis ao tratamento
terciario de efluentes. O extrato floral, rico em compostos fendlicos, possibilitou uma sintese
verde eficiente em pH 12,0, a 25 °C e utilizando uma solucdo 0,01 mol L' de AgNOs,
resultando em AgNPs esféricas (20-30 nm) com estabilidade coloidal moderada
(PZ = —14 mV) e alta atividade antimicrobiana (MIC 5 pL mL"! contra E. coli e S. aureus). A
caracterizacdo do composito (MEV-FEG/EDS, FTIR e TGA) confirmou a integragdo bem-
sucedida das AgNPs a matriz polimérica, evidenciando distribui¢do homogénea, interagdes
moleculares especificas e maior estabilidade térmica. Ensaios antimicrobianos revelaram
halos de inibi¢do de 11 + 1 mm para S. aureus € 9 + 1 mm para E. coli. No processo de
desinfeccdo, o composito promoveu redugdo superior a 99,9% de coliformes totais em
180 min, com lixiviagio de prata de apenas 0,01 mg L, valor dentro dos limites
regulamentares. Esses resultados evidenciam o efeito sinérgico entre a quitosana e as AgNPs,
confirmando o potencial do Manaca-da-Serra para sintese de NPs e a aplicabilidade do
compdsito como solucdo segura, eficiente e sustentavel para desinfec¢do de efluentes

industriais.

Palavras-chave: Manaca-da-Serra; sintese verde; compositos de AgNPs/quitosana;

desinfec¢ao de efluentes industriais; sustentabilidade



ABSTRACT

The increasing generation of industrial wastewater, combined with intensive water use and
climate change, represents an environmental challenge, contributing to water scarcity and
contamination of receiving bodies. Conventional treatment methods, such as chlorination,
ozonation, and ultraviolet radiation, present limitations, including high costs, the formation of
toxic by-products, and low sustainability. In this context, metallic nanoparticles (NPs),
particularly silver nanoparticles (AgNPs) obtained through green routes, have shown promise
due to their antimicrobial potential. Considering this scenario, this study aimed to synthesize
AgNPs using an aqueous extract of Manaca-da-Serra (Pleroma sellowianum) flowers and to
incorporate them into a biodegradable chitosan polymer matrix, with the purpose of obtaining
composites applicable to tertiary wastewater treatment. The floral extract, rich in phenolic
compounds, enabled an efficient green synthesis at pH 12.0, 25 °C, and using a 0.01 mol L!
AgNO;, resulting in spherical AgNPs (20-30 nm) with moderate colloidal stability
(ZP = —14 mV) and high antimicrobial activity (MIC of 5 pL mL" against E. coli and
S. aureus). Characterization of the composite (FEG-SEM/EDS, FTIR, and TGA) confirmed
successful integration of AgNPs into the polymeric matrix, revealing homogeneous
distribution, specific molecular interactions, and enhanced thermal stability. Antimicrobial
assays showed inhibition halos of 11 = 1 mm for S. aureus and 9 £ 1 mm for E. coli. In
disinfection tests, the composite promoted a reduction greater than 99.9% of total coliforms
within 180 min, with silver leaching of only 0.01 mg L', a value within regulatory limits.
These results highlight the synergistic effect between chitosan and green-synthesized AgNPs,
confirming the potential of Manacé-da-Serra for NP synthesis and the applicability of the
composite as a safe, efficient, and sustainable solution for the disinfection of industrial

wastewater.

Keywords: Manacéa-da-Serra; green synthesis; AgNPs/chitosan composites; disinfection of

industrial wastewater; sustainability
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o planeta tem sido afetado por alteracdes climaticas e biologicas
relevantes, tornando a preservacdo ambiental uma prioridade global. Diante desses desafios e
das metas estabelecidas por acordos nacionais e internacionais, a pesquisa cientifica tem
buscado desenvolver processos e produtos mais sustentdveis e inovadores, com foco na
reducdo dos residuos gerados pelas atividades humanas (Vezzoli e Manzini, 2008). Nesse
contexto, o tratamento e reuso de aguas residuais se consolidam como estratégias
fundamentais para a conservagdo ambiental, especialmente diante da previsdo de escassez de
agua potavel em diversas regides nas proximas décadas (Bouaich et al., 2021; Jhansi e
Mishra, 2013).

Entre as alternativas tecnologicas reportadas em estudos recentes, destacam-se as
nanoparticulas (NPs) metalicas, como as de cobre, zinco e em particular de prata, em virtude
de suas reconhecidas propriedades bactericidas. Essas NPs vém sendo exploradas como
agentes inovadores para a desinfec¢do de dgua e o tratamento terciario de efluentes (Yaqoob
et al., 2020). Na literatura, diversos trabalhos tém relatado o uso de sistemas antimicrobianos
baseados em AgNPs para a desinfeccdo eficiente de efluentes. Raota et al. (2019), por
exemplo, desenvolveram pellets de quitosana incorporando AgNPs sintetizadas a partir de
extrato de bagaco de uva, os quais alcangaram uma reducao de 47% nos coliformes totais
ap6s 60 min de tratamento. De forma semelhante, Zarpelon et al. (2016) demonstraram que
filmes finos de poli(cloridrato de alilamina) (PAH) e poli(acido acrilico) (PLA) contendo
AgNPs reduziram em 90% a contagem de Escherichia coli (E. coli) apds 360 min, percentual
que se elevou para 93% em um segundo ciclo de tratamento devido a maior lixiviagdo de
prata para o efluente industrial. Além disso, Lovatel et al. (2020) observaram uma redugado de
98,5% na contagem de coliformes totais em apenas 90 min de tratamento de outro efluente

industrial, utilizando um sistema hibrido constituido por montmorilonita, alginato ¢ AgNPs.
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Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar como as AgNPs interagem
com membranas bacterianas, incluindo: (1) a ruptura da integridade da membrana (Bruna et
al., 2021); (2) a penetragdo intracelular, seguida da (3) geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e da inibi¢do das enzimas (Saleh et al., 2020); e a (4) liberagao de ions Ag”,
que interferem no metabolismo celular e na replicacdo do acido desoxirribonucleico (ADN)
(Sun et al., 2020; Sukla et al., 2021). No entanto, os mecanismos exatos pelos quais essas
NPs atuam sobre os micro-organismos ainda nao estdo completamente elucidados, o que
reforca a necessidade de investigagdes adicionais (Kumar-Krishnan et al., 2015).

Tradicionalmente, as NPs sdo sintetizadas por métodos fisicos e quimicos
convencionais que, embora eficazes, envolvem o uso de reagentes toxicos e de solventes
nocivos ao meio ambiente (Galatage et al., 2021). Com o intuito de mitigar esses impactos, o
interesse pela sintese verde, utilizando extratos de biomassas de origem vegetal, como folhas
(Ajith et al., 2019), flores (Chidambaram, 2014; Surya, 2016; Padalia et al., 2015) e frutos
(Jayaprakash et al., 2017), tem crescido significativamente nestes ultimos 10 anos,
configurando-se como uma alternativa promissora e ambientalmente sustentavel. No entanto,
a producao de NPs, em especial das AgNPs, por meio de rotas verdes ainda enfrenta desafios
técnicos, como a tendéncia a aglomeracdo das particulas em suspensdo e a degradagcdo dos
compostos bioativos presentes nos extratos utilizados (Kumar-Krishnan et al., 2015).

Para superar essas limitagdes, diversos estudos tém explorado a imobilizacdo de
AgNPs em matrizes poliméricas, como polivinilpirrolidona (PVP), polivinil &lcool (PVA) e
PLA (Velgosova et al.,, 2022; Kumar-Krishnan et al., 2015). Contudo, a busca por
alternativas mais ecologicas tem direcionado o foco para biopolimeros, como a celulose
(Ahmad, 2021), o alginato (Belattmania, 2018) e, especialmente, a quitosana. Obtida de
crustaceos, insetos ou fungos, a quitosana destaca-se por suas propriedades biodegradaveis,

biocompativeis e antimicrobianas (Bakshi et al., 2020; Khubiev et al., 2023), além de ser um
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dos biopolimeros mais abundantes no planeta. Neste sentido, materiais desenvolvidos a partir
desse biopolimero tém demonstrado excelente atividade antibacteriana contra cepas Gram-
positivas e Gram-negativas, atingindo taxas de remo¢do microbiana superiores a 80%. Esse
potencial foi evidenciado, por exemplo, no estudo de Marin-Silva et al. (2023) que relataram
a eliminacdo de 79% de Staphylococcus aureus (S. aureus) e 90% de E. coli em um ensaio
bactericida, apos a incorporagao de NPs de cobre (CuNPs) em uma matriz de quitosana.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar AgNPs verdes a
partir do extrato de flores de Manacé-da-Serra (Pleroma sellowianum), uma espécie tipica do
bioma da Mata Atlantica, e posteriormente incorpora-las em uma matriz polimérica
biodegradavel de quitosana para a produgdo de compoésitos com propriedades bactericidas
voltadas a desinfec¢ao de efluentes industriais. At¢é o momento, ndo ha relatos na literatura
sobre a utilizacdo desta planta na sintese de AgNPs, o que evidencia a originalidade e a
relevancia cientifica do presente estudo.

A proposta de inovagdo na desinfeccdo de dguas residuais aqui apresentada vai além
da mera otimizagdao de processos, ao integrar solucdes sustentaveis alinhadas aos principios
da economia circular e a preservacdo ambiental. Ao combinar tecnologia verde e abordagens
aplicadas, este trabalho buscou ndo apenas contribuir para a mitigagdo dos impactos
ambientais, mas também oferecer alternativas viaveis para o reaproveitamento de efluentes,
em consonancia com os desafios contemporaneos relacionados a sustentabilidade e com o
Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) n® 6 da Organizacdo das Nagdes Unidas
(ONU), que visa assegurar a disponibilidade e a gestdo sustentavel da 4gua e saneamento

para todos.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar um composito constituido por uma matriz biodegradavel

de quitosana e AgNPs verdes, com o objetivo de aplica-lo posteriormente na desinfeccao de

efluentes industriais.

1.1.2. Objetivos especificos

Para que o objetivo geral desse trabalho seja alcangado, delinearam-se os seguintes

objetivos especificos:

a)

b)

d)

g)

h)

sintetizar AgNPs a partir do extrato de flores de Manaca-da-Serra (Pleroma
sellowianum), utilizando uma abordagem de sintese verde;

definir os parametros experimentais, como pH do meio reacional, temperatura e
concentracdo do sal de prata e do extrato de flores de Manacéa-da-Serra na sintese
das AgNPs;

caracterizar as AgNPs obtidas por meio das técnicas de espectroscopia de
absorcdo na regido de ultravioleta e visivel (UV-Vis), potencial zeta (PZ) e
microscopia eletronica de transmissdo (MET);

determinar a atividade antimicrobiana das AgNPs e dos compdsitos frente a cepas
bacterianas de E. coli e S. aureus;

preparar compoésitos a base de quitosana e AgNPs, e aplica-los no processo de
desinfec¢ao de efluentes industriais;

caracterizar os compdsitos obtidos quanto as suas propriedades morfologicas,
quimicas e térmicas, utilizando as técnicas de microscopia eletronica de varredura
por emissao de campo (MEV-FEG), espectroscopia por dispersao de energia
(EDS), espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) e analise termogravimétrica (TGA);

quantificar o teor total de prata no efluente industrial, antes e apds o processo de
desinfecc¢ao, por meio da técnica de espectroscopia de emissdo dptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES);

comparar os teores de prata lixiviados com os limites estabelecidos pela legislagao

ambiental brasileira vigente para o lancamento de efluentes.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Agua, saneamento e desenvolvimento sustentavel: um panorama atual

Atualmente, o planeta enfrenta uma série de mudangas climaticas que agravam ainda
mais os problemas ja existentes relacionados a agua. A escassez hidrica, antes restrita a
regides aridas, tornou-se uma realidade global, afetando inclusive areas historicamente
abundantes em recursos hidricos, como ilustrado na Figura 1. Paralelamente, a demanda por
agua tem aumentado de forma exponencial, impulsionada pelo crescimento populacional,

pela intensificacdo das atividades agropecudrias e pelo avango industrial (ONU, 2024).
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Figura 1. Cartografia da escassez hidrica no mundo entre 1981 e 2010 (adaptado de Le Monde, 2015)

Os niimeros mais recentes da ONU revelam a dimensao da crise (Figura 2). Em 2022,

aproximadamente 2,2 bilhdes de pessoas ainda ndo tinham acesso seguro a agua potavel, das
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quais 703 milhdes careciam até mesmo de um servico basico de abastecimento. Além disso,
3,5 bilhdes de pessoas ndo dispunham de saneamento seguro, sendo que 1,5 bilhdo vivia sem
acesso a servigos basicos. No que diz respeito a higiene, 2 bilhdes de pessoas ndo possuiam
instalagdes adequadas para lavar as maos, e¢ 653 milhdes estavam completamente
desassistidas nesse aspecto (ONU, 2024). ProjecOes mais recentes apontam que, se as
tendéncias atuais persistirem, cerca de 785 milhdes de pessoas ainda estardo sem acesso

basico a dgua potavel até 2030 (ONU, 2024).

I 2.4 BILLION PEOPLE

smmmmeme INEIN e

(WATER-STRESSED |
SAFE DRINKING WATER,

SANITATION ANG HYGIENE
e S71LL 0UT OF REACH ESSes
FOR BILLIONS e

" 2022 WETLANDS HAVE
' DECLINED Bili[H b bji]
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Figura 2. Extrato do ultimo relatério mundial das Na¢des Unidas sobre a gestdo da dgua no mundo

em 2024 (adaptado de ONU, 2024)

Diante desse cenario alarmante, a ONU incorporou o acesso a agua potavel e ao
saneamento como prioridade da Agenda 2030, por meio do ODS n° 6. Esse objetivo ndo se
limita apenas a ampliagdo do fornecimento de dgua de qualidade, mas também contempla a
gestao sustentavel dos recursos hidricos e das 4guas residuais. Entre suas metas, destaca-se a

necessidade de melhorar substancialmente a qualidade da agua até¢ 2030, reduzindo a
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poluicao, eliminando o despejo inadequado e controlando o langamento de produtos quimicos
perigosos. Além disso, busca-se reduzir a metade a proporcao de dguas residuais ndo tratadas,
ao mesmo tempo em que se promove a reciclagem e o reuso seguro da d4gua em todo o mundo
(ONU, 2024).

Considerando tais diretrizes, a 4gua se consolida ndo apenas como um recurso vital,
mas também como um tema de relevancia global, com implicagdes sociais, econdmicas e
ambientais. O uso indiscriminado e o tratamento inadequado das dguas residuais (Figura 3)
intensificam os cendrios de escassez e contaminag¢do, exigindo avancos em politicas publicas
e solucdes tecnologicas voltadas a preservagdo dos recursos hidricos. Nesse contexto, o
tratamento eficiente de efluentes, especialmente os industriais, configura-se como uma
medida essencial para assegurar a seguranca hidrica e fomentar a justica ambiental, uma vez
que esse setor responde por um consumo expressivo de dgua e pela geracdo de residuos
liquidos que representam mais de 16% das aguas residuais produzidas atualmente (Darweesh

et al., 2021).

Only 56% Of Global Wastewater
Was Treated Safely in 2020

Share of global wastewater flow safely treated by region

Morthern America S
o
Aurstralia and Mew Zealand T9%
Eastern and .
South-Eastern Asia 655%
Waestern Asia and ==
wors
Latin Amwerica and 41% Vi
the Caribbean =z |

Sub-Saharan Africa 28%
o o I
Southern Asia

WHO. Unicel, UN-\Water
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Figura 3. Levantamento global sobre o tratamento inadequado de aguas residuais e a contribui¢do da

atividade industrial na geragdo desses efluentes (adaptado de Fleck, 2023 e Darweesh et al., 2021)
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2.2. Etapas do tratamento de efluentes

Os efluentes podem ser classificados, de forma geral, em duas categorias principais:

domésticos e industriais. Os efluentes domésticos originam-se de residéncias, edificios e

estabelecimentos comerciais, enquanto os industriais sao provenientes de atividades agricolas

e fabris.

Estes ultimos apresentam composi¢ao fisico-quimica e biologica variavel,

dependendo dos insumos utilizados e das particularidades dos processos envolvidos (Crini e

Lichtfouse, 2019).

O tratamento adequado de efluentes industriais € essencial antes de seu descarte ou

reuso, ¢ geralmente segue um ciclo composto por quatro etapas principais (Moulin et al.,

2013):

a)

b)

d)

tratamento preliminar: visa a remocao de solidos grosseiros, areia, 6leos e graxas,
prevenindo danos aos equipamentos e obstrugdes nas etapas subsequentes por
meio de processos como gradeamento, desarenagdo e desengorduramento. Estima-
se que até um terco da carga poluente possa ser removida nesta fase;

tratamento primdrio: utiliza agentes de floculagcdo e coagulacdo para aglutinar
particulas suspensas, que sdao removidas por decantacdo, filtracdo ou flotagdo.
Essa etapa reduz significativamente a turbidez do efluente e pode remover até
90% das particulas suspensas;

tratamento secunddrio: de natureza bioldgica, tem por objetivo eliminar a matéria
orginica dissolvida, utilizando microrganismos aerobios que degradam os
poluentes. Técnicas como lodos ativados, lagoas de estabilizagdo e biofiltros sdo
amplamente empregadas nessa etapa;

tratamento tercidrio: tem por objetivo a obten¢do de um efluente de alta qualidade
por meio da remog¢do de compostos nitrogenados, fosfatos, metais pesados,

substancias organicas e patogenos. Na etapa de desinfeccdo, especificamente, sao
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aplicadas técnicas como cloragdo, ozonizag¢ao e radiagdo ultravioleta (UV), que

garantem um efluente adequado ao reuso.

A Figura 4 ilustra cada uma das etapas de tratamento descritas acima. Além dessas
etapas, o gerenciamento do lodo gerado durante o tratamento, seja por descarte
supervisionado, reciclagem ou incineragdo, ¢ igualmente indispensavel, exigindo

planejamento técnico e ambiental (Moulin et al., 2013).

TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
| PRELIMINAR | PRIMARIO L SECUNDARIO | TERCIARIO |
‘ | “] | "
Gradeamento e Tanque de Bquﬂlizapﬂn Tratamento hiolﬂglco F||l[ﬂ¢ﬁo e
e sedimentagdo aerobico e sedimentagdo desinfeccdo
sedimentacdo el G AGUA DE
EFLUENTE pIA
T = p
Gradeadose ) Retorno do J, o
areia 30"1‘105 lodo ativado Excesso \l Efluente
sedimentada organicose

delodo Material soldvel ndo
ativado removido nas etapas
anteriores

Inorganicos

Figura 4. Etapas do processo de tratamento de efluentes industriais (adaptado de Jaskulski, 2022)

2.2.1. Tratamento terciario de efluentes

A desinfec¢do representa a etapa final no tratamento de 4guas residudrias, sendo
fundamental para a prote¢do da satde humana e ambiental. A presenca de microrganismos
patogénicos, frequentemente monitorados por meio da contagem de coliformes fecais e totais,
constitui um dos principais desafios para garantir a reutilizagdo segura da dgua tratada (Amin
et al., 2013; Collivignarelli et al., 2017).

Apds o tratamento secundario, a desinfec¢do visa inativar ou eliminar agentes
patogénicos por meio de processos fisicos ou quimicos. Os mecanismos incluem a destrui¢do

da estrutura celular, a inibi¢cao de enzimas essenciais ao metabolismo e alteragdes no material
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genético. Um desinfetante ideal deve ser eficaz na eliminagdo de patdogenos, sem representar
riscos a saude humana ou ao meio ambiente. Além disso, deve ser estavel e de facil deteccao
e quantificacdo (Crini e Lichtfouse, 2019; Moulin et al., 2013).

Atualmente, diversas técnicas sdo empregadas nesse contexto, podendo ser
classificadas como quimicas (cloro, didoxido de cloro e 0zonio) ou fisicas (radiagao UV), cada

uma com vantagens e limitagdes especificas.

2.2.1.1. Cloracao

A cloragdo continua sendo o método de desinfec¢ao mais amplamente utilizado, tanto
no tratamento de dgua potavel quanto de efluentes industriais. Sua acdo desinfetante decorre
do forte poder oxidante do hipoclorito (OCI"), que penetra nas células bacterianas e reage
com enzimas essenciais ao metabolismo microbiano. A eficacia desse processo ¢ comprovada
contra uma ampla variedade de bactérias, incluindo E. coli e S. aureus (Collivignarelli et al.,
2017).

Apesar de sua eficacia, a cloragdo apresenta limitagdes importantes. A reagdo entre o
cloro e compostos organicos presentes no efluente pode gerar subprodutos de desinfecgdo
mutagénicos e carcinogénicos, como os trihalometanos. Além disso, o processo € sensivel ao
pH do meio, o que influencia a forma predominante do cloro residual (&cido
hiplocloroso — HOCI, ou OCI") e, consequentemente, sua reatividade. A necessidade de uma
etapa de decloragdo apods o tratamento ¢ frequentemente indicada para minimizar impactos
ambientais e a sailde humana (Amin et al., 2013), tornando o processo ambientalmente e

economicamente insustentavel.

2.2.1.2. Dioxido de cloro
O dioxido de cloro (ClO2) € considerado uma alternativa eficaz ao cloro, destacando-
se por seu elevado poder oxidante e acdo germicida eficiente em amplas faixas de pH. Sua
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acdo ocorre por meio da oxidagao de componentes celulares, sem a formagao de HOCI, sendo
particularmente eficaz na inativacao de enzimas essenciais a sobrevivéncia microbiana (Amin
et al., 2013; Collivignarelli et al., 2017).

Em comparagcdo com o cloro, o ClO> apresenta a vantagem de nao gerar
trihalometanos, sendo, portanto, considerado mais seguro do ponto de vista toxicologico.
Entretanto, seu uso pode levar a formagdo de subprodutos como clorito (ClO2") e clorato
(CIO37), que também requerem monitoramento. Além disso, os custos operacionais sao mais
elevados, podendo haver aumento na concentragdo de solidos no efluente tratado. Ainda
assim, a rapida degrada¢do do ClO; reduz o risco de impactos ambientais persistentes

(Collivignarelli et al., 2017).

2.2.1.3. Ozonizagao

A ozonizacdo ¢ amplamente empregada nos Estados Unidos e nos paises membros da
Unido FEuropeia, destacando-se pelo seu elevado poder oxidante e competitividade
econdmica. O ozonio (O3) atua de forma eficiente contra virus, bactérias e protozodrios,
promovendo a ruptura da parede celular e a destruigdo do material genético dos
microrganismos em curtos intervalos de tempo (Collivignarelli et al., 2017).

Entre suas principais vantagens estdo a auséncia de formacdo de compostos
organoclorados, a manutencdo da eficiéncia mesmo na presen¢a de amonia (NH3) e o fato de
ndo aumentar a carga de solidos dissolvidos. Por outro lado, a tecnologia apresenta
desvantagens, como alto consumo energético, elevado custo de implanta¢do e a potencial
formagdo de subprodutos téxicos que podem impactar a biota aquética. Além disso, a alta
instabilidade do Os limita sua agdo residual, exigindo um controle rigoroso durante a

aplica¢do (Amin et al., 2013).
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2.2.1.4. Radiaciao UV

A radiagdo UV representa uma alternativa fisica a desinfec¢do quimica, destacando-se
pela capacidade de inativar microrganismos por meio da danificacdo de acidos nucleicos
(ADN, e ribonucleico — ARN), impedindo a replicacdo celular. O processo consiste na
exposi¢ao da agua a radiagdo UV, geralmente emitida por lampadas de vapor de mercurio,
sem a introdugdo de substancias externas no efluente (Collivignarelli et al., 2017).

Entre seus principais beneficios, destacam-se a auséncia de formacao de subprodutos
toxicos, a eliminagdo da necessidade de transporte e armazenamento de agentes quimicos,
além do curto tempo de contato requerido para a acdo germicida. Entretanto, a eficacia do
método pode ser comprometida em &4guas com alta turbidez, presenca de sélidos em
suspensdo ou matéria organica dissolvida. Adicionalmente, o sistema demanda consumo
consideravel de energia elétrica e exige rigorosas medidas de seguranga ocupacional, devido
ao potencial carcinogénico da radiagdo UV sobre a pele e os olhos em caso de exposi¢dao
direta (Collivignarelli et al., 2017).

Apesar da eficicia desses métodos, suas limitagdes, tais como a formacdo de
subprodutos toxicos, os elevados custos operacionais e as restricdes ambientais, evidenciam a
necessidade de desenvolver alternativas mais seguras e sustentdveis, dentre as quais podem
ser citados os compositos poliméricos funcionalizados com NPs metélicas. Esses materiais
apresentam potencial para atuar de forma complementar as abordagens tradicionais, o que
pode favorecer o aprimoramento dos métodos de desinfec¢do de efluentes ja existentes
(Yaqoob et al., 2020).

A Figura 5 ilustra, de forma esquematica, os principais métodos fisicos e quimicos
tradicionalmente aplicados no tratamento terciario de efluentes e que foram abordados nesta

secao.
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Figura 5. Métodos fisicos e quimicos aplicados no tratamento terciario de efluentes (adaptado de

Idiclo2, Pacific Water Technology, Method Statement HQ e Science Learning Hub, 2024)

2.2.1.5. Compositos poliméricos funcionalizados com nanoparticulas metalicas

Compositos poliméricos sdo materiais formados por uma matriz polimérica (natural,
sintética ou hibrida) associada a uma fase dispersa, que pode incluir cargas inorgénicas, fibras
ou, mais recentemente, NPs metalicas (Reinhart, 1998).

A funcionalizagdo com AgNPs, CuNPs e 6xidos metalicos (como ZnO, TiO2 e CuO),
confere ao composito propriedades antimicrobianas, demonstrando excelente desempenho na
inativacao de microrganismos patogénicos (Volova et al., 2017), cataliticas, na degradacao de
poluentes orgénicos recalcitrantes e, também, adsorventes, na remocdo de metais pesados
(Chandra et al., 2020). Isso torna esses compdsitos particularmente interessantes para
aplicagdes biomédicas e ambientais (Xu et al., 2018; Zhao et al., 2015; Chandra et al., 2020;
Saheed et al., 2021).

A escolha do polimero como matriz, portanto, influencia diretamente a estabilidade e

o desempenho de compositos dessa natureza (Andrew et al., 2019). Nesse contexto, aqueles a
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base de alginato, celulose, PLA e quitosana t€ém sido amplamente investigados (Figura 6),
uma vez que derivam de fontes naturais e apresentam baixa pegada de carbono associada a
sua producao (Azmana et al., 2021). Estes Gltimos, ainda, se destacam pela diversidade de

aplicacoes e pela capacidade de formar filmes e hidrogeis (Khubiev et al., 2023).
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Figura 6. Grafico da evolu¢do do niimero de publicacdes em func¢do do biopolimero utilizado como

matriz de imobilizacdo (adaptado de Diaz-Montes e Castro-Mufioz, 2021)

No campo do desenvolvimento de compdsitos poliméricos com ac¢ao antimicrobiana,
ha um crescente interesse e esforco da comunidade cientifica na funcionalizagdo de matrizes
poliméricas com NPs, dada sua reconhecida capacidade de inibir microrganismos. Kadam et
al. (2019), por exemplo, prepararam compoésitos de quitosana e AgNPs e demostraram sua
eficacia contra cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas. De modo semelhante,
Marin-Silva et al. (2023) verificaram que a adigdo de CuNPs a mesma matriz resultou em
compositos capazes de inativar microrganismos patogénicos, com taxas de remocgao
superiores a 80% para todas as cepas testadas (Gram-positiva: S. aureus; Gram-negativas:

Salmonella spp e E. coli).
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Esses resultados evidenciam o potencial da quitosana como material suporte para NPs
com atividade bactericida, embora ainda sejam necessarios avancos nos métodos de sintese,
bem como uma compreensao mais aprofundada dos mecanismos de a¢ao envolvidos. Tais
caracteristicas, aliadas a reconhecida biocompatibilidade da quitosana e ao seu amplo

potencial de aplicagcdo em sistemas funcionais, justificam sua escolha como polimero base no

composito funcionalizado que sera desenvolvido neste trabalho de mestrado.

2.3. Quitosana

A quitosana ¢ um biopolimero linear comumente obtido a partir da desacetilagao
alcalina da quitina, principal constituinte do exoesqueleto de crustaceos e da parede celular de
determinados fungos (Figura 7). E considerada o segundo polissacarideo mais abundante do
planeta, ficando atrds apenas da celulose (Azmana et al., 2021; Bakshi et al., 2020; Khubiev

et al., 2023).

Sources and
applications
of chitosan

Wound healing Cosmetics

Figura 7. Principais fontes da quitosana e suas aplica¢des (adaptado de Xie et al., 2024)
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Além da desacetilagdo, a quitosana também pode ser obtida por meio de rotas
enzimaticas ou fermentacao microbiana (Kou et al., 2021). A primeira rota, realizada com
hidroxido de s6dio (NaOH) em altas temperaturas, € a mais amplamente empregada, embora
esteja associada a impactos ambientais relevantes, como o consumo elevado de reagentes
quimicos e a geracdo de residuos alcalinos. A via enzimatica, por sua vez, ¢ mais seletiva e
ambientalmente amigavel, mas apresenta custos elevados e baixos rendimentos. Ja a
fermentacdo microbiana, que utiliza microrganismos como Streptomyces ou Bacillus, surge
como uma alternativa promissora, embora ainda enfrente desafios relacionados a
escalabilidade e viabilidade economica (Azmana et al., 2021; Khubiev et al., 2023).

Sua estrutura quimica ¢ composta por unidades de N-acetil-D-glicosamina e
D-glicosamina unidas por liga¢cdes B-(1—4), nas quais os grupos funcionais amino (NH3)
substituem os grupos funcionais hidroxila (OH) no carbono 2 da celulose, o que lhe confere
alta reatividade (Figura 8). Entre suas principais vantagens estdo a biodegradabilidade e

auséncia de toxicidade (Elmehbad e Mohamed., 2020).
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Quitosana Celulose
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Figura 8. Estrutura quimica da (a) quitosana e da (b) celulose (adaptado de Assis e Silva, 2003)

As propriedades fisico-quimicas da quitosana sdo influenciadas por sua massa molar
(MM) e grau de desacetilacao (GD). A MM (de 50 a 2000 kDa) afeta a viscosidade,
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elasticidade, solubilidade e bioatividade, enquanto o GD impacta a solubilidade e a atividade
antimicrobiana (Bakshi et al., 2019). Além de sua versatilidade estrutural, a quitosana possui
reconhecida atividade antimicrobiana, atuando contra bactérias Gram-positivas ¢ Gram-
negativas, fungos e leveduras (Sun et al., 2020). Entre os principais mecanismos de agao
(Figura 9), destacam-se:

- aruptura da membrana celular bacteriana por interacao eletrostatica (1);

- a quelatacdo de nutrientes essenciais como calcio e ferro (2);

- a interferéncia na expressao génica (3);

- ¢ a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), levando a morte celular (4)

(Azmana et al., 2021; Bakshi et al., 2020).
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Figura 9. Principais mecanismos de agdo da quitosana contra bactérias (adaptado de Khubiev et al.,

2023)
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Em geral, a funcionalizagio com NPs metalicas promove o aumento da area
superficial e da razdo de aspecto (Figura 10), resultando em compdsitos mais eficientes e
estruturalmente estaveis (Azmana et al.,, 2021). Apesar de apresentarem desempenho
mecanico ligeiramente inferior ao de compdsitos convencionais, os materiais a base de
quitosana oferecem vantagens no que se refere a conformagdo tridimensional e a interacao
com espécies contaminantes em solucao (Bakshi et al., 2020). No entanto, por ser soluvel em
meio acido, a quitosana requer a adi¢ao de agentes reticulantes, tais como o glutaraldeido, o
glioxal, a benzoquinona, a ciclodextrina ou o acido nitriloacético, com o objetivo de conferir
maior estabilidade estrutural aos compositos, especialmente em aplicagdes voltadas ao

tratamento de efluentes industriais e domésticos (Saheed et al., 2021).
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Figura 10. Compositos funcionalizados de quitosana (adaptado de Azmana et al., 2021)

Ainda que importantes avangos tenham sido alcancados na pesquisa e no
desenvolvimento desses materiais, alguns desafios ainda precisam ser superados para sua

ampla aplicacdo em escala industrial. Entre eles, destacam-se a necessidade de rotas de
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sintese mais ecoldgicas e escaldveis, a avaliacdo da toxicidade das NPs liberadas no meio

ambiente, além do estabelecimento de normas técnicas que regulamentem seu uso (Dawadi et

al., 2021).

2.3.1. Agente de reticulagao: o glutaraldeido

O glutaraldeido (CsHgO2) ¢ um dialdeido alifatico amplamente empregado como
agente de reticulacdo em sistemas poliméricos (Figura 11). Sua elevada solubilidade em
agua e em diversos solventes organicos contribui para sua versatilidade em multiplas
aplicacdes. Apesar de sua reconhecida eficacia, especialmente por apresentar propriedades
antibacterianas, o uso do glutaraldeido ¢ limitado por sua alta toxicidade, o que suscita
preocupacdes quanto a seguranca ambiental e ocupacional. Ainda assim, permanece
amplamente adotado nas areas médica e biotecnoldgica, devido a sua capacidade de

promover reticulagdo eficiente e duravel em biopolimeros (Amamou et al., 2023).

O O

H)J\/\/LLH

Figura 11. Estrutura quimica do glutaraldeido (adaptado de Sigma-Aldrich, 2025)

O processo de reticulagdo ocorre por meio de reacdes entre os grupos funcionais OH e
NH». No caso especifico da quitosana, a reagdao de reticulagdo envolve a interagdo entre os
grupos funcionais carbonila (C=0) do glutaraldeido e os grupos funcionais NH> do
biopolimero, formando ligacdes de nitrogénio entre as cadeias poliméricas. Esse mecanismo
resulta em uma estrutura tridimensional reticulada, conforme ilustrado na Figura 12. Ao

introduzir interconexdes entre as macromoléculas de quitosana, a reticulacdo reduz a
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mobilidade das cadeias poliméricas, o que aumenta a estabilidade quimica, a resisténcia

mecanica e a durabilidade do material.

Chitosan chains Chitosan chains after reticulation
R=HorAc R=HorAc

Figura 12. Reticulacao da quitosana pelo glutaraldeido (adaptado de Amamou et al., 2023)

2.4. Nanoparticulas de prata (AgNPs)

2.4.1. Generalidades

As NPs metalicas, especialmente as AgNPs, tém ganhado destaque em diversas areas,
tais como a biomédica e a de saneamento ambiental, voltada ao tratamento de efluentes
industriais (Berni Neto, 2010; Eltz et al., 2018). Quando funcionalizadas quimicamente e
incorporadas em matrizes poliméricas como alginato e quitosana, as AgNPs demonstram alta
capacidade de inativar microrganismos, incluindo cepas multirresistentes a antibidticos,
devido a sua elevada area superficial, estabilidade quimica e atividade catalitica.

Essa atividade antimicrobiana, amplamente documentada na literatura, tem sido
explorada com sucesso na remocdo de diferentes microrganismos da agua. Lu et al. (2016),
por exemplo, observaram que filtros ceramicos revestidos com AgNPs, por imersdo ou

pintura, alcancaram taxas de remocao de E. coli entre 97,8 e 100%, além de prevenirem a
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formacdo de bioincrustacdes, especialmente em sistemas de tratamento descentralizados
(Figura 13). De forma complementar, Sartori et al. (2022) observaram que hibridos de
quitosana com AgNPs promoveram uma redugdo significativa de coliformes fecais, sendo
que, ap6s 60 min de tratamento de um efluente industrial, ndo foi mais possivel detectar a

bactéria.

Live bacteria in

Blotter paper containing
silver nanoparticles

N 4 Dead bacteria out

Figura 13. Sistema de tratamento descentralizado de efluentes industriais com AgNPs (adaptado de

Luetal., 2016)

Os resultados promissores obtidos com o uso de AgNPs em sistemas de tratamento de
agua refletem seus multiplos mecanismos de a¢do antimicrobiana, que serdo detalhados a
seguir. Entretanto, devido a seu potencial toxico, sdo necessarias avaliagdes rigorosas quanto

a seguranga e aos impactos ambientais envolvidos (Bruna et al., 2021).

2.4.2. Mecanismos de acio antimicrobiana das AgNPs
Embora os mecanismos de acdo das AgNPs ainda estejam sob investigacdo, diversas

hipoteses tém sido propostas para explicar sua atividade antimicrobiana (Figura 14). Uma
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delas sugere que as NPs aderem a membrana celular bacteriana, aumentando sua
permeabilidade e causando extravasamento do conteudo intracelular, o que resulta em morte
celular (Bruna et al., 2021). Outra hipotese propde que as AgNPs penetram no interior da
célula, interagindo com proteinas e acidos nucleicos, comprometendo o metabolismo celular.
Além disso, a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS) também ¢ apontada como um

mecanismo central, promovendo estresse oxidativo e danos ao ADN (Saleh, 2020).
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Figura 14. Mecanismos antibacterianos das AgNPs: (1) adesdo a membrana, (2) penetracao na célula
e no nucleo, (3) toxicidade celular e geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e (4) interagdo

com o ADN e consequentes danos genéticos (adaptado de Dawadi et al., 2021)

Adicionalmente, acredita-se que a liberagdo de ions Ag" pelas NPs desempenhe papel
fundamental nesse processo. Esses ions interagem com grupos sulfidrila de enzimas
respiratdrias, inibem processos metabdlicos e aumentam a toxicidade celular (Shukla et al.,
2021; Sun et al.,, 2020). A eficacia antimicrobiana estd diretamente relacionada a
propriedades fisico-quimicas como tamanho, carga superficial e estabilidade das NPs, sendo
que particulas menores e positivamente carregadas tendem a apresentar maior eficacia

(Kumar-Krishnan et al., 2015).
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O uso de AgNPs no tratamento de efluentes tem sido amplamente investigado em
razdo de suas propriedades antimicrobianas e de adsor¢do (Ganguly et al., 2021), que
possibilitam a inativagdo de uma variedade de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e
virus, além da remocao de outros contaminantes como corantes (Palani et al., 2023). Sua
elevada razdo superficie/volume favorece interacdes eficientes com diferentes poluentes,
tornando-as promissoras para aplicagdes em sistemas de desinfeccdo sustentaveis, como
membranas funcionalizadas e compoésitos poliméricos.

Apesar desse potencial, a liberacdo ndo controlada de AgNPs no ambiente aquatico
pode resultar em efeitos toxicos para organismos vivos, comprometendo a biota e a qualidade
dos corpos hidricos receptores. Estudos relatam que essas NPs podem inibir o crescimento e
o desenvolvimento de plantas aquaticas, causar danos teciduais, induzir estresse oxidativo,
genotoxicidade e toxicidade reprodutiva (Khan et al., 2022). Além disso, a exposi¢do
prolongada pode resultar em bioacumulagdo, persisténcia ambiental e at¢é mesmo no
surgimento de resisténcia bacteriana. Outro desafio diz respeito a aplicagdo em larga escala,
ainda limitada por custos de producdo e pela necessidade de estratégias eficazes de
recuperagdo ou imobilizagdo dessas NPs.

Portanto, ¢ fundamental desenvolver abordagens capazes de assegurar
simultaneamente a efic4cia antimicrobiana das AgNPs e a mitiga¢do dos riscos ambientais e
operacionais associados ao seu uso. Em sintese, embora promissoras, as AgNPs demandam
estratégias integradas que viabilizem sua aplicacdo de forma segura e sustentavel.

Diante de sua ampla aplicabilidade e das propriedades funcionais desejaveis, diversas
metodologias tém sido desenvolvidas para a sintese de AgNPs, variando desde abordagens
convencionais até rotas verdes, que buscam minimizar impactos ambientais e eliminar o uso

de reagentes toxicos. Estas ultimas tém se destacado como alternativas promissoras na
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producao sustentavel de nanomateriais (Alharbi et al., 2022; Dawadi et al., 2021; Bruna et al.,

2021; Saleh, 2020).

2.4.3. Sintese convencional e verde de AgNPs

As AgNPs podem ser sintetizadas por meio de diferentes métodos fisico-quimicos
(Figura 15), geralmente classificados em duas abordagens principais: top-down e bottom-up
(Saleh, 2020). A abordagem fop-down consiste na fragmentacao de materiais maiores até a
escala nanométrica. Embora possa resultar em particulas puras e com boa estabilidade, essa

técnica apresenta custos operacionais elevados e demanda significativa de energia (Bruna et

al., 2021).
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Figura 15. Métodos fisico-quimicos utilizados na sintese de AgNPs (adaptado de Naganthran et al.,
2022)

Por outro lado, a abordagem bottom-up parte da redugdo de precursores metalicos
para formar as NPs. Na sintese quimica convencional (Figura 16) sdo utilizados agentes
redutores, como boroidreto de s6dio (NaBH4) ou acido ascorbico (CsHsgOs), € estabilizantes
(como surfactantes) para controlar o crescimento e a forma das particulas. Esse tipo de
sintese geralmente resulta em NPs menores ¢ mais homogéneas (5-20 nm), com elevada
eficiéncia de conversao (>90%), mas com estabilidade coloidal moderada (—15 a —25 mV).
Entretanto, essa abordagem envolve o uso de reagentes toxicos e a geragao de residuos
nocivos ao meio ambiente, o que limita sua aplicacdo em contextos sustentaveis (Saleh, 2020;
Bruna et al., 2021; Kaiser et al., 2023).
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Figura 16. Sintese de AgNPs via rota quimica convencional (adaptado de Kaiser et al., 2023)

Como alternativa, a sintese biologica ou “verde” (Figura 17) tem sido amplamente

explorada por empregar agentes redutores e estabilizantes naturais, como extratos vegetais,

(3

fungos ou bactérias.

. Silver nitrate
extract solution plant
P (agnoy

Antioxidant Biosynthesis of Silver nanoparticles

Figura 17. Representacdo esquematica da sintese verde de AgNPs, evidenciando as principais
biomassas utilizados como fontes de agentes redutores e estabilizantes (adaptado de Cuong et al.,
2022).

Essa abordagem tende a produzir NPs maiores e mais polidispersas (20-80 nm,
podendo alcancar at¢ 100 nm), com rendimentos varidveis (60-85%) compardveis aos da
sintese quimica convencional, mas geralmente associada a maior estabilidade coloidal
(=25 a —40 mV), atribuida a presenga de metabolitos presentes nos extratos biologicos. Além
disso, apresenta baixo impacto ambiental, ¢ econdmica, sustentdvel e gera AgNPs com boa
biocompatibilidade (Alharbi et al., 2022; Dawadi et al., 2021; Bruna et al., 2021; Saleh, 2020,

Cuong et al., 2022).

44



Parametros como a concentra¢do do extrato utilizado, a temperatura e o pH do meio
reacional influenciam diretamente o tamanho, a morfologia e a estabilidade das AgNPs. De
modo geral, meios alcalinos e temperaturas moderadas favorecem a formagdo de NPs
menores € mais homogéneas, enquanto ambientes acidos tendem a produzir NPs maiores e
menos estaveis (Dawadi et al., 2021).

De acordo com Dawadi et al. (2021), tanto os métodos convencionais quanto oS
métodos verdes de sintese de AgNPs ainda apresentam algumas limitagdes, como o controle
preciso da morfologia das NPs e a mitigacdo dos possiveis efeitos toxicos associados a
exposicao prolongada, tanto em humanos quanto no meio ambiente. A Figura 18 resume
essas questdes, oferecendo uma visdo comparativa dos principais métodos de sintese, suas

respectivas aplicagdes e limitagdes.

Therapeutic agent, ' Antimicrobial activity, i.e.,
i.e., anticancer, antidiabetic, i antibacterial, antifungal,
antinflammatory antibiofilm

Chemical reduction using
sodium citrate, hydrazine,

., sodium borohydride,
§ N-dimethylformamide,
poly(ethylene glycol),
ascorbate
B . .y- . i
r A . b L . 3 :
) s
hen 1 ’ Ag NPs '
methods 3 & o
" . se ;

Sensors, i.e., Catalytic activity, i.e.,
surface enhanced raman Biomolecular degradation of dyes,
spectroscopy, colorimetric reduction using plant conversion of CO2 to CO
sensor, optical sensor extracts, bacteria,
fungi, biodegradable
polymers

Challenges in
size and shape controlled synthesis,
purification, and toxicity due to chemical
encapsulation and accumulation of Ag NPs
to human body cells and environment

Figura 18. Resumo comparativo dos métodos de sintese de AgNPs: aplicacdes, vantagens e desafios

(adaptado de Dawadi et al., 2021)
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3. MATERIAIS E METODOS

Esta se¢do descreve os materiais utilizados e os procedimentos metodologicos
adotados neste estudo, e que serviram de base para a obten¢do, o tratamento e a interpretagao

dos resultados.

3.1. Materiais

Diversos reagentes foram utilizados na caracterizacdo do extrato de flores de Manaca-
da-Serra, incluindo reagente de Folin-Ciocalteu 2N (Dindmica Quimica Contemporanea
Ltda), carbonato de calcio P.A. (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda), Tris (hidroximetil)
aminometano hidrocloreto (Tris-HCI) (>99,0%, Sigma-Aldrich), 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH, Sigma-Aldrich) e etanol 99% (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda).

Para a sintese verde das AgNPs foram utilizados nitrato de prata (AgNO3) (Sigma-
Aldrich) e 4gua deionizada, obtida por meio de um sistema Millipore Direct-Q 3 UV. A
atividade antimicrobiana dessas NPs foi avaliada contra cepas de E. coli (ATCC 25922) e
S. aureus (ATCC 25923). O cultivo bacteriano foi realizado em agar Miieller-Hinton
(K25-1058, Kasvi) e caldo Miieller-Hinton (K25-1214, Kasvi).

Na prepara¢ao dos compositos foram empregados quitosana (Sigma-Aldrich, de alta
massa molar) e glutaraldeido com agente reticulante (Dinamica Quimica Contemporanea

Ltda, 50% v/v).

3.2. Metodologia
Com o intuito de proporcionar uma visdo clara e organizada do percurso
experimental, elaborou-se um fluxograma esquemadtico (Figura 19) que sintetiza a

metodologia utilizada no desenvolvimento deste trabalho.

46



Coleta das flores de
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* Lavagem ¢ liofilizagho das flores
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*Filtragfo
* Ensaios preliminares
Sintese verde das AgNPs * Otimizagdo dos pardmetros: concentragdes

dos reagentes, pH, temperatura

* Compostos fendlicos: Folin-Ciocalteu
* Compostos antioxidantes: DPPH

Caracterizacho do extrato

« Estabilidade: PZ e espectroscopia de absorgao
molecular na regido do UV-Vis

* Tamanho e morfologia : MET
= Atividade bactericida

Caracterizacio das AgNPs

*Dissolugdo da quitosana em dcido acético
Incorporagio das AgNPs na *Mistura das AgNPs e da quitosana

quitosana *Adi¢ho do glutaraldeido (reticulante)
*Peletizagdo dos compésitos em NaOH
sAtividade bacteriostatica
C":ﬂ'm'.;: dos «Morfologia e composigdo: MEV-FEG e EDS
AINP " 'pﬁ HobRnn *Interagdes matri/AgNPs: FTIR

*Estabilidade térmica: TGA

*Tratamento do efluente com os compdsitos
AgNPs/quitosana e contagem das bactérias em
fungéio do tempo de tratamento
*Quantifica¢do da prata lixiviada : ICP-OES

Figura 19. Fluxograma esquematico da metodologia experimental adotada neste trabalho (o proprio

autor, 2025)

3.2.1. Coleta das flores de Manaca-da-Serra e preparacio do extrato

As flores utilizadas na sintese verde das AgNPs foram coletadas no campus-sede da
Universidade de Caxias do Sul (UCS), nas proximidades do restaurante universitario
(coordenadas geograficas 29.16264° S, 51.15098° O). No local, hd& um lago artificial

circundado por diversas arvores de Manacé-da-Serra (Figura 20), uma espécie endémica do
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bioma Mata Atlantica. Andlises botanicas posteriores confirmaram sua identificagdo como
Pleroma sellowianum (Cham.) P.J.F. Guim. & Michelang, pertencente a familia

Melastomataceae.

Figura 20. (a) Arvore de Manaca-da-Serra e (b) flores utilizadas na sintese verde das AgNPs (o
proprio autor, 2024)

Ap0s a coleta e identificagao, as flores foram cuidadosamente lavadas, primeiramente
com agua de torneira e, em seguida, com agua deionizada, a fim de remover sujidades
superficiais. Em seguida, foram congeladas a —20 °C e submetidas a liofilizagdo, visando a
secagem completa do material. A liofilizacdo foi escolhida como método de secagem, devido
a sua maior eficiéncia na preservagdo dos compostos bioativos essenciais para a sintese das
NPs (Vidinamo et al., 2020). Para assegurar uma desidratacdo ideal e a eliminacdo de
umidade residual, as flores permaneceram no liofilizador por 48 h. Ao término desse
processo, o material seco foi processado em um liquidificador até a obtencdo de um pd
homogéneo, o qual foi armazenado em dessecador até o momento da preparagao do extrato.

Para a obtengdo do primeiro extrato, o p6é obtido (5,0 g) foi misturado com agua

deionizada (100 mL), sob agitagdo magnética constante, e aquecido a 70 °C por 10 min. Essas
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condigdes iniciais foram definidas com base em uma revisao abrangente da literatura sobre a
preparacdo de extratos vegetais para a sintese de AgNPs (Alharbi et al., 2022; Mohammadi et
al., 2019; Padalia et al., 2015; Ajith et al., 2019, Ravichandran et al., 2019; Mariadoss et al.,
2019; Abbeasi et al., 2017). Ao término do procedimento, o extrato foi filtrado, acondicionado
em frasco &mbar e armazenado sob refrigeracdo até o momento de sua caracterizagdo (teor de
fenolicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu e atividade antioxidante pelo método de
DDPH), e de sua utilizacdo na sintese verde. A sequéncia experimental adotada, desde o

processamento das flores até a obtencdo do extrato, esté ilustrada na Figura 21.

Figura 21. Sequéncia experimental adotada desde o processamento das flores de Manaca-da-Serra até
a obtengdo do extrato: (1) triagem da flores e separagdo das pétalas; (2) lavagem das pétalas;
(3) liofilizagdo; (4) obtengdo do p6 a partir das flores secas; (5) extragdo com agua deionizada
(infusdo das flores); (6) filtracdo do extrato resultante; (7) extrato liquido obtido (o proéprio autor,

2024)

3.2.2. Caracterizacao do extrato
3.2.2.1. Avaliacao da atividade antioxidante (DPPH)
A atividade antioxidante do extrato foi avaliada por meio do ensaio com o radical

DPPH. Esse método tem por objetivo detectar a presenca de compostos antioxidantes no
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extrato e que sao fundamentais para a sintese verde das AgNPs. Durante o ensaio, os
compostos antioxidantes presentes no extrato reduzem o radical DPPH, causando uma
mudanca na coloragdo da solugdo, que passa de violeta para amarelo (Figura 22)

(Yamaguchi et al., 1998).

oYY
L H
O;NQN—*N + A-H - O:NQN_N + A"

NO,

LN/\ YELLOW

Figura 22. Reagao de reducdo do radical DPPH (adaptado de Ouaket et al., 2022)

PURPLE

O ensaio foi conduzido, segundo o protocolo descrito por Yamaguchi et al. (1998),
com adaptacdes. A cada tubo de ensaio foram adicionados 100 puL do extrato puro, 400 puL de
Tris-HCI (0,1 mol L', pH 7,0) € 500 pL de uma solugdo de DPPH a 0,5 mmol L!. A amostra
controle foi preparada substituindo o extrato por 4gua deionizada. Apds homogeneizagdo, as
amostras foram mantidas protegidas da luz por 20 min. Em seguida, a absorvancia foi medida
em um espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu, modelo UV-2600i) a 517 nm. A porcentagem
de inibi¢do foi calculada de acordo com a Equacido (1), onde Aconrole representa a

absorvancia da amostra controle € Aumosira @ da amostra contendo o extrato:

% 1n1b1(;e~10 = [(Acontrole *Aamostra) /Acontrole] x 100 (1)

3.2.2.2. Determinacio dos compostos fenolicos totais
O método de Folin-Ciocalteu foi empregado para quantificar o conteudo total de

compostos fendlicos presentes no extrato. Esse método baseia-se na capacidade dos
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compostos fendlicos de reduzir os ions Mo®" presentes no reagente de Folin-Ciocalteu
resultando na formagdo de complexos de coordenagdo de coloragcdo azul (Figura 23). A
intensidade da coloragao azul ¢ proporcional a concentracdo de compostos fendlicos no

extrato (Pires et al., 2017).

O._OH 0.0 O-©0
ﬂ. + 2Mo% — + 2Mo* + 2H*
HO OH HO OH O OH
OH OH O
Galic acid Coloration blue

Figura 23. Reacdo entre o acido galico (AG) e o reagente de Folin-Ciocalteu (adaptado de Pires et al.,

2017)

O contetdo total de compostos fendlicos foi determinado de acordo com um protocolo
adaptado de Singleton e Rossi (1965). Para a anélise, foram utilizados 150 pL. da amostra de
extrato, 750 pL do reagente de Folin-Ciocalteu a 10% e 600 puL de solucdo de carbonato de
sodio (Na2COs3) a 7,5%. A mistura reacional foi incubada em estufa a 55 °C por 5 min. A
quantificagdo foi realizada em espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu, modelo UV-2600i),
utilizando-se uma curva de calibragdo externa construida com concentragdes conhecidas de
AG (3,125 a 100 pg mL™"). As amostras foram analisadas em um comprimento de onda de
760 nm, sendo os resultados expressos em microgramas de equivalentes de AG por mililitro

(ug EAG mL™") de extrato.

3.2.3. Sintese verde das AgNPs
3.2.3.1. Ensaios preliminares
Para a primeira tentativa de sintese verde das AgNPs (Figura 24), 6,0 mL do extrato

obtido na “Sec¢ao 3.2.1.” foram adicionados separadamente a 40,0 mL de duas solugdes de
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AgNOs, com concentragdes de 1,0 mmol L™ e 1,0 mol L™!, respectivamente. As duas misturas
foram mantidas sob agitacdo magnética continua, a 25 °C, sem ajuste do pH do meio

reacional, at¢ a mudanca de coloracao para amarelo-amarronzado.

+ 4 —> o g — -
Mistura do extrato com o Solugdo de
solugdo de AgNO; Agitagdo AgNPs

Figura 24. Sintese verde das AgNPs usando o extrato de flores de Manaca-da-Serra (o proprio autor,

2024)

Além da mudancga de cor observada visualmente, a sintese foi igualmente monitorada
por espectroscopia UV-Vis. Essa técnica permite identificar a banda de absorgdo
caracteristica associada a ressonancia de plasmons de superficie das AgNPs, e que
geralmente estd situada entre 410 ¢ 430 nm (Alharbi et al., 2022). A presenca, a intensidade e
a posi¢ao dessa banda possibilitam acompanhar a evolucao da reagdo, confirmar a formacao

das AgNPs ao longo do processo e avaliar a estabilidade das NPs obtidas.

3.2.3.2. Ajuste dos parametros experimentais da sintese verde das AgNPs

Apos a definicdo das condigdes iniciais (6,0 mL de extrato para 40,0 mL de solugao
de AgNOs, a 25 °C, sem ajuste do pH, e sob agitagao magnética continua), foram conduzidos
experimentos adicionais com o objetivo de investigar a influéncia de outros parametros na
sintese verde das AgNPs. As varidveis avaliadas nesta etapa incluiram a temperatura, o pH do
meio reacional, e outras concentragdes de extrato e de sal de prata.

A influéncia da temperatura foi avaliada por meio da realizacdo de duas sinteses

adicionais, conduzidas a 35 e 50 °C. O limite superior de 50 °C foi definido com base em
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evidéncias da literatura (Vanlalveni et al., 2021; Mohammadi et al., 2019; Padalia et al.,
2015), a fim de evitar a degradagcdo de compostos fitoquimicos termossensiveis presentes no
extrato. A formagdo das AgNPs foi monitorada inicialmente pela variacdo da coloracdo da
solu¢do e posteriormente confirmada por espectroscopia UV-Vis.

Na etapa seguinte, avaliou-se o efeito do pH do meio reacional (Figura 25). Medicdes
iniciais do meio reacional indicaram um pH acido (entre 3,5-4,0). No entanto, considerando
que a maioria dos protocolos de sintese de AgNPs utiliza condi¢des basicas (pH entre 8,0 e
10,0) (Alharbi et al., 2022), foram realizados ensaios exploratorios variando esse pardmetro
entre 6,0 e 12,0. O ajuste do pH foi feito com uma solucio padrio de NaOH 1,0 mol L. Ao
término da sintese, as solu¢des foram analisadas por espectroscopia UV-Vis com o objetivo
de monitorar a formag¢do das AgNPs e avaliar a influéncia do pH na intensidade e largura da

banda de absor¢ao caracteristica dessas NPs.

(@) (b)

Figura 25. Sintese verde das AgNPs variando o pH do meio reacional de 6,0 a 12,0: (a) medicdo do

pH e (b) analise por espectroscopia UV-Vis (o proprio autor, 2024)

A influéncia da concentragdo do sal de prata também foi investigada, utilizando
solucdes de AgNO; a 1,0; 0,01; 0,05 e 0,001 mol L'!. Paralelamente, diferentes proporc¢des

entre o extrato e a solu¢do de AgNOs3 foram avaliadas. O extrato foi preparado considerando
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duas propor¢des distintas de biomassa: 5,0 g (condi¢ao da primeira extragdo) e 2,5 g de po,
ambas dispersas em 100 mL de agua deionizada. A concentragdo de sal de prata, bem como a
propor¢ao de extrato floral utilizada, foram igualmente definidas com base em procedimentos
previamente reportados na literatura (Alharbi et al., 2022; Mohammadi et al., 2019; Padalia et
al., 2015; Ajith et al., 2019; Ravichandran et al., 2019). Em todos os casos, as solu¢des foram
submetidas a agitacdo magnética, e posteriormente analisadas por espectroscopia UV-Vis.
Para facilitar a compreensdo dessa secdo, a Tabela 1 apresenta um resumo geral dos

experimentos conduzidos, com as respectivas variagdes dos parametros experimentais.

Tabela 1. Resumo dos testes de ajustes da sintese verde das AgNPs, variando temperatura, pH do

meio reacional, concentracao do sal de prata e do extrato de flores de Manaca-da-Serra

Sintese = Temperatura [Extrato] pH do meio reacional [AgNOs]
1,0 mmol L
0,01 mol L
o -1
1-4 25°C 5,0 g 100 mL 3,5-4,0 0,05 mol L
1,0 mol L™
1,0 mmol L
-1
5.8 25 °C 2,5 ¢ 100 mL" 3,5-4,0 0,01 mol L
0,05 mol L"!
1,0 mol L*!
6,0
7,0
8,0
9 25°C 2,5¢ 100 mL"! 9.0 0,01 mol L"!
10,0
11,0
12,0
10 35°C 2,5 g 100 mL"! 3,5-4,0 0,01 mol L™!
11 50 °C 2,5 g 100 mL"! 3,5-4,0 0,01 mol L™!
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3.2.4. Caracterizacao das AgNPs

3.2.4.1. Analises de MET

A morfologia, o tamanho e a dispersao das AgNPs sintetizadas sob diferentes
condi¢des de pH foram caracterizados por meio de andlise de MET. As amostras foram
avaliadas em trés niveis de pH: acido (4,0-5,0), neutro (7,0) e basico (12,0). Para o ajuste do
pH, as solugdes contendo AgNPs foram tratadas com HCI ou NaOH, seguidas de dilui¢ao em
agua deionizada (1 gota da solucao de AgNP em 20 mL) e posterior sonicagao por 30 min.
Uma gota da solugdo resultante foi entdo depositada sobre uma grade de cobre de 300 mesh
revestida com filme de Formvar e seca a temperatura ambiente por 48 h.

As imagens de MET foram obtidas em um microscopio de transmissdo FEI Morgagni
268D, operado com voltagem de aceleracao de 80 kV. O tamanho médio das particulas foi
determinado utilizando o software /mageJ, com base em medidas de aproximadamente

150 NPs individuais.

3.2.4.2. Medidas de PZ

A estabilidade coloidal das AgNPs sintetizadas foi avaliada por meio de medidas de
PZ utilizando um analisador Particle Metrix Stabino do Laboratorio de Materiais (LAMAT)
da UCS em uma faixa de pH de 3,0-12,0. Antes da analise, o pH das solugdes de AgNPs foi
ajustado com solu¢do de HCI 1,0 mol L. Todas as medidas foram realizadas a temperatura

ambiente, registrando-se 20 leituras em intervalos de 5 s para cada condi¢do de pH.

3.2.4.3. Avaliacao das propriedades antibacterianas

As propriedades antibacterianas das AgNPs foram avaliadas frente a cepas de E. coli

e S. aureus (Figura 26). Os testes foram realizados em meio liquido, com base nas diretrizes

55



da norma técnica CLSI-MO07, que orienta a padronizacdo de ensaios de suscetibilidade

antimicrobiana por diluicdo em caldo (Devanesan e AlSalhi, 2021).

Figura 26. Cepas de S. aureus utilizadas nos ensaios microbiologicos das AgNPs (o proprio autor,
2024)

Para o ensaio, as bactérias foram inoculadas em placas do tipo Falcon contendo caldo
Miieller-Hinton na concentragio de 1,0 x 10* unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC mL™). Em seguida, diferentes volumes (5, 15, 25, 50, 75 e 100 uL) da solugio de
AgNPs obtida em pH=3,5-4,0 (anteriormente esterilizada sob luz UV durante 8 h) foram
adicionados aos respectivos pogos, € as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h.

Devido a coloragdo intensa das AgNPs, que dificultava a observagdo direta da
turbidez do meio como indicativo de crescimento bacteriano, foi adotado um procedimento
complementar. Apods a incubagao inicial, uma aliquota do meio foi coletada com o auxilio de
uma swab estéril e transferida para placas de Petri contendo agar Miieller-Hinton. Essas
placas foram entdo incubadas a 37 °C por mais 24 h. A presenca ou auséncia de crescimento
bacteriano foi entdo avaliada visualmente e registrada por meio de fotografias digitais. O

procedimento completo esta representado na Figura 27.
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Figura 27. Visdo geral do procedimento adotado para os ensaios antimicrobianos em meio liquido

com as AgNPs (o proprio autor, 2024)

3.2.5. Incorporaciao das AgNPs na matriz de quitosana

As AgNPs sintetizadas nas condi¢gdes otimizadas (a 25 °C, pH = 12,0, utilizando
0,01 mol L' de AgNOs e extrato floral a 2,5 g 100 mL') foram incorporadas em uma matriz
biodegradavel de quitosana, com o objetivo de preparar um composito na forma de pellets. O
procedimento inicial consistiu na dissolucdo de 1,5 g de quitosana em 100 mL de solucdo de
4cido acético (0,75 mol L), sob agitacdo magnética por 15 min. Em seguida, a solucio
resultante foi mantida em repouso por 24 h, visando a completa dissolugdo do biopolimero e

a eliminacao de bolhas formadas durante o processo (Figura 28).

(b)

Figura 28. Preparacdo da solugdo de quitosana: (a) imediatamente apos a dissolu¢do em acido acético

0,75 mol L*!; (b) ap6s 24 h de repouso (o proprio autor, 2025)
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Posteriormente, 7,0 g da solucdao de quitosana foram misturados a 3,0 mL da solugao
de AgNPs, e a mistura foi convertida em pellets por meio de injecao com seringa de agulha
fina em uma solugdo de NaOH 1,5 mol L e glutaraldeido. Este ultimo foi utilizado como
agente de reticulacdo para conferir maior estabilidade mecanica aos pellets formados e
permitir sua aplicacdo no tratamento do efluente industrial sem alteracdo significativa de suas
propriedades.

Para determinar as condi¢des mais adequadas a formagdo de pellets uniformes e
mecanicamente estaveis, foram testados dois volumes distintos de glutaraldeido (30 e 60 puL).
Também foram avaliadas duas estratégias de adi¢do do agente de reticulagdo:
(1) incorporacdo do glutaraldeido diretamente na solu¢cdo de NaOH, simultaneamente a
injecdo da solucdo de AgNPs/quitosana; e (2) adicdo prévia do glutaraldeido a solucdo de
AgNPs/quitosana antes da injecdo. Essa comparacdo metodologica permitiu identificar a
condi¢do que favorecia a obtencdo de pellets mais regulares e estruturalmente estaveis, a qual
foi adotada nos experimentos subsequentes.

Apds a formagdo, os pellets foram mantidos na solu¢do por 1 h, lavados e
armazenados em 4gua para posterior utilizagdo. Em seguida, os compdsitos foram submetidos
a testes de integridade em mesa orbital (shaker), a fim de avaliar sua resisténcia frente a
agitacdo do meio. A formula¢do que apresentou a maior estabilidade foi selecionada para os

experimentos subsequentes.

3.2.6. Caracterizacio dos compositos de AgNPs/quitosana

3.2.6.1. Analises de MEV-FEG e EDS

A morfologia tanto da quitosana quanto do compdsito foi examinada por meio de
analises de MEV-FEG. Antes da obten¢do das imagens, as amostras foram recobertas com
uma fina camada de ouro durante aproximadamente 3 min. As micrografias foram entdo
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adquiridas em um microscopio eletronico Tescan MIRA3, operando com voltagem de
aceleracdo de 20 kV. Concomitantemente, analises de EDS foram realizadas em conjunto

para avaliar qualitativamente a composicao elementar do composito.

3.2.6.2. Analises de FTIR

As andlises de FTIR foram realizadas para identificar os grupos funcionais presentes
no composito e avaliar as interacdes entre as AgNPs e a matriz de quitosana. As medi¢des
foram conduzidas em um espectrometro infravermelho Thermo Scientific Nicolet iS10
equipado com acessorio de reflexdo total atenuada (ATR). Os espectros foram adquiridos no
modo de transmitancia, na faixa de 4000-400 cm™!, com resolucdo de 2 cm™ e média de

128 varreduras.

3.2.6.3. Analises de TGA

A estabilidade térmica da quitosana e do compdsito foi avaliada em um analisador
termogravimétrico Shimadzu TGA-50. Aproximadamente 10 mg de cada amostra foram
analisados em atmosfera de nitrogénio (fluxo de 50 mL min™), utilizando um porta-amostra
de platina. As analises foram realizadas em um intervalo de 25 a 700 °C, com uma taxa de

aquecimento de 10 °C min™,

3.2.6.4. Avaliaciao das propriedades antibacterianas

As propriedades antibacterianas do compdsito de AgNPs/quitosana foram avaliadas
contra cepas de E. coli e S. aureus. Os testes foram conduzidos em meio so6lido, seguindo as
diretrizes da norma técnica CLSI M2-AS8, que estabelece a padronizacdo de testes de

suscetibilidade antimicrobiana por difusdo em disco (Devanesan e AlSalhi, 2021).
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Para o ensaio, as amostras foram primeiramente esterilizadas sob luz UV por 8§ h. Em
seguida, as bactérias foram inoculadas em placas de Petri contendo agar Miieller-Hinton na
concentragdo de 1,0 x 10° UFC mL™!. Trés pellets do composito foram depositados em cada
placa, que posteriormente foi incubada a 37 °C por 24 h em estufa bacterioldgica. Apds a
incubacdo, a formagdo de halos de inibigdo foi avaliada visualmente e os resultados
documentados por meio de fotografias digitais. O procedimento completo encontra-se

ilustrado na Figura 29.
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Esterilizacdo das Preparacdo das Insergdo das Adicdo das Estufa a 37 °C, Andlise de
amostras comluz  placas com dgar bactérias em meio  amostras em durante 24 h formacéo de
uv (8 h) Miieller-Hinton  sélido (1,0 x 108 meio sélido halos de inibigdo
UFC mL?) contaminado

Figura 29. Visdo geral do procedimento adotado para os ensaios antimicrobianos em meio solido com

os compositos de AgNPs/quitosana (o proprio autor, 2025)

3.2.7. Tratamento do efluente industrial

O efluente industrial foi tratado com os compositos de AgNPs/quitosana previamente
sintetizados, imediatamente apos a chegada da amostra ao laboratorio. A amostra foi coletada
em uma empresa do setor metalurgico situada na regido nordeste do Rio Grande Sul (RS)
que, por solicitagdo propria, ndo teve sua identidade divulgada neste trabalho, a fim de
preservar a confidencialidade e evitar potenciais conflitos de interesse.

O processo de desinfeccdo foi conduzido em mesa orbital, a 200 rpm, utilizando
8 Erlenmeyers selados com parafilme, contendo 150 mL de efluente industrial e 30 pellets de
quitosana/AgNPs (Figura 30). Em intervalos regulares (15, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e
240 min), os frascos eram retirados do agitador e submetidos a filtragdo para separar o
efluente industrial tratado dos compdsitos.
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Ao término do tratamento, o efluente industrial foi dividido em duas aliquotas, sendo
100 mL destinados a contagem de coliformes totais e 50 mL a quantificagdo de prata
lixiviada ao meio por ICP-OES. Essa etapa foi considerada essencial, uma vez que, para a
reutilizacdo da 4gua tratada, a concentragio de prata deve permanecer inferior a 0,1 mg L,
conforme recomendac¢des da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da legislacdo brasileira
vigente (CONAMA, 2011).

As analises microbiologicas e quimicas (contagem de coliformes totais e
quantificagdo de prata total, respectivamente, no efluente industrial bruto e tratado) foram
realizadas pelo Laboratério de Andlises e Pesquisas Ambientais (LAPAM) da UCS, de
acordo com os Métodos 9223-B e 3120-B, ambos do Standard Methods for the Examination

of Water and Wastewater (APHA, 2022).

Figura 30. Aplicacdo dos compdsitos de AgNPs/ quitosana no tratamento do efluente industrial em

mesa orbital (o proprio autor, 2025)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo apresenta os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento desta
dissertacdo, englobando a avaliacdo do potencial antioxidante do extrato de flores de
Manaca-da-Serra por meio dos ensaios de Folin-Ciocalteu e DPPH, a otimizagdo do processo
de sintese verde das AgNPs, bem como a caracterizacdo detalhada das NPs obtidas por
espectroscopia UV-Vis, MET e PZ.

Além disso, sdo discutidos os resultados relativos a atividade antimicrobiana das
AgNPs em meio liquido, a incorporacao dessas NPs na matriz polimérica de quitosana e a
avaliagdo das propriedades estruturais, térmicas e antibacterianas dos compositos resultantes.
Por fim, é apresentada a aplicacdo do composito no tratamento do efluente industrial, com a
andlise de sua eficiéncia em termos de desinfec¢do e da quantidade de prata lixiviada no meio

por ICP-OES.

4.1. Caracterizacio do extrato

Com o objetivo de aprofundar a compreensdo a respeito do potencial redutor e
estabilizante do extrato de Manaca-da-Serra na sintese verde de AgNPs, foram realizados
testes para avaliacao da atividade antioxidante (DPPH) e do teor de compostos fenolicos
totais (Folin-Ciocalteu). Cabe ressaltar que apenas o extrato com o melhor desempenho na
sintese das AgNPs, correspondente a concentragdo de 2,5 g 100 mL™!, foi submetido a essas

caracterizagcdes complementares.

4.1.1. Atividade antioxidante (DPPH)
A atividade antioxidante do extrato de flores de Manaca-da-Serra foi avaliada por
meio do ensaio com o radical DPPH, conforme ilustrado na Figura 31. Os resultados

confirmaram a presenca de substancias antioxidantes no extrato, evidenciada pela mudanca
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de cor da solucao contendo DPPH e pela maior inibigdo do radical em concentragdes mais

elevadas.

Figura 31. Diferentes dilui¢des do extrato de flores de Manacéa-da-Serra em contato direto com o
radical DPPH (da esquerda para a direita: padrdo, amostra de extrato puro (100%) e diluigdes de 75,
50, 25 e 10%) (o proprio autor, 2024)

A maior atividade antioxidante registrada foi de 85,6%, com uma média geral de
83,5%. Esse desempenho é comparavel ou superior ao de outros extratos frequentemente
utilizados na sintese verde de AgNPs, como residuos de bagaco de morango (55-71%) e
folhas de Parkia speciosa (até 92%) (Alam, 2022; Ravichandran et al., 2019).

A presenga de compostos antioxidantes como polifenois e flavonoides, ¢ essencial ndo
apenas para promover a reducdo de fons Ag” em Ag’, mas também para estabilizar as NPs
formadas, prevenindo a agregagdo e conferindo maior uniformidade e estabilidade coloidal
(Alharbi et al., 2022). Esses fatores contribuem para uma sintese mais eficiente e
ambientalmente sustentavel, além de potencializar as propriedades funcionais das AgNPs,
como sua destacada atividade antimicrobiana, altamente desejavel em aplicacdes como a

desinfeccdo de efluentes industriais.
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4.1.2. Teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais presentes no extrato de flores de Manaca-da-
Serra foi igualmente quantificado por meio do método de Folin-Ciocalteu. Os dados foram
inicialmente interpretados visualmente, conforme ilustrado na Figura 32, a fim de

comparar as coloragdes resultantes das diferentes dilui¢des do extrato.
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Figura 32. (a) Comparacdo visual da solucdo contendo o extrato de flores de Manaca-da-Serra com a

escala de calibragdo e (b) curva de calibragdo usada na quantificagdo (o proprio autor, 2024)

Durante a construcdo da curva de calibragdo do AG, preparou-se uma amostra do
extrato com o objetivo de, em um primeiro momento, avaliar visualmente qual concentragao
seria adequada para a posterior analise por UV-Vis. Nesse sentido, observou-se que a solugdo
contendo o extrato diluido 40 vezes apresentava coloragdo mais intensa do que aquele diluido
50 vezes, porém mais clara em comparagio a solucdo de 100 ug EAG mL™!'. Com base nessas
observagoes, inferiu-se que a concentragdo final de compostos fendlicos se situava nesse
intervalo. Posteriormente, utilizou-se a curva de calibragdo para determinar com precisao o
valor da concentragao.

O valor encontrado foi de 3185 ng EAG mL!, o que corresponde a uma concentragio

classificada como médio-alta, segundo os critérios estabelecidos por Chowdhury et al.
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(2024), os quais definem a faixa entre 1,0-5,0 mg EAG mL™! como intermediaria, e valores
superiores a 5,0 mg EAG mL™! como elevados. Esses resultados indicam que o extrato possui
uma concentragdao significativa de compostos fenolicos, evidenciando seu potencial para
aplicacdes na sintese verde de AgNPs.

E importante ressaltar que os teores desses compostos podem variar amplamente em
funcdo de uma série de fatores, incluindo a espécie vegetal empregada, as condigdes de
cultivo, o método de extracdo adotado, a técnica analitica utilizada e as condigdes
empregadas durante a sintese das NPs (Alharbi et al., 2022). No contexto da sintese verde de
NPs metalicas, a presenga de compostos fendlicos € especialmente relevante, uma vez que
eles atuam diretamente no processo de reducdao, promovendo a formagdo de NPs mais
estdveis e com melhor dispersdo coloidal. Em geral, quanto maior o teor de compostos
fenolicos, mais eficiente tende a ser a sintese verde (Vanlalveni et al., 2021).

Comparagdes com a literatura reforgam essa constatagdo. Estudos como os de Lomeli-
Rosales et al. (2022) e Abbasi et al. (2017) relatam variagdes significativas nos teores de
compostos fendlicos, que podem oscilar entre 154,4 ug EAG mL™!, como observado em
extratos de folhas de Capsicum chinense, e até 8850,0 ug EAG mL"! em extratos da casca de
Juglans regia. Tais variagdes evidenciam que pequenas diferengas na composicdo da
biomassa vegetal podem impactar diretamente a eficiéncia do extrato como agente redutor.
O valor de 3185 pg EAG mL™! encontrado para o Manacé-da-Serra posiciona-se, portanto,
dentro de uma faixa compativel com outras fontes, confirmando sua viabilidade como redutor
e estabilizante natural para a produgao sustentavel de AgNPs.

Uma vez otimizada a sintese verde, tornou-se necessario avaliar se as NPs obtidas
atendiam aos requisitos desejados, especialmente quanto a sua capacidade de inibir/eliminar

bactérias. Para tanto, foram conduzidos ensaios microbiologicos em meio liquido, utilizando
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diferentes cepas bacterianas, com o objetivo de verificar sua aplicabilidade pratica em

processos de desinfec¢ao de efluentes.

4.2. Sintese verde das AgNPs
4.2.1. Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares (6,0 mL de extrato a 5,0 g 100 mL™! para 40,0 mL de solugdo
de AgNOs a 1,0 mmol L e 1,0 mol L', respectivamente, a 25 °C, sem ajuste do pH, e sob
agitacdo magnética continua) permitiram avaliar a influéncia das condi¢des experimentais na
formagao das AgNPs.

Para verificar a eficiéncia do processo, dois critérios principais foram considerados:
(1) a observacdo visual, por meio da mudanca de cor do meio reacional, e a (2) analise
espectroscopica por UV-Vis, com o objetivo de identificar a banda caracteristica associada a
formacao das AgNPs. A Figura 33 mostra a alteragdo de cor do sistema observada durante a

sintese das NPs com AgNO;3 1,0 mmol L.

(a)

Figura 33. (a) Meio reacional contendo AgNO; 1,0 mmol L' antes da redugdo dos ions Ag" em
AgNPs e (b) apds a mudanga de cor para um tom amarelo-amarronzado, seguida de dilui¢do em agua

deionizada (50 vezes) para a analise espectroscopica por UV-Vis (o proprio autor, 2024)
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Durante a reagdo, as solucdes passaram de rosa-claro (cor caracteristica do extrato de
flores de Manaca-da-Serra) para amarelo-claro em cerca de 40 min, no caso da solu¢do mais
concentrada de AgNOs, e em aproximadamente 1 h 15 min para a menos concentrada. Em
ambos os casos, a coloracao estabilizou-se em um tom amarelo-amarronzado apos cerca de
2 h e 3 h 30 min, respectivamente. Essa mudanga de coloracao ¢ amplamente reconhecida na
literatura como indicativa da formagao de AgNPs (Abbas et al., 2024; Ajith et al., 2019;
Bruna et al., 2021; Chidambaram e Sankar, 2014; Jayaprakash et al., 2017; Padalia et al.,
2015; Surya, 2016; T. Galatage et al., 2021).

Apesar disso, os espectros UV-Vis ndo exibiram uma banda de absor¢do bem definida
em torno de 400 nm (Alharbi et al., 2022), mas apenas um sinal difuso e de baixa intensidade,
com contornos pouco nitidos. Esses resultados sugerem que, nas condi¢des testadas, a
formagdo das AgNPs foi insatisfatdria, indicando a necessidade de otimizagdo dos parametros

experimentais para promover uma sintese mais eficiente. O espectro UV-Vis da solugao

contendo as AgNPs obtidas a partir da solugdo de AgNOs 1,0 mmol L' ¢ apresentado na

Figura 34.
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Figura 34. Espectro UV-Vis das AgNPs obtidas na primeira abordagem experimental (condigdes:
[AgNO;]= 1,0 mmol L; [extrato] = 5,0 g 100 mL!; pH = 3,5-4,0; 25 °C) (o préprio autor, 2024)
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4.2.2. Otimizacao dos parametros experimentais da sintese verde
4.2.2.1. Efeito da concentracio do extrato e do sal de prata

Outras concentragoes de AgNOs (0,01 e 0,05 mol L) também foram testadas na
sintese verde das AgNPs. No entanto, independentemente da concentragao utilizada, nao foi
observada a banda caracteristica na regido de 400 nm, o que sugere que a formagao das NPs
nao ocorreu de forma satisfatoria. Considerando que a faixa de concentragdo corresponde
aquela comumente reportada na literatura, inferiu-se que o problema poderia estar
relacionado o modo de preparagdo do extrato, que consistiu na dispersdo de 5,0 g de
biomassa em 100 mL de agua, sob agitacdo magnética a 70 °C durante 10 min.

Para verificar essa hipotese, uma nova concentragdo de extrato (2,5 g 100 mL™) foi
testada, mantendo constantes as demais condi¢des experimentais, incluindo as concentragdes
de AgNOs previamente avaliadas. Apds o ajuste da concentra¢do do extrato, a solu¢do obtida
ao término da sintese foi caracterizada por espetroscopia UV-Vis. Como pode ser observado
na Figura 35, os resultados indicaram que apenas na concentracdo de AgNO; igual a
0,01 mol L foi possivel identificar a banda de absor¢do caracteristica das AgNPs, situada
entre 410 e 420 nm.

Esses resultados indicaram que a concentragio de AgNO3 0,01 mol L', associada a
menor propor¢do de extrato, representou a condicdo ideal para a formagdo das AgNPs a
25 °C. A partir dessa conclusdo inicial, tornou-se necessario investigar outros parametros
experimentais que também poderiam influenciar o processo de sintese, como a temperatura e

o pH do meio reacional, que serdo discutidos nas subsegdes seguintes.
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Figura 35. Espectros UV-Vis das AgNPs obtidas a partir de solugdes de AgNOs (a) 1,0 mmol L,
(b) 0,01 mol L, (¢) 0,05 mol L' e (d) 1,0 mol L, utilizando extrato na concentra¢io de
2,5 g 100 mL!, em pH = 3,5-4,0 € a 25 °C (o proprio autor, 2024)

4.2.2.2. Influéncia da temperatura

A influéncia da temperatura na sintese verde das AgNPs foi investigada em duas
outras temperaturas adicionais (35 e 50 °C), a partir da condicdo previamente otimizada
([AgNO3] = 0,01 mol L! e [extrato] =2,5 g 100 mL™).
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Os espectros UV-Vis (Figura 36) revelaram a presenca da banda caracteristica das
AgNPs, confirmando a formagao das NPs em ambas as temperaturas avaliadas. Além disso,
especialmente na sintese conduzida a 50 °C, foram observadas bandas adicionais entre 300 e
400 nm, as quais sugerem a presenca de ions Ag" residuais e a formagdo de aglomerados
metalicos de prata.

Estudos anteriores, como o de Linnert et al. (1990), relataram bandas de absor¢ao em
300, 330 e 345 nm associadas a formagdo de espécies como Ag>" e aglomerados maiores de
prata, cuja absor¢do tipica ocorre em torno de 310 nm. A presenca de bandas na faixa de
320-325 nm nos espectros UV-Vis obtidos a 35 e 50°C corrobora essa interpretacao,
indicando que temperaturas mais elevadas favorecem a formagdo dessas espécies em
detrimento da formacao seletiva de AgNPs bem definidas.

Assim, embora temperaturas mais elevadas acelerem o processo de reducdo dos ions
Ag’, elas também podem comprometer a estabilidade coloidal ¢ a morfologia das NPs,
promovendo a formagdo de aglomerados. Diante desses resultados, optou-se por realizar a

sintese verde das AgNPs a 25 °C nos testes subsequentes.
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Figura 36. Espectros UV-Vis das AgNPs obtidas a partir de uma solugdo de AgNO; 0,01 mol L,
utilizando extrato na concentragdo de 2,5 g 100 mL"!, em pH = 3,5-4,0, a (a) 35 °C ¢ (b) 50 °C (o
proprio autor, 2024)
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4.2.2.3. Efeito do pH do meio reacional

O efeito do pH do meio reacional foi investigado por meio de experimentos realizados
em um intervalo de 3,5-4,0 a 12,0. Os resultados obtidos também foram significativos e
contribuiram de forma relevante para a otimizacao do processo de sintese verde.

Inicialmente, observou-se que a adicdo de NaOH promoveu uma mudanga quase
imediata na colora¢do do meio reacional, sugerindo que essa base atuou como um acelerador
da reacdo de redugio dos ions Ag" (Alharbi et al., 2022; Meshram et al., 2012).

Os espectros de UV-Vis (Figura 37) revelaram que, embora a forma geral das curvas
tenha permanecido semelhante com o aumento do pH, o perfil espectral foi nitidamente
influenciado. No geral, houve um estreitamento progressivo das bandas de absorg¢do,
acompanhado de um deslocamento para menores comprimentos de onda a medida que o pH

aumentava.
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Figura 37. Espectros UV-Vis de AgNPs obtidas em diferentes valores de pH (o préprio autor)

Segundo Alharbi et al. (2022), bandas de absor¢ao mais estreitas indicam a formagao
de NPs menores e com distribuicdo mais uniforme, enquanto bandas mais largas e em

comprimentos de onda maiores refletem a presenga de NPs maiores ou agregadas. Portanto, a
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analise por UV-Vis sugere que, em pHs mais alcalinos, as AgNPs apresentam morfologia
mais regular e predominantemente esférica, além de tamanhos reduzidos.

Estudos recentes, como o de Alharbi et al. (2022), também demonstraram que
condi¢des alcalinas favorecem maior estabilidade coloidal, rendimentos mais clevados e
taxas de redug¢do mais rapidas. Isso se deve ao aumento da concentracdo de ions OH™ no
meio, que atuam diretamente na reacdo de reducdo dos ions Ag® a prata metalica (AgP).
Ainda que a elevacao do pH favoreca a sintese verde de AgNPs, ¢ necessario cautela quanto a
quantidade de NaOH adicionada a mistura reacional. Conforme demostrado no diagrama de
Pourbaix (Figura 38), valores de pH excessivamente altos podem favorecer a formacao de
oxidos de prata, especialmente Ag>O, em vez de promoverem a redugdo dos fons Ag" a Ag’,
comprometendo a eficiéncia da sintese. Dessa forma, o pH exerce papel decisivo ndo apenas
na eficiéncia da sintese, mas também na morfologia final das AgNPs. Tais observacdes foram
posteriormente corroboradas por analises de MET, que permitiram verificar o tamanho ¢ a

forma das NPs obtidas.
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Figura 38. Diagrama de Pourbaix da prata (adaptado de Diard et al., 2024)
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4.2.2.4. Consideracdes gerais sobre a otimizacio da sintese verde

Para facilitar a compreensdo desta secdo, a Tabela 2 apresenta um resumo dos

experimentos realizados, indicando as variagdes dos pardmetros experimentais € o0s

respectivos correspondentes.

Tabela 2. Resultados obtidos na otimizacdo da sintese verde das AgNPs utilizando extrato de Manacé-

da-Serra

Sintese

Mudanga da cor

Resultado do UV-Vis

14

Mudanga da cor do
meio reacional para

amarelo-amarronzado

Ensaios preliminares:
Auséncia da banda
caracteristica da formagao
de AgNPs a 410-420 nm,
banda difusa sem defini¢ao

clara; sintese ndo funcionou

5-8

Mudanga da cor do
meio reacional para

amarelo-amarronzado

Presenca da banda
caracteristica da formagao
de AgNPs a 410-420 nm
apenas com concentragdo de
AgNO; 0,01 mol L;

sintese funcionou

9-11

Mudanga da cor do
meio reacional para

amarelo-amarronzado

Presenga da banda
caracteristica da formagao
de AgNPs a 410-420 nm,

além de uma banda na
regiao 300-400 nm (6xidos
de prata) para 35 e 50 °C;

sintese ndo funcionou

perfeitamente

12-18

Parametro Variacao
1,0 mmol L,
Concentragio 0,01 mol L,
de AgNO:; 0,05mol L' e
1,0 mol L
Concentragao
2,5 g 100 mL"!
do extrato
Temperatura  25,35e 50°C
pH do meio
] de 6,0 até 12,0
reacional

Mudanga da cor do
meio reacional para

amarelo-amarronzado

Presenca da banda
caracteristica da formacao
de AgNPs a 410-420 nm;

sintese funcionou
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A mudanga de cor do meio reacional para tonalidades amareladas-amarronzadas foi
observada em todos os ensaios, sugerindo a possivel formacdo de NPs. No entanto, a
confirmacao efetiva ocorreu por meio da espectroscopia UV-Vis, tomando por base a
presenca da banda caracteristica entre 410 e 420 nm.

A variagao da concentragao de AgNOs (Sinteses 1-4), ainda que ampla, ndo resultou
na formagao evidente de AgNPs. A auséncia da banda caracteristica das NPs no espectro
UV-Vis indica que esse parametro, isoladamente, ndo foi suficiente para promover a sintese,
apesar da mudanca visual observada no sistema.

Por outro lado, a concentracdo do extrato (Sinteses 5-8) mostrou-se determinante: a
sintese foi bem-sucedida apenas na condi¢io com 2,5 g 100 mL! de extrato associada a
concentragio de AgNOs 0,01 molL!, evidenciando a importincia de uma proporcio
adequada entre os reagentes para a eficiéncia do processo.

A temperatura (Sinteses 9-11) apresentou um efeito ambiguo: embora tenha
possibilitado a formagdo da banda caracteristica das AgNPs, também levou ao aparecimento
de bandas secundarias entre 300 e 400 nm, sugerindo a presen¢a de 6xidos de prata. Isso
indica que temperaturas mais elevadas podem comprometer a seletividade da reagdo e
favorecer a formacao de subprodutos indesejaveis.

O pH do meio reacional (Sinteses 12-18) foi o pardmetro que proporcionou o0s
melhores resultados globais. Em todas as faixas testadas, a sintese ocorreu de maneira
satisfatoria, com presenca consistente da banda entre 410 e 420 nm. Além disso, a
alcalinidade crescente favoreceu a obtencdo de NPs menores e mais uniformes, indicando
uma influéncia positiva na qualidade do produto final.

De modo geral, o sucesso da rota verde estd diretamente associado a interacdo
sinérgica entre os parametros avaliados, sendo o pH o fator mais determinante, seguido pela

concentracdo do extrato. A temperatura e a concentracdo do sal, embora também relevantes,
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requerem otimiza¢do conjunta com os demais parametros para garantir a seletividade e a
estabilidade do processo. Dessa forma, os parametros foram fixados em pH 12,0, temperatura

de 25 °C, e concentragdes de 0,01 mol L' de AgNOs e 2,5 g 100 mL"! de extrato floral.

4.3. Caracterizaciao das AgNPs

4.3.1. Analises de MET

Com o objetivo de aprofundar a compreensdo sobre a influéncia do pH, identificado
como o fator de maior influéncia na eficiéncia da sintese verde das AgNPs, conforme
discutido na “Sec¢ao 4.2.2.3”, as amostras obtidas foram avaliadas sob trés condicdes distintas
de pH: acido (4,0), neutro (7,0) e basico (12,0). Os resultados estdo apresentados na
Figura 39.

As imagens obtidas em pH acido (4,0) (Figura 39a) revelaram NPs com morfologia
predominantemente prismatica, elevada taxa de aglomeragdo ¢ ampla heterogeneidade de
tamanhos. Foram observadas estruturas irregulares, com tamanhos bastante variados. Essa
heterogeneidade compromete a aplicabilidade das AgNPs em processos como a desinfec¢ao
de efluentes, nos quais a eficiéncia antimicrobiana esta diretamente associada ao tamanho
reduzido e a boa dispersao das NPs.

Com o aumento do pH para 7,0 (condi¢do neutra), as NPs passaram a apresentaram
morfologia mais esférica e uma dispersdo significativamente superior (Figura 39b). A
distribuicdo de tamanho tornou-se mais homogénea em comparagdao ao pH acido, embora
ainda sejam observadas algumas irregularidades em relagao a morfologia. Esses resultados
indicam um ganho no potencial antimicrobiano, ainda que com limitacdes relacionadas a
uniformidade morfologica.

Em pH bésico (12,0), observou-se a formagao de AgNPs perfeitamente esféricas, bem

dispersas e com distribuicdo de tamanhos altamente uniforme. Essas caracteristicas sdo ideais
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para aplicagdes antibacterianas, especialmente no contexto do tratamento de aguas residuais,
onde estabilidade coloidal e alta area superficial sdo desejaveis. Os resultados evidenciam a

sintese de NPs com elevada qualidade morfolégica e estabilidade nessa condicdo de pH

(Figura 39c¢).
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Figura 39. Imagens de MET e distribuicdo de tamanho das AgNPs sintetizadas a 25 °C utilizando
0,01 mol/L de AgNO:s e extrato floral a 2,5 g 100 mL! em diferentes condi¢des de pH: (a ¢ a.1) 4cido
(pH 3,5-4,0), (b e b.1) neutro (pH 7,0) ¢ (¢ ¢ c.1) basico (pH 12,0) (Sinteses 2, 7 ¢ 12,

respectivamente).
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A distribuicao de tamanhos observada (Figura 39 a.1, b.1 e c.1) reforca a influéncia
direta do pH na sintese das AgNPs: em meio acido, os didmetros médios variaram entre 100 e
120 nm; em contrapartida, as condigdes neutra e basica favoreceram a formagao de NPs
menores € mais uniformes, com didmetros predominantemente entre 10 e 40 nm e entre 20 ¢
30 nm, respectivamente. Essa uniformidade ¢ particularmente desejavel para aplicagdes em
que o desempenho antimicrobiano e a reatividade superficial das NPs sdo fatores criticos
(Kumar- Krishnan et al., 2015).

Além disso, os resultados deste estudo estdo em conformidade com dados
previamente reportados na literatura sobre a sintese verde de AgNPs. Padalia et al. (2015),
por exemplo, ao utilizarem extrato de flores de Tagetes erecta, obtiveram NPs esféricas com
tamanho médio de 46 nm e baixa variacao dimensional. De forma semelhante, Mariadoss et
al. (2019), empregando extrato de Malus domestica, obtiveram AgNPs com tamanhos entre
40 ¢ 100 nm e boa polidispersidade. J& Mohammadi et al. (2019) produziram NPs com
tamanhos entre 5 e 30 nm (média de 20 nm), a partir de extratos de raizes de Ferula gumosa,
Ferula latisecta, Teucrium polium e Trachomitum venetum, o que refor¢ca a compatibilidade
dos resultados aqui reportados.

Um achado particularmente interessante foi que as AgNPs obtidas a partir do extrato
de flores de Manaca-da-Serra exibiram propriedades morfoldgicas, especialmente em relagao
ao tamanho, comparaveis aquelas sintetizadas a partir de extratos foliares, os quais, em geral,
sdo mais estudados e frequentemente associados a maior eficiéncia na formag¢do de NPs.
Esses resultados reforgam o potencial do extrato utilizado como agente redutor e estabilizante
altamente eficaz.

Cabe ainda ressaltar que os dados morfologicos obtidos por MET corroboram os
resultados anteriores de espectroscopia UV-Vis. Conforme descrito por Alharbi et al. (2022),

bandas mais largas no espectro de absor¢do, observados em pH 4acido, estdo associados a
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presenca de NPs maiores ou aglomeradas, enquanto bandas mais estreitas, observados em pH
neutro e basico, indicam NPs menores e melhor dispersas. A concordancia entre os diferentes

métodos de caracterizacao refor¢a a robustez dos resultados obtidos neste estudo.

4.3.2. Medidas de PZ

O PZ foi utilizado para avaliar a estabilidade coloidal das AgNPs, uma vez que reflete
a magnitude da repulsdo eletrostatica entre particulas adjacentes com cargas semelhantes em
uma dispersdo, estando diretamente relacionado a tendéncia de agregacdo ou a manutencao
da dispersao ao longo do tempo.

Segundo a teoria classica de coloides, dispersdes com valores absolutos de PZ
inferiores a 10 mV sao consideradas instaveis, pois a repulsao eletrostatica ¢ insuficiente para
prevenir a agregacdo. Valores de |[PZ| entre 10 e 30 mV indicam estabilidade moderada,
enquanto valores superiores a £30 mV sugerem boa estabilidade coloidal devido a forte
repulsdo eletrostatica entre as particulas.

Neste trabalho, o PZ das AgNPs foi avaliado em funcao do pH, conforme ilustrado na
Figura 40. Com pode ser observado, todos os valores medidos foram menores do que zero,
variando aproximadamente de —2 a —14 mV, o que indica a presenca de fitoquimicos
carregados negativamente adsorvidos a superficie das NPs. No contexto da sintese verde, os
extratos vegetais fornecem uma diversidade de fitoquimicos, como flavonoides, polifenois,
taninos e acUcares redutores, que atuam ndo apenas como agentes redutores, mas também
como estabilizantes e agentes de encapsulamento das AgNPs. Essas biomoléculas se
adsorvem a superficie das NPs, conferindo-lhes carga superficial e efeito estérico, o que
contribui significativamente para a estabilidade coloidal.

Diversos estudos corroboram esses achados, relatando que AgNPs sintetizadas a partir

de extratos vegetais apresentam valores negativos de PZ na faixa de 20 a —40 mV,
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compativeis com comportamento coloidal estavel (Padalia et al., 2015; Alharbi et al., 2020;
Mariadoss et al., 2019; Alam et al., 2022; Riaz et al., 2021; Wypij et al., 2021; Alahmad et

al., 2022).

Potencial zeta (mV)
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Figura 40. Potencial zeta das AgNPs sintetizadas em meio aquoso por via verde em funcao do pH (o

proprio autor, 2025)

Embora permane¢cam na faixa negativa, os valores situaram-se principalmente entre
—10 e =14 mV em condig¢des bésicas, correspondendo a uma estabilidade coloidal moderada.
O PZ nio atingiu o valor de —30 mV, associado a forte estabilizagcdo eletrostatica, o que
sugere que, embora a agregacdo imediata seja improvavel, algum grau de floculagdo pode
ocorrer ao longo do tempo. Esse comportamento pode ser atribuido a natureza e a densidade
dos grupos funcionais presentes no extrato floral (como carboxilas, hidroxilas ou fenolicos),
que influenciam tanto a carga superficial quanto o grau de encapsulamento das NPs. Portanto,
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os valores negativos de PZ indicam que as AgNPs sintetizadas apresentam repulsao
eletrostatica suficiente para manter a dispersao em curto e médio prazo (Mariadoss et al.,

2019 ; Ravichandran et al., 2019 ; Chukratulwong et al., 2020 ; Alharbi et al., 2022).

4.3.3. Avaliacao das propriedades antibacterianas

Nessa se¢dao sdo apresentados os resultados referentes a atividade bactericida das
AgNPs sintetizadas a 25 °C, com concentracio de AgNOs de 0,01 mol L e de extrato de
2,5 ¢ 100 mL! em pH = 3,5-4,0. Os resultados obtidos em pH 12,0, por serem idénticos aos
previamente reportados, ndo foram incluidos neste trabalho, a fim de evitar duplicidade e
redundancia de informacgdes. A avaliacao foi conduzida pelo método de diluigdo em caldo, e
os resultados evidenciaram efeito bactericida pronunciado, com auséncia total de crescimento
bacteriano apos 24 h de exposicdo ao meio contendo AgNPs. A eficicia antibacteriana foi
observada mesmo com volumes minimos da solucdo de AgNPs (5,0 uL), conforme ilustrado
na Figura 41, confirmando a elevada atividade biocida das NPs obtidas.

Tais resultados reforcam a relevancia da biomassa escolhida para a sintese das
AgNPs, visto que a composi¢do fitoquimica do extrato exerce influéncia direta sobre suas
propriedades antimicrobianas. Devanesan e Alsalhi (2021) relataram, por exemplo, que o uso
do extrato de flores de Abelmoschus esculentus resultou em uma concentragdo inibitoria
minima (MIC) de 45 pL mL! contra Proteus vulgaris, valor consideravelmente superior ao
observado para as AgNPs obtidas a partir do Manacé-da-Serra. Além disso, as NPs
produzidas neste estudo mostraram eficicia tanto contra bactérias Gram-positivas quanto
Gram-negativas, em concordancia com relatos anteriores que descrevem forte atividade de
AgNPs frente a diferentes cepas, incluindo E. coli, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa, esta

tiltima com MIC de apenas 16 uL mL™! (Wypij et al., 2018).
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Portanto, os resultados aqui obtidos ndo apenas corroboram, mas em alguns casos
superam os dados reportados na literatura, confirmando o elevado potencial do Manacé-da-
Serra como agente redutor na sintese verde de AgNPs e destacando sua aplicabilidade em

processos de desinfecg¢ao de efluentes industriais.

Volume de solugiio de AgNPs (pl ml-")

5 (e-esquerda) | 15 (d-direita) 25 (e) 50 (d) 75 (e) 100 ()

| S, aureus

(a) (b)

E. coli
(d) (e)

Controle
Negativo (g) | Posttivo (d)

Figura 41. Placa de Petri com diferentes volumes de AgNPs obtidas a partir de uma solucdo de
AgNOs 0,01 mol L, utilizando extrato na concentragdo de 2,5 g 100 mL™!, em pH = 3,5-4,0 ¢ a
25 °C, ap6s 24 h de incubagdo em estufa: (a) 5 e 15, (b) 25 ¢ 50 e (¢) 75 ¢ 100 uL (o proprio autor,
2024)
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4.4. Preparacao do composito de AgNPs/quitosana

Inicialmente, avaliou-se o efeito da quantidade de glutaraldeido utilizada como agente
de reticulacdo. Quando empregado em volume de 60 pL, observou-se uma reticulagao
acelerada ainda no interior da seringa, o que impossibilitou a forma¢ao adequada dos pellets.
Como alternativa, o volume de glutaraldeido foi reduzido a metade (30 pL), resultando em
pellets mais uniformes. Apesar dessa melhoria, a morfologia e o tamanho dos compdsitos
formados permaneceram irregulares (Figura 42), indicando a necessidade de novos ajustes
metodoldgicos.

Com base nesses resultados, o protocolo de preparagdo foi modificado: a maior parte
do glutaraldeido passou a ser incorporada diretamente a solu¢do de NaOH, enquanto apenas
10 pL foram adicionados a mistura contendo as AgNPs e a quitosana ja solubilizada. Essa
estratégia favoreceu a formacao de pellets regulares, sobretudo quando a injegao foi realizada

com agulha de pequeno calibre, reduzindo deformagdes residuais.

Figura 42. (a) Visualizacdo geral dos primeiros pellets de AgNPs/quitosana obtidos em uma placa de

Petri (14 cm) e (b) detalhe dos pellets de (a)

A formulacdo final dos compositos incluiu, portanto, 10 pL de glutaraldeido na

solucao de AgNPs e quitosana, para refor¢o interno da matriz, ¢ 60 pL de glutaraldeido na
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solucdo de NaOH, para fortalecimento superficial. Essa configuragdo mostrou-se a mais
adequada para a obtencdo de pellets estaveis, com boa integridade estrutural e morfologia

mais homogénea (Figura 43).

Figura 43. (a) Visualizagdo geral do compdsito final de AgNPs/quitosana em uma placa de Petri

(14 cm) e (b) detalhe dos pellets de quitosana

4.5. Caracterizacao dos compositos de AgNPs/quitosana

4.5.1. Analises de MEV-FEG e EDS

A morfologia superficial dos compositos de AgNPs/quitosana foi investigada por
MEV-FEG em diferentes magnificagdes. Para compreender melhor o efeito da
incorporagdo das AgNPs na morfologia do compdsito, inicialmente analisou-se a quitosana
em sua forma original.

As imagens de MEV-FEG (Figura 44a) revelaram uma morfologia irregular e
heterogénea, composta predominantemente por particulas na faixa micrométrica. A superficie
apresentou textura rugosa, com particulas organizadas em aglomerados semelhantes a
estruturas lamelares ou argilosas, sugerindo uma maior area superficial, potencialmente
favoravel a interagdes em sistemas compositos. Também foram observadas regides
localmente mais lisas, enquanto a presenca de poros reforca a caracteristica porosa da
quitosana, em concordancia com suas propriedades fisico-quimicas ja descritas na literatura.
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Figura 44. Micrografias de MEV-FEG da superficie da (a) matriz de quitosana e do (b) composito de
AgNPs/quitosana (o proprio autor, 2025)

Por outro lado, os compdsitos de AgNPs/quitosana (Figura 44b) exibiram uma
superficie visivelmente mais rugosa que a quitosana em sua forma original. As micrografias
mostraram particulas micrométricas, pouco provaveis de corresponder as AgNPs devido ao
seu tamanho relativamente grande. Tais estruturas sdo provavelmente residuos de quitosana
que ndo foram completamente solubilizados pela solu¢do de 4acido acético durante a
preparacdo dos mesmos. Essa interpretacdo ¢ corroborada pelas imagens detalhadas de
MEV-FEG, nas quais as particulas apresentaram uma estrutura em multiplas camadas,
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semelhante a observada na quitosana em sua forma original. Notavelmente, essas particulas
exibiram distribui¢do relativamente homogénea na superficie, com algumas formando
arranjos lineares, o que sugere uma dispersao controlada, embora heterogénea, na matriz.

Essas observagdes estdo de acordo com relatos prévios sobre a morfologia da
quitosana e seus derivados. Abdullah Al Balushi et al. (2021) descreveram a quitosana como
apresentando superficie ndo homogénea e rugosa, com variagao no tamanho e na morfologia
das particulas observadas por MEV. De forma semelhante, Grabska-Zielinska et al. (2021)
destacaram que as particulas de quitosana sdo tipicamente irregulares e frequentemente
apresentam bordas arredondadas, corroborando os achados do presente estudo.

As analises de EDS foram igualmente empregadas para avaliar composic¢ao elementar
do composito. Para fins de comparacdo, também foi registrado o espectro da quitosana pura
(Figura 45a). A andlise elementar da quitosana revelou picos caracteristicos correspondentes
ao oxigénio (O Ka em 0,525 keV), carbono (C Ka em 0,277 keV) e nitrogénio (N Ka em
0,392 keV), consistentes com a estrutura quimica do polimero. O carbono constitui a
estrutura basica do polissacarideo, enquanto o nitrogénio estd associado aos grupos NH>
envolvidos em interacdes de reticulagdo, e o oxigénio origina-se principalmente dos
numerosos grupos OH ao longo da cadeia polimérica. Um sinal de ouro (Au) também foi
observado, atribuivel ao revestimento condutor fino aplicado a superficie da amostra antes da
analise.

O espectro EDS do composito (Figura 45b), por sua vez, apresentou sinais
elementares adicionais. Destaca-se o pico de prata (Ag Loy em 2,984 keV), confirmando a
sintese verde bem-sucedida e a incorporagdo das AgNPs na matriz de quitosana (Mariadoss et
al., 2019; Mohammadi et al., 2019). O sédio (Na Ka em 1,041 keV) detectado ¢
possivelmente um residuo do NaOH utilizado na preparagdo do composito e que ndo foi

completamente removido nas etapas de lavagem. Além disso, foi observado um sinal de cloro
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(ClI Ka em 2,622 keV), presumivelmente relacionado a contaminantes ou artefatos
instrumentais, ja que ndo foi detectado nos materiais precursores. Esses resultados estdo de
acordo com relatos anteriores sobre compoOsitos quitosana-AgNPs sintetizados por rotas
verdes (Alam et al., 2022; Senthilkumar et al., 2019), que apresentaram composigdes

elementares semelhantes.
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Figura 45. Espectros de EDS e mapeamentos quimicos da (a, a.1 e a.2) quitosana e do (b, b.1 ¢ b.2)

compdsito de AgNPs/quitosana
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O mapa de distribuicao elementar da prata demonstrou uma dispersdao homogénea de
Ag em toda a matriz de quitosana, sem indicios de agregagdo. Essa distribui¢do uniforme ¢
essencial para otimizar a eficdcia antimicrobiana, preservar a integridade mecanica e
assegurar um desempenho consistente de todo compdsito. A presenga residual de Na e Cl,
embora em pequena quantidade, evidencia a necessidade de um processo de limpeza mais
rigoroso durante e apoOs a preparagao dos pellets, de modo que etapas adicionais de lavagem

poderiam contribuir para a eliminag¢ao dessas impurezas.

4.5.2. Analises de FTIR

A andlise de FTIR foi utilizada para identificar os grupos funcionais presentes no
composito e compreender melhor as interagdes entre as AgNPs e a matriz de quitosana
(Figura 46).

De modo geral, o espectro de FTIR da quitosana apresentou as bandas caracteristicas
do biopolimero, incluindo a banda de amida I em 1630 cm™, atribuida ao estiramento C=0
das unidades acetiladas residuais, e as bandas em 1060 e 1023 cm™, relacionados as vibracdes
de estiramento C—O ou C—O—C da cadeia polissacaridica. Também se destacou a presenga da
em 2843 cm’!, associada as vibragdes de estiramento C—H de grupos alifaticos CHa.

Apés a incorporacdo das AgNPs, o espectro do compoésito apresentou algumas
alteragdes indicativas de interagdes especificas entre a matriz polimérica e as NPs. As bandas
em 3358 cm! (estiramento O-H e N-H) e em 1561 cm™ (flexdo N-H) exibiram alargamento,
sugerindo a ocorréncia de interagdes entre os grupos NH> da quitosana e a superficie das
AgNPs. Além disso, a banda em 2843 cm’' diminuiu em intensidade, indicando a
participagdo das cadeias alifaticas do polimero com as NPs, o que provavelmente modificou o
ambiente molecular e reduziu a forga vibracional das ligacdes C—H. Outras bandas relevantes

incluem aquelas em 1400 cm™ (flexdo —OH), 1342 cm™! (deformagdo de CH,) e 1061 cm'

87



(estiramento C—O e/ou C—N), esta ultima permanecendo inalterada em relagdo a quitosana, o

que sugere que tais modos vibracionais nao foram significativamente afetados.

102
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Figura 46. Espectros de FTIR da quitosana e do composito de AgNPs/quitosana (o proprio autor,
2025)

Uma modificagdo importante foi observada na regiio de absor¢do de 3358 cm!, onde
o alargamento e a diminui¢ao da resolugdo da banda foram atribuidos a sobreposi¢ao de
vibrag¢des de estiramento —OH e —NH,. Esse efeito est4 relacionada, sobretudo, a presenca de
agua utilizada como solvente na sintese verde das AgNPs, que interfere nas vibracdes
individuais (Elhmebad et al., 2020). Tal efeito, no entanto, também reflete mudancas na rede
de ligagdes de hidrogénio do composito.
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Resultados semelhantes foram relatados para compdsitos de quitosana e AgNPs, nos
quais os deslocamentos ou at¢ mesmo o desaparecimento de bandas associadas a grupos NH»
foram interpretados como evidéncias de modificagdes estruturais do polimero (Kumar
Krishnan et al., 2015; An et al., 2010; Aranaz et al., 2023). Em consonancia com esses
estudos, os espectros de FTIR obtidos confirmam interagdes quimicas envolvendo grupos
NH> e C-H da quitosana, demonstrando que a incorpora¢ao das NPs induziu modificagdes
moleculares na matriz polimérica.

Desta forma, as analises por FTIR confirmaram a incorporagao bem-sucedida das
AgNPs sintetizadas com o extrato de Manacé-da-Serra a matriz polimérica de quitosana,
evidenciando interacdes especificas entre grupos funcionais que resultaram em modificagdes
estruturais na rede do biopolimero. Essas modificagdes estruturais sugerem um rearranjo
molecular capaz de aprimorar as propriedades fisico-quimicas do composito, refletindo em
maior estabilidade, reatividade e, sobretudo, em desempenho antimicrobiano potencialmente

superior.

4.5.3. Analises de TGA

O comportamento térmico da quitosana e do composito de AgNPs/quitosana foi
avaliado por meio de andlises de TGA e de sua primeira derivada (DTG), conforme
apresentado na Figura 47.

Como pode ser observado, o compésito (Figura 47b) apresentou duas perdas de
massa bem definidas. A primeira ocorreu em aproximadamente 66 °C, com redugdo de
4,58%, atribuida a evaporacdo de d4gua fisicamente adsorvida. A segunda, e mais
pronunciada, foi registrada em 272 °C, com diminui¢do de cerca de 27%, associada a
degradacdo das cadeias poliméricas da quitosana, envolvendo reacdes de despolimerizagdo e

desacetilacdo.
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Figura 47. Termogramas e curvas de DTG da (a) quitosana ¢ do (b) composito de AgNPs/quitosana

(o proprio autor, 2025)

Acima de 400 °C, ndo foram observadas alteragdes estruturais significativas, e a perda
de massa passou a ocorrer de forma gradual até 700 °C. Ao término da analise, o residuo

obtido correspondeu a ~35% da massa inicial do composito, resultado atribuido a presenca
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das AgNPs e de outros residuos inorganicos estaveis, como sais de sddio, calcio e magnésio,
possivelmente remanescentes do processo de producao do polimero. Em comparagao com a
quitosana (Figura 47a), assim como ligeiro deslocamento na temperatura de inicio da
decomposicao, o aumento do residuo final e o leve deslocamento da temperatura inicial de
degradacao indicam que a incorporagdao de AgNPs conferiu maior estabilidade térmica ao
polimero, provavelmente por restringir a mobilidade das cadeias e refor¢ar a matriz.

Resultados semelhantes foram reportados pela literatura. Chen et al. (2020), por
exemplo, observaram duas etapas principais de degradagdo em compdsitos de
AgNPs/quitosana, sendo uma relacionada igualmente a evaporacdo da dgua (abaixo de
100°C) e outra a degradagdo da quitosana em torno de 270°C. De forma analoga,
Raghavendra et al. (2016) atribuiram o aumento do residuo final em filmes de quitosana
contendo AgNPs a presenca das NPs, que reduzem a mobilidade das cadeias poliméricas e
aumentam a resisténcia térmica. Esses autores também destacaram que a concentragao de
AgNOs influencia diretamente a quantidade de AgNPs formadas durante a sintese e,
consequentemente, o residuo final ao término da anélise.

O comportamento térmico observado neste trabalho, em que as AgNPs foram
sintetizadas a partir do extrato de flores de Manacé-da-Serra, estd em conformidade com
esses padroes, confirmando que de fato a incorporacdo de AgNPs melhora a estabilidade

térmica do composito em relacdo a quitosana.

4.5.4. Avaliaciao da atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana do composito de AgNPs/quitosana foi investigada pelo
método de difusdo em disco contra cepas de S. aureus e E. coli, cultivadas em agar nutritivo.
Apbs 24 h de incubagdo, foram observadas zonas claras de inibi¢do ao redor do compdsito,

confirmando a sua capacidade bactericida (Figura 48).
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Staphylococcus aureus Escherichia coli

(a) (b)

Figura 48. Zonas de inibi¢ao observadas contra as cepas de (a) S. aureus (Gram-positiva) e (b) E. coli

(Gram-negativa), utilizando o compo6sito de AgNPs/quitosana (o proprio autor, 2025)

Os didmetros médios dos halos de inibicdo estdo apresentados na Tabela 3. Como
pode ser observado, o compdsito exibiu atividade bactericida ligeiramente superior contra
S. aureus (11 £ 1 mm) em comparacdo a E. coli (9 £ 1 mm). Essa diferenca pode ser atribuida
as caracteristicas estruturais das bactérias Gram-negativas, especialmente pela presenca de
membrana externa e parede celular mais complexa, que conferem maior resisténcia a estes

agentes antibacterianos (Silhavy et al., 2010).

Tabela 3. Diametros médios das zonas de inibigdo observados para as bactérias E. coli ¢ S. aureus,

apos exposicao aos pellets de AgNPs/quitosana

Bactéria Diametro médio do halo de inibi¢do (mm)
E. coli 9+1
S. aureus 11+1
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Resultados similares foram reportados para AgNPs sintetizadas por rotas verdes a
partir de diferentes extratos vegetais. Mohammadi Fereshteh et al. (2019) observaram halos
de inibicdo de magnitude proxima para AgNPs obtidas de folhas e caules, demonstrando
eficacia contra E. coli e S. aureus. Mariadoss et al. (2019), ao produzirem AgNPs verdes a
partir de extrato de frutos de mac¢a (Malus domestica), registraram halos médios de 8§ mm
frente a E. coli. Estudos mais recentes também apontam atividade antibacteriana comparavel
para AgNPs obtidas de flores, com alguns relatos de halos ligeiramente superiores.
Devanesan e AlSalhi (2021), por exemplo, reportaram zonas de inibicdo de 13 mm contra
S. aureus e 11 mm contra E. coli, enquanto Karunakaran et al. (2017) registraram 14 mm para
E. coli e 13 mm para S. aureus, diferencas atribuidas tanto ao método de sintese quanto ao
tipo de flores empregado.

De acordo com Pham et al. (2020), zonas de inibicdo menores que 5 mm indicam
baixa atividade antibacteriana, enquanto valores superiores a 10 mm caracterizam efeito
antimicrobiano significativo. Nesse contexto, a atividade das AgNPs derivadas das flores de
Manaca-da-Serra mostrou-se promissora, apresentando halos de inibicdo comparaveis aos
descritos na literatura. As variagdes observadas podem estar relacionadas as propriedades
fitoquimicas especificas das flores ou as condi¢des empregadas na sintese.

De modo geral, os resultados confirmam que o compdsito de AgNPs/quitosana
apresenta atividade antibacteriana relevante, em consonancia com estudos prévios,
reforcando seu potencial para aplicagdes em tratamentos antimicrobianos. Diferengas nos
diametros relatados entre trabalhos distintos podem ser atribuidas a composi¢ao dos extratos
vegetais utilizados, as condi¢cdes de sintese das NPs ou ainda aos parametros experimentais

adotados nos ensaios.
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4.6. Tratamento do efluente industrial e analise de ICP-OES

Os coliformes representam um grupo amplo de bactérias naturalmente presentes em
solo, agua e plantas (Figura 49). Um subgrupo especifico, os coliformes fecais, inclui E. coli,
bactéria encontrada no trato intestinal e nos dejetos de humanos e animais. Embora a maioria
dos coliformes seja inofensiva, certas cepas de E. coli podem causar enfermidades, motivo
pelo qual sua presenca constitui um importante indicador de contaminacao fecal em recursos

hidricos.

Coliformes
totais

Coliformes
fecais

Figura 49. Representacdo esquematica da classificacdo dos coliformes (adaptado de Basic Water

Science, 2025)

A quantificacdo de coliformes totais ¢ amplamente utilizada como parametro de
qualidade em andlises de agua potavel, pois, apesar de geralmente ndo serem patogénicos, sua
deteccao sugere a possivel presenca de microrganismos causadores de doengas. Tal
abordagem ¢ considerada pratica e eficiente, ja que a detecgdo direta de todos os patdgenos
potenciais ¢ metodologicamente complexa.

A contagem inicial de coliformes totais (Figura 50) no efluente nao tratado foi de
7,7 x 106 NMP 100 mL"! (nimero mais provavel por 100 mL). Apds o contato com o

composito, observou-se uma reducao acentuada e exponencial da carga bacteriana ja na
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primeira hora de tratamento. Em 15 min, a contagem foi reduzida para
4,4 x 10° NMP 100 mL"!, atingindo 1,6 x 10 NMP 100 mL"! em 30 min e valores inferiores a
1,0 x 10° NMP 100 mL"! apos 60 min de exposicio. A partir de 120 min, os niveis de
coliformes aproximaram-se do limite de quantificagio do método (1,8 NMP 100 mL™),
mantendo-se consistentemente baixos e chegando a 1,2 x 10> NMP 100 mL!. Ao final de
180 min de tratamento, a reducdo total de coliformes ultrapassou 99,9%, confirmando a
elevada eficiéncia antimicrobiana do composito e seu potencial para aplicagdo em processos

de desinfeccao de aguas residuais.
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Figura 50. Reducdo da contagem de coliformes totais em fun¢do do tempo de tratamento do efluente

com os pellets de AgNPs/quitosana (o proprio autor, 2025)

A andlise por ICP-OES revelou resultados igualmente promissores, uma vez que a
concentragdo de prata lixiviada para o meio manteve-se estivel em torno de 0,01 mg L,
valor muito inferior ao limite maximo estabelecido pela OMS e pela legislagdo brasileira
(0,1 mg L7'). Esse resultado indica que a agdo antibacteriana observada decorre
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predominantemente de um efeito bacteriostatico, dado que a quantidade de microrganismos
decresce de forma gradual, enquanto os niveis de prata permanecem praticamente constantes.
Tal comportamento sugere que a reticulagdo com glutaraldeido desempenhou papel
fundamental na imobilizagao das AgNPs na matriz polimérica, restringindo a lixiviagdo das
mesmas sem comprometer a atividade antimicrobiana do composito.

Os resultados obtidos sao respaldados por trabalhos recentes que descrevem sistemas
antimicrobianos a base de AgNPs. Compositos de quitosana a base de AgNPs sintetizadas a
partir de extrato de bagago de uva promoveu reducdo de 47% na contagem de coliformes
ap6s 60 min (Raota et al., 2019). Em outros estudos, filmes finos de polihidrocloreto de
alilamina (PAH) e acido poliacrilico (PAA) contendo AgNPs reduziram em 90% a contagem
de E. coli em 360 min, atingindo 93% em um segundo ciclo de tratamento, efeito atribuido ao
aumento da lixiviagdo de prata (Zarpelon et al., 2016). De forma semelhante, Lovatel et al.
(2015) reportaram reducdo de 98,5% na contagem de coliformes totais em 90 min utilizando
um hibrido composto por montmorilonita, alginato e AgNPs.

Em comparacdo com outros sistemas descritos na literatura, o composito
desenvolvido neste estudo apresentou desempenho superior, alcangando redugdo de
coliformes totais acima de 99,9% apo6s 180 min de tratamento, a0 mesmo tempo em que
manteve a lixiviacdo de prata em niveis excepcionalmente baixos (0,01 mg L'). Embora
alguns trabalhos tenham relatado taxas mais rapidas de inativagdo bacteriana (Lovatel et al.,
2015), o composito aqui desenvolvido evidenciou um balango mais favoravel entre eficiéncia
antimicrobiana e seguranca ambiental. Esse resultado pode ser atribuido ao efeito sinérgico
entre a matriz polimérica de quitosana e as AgNPs sintetizadas por rota verde a partir do
extrato floral de Manacé-da-Serra, aliado a maior reten¢cdo das NPs conferida pela reticulagdo

quimica.
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Esse tratamento inovador apresenta desempenho compardavel aos métodos
convencionais de desinfec¢ao de aguas residuais, como a cloragcdo, mas com a vantagem de
ndo exigir uma etapa adicional de decloragdo para remocao de subprodutos potencialmente
nocivos. Embora demande tempos de tratamento ligeiramente superiores, o composito de
AgNPs/quitosana demonstrou eficacia antimicrobiana sustentada, baixo risco ecologico e
elevado potencial de aplicacao, destacando-se como uma alternativa promissora para sistemas

de tratamento mais eficientes, seguros e ambientalmente responsaveis.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou a viabilidade da sintese AgNPs a partir do extrato floral de
Manaca-da-Serra e sua incorporagdo em uma matriz de quitosana para obtencdo de um
composito funcional destinado a desinfeccdo de aguas residuarias. A rota sintética adotada,
baseada nos fitoquimicos antioxidantes do extrato, em especial nos compostos fenolicos
presentes em elevada concentragio no extrato floral (3185 ug EAG mL™"), permitiu evitar o
uso de agentes redutores e estabilizantes toxicos, assegurando um processo ambientalmente
amigavel.

A otimizacdo das condigdes de sintese revelou a forte influéncia do pH e da
temperatura na morfologia e dispersdo das NPs, sendo que condi¢des alcalinas favoreceram a
formagdo de AgNPs esféricas e bem dispersas. Os parametros experimentais definidos
(pH 12,0, temperatura de 25 °C e [AgNOs] = 0,01 mol L) possibilitaram a obtenc¢io de
particulas com didmetro médio de 20-30 nm, conforme analises de MET, apresentando
estabilidade coloidal moderada (PZ = —14 mV). Além disso, as AgNPs exibiram expressiva
atividade antimicrobiana, com MIC de apenas 5 uL mL™ contra E. coli e S. aureus,
confirmando seu potencial para aplicagdes tecnologicas, como a desinfec¢do de aguas
residuais.

As andlises de caracterizagdo do compdsito confirmaram a incorporagdo eficiente das
AgNPs na matriz polimérica biodegradavel. As andlises de MEV-FEG e EDS evidenciaram
prata homogeneamente distribuida. Os espectros de FTIR revelaram interagdes entre as NPs e
os grupos NH;, contribuindo para maior estabilidade estrutural, enquanto a reticulacdao
promovida pelo glutaraldeido reduziu a aglomeragdo das particulas. As analises de TGA, por
sua vez, indicaram ganho em estabilidade térmica, com maior percentual de residuo

inorganico (34%). Finalmente, os ensaios microbioldgicos corroboraram a funcionalidade do
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composito, onde foram observados halos de inibicdo de 11 + 1 mm frente a cepas de
S. aureus e de 9 £ 1 mm frente a cepas de E. coli.

No que se refere ao tratamento do efluente industrial, o composito de
AgNPs/quitosana apresentou alta eficiéncia antibacteriana, alcangando uma redugdo >99,9%
na contagem de coliformes totais em 180 min (de 7,7 x 10° NMP 100 mL' a
1,8 NMP 100 mL™"). A concentragdio de prata no meio, quantificada por ICP-OES, por sua
vez, foi de apenas 0,01 mg L', valor 100 vezes inferior ao limite de 0,1 mg L' estabelecido
pela OMS e pela legislacao brasileira. Esse resultado evidencia a efetiva imobilizacdo das
AgNPs na matriz polimérica, favorecida pela reacdo de reticulagdo com glutaraldeido, que
limitou a lixiviagdo das NPs sem comprometer o desempenho antimicrobiano. Tais achados
demonstram ndo apenas eficacia, mas também seguran¢a ambiental do material desenvolvido.

De forma geral, a sinergia entre AgNPs e quitosana configura uma estratégia
promissora para o tratamento terciario de efluentes industriais, em consonancia com o0s
principios da quimica verde e da gestdo circular da 4gua. Os resultados obtidos demonstram
elevada eficacia antimicrobiana aliada a seguranga ambiental, destacando o compo6sito como
uma alternativa sustentavel frente aos métodos convencionais de desinfeccao. Para consolidar
sua aplicacdo pratica, estudos futuros devem explorar a escalabilidade do processo, a
estabilidade das nanoparticulas em longo prazo e possiveis impactos ecotoxicoldgicos, de

modo a viabilizar a transposi¢ao dos resultados laboratoriais para cenarios reais.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS DE TRABALHO

Perspectivas futuras devem concentrar-se no escalonamento do processo de sintese
verde das AgNPs, visando garantir sua viabilidade em condigdes reais de tratamento de
efluentes industriais e comunitarios. Para isso, serd essencial avaliar a reprodutibilidade ¢ a
estabilidade coloidal das NPs em longo prazo, assegurando a manutencdo de suas
propriedades antimicrobianas ao longo de multiplos ciclos de uso.

Além disso, estudos adicionais deverdo contemplar a integragdo dos compositos em
sistemas tecnoldgicos aplicaveis, como membranas filtrantes, filmes poliméricos e reatores
modulares, ampliando seu espectro de aplicacdo pratica. Outro aspecto relevante ¢ a
realizacdo de ensaios ecotoxicologicos detalhados, a fim de compreender os possiveis
impactos ambientais da liberagdo controlada ou acidental de ions de prata em ecossistemas
aquaticos.

Avaliacdes de biosseguranca, associadas a investigacdo de eventuais processos de
bioacumulagdo e resisténcia bacteriana, também se mostram indispensaveis para assegurar
um uso seguro e sustentavel em escala industrial. Por fim, uma linha promissora de pesquisa
consiste na exploracdo de novas biomassas vegetais e na combinacdo sinérgica com outros
biopolimeros, possibilitando o desenvolvimento de materiais multifuncionais com maior
eficiéncia e menor custo.

Dessa forma, os avangos futuros poderdao consolidar a aplicagdo de compositos a base
de quitosana e AgNPs como solugdo inovadora, ecoldgica e de alta relevincia para a

desinfeccao de efluentes e a preservagao dos recursos hidricos.
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