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RESUMO

A sintese verde viabiliza o beneficio matuo do aproveitamento de residuos agroindustriais e a
producdo de nanomateriais. A capacidade dos extratos vegetais de reduzir ions metalicos é
atribuida aos seus biocompostos, e por isto tém sido utilizados neste tipo de sintese. O bagaco
da uva é um subproduto derivado da producdo do suco de uva, e devido a sua composicdo
quimica tem sido subestimado ao ser descartado como residuo. Neste estudo, as propriedades
fisico-quimicas do bagaco proveniente do suco integral de uva (Vitis labrusca, L.) foram
investigadas, e este foi utilizado como mediador na sintese hidrotermal de nanoparticulas de
prata (AgNPs). A composicdo centesimal, compostos fendlicos totais (CFT) e atividade
antioxidante do bagaco foram avaliados. As analises de caracterizacao foram realizadas para o
extrato de bagaco in natura e seco. Os CFT variaram de 55,02 a 161,54 mg de equivalentes em
acido galico (EAG) por 100 g de amostra para o residuo in natura e seco. A atividade
antioxidante, determinada pelo ensaio B-caroteno/acido linoleico, é um fator-chave para esta
aplicacdo e foi categorizada como alta (>80%). A termogravimetria mostrou que o residuo de
uva possui boa estabilidade térmica e ocorréncia de fases de perda de massa relacionadas aos
compostos volateis da amostra. Na sintese hidrotermal das AgNPs, a performance na reducao
de 0,375 mM de AgNO3z foi analisada por meio das modificagdes nas varidveis tempo,
temperatura e concentracdo do extrato de bagaco de uva. As amostras foram caracterizadas
quimica e estruturalmente por espectroscopia na regido do ultravioleta visivel (UV-vis),
potencial Zeta, determinacéo do tamanho de particula por espalhamento de luz dindmico (DLS),
difracdo de raios X (DRX) e avaliacdo morfoldgica por microscopia eletrénica de varredura
(MEV-FEG). O potencial antibacteriano das nanoparticulas foi determinado pelo teste de
difusdo em disco e pelo teste em microplaca, avaliando-se a influéncia das concentragdes de
extrato contra representantes Gram-positivas e Gram-negativas. Os resultados 6timos
observados para a sintese foram a 100 °C, 1 h e concentracdo de extrato a 0,05 mg/L. Nesta
condicdo, as AgNPs sintetizadas pelo método hidrotérmico exibiram tamanho médio de 37 nm,
determinado por DLS, potencial Zeta de -20 mV e morfologia esférica monodispersa, observada
pelo MEV-FEG. O espectro UV-vis das AgNPs exibiu um pico em 460 nm, condizente ao
consumo da fonte de prata e a formacdo de prata metalica, além de exibir um pico a 280 nm na
analise do extrato representativo do padrdo tipico de absor¢do das antocianinas e flavanoides.
O DRX atribuiu a natureza cristalina das AgNPs ao detectar o padrdo difratométrico com picos
e arranjo geométrico fcc (face centrada cubico) em conformidade com o metal. As AgNPs
obtiveram éxito contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com valor de Concentragdo
Inibitoria Minima (MIC) de 12,5 e 50 uL, respectivamente, atribuindo validagéo a aplicagéo do
residuo de uva na reducéo de fons de prata (Ag* a Ag®) em um protocolo facil de etapa Gnica
sem gerar produtos quimicos agressivos ou téxicos. Assim, o residuo de uva demonstrou
potencial na sintese de AgNPs com boa estabilidade e atividade antimicrobiana satisfatoria.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Residuo agroindustrial. Atividade antibacteriana.
Compostos bioativos. Vitis labrusca L.



ABSTRACT

Green synthesis enables the mutual benefit of using agro-industrial residues and nanomaterials
production. The ability of plant extracts to reduce metal ions is attributed to their antioxidant
activities, and for this reason they have been used in this type of synthesis. Grape pomace is a
by-product derived from the grape juice production, and due to its chemical composition, it has
been underestimated when discarded as waste. In this study, the physicochemical properties of
the pomace from pure grape juice (Vitis labrusca, L.) were investigated, and it was used as
mediator in the hydrothermal synthesis of silver nanoparticles (AgNPs). The pomace proximate
composition, total phenolic compounds (TPC) and antioxidant activity were evaluated. The
characterization analyses were carried out for fresh and dried pomace extract. The TPC ranged
from 55.02 to 161.54 mg of gallic acid equivalents (GAE) per 100 g of sample for the fresh and
dried residue. The antioxidant activity, determined by the B-carotene/linoleic acid assay, is a
key factor for this application and was categorized as high (>80%). The thermogravimetry
showed that the grape residue has good stability and the occurrence of mass loss phases related
to the volatile compounds of the sample. In the AgNPs hydrothermal synthesis, the performance
in the reduction of 0.375 mM AgNOs was analyzed through changes in the variables time,
temperature and grape pomace extract concentration. The samples were chemically and
structurally characterized by spectroscopy in the visible ultraviolet region (UV-vis), Zeta
potential, particle size determination by Dynamic Light Scattering (DLS), X-ray diffraction
(XRD) and morphological evaluation by Scanning Electron Microscopy with Field Emission
Gun (SEM-FEG). The antibacterial potential of the nanoparticles was determined by the disk
diffusion test and the microplate test, in order to evaluate the influence of extract concentrations
against Gram-positive and Gram-negative representatives. The optimal results of the synthesis
were observed at 100 °C, 1 h and extract concentration at 0.05 mg/L. In this condition, the
AgNPs synthesized by the hydrothermal method exhibited a mean size of 37 nm, determined
by DLS, Zeta potential of -20 mV and monodisperse spherical morphology, observed by SEM-
FEG. The UV-vis spectrum of AgNPs exhibited a peak at 460 nm, consistent with the silver
source consumption and the formation of metallic silver, in addition, it was exhibited a peak at
280 nm in the extract analysis, representing the typical pattern of anthocyanins and flavanoids
absorption. XRD attributed the crystalline nature of AgNPs by detecting the diffractometric
pattern with peaks and fcc (face centered cubic) geometric arrangement conforming to the metal
identity. Antibacterial potential was successfully proved against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, with MIC value at 12.5 and 50 pL, respectively, assigning validation
to the grape pomace application in the reduction of silver ions (Ag* to Ag®) in an easy single-
step protocol avoiding harsh or toxic chemicals generation. Thus, the grape residue showed
potential in the synthesis of AgNPs with good stability and satisfactory antimicrobial activity.

Keywords: Nanotechnology. Agro-industrial waste. Antibacterial activity. Bioactive
compounds. Vitis labrusca L.
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IMPACTOS SOCIAIS, TECNOLOGICOS, ECONOMICOS E CULTURAIS

O trabalho sobre a sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando bagaco de uva
como biorredutor teve impactos significativos em diversas esferas, sendo possivel identificar
potenciais beneficios sociais, tecnologicos, econémicos e culturais. Socialmente, o
desenvolvimento de uma alternativa sustentavel para a producdo de nanoparticulas com acao
antimicrobiana responde a crescente demanda por métodos menos agressivos ao meio ambiente,
contribuindo para a satide publica ao oferecer um novo meio de combater bactérias resistentes.
O trabalho mostra-se relevante para a tecnologia e producdo ao propor um processo inovador
que utiliza residuos agroindustriais, promovendo a economia circular e ampliando a
aplicabilidade de subprodutos agricolas, o que pode beneficiar diretamente as industrias de
sucos e vinhos. Economicamente, a valorizacdo do bagaco de uva, frequentemente descartado
como residuo, pode gerar novas fontes de renda para pequenos e grandes produtores, além de
diminuir custos com o descarte inadequado e poluente. Culturamente, a pesquisa destaca a
importancia da sustentabilidade e inovacdo na agroindustria, promovendo praticas que integram
conhecimento tradicional com avancos cientificos, o que pode inspirar outras iniciativas dentro
e fora da comunidade académica. A insercao de préaticas verdes e a promocdo de tecnologias
mais limpas também se alinham aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da
ONU, especialmente ao ODS 3 (Saude e Bem-Estar), ODS 9 (Industria, Inovacdo e
Infraestrutura), ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis) e ODS 13 (Acdo contra a
Mudanca Global do Clima). Esses impactos reforcam o carater extensionista do projeto, com
potencial para beneficiar ndo apenas a comunidade académica da UFLA, mas também a
sociedade em geral, ao incentivar o uso responsavel de recursos naturais € a inovagao
sustentavel em processos industriais. Por se tratar de uma producdo académica, o projeto
exemplifica a capacidade da universidade em gerar conhecimento aplicado e relevante para a

sociedade e 0 meio ambiente, contribuindo para a construcdo de um futuro mais sustentavel.



SOCIAL, TECHNOLOGICAL, ECONOMIC AND CULTURAL IMPACTS

The research on the green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using grape pomace as a
bioreducer has significant impacts across various domains, with potential social, technological,
economic, and cultural benefits. Socially, the development of a sustainable alternative for
producing nanoparticles with antimicrobial action addresses the growing demand for less
environmentally harmful methods, contributing to public health by offering a new way to
combat resistant bacteria. The work is relevant to technology and production by proposing an
innovative process that utilizes agro-industrial waste, promoting a circular economy and
expanding the applicability of agricultural by-products, which could directly benefit the juice
and wine industries. Economically, the valorization of grape pomace, often discarded as waste,
could generate new income sources for both small and large producers, as well as reduce costs
associated with inadequate and polluting disposal. Culturally, the research emphasizes the
importance of sustainability and innovation in the agro-industry, promoting practices that
integrate traditional knowledge with scientific advancements, which could inspire other
initiatives both within and outside the academic community. The implementation of green
practices and the promotion of cleaner technologies also align with the United Nations'
Sustainable Development Goals (SDGs), particularly SDG 3 (Good Health and Well-being),
SDG 9 (Industry, Innovation, and Infrastructure), SDG 12 (Responsible Consumption and
Production), and SDG 13 (Climate Action). These impacts reinforce the extensionist nature of
the project, with the potential to benefit not only the academic community at UFLA but also
society at large by encouraging the responsible use of natural resources and sustainable
innovation in industrial processes. As an academic production, the project exemplifies the
university's ability to generate applied and relevant knowledge for society and the environment,

contributing to the construction of a more sustainable future.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia é atualmente uma das &reas de maior interesse e desenvolvimento
cientifico aplicada na resolucdo de problemas da escala macro a molecular (QIDWAI et al.,
2018). O aprofundamento das pesquisas no “universo nano” busca obter propriedades na
nanoescala que diferem das encontradas nos materiais convencionais (CELE, 2020). Os
nanomateriais integram produtos desenvolvidos com novas propriedades e funcionalidades e
oferece versatilidade de uso por abranger diversas areas da ciéncia. As possibilidades e
expectativas de descobertas em torno de suas propriedades fisico-quimicas exclusivas e
intrigantes sdo catalisadores desse processo de exploracdo da tematica (WANG et al., 2018).
As propriedades dos nanomateriais que se destacam por diferirem do material homol6go na
escala macro envolvem a relacdo area superficial-volume, tamanho médio e propriedades
Opticas (BASTOS-ARRIETA et al., 2018).

Os processos de descobertas vao além de métodos fisicos e quimicos. A nanotecnologia
também se relaciona de forma harmdnica com o meio ambiente, ndo s6 por ser promissora para
a resolucdo e mitigacdo de problemas ambientais, mas também pela possibilidade de uso de
materiais bioldgicos e renovaveis em seus processos de sintese. A “nano revolu¢ao” envolve o
papel desempenhado pelas plantas e outros materiais organicos na sintese biogénica de
nanoparticulas (NPs). Rotas bioldgicas, ou “verdes”, tém sido amplamente provadas como
opcoes eficientes e menos prejudiciais na conducdo de métodos de sintese ambientalmente mais
adequadas (sintese verde) do que os métodos tradicionais (HUSTON et al., 2021; QIDWAI et
al., 2018).

As plantas, assim como as bactérias, leveduras, fungos e espécies de algas atuam como
substratos na sintese verde. Além de visar maior sustentabilidade, seguranca laboratorial e
menor custo, a sintese com fontes bioldgicas € vantajosa por realizar ndo so6 a reacéo de reducéo,
mas também estabilizacdo, além de posivel acdo antimicrobianas (HUSTON et al., 2021).
Dentro dos processos desenvolvidos na sintese verde, os residuos agricolas e industriais de
varias frutas vém sendo estudados para a producdo de NPs metalicas. A uva, por exemplo, ao
ser utilizada na obtencdo de vinhos e sucos, gera subprodutos ou residuos como semente, casca
e talo que podem ser utilizados na reducdo de metais (KRISHNASWAMY; VALI; ORSAT,
2014), possibilitando a execucédo de um procedimento com uso reduzido de reagentes e com
aproveitamento de um residuo agroindustrial (BASTOS-ARRIETA et al., 2018).

A abundancia de compostos fendlicos encontrados no suco de uva e em seus residuos

agroindustriais resumem-se, principalmente, nos flavandis (catequinas e epicatequinas),
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antocianinas, resveratrol, quercetina e kaempferol. A concentracdo desses compostos aumenta
quando se utiliza a fruta inteira, ndo apenas a polpa. Na perspectiva comercial do suco de uva,
esses beneficios destacados atraem mais consumidores (SILVA et al., 2021), além disso, podem
fomentar o uso do bagaco de uva gerado, agregando valor ao residuo dessa cadeia produtiva.

Os sais de metais, como prata, ouro e cobre, sdo utilizados como precursores na
obtencdo de NPs. A sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) pode, aléem da utilizacdo da
sintese verde, ser realizada por processo hidrotermal, que consiste em um método quimico de
abordagem bottom-up numa etapa Unica com cinética rapida. Ademais, dispensa 0 uso de
substancias, como solventes, agentes redutores e estabilizadores, em doses de alta toxicidade.
O processo hidrotermal € uma alternativa dentre os demais métodos fisicos e quimicos e possui
aplicacdo promissora na sintese verde de NPs devido ao melhor controle de tamanho e das
propriedades das particulas obtidas (DESAI; PRABHURAJESHWAR; CHANDRAKANTH,
2016). As AgNPs, por sua vez, sdo desejadas pelo seu potencial em agir contra microrganismos
infecciosos e nocivos aos seres humanos, como bactérias, fungos e virus, como por exemplo, o
SARS-CoV-2 causador da COVID-19 (CDMF, 2020; RAMAKRISHNAN et al., 2021;
TREMILIOSI et al., 2020; VALDEZ-SALAS et al., 2021).

Além da exequibilidade e vantagem experimental, a insercdo de residuos agricolas no
contexto tecnoldgico é um tdépico que merece enfoque no Brasil, dado que o pais € um dos
maiores produtores agricolas mundiais (FAO, 2020). Em face ao contexto apresentado, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a viabilidade da utilizacdo do residuo do bagaco do suco
integral de uva e do método hidrotermal para sintese das AgNPs visando avaliar, por fim, a sua
acdo antimicrobiana, propriedade de alto interesse para diversas finalidades. Almejou-se obter

um processo econémico, ecologicamente viavel e escalonavel.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e otimizar uma metodologia para produgdo de nanoparticulas de prata com
acdo antimicrobiana, através de sintese verde utilizando o processo hidrotermal e residuos da

agroindustria brasileira da uva.

2.2 Objetivos Especificos

s Investigar o efeito das condi¢des de sintese usando como precursor o extrato de bagaco

de uva Isabel (Vitis labrusca L.) no didmetro medio e potencial Zeta das nanoparticulas
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de prata obtidas.

o Avaliar o efeito dos parametros, na sintese pelo método hidrotérmico, a partir da
variagdo do tempo, da temperatura e da concentracdo de extrato do bagaco da uva nas
caracteristicas das nanoparticulas.

o Relacionar as propriedades estruturais de estabilidade a dispersdo e morfologia das
nanoparticulas produzidas com os diferentes parametros de sintese.

s Avaliar o efeito antimicrobiano das nanoparticulas de prata em bactérias Gram-

positivas, Staphylococcus aureus, e Gram-negativas, Escherichia coli.

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Nanoparticulas e rotas de sintese
3.1.1 Nanoparticulas metélicas

O desenvolvimento de nanomateriais estd aumentando devido ao alto desempenho e
ampla aplicacdo nas mais variadas areas (MIU; DINISCHIOTU, 2022). As nanoparticulas
(NPs) sdo materiais que possuem pelo menos uma de suas dimensGes pertencentes a escala
nanométrica, no intervalo de tamanho é de 1 a 100 nm, sendo 1 nm equivalente a 1 m, ou
seja, fracdo um bilhdo de vezes inferior (NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE:
NNI, 2021), conforme ilustrado na Figura 1. As classificacdes sdo baseadas em suas
propriedades estruturais, formatos e tamanhos. Dentre algumas classificadas atualmente na
escala nano, estdo as NPs de carbono (fulerenos e nanotubos), NPs metalicas, NPs ceramicas,
NPs semicondutoras, NPs poliméricas e NPs lipidicas (KHAN; SAEED; KHAN, 2019).

Figura 1 — Representacdo de materiais bioldgicos em diferentes escalas de tamanho, destacando
aqueles em escala nanométrica (1 a 100 nm).

/Glucose Proteina DNA Virus Célula Gréo de sal Bola de&

AT .: &
... X ’..‘ v f L} - '4
! "" (¢ / \ // \\ » \ :
107 1 104 10° 10¢ 107 108
M Nanémetros
/ 70 \ :
Micela Lipossoma Dendrimero Nanocascade ouro Ponto quintico Polimeros

Fonte: Adaptado de Samak et al. (2020).
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A aplicacdo destes nanomateriais € um campo multidisciplinar que vem sendo
explorado para solucionar problemas tecnologicos, cientificos e industriais
(NASROLLAHZADEH et al., 2019). A reviséo de Qidwai et al. (2018) relata que as NPs sdo
adequadas para aplica¢fes farmacéuticas, cosmecéuticas, industriais, biossensores, quimica
clinica e aumento da resposta imunoldgica. A producdo em escala industrial ja abrange produtos
de uso diario, eletronicos, cosméticos, materiais para revestimento, embalagem de alimentos,
revestimentos de superficies, entre outros (MIU; DINISCHIOTU, 2022)

As NPs atuam de maneira diferente & macromoléculas, ampliando assim o campo de
estudos e de possiveis aplicacfes funcionais e eficientes. As propriedades diferem devido a alta
area de superficie em relacdo ao volume e possiveis efeitos quanticos obtidos na nanoescala
(GUISBIERS; MEJIA-ROSALES; LEONARD DEEPAK, 2012; KOKILA; RAMESH:;
GEETHA, 2015).

Embora o corpo cientifico esteja ainda desvendando a nanociéncia, o uso de
nanoparticulas, como as nanoparticulas metalicas (MNPS), ja integrava artefatos e tecnologias
ancestrais, como o Calice de Licurgo, do século IV a.C. (MELO et al., 2012). As MNPs sdo
estruturas obtidas por meio de metais puros (ouro, platina, prata, titanio, zinco, cério, ferro, talio
e outros) ou seus compostos (6xidos, hidréxidos, sulfetos, fosfatos, fluoretos e cloretos)
(PINON-SEGUNDO; MENDOZA-MUNOZ; QUINTANAR-GUERRERO, 2013).

Os metais podem ser sintetizados para que se liguem a grupos funcionais apropriados,
como ligantes, anticorpos e drogas. Os usos finais das NPs metalicas abrangem seu potencial
antioxidante, atividade antimicrobiana contra patdégenos humanos, aplicacdo em produtos
alimenticios, atividade anti-inflamatdria em cosméticos, diagnéstico e terapia de cancer,
deteccdo de DNA e marcacédo de células. Possuem também particularidades como ressonancia
de plasma de superficie e propriedades Opticas. Dentre outros metais, a prata e ouro sao focos
em diversas pesquisas devido & acdo anticAncer e antimicrobiana (HARISH et al., 2018;
QIDWAI et al., 2018; WANG et al., 2018).

3.1.2 Nanoparticula de prata e agdo antimicrobiana

Historicamente, ha cerca de 1200 anos, a prata é conhecida e aplicada na resolucao de
problemas causados por bactérias, fungos e virus (ZHAO; STEVENS, 1998). Seus efeitos
microbiocidas, que matam estes microrganismos, e microbiostaticas, que os inibem, passaram
atualmente, a ser estudados na nanoescala, revalidando este potencial e servindo como
alternativa aplicada na area médica e industrial (NASROLLAHI; POURSHAMSIAN;
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MANSOURKIAEE, 2011).

Com o aumento de bactérias resistentes a antibioticos, as nanopaticulas se emergem
como uma opgao contra 0os mecanismos de resisténcia devido ao seu tamanho, forma,
funcionalizacao da superficie e material. A capacidade de permear, ligar e romper a membrana
bacteriana pode levar ao vazamento de componentes citoplasmaticos, alteracdo de componentes
intracelulares e até a morte das bactérias. Para as AgNPs, o ion Ag* livre age como agente ativo
afetando a membrana o transporte de elétrons e 0 DNA (GUPTA et al., 2019)

N&o s6 os beneficios, mas também os riscos toxicoldgicos da prata sdo estudados desde
0 seu advento, principalmente dada a sua alta taxa de aplicacdo na salde humana. Estudos da
metade do século passado concluiram que a prata em baixas concentracdes exibe alta eficacia
bactericida e baixa toxicidade em células normais de mamiferos (BERGER et al., 1976).
Condizentemente, esta preocupacdo permaneceu no ambito das nanoparticulas de prata, estudos
a respeito de sua toxicidade sdo conduzidos concomitantemente ao desenvolvimento de suas
variadas aplicacdes. Cientistas levantam a preocupacao quanto a concentracdo, meio e periodo
de contato com as AgNPs em diferentes sistemas fisiol6gicos. Desta forma, as aplicagcdes das
AgNPs requerem estudos especificos.

A revisdo realizada por Duran et al., (2018), concluiu que as AgNPs possuem
capacidade toxica em funcdo de diferentes variaveis e que o mecanismo ainda € incerto. Os
efeitos dependem das condigdes, 0s testes in vivo com camundongos e humanos demonstraram
baixa toxicidade. A exemplo, foi mencionado um estudo com 62 humanos que fizeram ingestao
oral de AgNPs de 5-10 nm e 25-40 nm, com concentragao estoque de 10 ug/mL e 32 pg/mL
respectivamente e ingestéo de 100 pg/dia e 480 pg/dia , respectivamente, ndo houve alteracéo
significativa no metabolismo humano, hematoldgica, na urina, observacdes fisicas ou nas
imagens de morfologia.

Estudos também abordam a toxicidade das AgNPs em outros ambientes, como para
invertebrados de agua doce (LEKAMGE et al., 2018), e ratos (VAN DER ZANDE et al., 2012).
Entretanto, devido ao seu grande potencial e beneficio bactericida, estudos e experimentos
continuam progredindo e consideram as AgNPs como um dos mais relevantes nanomateriais,
com boa relagdo custo-beneficio, com propriedades singulares e capacidade de formar
nanoestruturas (LEKAMGE et al., 2018).

3.1.3 Rotas de sintese de nanoparticulas metalicas

Existem diversas rotas para a obtencdo de nanoparticulas metélicas, no entanto, a grande
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parte delas faz uso de solventes organicos toxicos (tolueno, benzeno) que aumentam os riscos
oriundos da exposicdo humana a esses componentes e geram muitos residuos. A sintese
bioldgica, também denominada biossintese ou sintese verde, pode ser associada a diferentes
métodos fisicos e quimicos e se destaca pelo uso de solventes ecoldgicos, redugdo de gastos e
geracdo de residuos, capacidade de escalonamento, e independem de condic¢des termodindmicas
complexas (SAHNI; PANWAR; KAUR, 2015).

Os métodos de sintese possuem duas abordagens de realizagdo: top-down e bottom-up
(FIGURA 2). A abordagem top-down é feita por fresagem, litografia, moagem e témpera
repetida, ndo garantindo a estrutura e o tamanho das particulas obtidas (CELE, 2020). A bottom-
up, por sua vez, resume-se na dispersdo coloidal pelo método de sintese quimica umida e
beneficia-se pela construcdo progressiva da particula a partir do &tomo, molécula ou cluster,
sendo a mais utilizada pelos cientistas (BISWAS et al., 2011).

Figura 2 — Diferentes abordagens para a sintese de nanoparticulas.
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Diversas rotas de sintese de MNPs coloidais com diferentes precursores tém sido
identificadas e estudadas. Estas rotas variam em métodos, solventes e pardmetros de processo,
podendo ser aplicadas conforme objetivo e disponibilidade de recursos. Os fatores
predominantes que diferem as rotas convencionais fisicas e quimicas da biossintese sdo a
demanda energética, a toxidade das substancias quimicas utilizadas, conforme quantidade, e a
geracdo de residuos (RAI, 2013). O Quadro 1 apresenta os metodos mencionados por Cele
(2020), em seu trabalho.

Quadro 1 — Métodos quimicos e fisicos de sintese de nanoparticulas metalicas.

Método Parametros de processo
Método do poliol Usa liguido ndo aquoso (poliol) como solvente e agente redutor.
Microemulsdes Amplamente _utilizgd(_) para a producdo de nanoparticulas
Métodos inorgénicas (YU et al., 2010)
Quimicos O calor é necessario para quebrar as ligagcdes quimicas no

Decomposigéo termal a x .
composto em decomposicdo e a reacdo é endotérmica.

Sintese eletroquimica Sintese de compostos quimicos em uma célula eletroquimica
O plasma ¢ gerado por serpentinas de aquecimento de

Plasma radiofrequéncia (RF).
Deposigéo de vapor Usado principalmente na fabricacdo de semicondutores para
guimico depositar filmes finos de diferentes materiais.
Métodos Irrqdia(;éo de Utilizado na sintese dg matgri_ais hl'brigo_s organicos, inorganicos
Fisicos microondas e inorganicos-organicos.

Método de laser pulsado | Sintese de AgNPs, em uma alta taxa de producéo de 3 gm/min.
Sintese de diferentes tipos de nanoparticulas metalicas pela
reducdo sonoquimica dos ions metalicos correspondentes.
Vantagem de ser reproduzivel, controlar morfologia, producéo
monodispersa, facil, barato e usa menos precursores de toxinas.

Fonte: Da autora (2023), adaptado de Cele (2020).

Reducéo sonoquimica

Radiacdo gama

Além destes, outra opcao é o método hidrotérmico, o qual pode ser associado a sintese
verde, seja por meio do uso de extratos de plantas ou bactérias, fungos, cianobactérias e
actinomicetos. Estes organismos podem ser utilizados como fontes de biomassa, extratos ou
precursores em sinteses hidrotermais, permitindo a obtencdo de materiais com propriedades
especificas e funcionalidades desejadas. A selecdo e o0 uso adequado desses organismos
dependem do objetivo e caracteristicas visadas. A relacdo da sintese verde com as
nanoparticulas metalicas, ressaltando as nanoparticulas de prata, os parametros envolvidos no
processo e, por fim, a juncdo do método hidrotérmico associado a sintese verde serdo descritos

de forma pormenorizada na sequéncia.

3.1.4 Sintese verde de nanoparticulas metélicas

A obtencgdo de NPs por vias de sintese verde € particularmente almejada por facilitar as

condicdes operacionais ao minimizar ou excluir a demanda por produtos quimicos que hajam
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como estabilizadores externos e agentes de cobertura. Estas caracteristicas resultam em
beneficios ecoldgicos, econdmicos e com seguranca bioldgica, fomentando os testes com as
mais variadas plantas e microrganismos (DIKSHIT et al., 2021). Para as NPs metalicas, a
reducdo biogénica acontece de forma rapida, podendo ser realizada em temperatura e pressdo
ambientes, possibilitando ampliacdo do processo (NASROLLAHZADEH et al., 2019). Desta
forma, as sinteses verdes, ilustradas na Figura 3, podem sobressair positivamente no quesito
custo, principalmente quando se faz uso de um residuo, e oferecer controle e mitigacdo de
toxicidade.
Figura 3 — Métodos de sintese verde de nanoparticulas.
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Fonte: Da autora (2023).

No caso de uso de microrganismos, usam-se os fungos, bactérias, algas, leveduras,
actinomicetos e enzimas (QIDWAI et al., 2018). J& para as plantas, estudos mostram a eficaz
utilizacdo de todas as suas partes, ampliando as possibilidades do beneficiamento vegetal e
utilizacdo de residuos. Desta forma, sementes, frutos, folhas, caules, latex, biomassa seca,
dentre outros substratos, podem ser aplicados em conjunto ou isolados na sintetizagdo de
nanoparticulas. Os compostos bioativos associados a sintese, como polifendlicos, alcaloides,
flavonoides e terpenos, também sdo eficazes quando aplicados como extratos isolados de
plantas (RAI, 2013). O Quadro 2 apresenta as comparacdes entre a obtencdo de NPs via método

quimico e bioldgico, destacando os beneficios da segunda opgé&o.



24

Quadro 2 — Comparacdo entre nanoparticulas biogénicas e sintetizadas de forma convencional.

Caracteristicas

Método quimico convencional

Método biolégico

Custo/toxicidade

Caro, téxico

Eficaz na reducdo de custos, ndo toxico

Agente redutor

Dimetilformamida, etilenoglicol,
hidrato de hidrazina, boro-hidreto
de sodio, poliol, citrato de sédio e
N, N-dimetilformamida

Biomoléculas incluem flavonas,
fenolicos, terpendides, alcaldides,
proteinas, polissacarideos, aminoacidos,
enzimas, principalmente, nitrato
redutase

Reagentes Uso de estabilizador (surfactante) N&o ha necessidade de adicionar um
para evitar aglomeracgdo agente estabilizador

Impacto A poluicdo ambiental e o consumo | Sintese em condigdes ambientais e com

ambiental de energia sdo desvantagens dos maior nivel de seguranca, além de pouco
métodos de reducdo quimica ou nenhum uso de energia

Atividade NPs com menor atividade contra Comparativamente, NPs com maior

antibacteriana bactérias patogénicas atividade contra bactérias patogénicas

Material Maior garantia da composicéo dos N&o ha garantia de que o material

reagentes

biolégico tera a mesma composi¢do

Disponibilidade
dos recursos

Possibilidade de obter os reagentes
de diferentes fontes e locais

Pode haver restricdo sazonal do material
bioldgico

Contaminagdo e
vida util, e
armazenamento

Reagentes podem ser menos
susceptiveis a contaminagéo
biol6gica, apresentar maior vida util
e facil armazenamento

Material biolégico pode apresentar
suceptibilidade a contaminagao, menor
vida Util e demanda por condigdes
especificas de armazenamento como
refrigeracdo

Reprodutibilidade

Mais facil de encontrar os reagentes
com as mesmas caracteristicas

Caracteristicas mais variaveis conforme
condicdes de producdo do material
biolégico

Fonte: Adaptado de Qidwai (2018).

3.1.5 Sintese verde de nanoparticulas de prata

Nanoparticulas de prata puras, de formato regular e bem dispersas podem ser

sintetizadas por eletroirradiacdo e irradiacdo de microondas, redutores quimicos, radiacdo e
técnicas bioldgicas, sendo este ultimo, o método que tem ganhado espaco no aspecto econdmico
e ecologico (WANG et al., 2018). Ademais, os processos tradicionais exigem o uso de produtos
quimicos toxicos, produzem subprodutos prejudiciais e exigem um alto consumo de energia,
que dificultam a sintese em escala industrial a partir de metal e 6xido de metal, impulsionando
a busca pela solucdo desta problemética por meio do desenvolvimento da sintese verde
(DRUMMER; MADZIMBAMUTO; CHOWDHURY, 2021).

As biomoléculas dos extratos de plantas e tecidos vegetais sdo utilizadas na reducéo de
ions metalicos desde o inicio do século XX, todavia, a abordagem desta aplicacdo na obtencéo
de NPs é ainda recente. VVarios metais sdo reduzidos para a nanoescala, sendo a prata (Ag) e o
ouro (Au) os mais retratados por via de reducao biogénica em razdo do interesse de aplicacGes
em diversas areas. Ressalta-se o0 beneficio da sintese verde na obtencdo de NPs atoxicas para
aplicacOes terapéuticas (NASROLLAHZADEH et al., 2019). As rotas de sintese de AgNPs
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envolvem trés passos: reducdo da prata por agentes biorredutores, nucleacédo e estabilizacédo
(BASTOS-ARRIETA et al.,, 2018). A eficiéncia destes passos ocorre em funcdo da

caracteristica dos materiais utilizados e do ajuste dos parametros envolvidos na sintese.

3.1.6 Parametros relacionados a sintese verde

As AgNPs com diferentes tamanhos, formas e morfologias tém sido descobertas nos
testes experimentais envolvendo as mais variadas opc¢des de extratos de espécies vegetais. As
caracteristicas resultantes sdo dependentes das condi¢bes experimentais e da cinética de
interacdo dos ions metalicos com os agentes redutores (SAHNI; PANWAR; KAUR, 2015).

As condicdes experimentais envolvem os fatores: temperatura de reacdo, tempo de
incubacéo, valor de pH, concentracdo do precursor e do agente redutor. O estudo dos efeitos
destas condic@es e resultados obtidos levam aos ajustes necessarios para obter as NPs com as
caracteristicas desejadas. Embora os cientistas tenham concluido que o tamanho e a morfologia
séo responsaveis pelas propriedades das NPs, a forma de controlar precisamente esses fatores
ainda ndo esta bem estabelecida (DRUMMER; MADZIMBAMUTO; CHOWDHURY, 2021).

Conforme concluido na revisdo de Drummer, Madzimbamuto e Chowdhury (2021), as
varidveis temperatura de sintese e a taxa de formacdo de NPs sdo interdependentes, havendo
relacdo diretamente proporcional em temperaturas estudadas (25 a 80 °C), quando a
temperatura aumenta, a taxa de reacdo também aumenta. Ao mesmo tempo, este aumento na
temperatura pode acarretar no estreitamento da faixa de distriuicdo de tamanho de particula,
desde que haja agente precursor suficiente. Todavia, a escassez de ions dos precursores pode
acarretar no aumento da faixa de distribui¢do de tamanho das nanoestruturas.

O referido estudo também relatou que aumentar o tempo de reacdo consequentemente
aumenta a concentracao, o tamanho ou a aglomeracdo das NPs. J& o aumento do nivel de pH
acarreta em maior cristalinidade e pode induzir a formacao de aglomerados, embora um valor
de pH mais neutro costume ser favordvel para a solucdo de reacdo. Por fim, o didmetro da
particula e a cristalinidade aumentam com um aumento na temperatura de calcinacao
(temperatura em que as NPs sdo desprendidas de suas substancias volateis).

Outros autores concluiram que € possivel sintetizar AGNPs em uma ampla faixa de pH,
todavia, 0 meio reacional além do uso de compostos para ajustar o pH irdo alterar o tamanho,
distribuicdo e estabilidade das particulas obtidas, sendo o pH elevado o que apresentou
melhores resultados (GONTIJO et al., 2020; MARCINIAK et al., 2020). Embora este resultado
corrobore com outros estudos, hd de ser considerar a variedade de possibilidades

disponibilizadas pela sintese verde e possiveis resultados divergentes encontrados por outros
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autores, como Liu et al. (2014), ao fazer uso de solucdo redutora de pH acido de fonte bioldgica.

Em outro estudo, 0 aumento na concentragio do ion metalico de prata e ouro de 10~
para 1072 M ocasionou aumento do tamanho de particula. O resultado da espectrometria de
massa por plasma acoplado indutivamente (ICP) corroborou o obtido por UV-vis, indicando
tendéncia decrescente na formacéo de particulas nanomeétricas em maior concentracao de metal.
Por outro lado, na concentracdo mais baixa do precursor, a taxa de formacéo de NPs de prata e
ouro demandou tempos longos de reacdo, e, por conseguinte, gerando uma absorbancia mais
fraca (DUBEY et al., 2010).

Assim, todas as variaveis devem ser levadas em consideracdo de forma conjugada para
melhor delinear o procedimento escolhido e possibilitar o aproveitamento maximo do precursor

e mediador empregado.

3.1.7 Sintese verde via rota hidrotérmica

O método hidrotérmico pode ser entendido como a sintese controlada de monocristais
em funcdo da solubilidade de minerais em agua quente e alta pressao. Possui beneficios perante
outros métodos e se destacam: a obtencdo de Oxidos, ndo 6xidos ou particulas metélicas
submicrométricas com forma controlada; nucleacao e crescimento de cristais de boa qualidade;
temperatura razodvel, variando de 100 a 200 °C, e flexibilidade no uso de reagentes com certa
impureza (PAN et al., 2015).

A literatura apresenta constatacdes do beneficio do método hidrotérmico no tamanho e
morfologia dos nanomateriais, como o0s de prata, principalmente devido ao controle da
temperatura, a qual afeta os processos de nucleacdo e velocidade de crescimento, desde o
mondmero de prata inicial, e os intermediarios de Ag que contém facetas cristalograficas
especificas em suas superficies (L1U et al., 2014). O pH também é levado em consideracao nas
sinteses verdes por rota hidrotérmica, ja que pode interferir nas cargas elétricas das
biomoléculas. Em geral, pH neutro ou tendendo a alcalinidade propicia melhor taxa de
formacéo e distribuicdo homogénea (VANLALVENI et al., 2021). Todavia, diferentes fontes
botanicas possuem diferentes valores de pH, Liu et al. (2014) relataram que a prata coloidal
poderia ser formada sob condicdo alcalina, mas que a condicdo &cida em via hidrotérmica
garantiu maior estabilidade e AgNPs com cargas positivas, favorecendo a ligagdo com
superficies biologicas negativas, como célula ou bactéria.

A abordagem hidrotérmica tem obtido eficacia na sintese de nanoparticulas metélicas e

se destaca, entre sinteses de alta e baixa temperatura, pela geracdo de NPs de rendimento
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consideravelmente alto e pelo controle do processo com obtencéo de NPs com didametros numa
faixa estreita. Resumidamente, esta abordagem se baseia numa reacdo com temperatura
superior ou inferior ao ponto de ebulicdo do solvente principal para producdo de fluidos
supercriticos nos quais ha a dissolucdo dos compostos (OCSOY et al., 2017). Outro beneficio
é poder associa-la a sintese com extratos vegetais.

A temperatura e o tempo de reacdo séo variaveis relevantes no processo de reacédo, além
das concentragdes adequadas do componente redutor e do precursor de prata na producdo de
AgNPs com diametros e formatos desejadas (YANG; PAN, 2012). Segundo estudos de Ocsoy
et al. (2017), ao integrar a abordagem hidrotérmica e a sintese verde de AgNPs com repolho
roxo, obteve-se um maior grau de estabilidade e retardamento do processo de agregacdo das
nanoparticulas. A reproducéo de sinteses por meio do uso de extratos das mais diversas plantas
visa ndo s6 NPs com caracteristicas satisfatorias, mas também aprimorar o entendimento do

papel realizado por esses mediadores vegetais.

3.2 Extratos vegetais na biorreducgdo

Como sobredito, as NPs atraem atencdo devido as suas distintas propriedades fisico-
quimicas, magnéticas e optoeletronicas, além de tamanho Unico, forma e distribuicdo.
Concomitantemente ao aumento do uso de NPs, aumentou-se a necessidade de aplicar
tratamentos mais eficazes com toxicidade controlada, promovendo o aperfeicoamento da
biotecnologia, precursora no dominio da nanotecnologia, associado ao uso de materiais
renovaveis e disponiveis (QIDWAI et al., 2018).

3.2.1 Extratos de frutas

As plantas propiciam maior funcionalidade a reacdo, uma vez que disponibilizam
biomoléculas funcionais eficientes na reducdo de ions metalicos, além de exercer protecédo e
estabilizacdo das nanoparticulas (RAI, 2013). Na sintese de AgNPs, a utilizacdo de frutas como
agente redutor e de cobertura ou capeamento (capping do inglés) é uma alternativa
ecologicamente viavel e econdmica que almeja associar rapidez e facilidade. Diversos autores
estudam os métodos e as aplicagcdes de NPs sintetizadas por frutas e as diferencas entre suas
propriedades e comparacdo da eficiéncia ainda séo indefinidas. A exemplo, ha estudos com
abacaxi (AHMAD, 2012) e folha de abacaxi (EMEKA et al., 2014), manga — antifingico para
Candida (SALATI; DOUDI; MADANI, 2018) macé — antibacteriano (ALI et al., 2016), acai,
banana — antibacteriano (NARAYANAMMA,; RANI; RAJU, 2013; SANTANA; BACKX,
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2017), morango — antibacteriano (UMOREN et al., 2017), acai (LIMA et al., 2019). Outros
produtos naturais como café, chd, vinho, aminoacidos simples, vitaminas e acucares
(NASROLLAHZADEH et al., 2019), também tém sido estudados.

A facilidade da utilizacdo de extratos de plantas sobressai a oferecida pela biorreducéo
com microrganismos, uma vez que 0s extratos vegetais isentam da necessidade de isolamento,
preparo e manutencdo de cultura de células e de condigdes estéreis para serem utilizados (HE
et al., 2013; RAVICHANDRAN et al., 2016). O uso de plantas viabiliza economicamente o
processo ao transformar duas etapas em apenas uma, ja que alem de sintetizar, favorecem a
estabilidade das NPs obtidas (AHMED et al., 2016). Todos esses pontos minimizam 0s gastos
com tempo e recursos, além de que as plantas utilizadas podem também ser derivadas de

residuos agroindustriais, tornando o processo ainda menos oneroso.

3.2.2 Utilizacdo da uva na biorreducao

O bagaco de uva é fonte de compostos bioativos com potencial aplicado a producéo de
nanomateriais associado ao aproveitamento de um residuo alimentar de alta taxa de geracédo
(GONZALEZ-BALLESTEROS; RODRIGUEZ-GONZALEZ; RODRIGUEZ-ARGUELLES,
2018). Bastos-Arrieta et al. (2018), realizaram a sintese verde de AgNPs usando extrato de
residuos de engaco (ou talo) de uva para a modificacdo de eletrodos. Os principais componentes
desse subproduto sdo compostos polares sollveis em agua quente com alto teor de taninos e
outros compostos polifenolicos. Os polifendis totais e agucares redutores presentes no extrato
foram eficientes como agentes redutores e estabilizadores na geracdo de AgNPs. As AgNPs
com um didmetro médio de 27,7 + 0,6 nm foram selecionados e provaram sua adequacao para
fins de aplicagdo em sensores.

Recentemente, Saratale et al. (2020), exploraram o bagaco de uva, produto residual
abundante e renovavel da inddstria vinicola, na sintese verde de AgNPs. As AgNPs
biofabricadas apresentaram a vantagem adicional de incorporacdo de biomoléculas ativas como
agente de cobertura, provando que sdo potentes captores de radicais livres e agente
antidiabético. Além disso, as AgNPs exibiram notavel potencial antibacteriano e atividade
sinérgica em combinagdo com antibidticos padrdo contra patdgenos bacterianos infecciosos
humanos. Os detalhes do mecanismo antibacteriano foram investigados medindo a integridade
da membrana e o vazamento de biomoléculas celulares. O resultado da pesquisa confirma o
processo de fabricacdo de baixo custo usando o extrato do residuo da uva, tornando-o um

método mais econdmico e ecologicamente correto, e também oferece preferéncias terapéuticas
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alternativas com muitas vantagens, como aplicacdo biomédica segura e sem efeitos colaterais.

Outros estudos também tém avaliado o potencial antioxidante, antidiabético e a
atividade antibacteriana contra patdégenos humanos das AgNPs fabricadas com o residuo da
agroindustria da uva, além de outras aplicacdes em setores tecnoldgicos e de desenvolvimento
de materiais. Até 0 momento, nenhum estudo foi encontrado utilizando o extrato do bagaco de
uva, oriundo da producéo de suco integral de uva, na obtencdo de AgNPs por meio do método
hidrotérmico. Este trabalho visa otimizar a sintese favorecendo o aproveitamento deste residuo
com uma metodologia mais répida e facilmente replicavel, alem de avaliar o desempenho do

uso do residuo brasileiro da agroindustria da uva, como ilustrado na Figura 4.

Figura 4 — Representacdo esquematica das etapas gerais da sintese verde de nanoparticulas de
prata usando extratos de bagaco de uva.
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Fonte: Da autora (2023). Imagem criada no BioRender e Canva.

3.2.3 Uva Isabel (Vitis labrusca, L.)

Apesar de sua variada sazonalidade, a uva é um produto altamente disponivel em regides
com diversidade ambiental no Brasil, com dois a trés ciclos vegetativos anuais produzindo da
ordem de 1,7 milhdo de toneladas por ano (EMBRAPA, 2017; IBGE, 2021). Seu comércio e
consumo sempre estiveram presentes em todo o mundo onde a producéo de uva e suco de uva
atingem mais de 77 e 1 milhdo de toneladas anuais, respectivamente (FAO, 2020).

A uva Isabel é a principal cultivar da variedade Vitis labrusca L. originaria da América
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do Norte, destacando-se qualitativamente por sua fertilidade, sabor frutado e rusticidade. Esta
variedade fomenta a producdo de vinhos tintos, sucos e produtos derivados, representando
anualmente uma das uvas mais produzidas no Brasil, principalmente devido a sua boa resposta
as diferentes condi¢des climaticas e aceitabilidade do consumido (ARCANJO et al., 2017;
CASTILHOS et al., 2017).

O suco de uva é descrito como um liquido altamente aromatizado e saboroso, derivado
da uva ndo fermentado e ndo alcodlico, fonte de polifendis como flavonoides, antocianinas,
taninos proantocianidinas e nutrientes resveratrol (ISLAM; KABIR, 2019). Visando escolhas
mais saudaveis, a preferéncia do publico por produtos sem adicdo de agucar, como o suco de
uva puro, também conhecido como suco de uva 100%, é uma tendéncia crescente.

O suco de uva possui amplos efeitos anticancerigenos, anticarcinogénico, anti-
inflamatorios, antienvelhecimento e antioxidantes, beneficios associados a presenca do
resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno), que € um fenol natural e uma fitoalexina, caracterizados
como substancias antimicrobianas (ISLAM; KABIR, 2019). O extrato de semente de uva possuli
antioxidantes, também conhecidos como “eliminadores de radicais livres”, que interagem e
neutralizam eficientemente os radicais livres para proteger as células dos danos oxidativos e
defendem doencas degenerativas (RODRIGUES et al., 2021). As vantagens dietéticas do
consumo direto de frutas que apresentam compostos fitogquimicos com acdo antioxidante, como
a uva, estdo cada vez mais descobertas. Inserir uva e outras frutas em experimentos de
laboratorio é o papel fundamental para explorar e estender essas fontes renovaveis no
desenvolvimento de tecnologia.

Além de todos os beneficios nutritivos para a saide humana, o processamento da uva
gera um grande volume de residuo proveniente de sementes, cascas € engagos ricos em
componentes. Por exemplo, o bagaco de uva de vinificacdo tem até 70% dos compostos
fendlicos retidos das uvas (TELES et al., 2018). Da mesma forma, o bagago do suco de uva
pode fornecer uma quantidade analoga desses compostos fendlicos e bioativos que podem ser
posteriormente utilizados para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico sustentavel, como a
sintese verde de nanoparticulas.

Diversos antioxidantes sdo encontrados na nhatureza e estudados para mdltiplas
aplicagdes. A uva € uma fonte natural de antioxidantes que podem ter a sua composi¢édo e
quantidade variaveis em funcdo da espécie, cultivar, estagio de maturacéo, além de condicdes
do cultivo como localidade, sazonalidade e incidéncia de radiacdo solar. Dentre o0s
biocompostos presentes na uva, destacam-se: os acidos fendlicos, que se trata de uma gama

mais ampla de fenolicos, e possuem exemplares na uva como os derivados de &cidos benzdico
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(&cido p-hidroxibenzoico, acido galico, acido vanilico) e de acidos cindmico (acido siringico,
acido trans-cinamico, acido cafeico, acido clorogénico e acido p-cumarico). Dentro dos acidos
fendlicos ha uma classe especifica denominada flavonoides (antocianinas, catequina,
kaempferol, miricetina, quercetina, rutina e estilbeno (resveratrol)) usualmente detectados nas
uvas. Além de uma larga variedade de taninos, um subgrupo dos flavonoides também presente
na uva e que desempenha um papel nas caracteristicas organolépticas ao conferir adstringéncia,
cor e estabilidade aos sucos de uva e principalmente aos vinhos (ARCANJO et al., 2017; CHEN
et al., 2018).

Os biocompostos com propriedades funcionais e o alto poder de protecdo antioxidante,
como substancias acima mencionadas, sao funcdes promissoras para aplicacdo na sintese e
desenvolvimento de nanomateriais como AgNPs na rota verde. Entender o material de origem
e a disponibilidade destes compostos fendlicos e antioxidantes ira refinar a metodologia e
aprofundar as pesquisas sobre a sintese verde, com frutas ou residuos destas, na producédo de
nanoparticulas em solugdes estaveis e nao aglomeradas.

Em suma, o diferencial deste trabalho € a associacdo do método hidrotérmico com o uso
de bagaco uva derivado do processamento de suco integral com a sintese de prata, dado que
ndo foi encontrado tal estudo na literatura. Além disso, o uso de residuo agroindustrial visa
contribuir com a economia circular e agragar valor ao produto concomitantemente a geracao de

beneficios no desenvolvimento de materiais.

4 MATERIAL E METODOS

Neste topico serdo abordadas a obtencdo do bagaco e a otimizacdo da sintese das
nanoparticulas de prata, bem como as respectivas caracterizacdes quimicas, estruturais,

morfoldgicas, além da avaliacdo do potencial microbioldgico das AgNPs.

4.1 Sequéncia Metodologica

O fluxograma da Figura 5 apresenta o procedimento experimental empregado neste
trabalho. As alteragdes nos pardmetros da sintese de AgNPs foram realizadas de forma
progressiva, embasadas nos ensaios realizados pelo UV-vis e potencial Zeta e nos resultados
observados visualmente. O inicio dos ensaios de sintese de AgNPs foi embasado na condigéo
Otima observada por Gonzélez-Ballesteros, Rodriguez-Gonzalez e Rodriguez-Arguelles (2018),
seguido da alteracdo dos pardmetros tempo, temperatura e concentragdo do extrato do bagaco

de uva.
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Figura 5 — Procedimento experimental empregado na otimizacao da sintese e na caracterizacdo
das nanoparticulas de prata (AgNPs) e do bagaco de uva Isabel (Vitis labrusca, L.)
de suco integral de uva, cujo extrato foi utilizado na biossintese das AgNPs.
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Fonte: Da autora (2023).

4.2 Materiais

AgNO3 comercial (Sigma-Aldrich) de grau analitico e 4gua Milli-Q foram utilizados
em todos os ensaios de sinteses, agua destilada foi utilizada para os demais ensaios. O bagaco
de uva (Vitis labrusca L.) da variedade Isabel (safra 2021) foi gentilmente cedido por um
produtor de sucos do municipio de Lavras, sul de Minas Gerais, Sudeste do Brasil
(21°14'50.8"S 44°59' 59,8"W), sendo que este foi armazenado em sacos plasticos a 4 °C até uso
posterior no Laboratorio de Pos-Colheita de Frutas e Vegetais do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG).

Para a analise antimicrobiana, 0 meio agar Luria — Bertani (LB) foi utilizado como
inoculo para as culturas bacterianas. As culturas puras de microrganismos representativos de
bactérias foram: Gram-positivas (Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 25923 INCQS
15) e bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 INCQS 33). As cepas
bacterianas foram mantidas em placas de agar nutriente a 4 °C. Todos os produtos quimicos
eram de grau analitico, e foram usados sem purificacdo adicional nos ensaios. As vidrarias

utilizadas foram limpas para completa remogéo de sujidades.
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4.2.1 Amostragem do bagaco de uva in natura

A producdo de suco integral de uva abrange da pequena a grande escala. No presente
estudo, foi obtido o bagaco a partir de um pequeno produtor residente no municipio de Lavras,
MG. Para a producdo do suco integral de uva, uma quantidade de uva correspondendo ao
volume de aproximadamente 18 L é colocada na suqueira gerando em torno de 9 L de suco. A
agua existente nas paredes e base do equipamento é aquecida a 110 °C, promovendo o
aquecimento da uva para a extracdo do suco. O processo, apresentado na Figura 6, leva em
torno de 40 a 50 minutos, apds o engarrafamento de todo o volume e resfriamento, o bagaco €
retirado e descartado ou reaproveitado para outros fins, como a producéo de geleias, farinha ou

alimento para animais.

Figura 6 — Processo de producdo do suco integral a partir do aquecimento da uva Isabel (Vitis
labrusca, L.) e obtencéo do bagaco.

Fonte: Da autora (2023).

4.2.2 Secagem de bagaco de uva e preparacao de farinha

Teles et al. (2018) avaliaram diferentes temperaturas para secar bagaco de uva (BU) em
um processo de secagem convectiva. A temperatura de 60 °C foi a que apresentou melhor
retencdo fenolica com maior capacidade antioxidante e menor teor de umidade. Este método
foi adaptado para forno de circulacéo de ar (Solab, modelo SL-102), onde 200 g de bagaco de
uva foram transferidos para uma placa de aluminio e secos a 60 °C até massa constante
(aproximadamente 11 h) para posterior moagem em moinho de facas (Tecnal, modelo
TE631/3). A moagem foi realizada de 15 em 15 segundos para ndo superaquecer o equipamento
e a amostra foi uniformiizada durante as pausas, 0 processo total levou em torno de 15 minutos
até resultar na aparéncia de farinha. Esta amostra, denominada BU Seco, foi acondicionada em

potes de vidro com tampa e envoltos em papel aluminio (FIGURA 7).
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Figura 7 — Processo de secagem em estufa a 60 °C e moagem do bagaco do suco integral da
uva Isabel (Vitis labrusca, L.) para realizacdo de analises de composicédo centesimal,
compostos fenolicos e antioxidantes.

Fonte: Da autora (2023).

Amostras do bagaco da uva in natura (BU-IN) e secas (BU-S) foram submetidas a
analises quimicas para determinacdo da composicdo centesimal, compostos fenolicos totais
(TPC) e atividade antioxidante no laboratério de Pos-Colheita de Frutas e Hortalicas da UFLA,
conforme metodologia descrita no item 4.4.

Ressalta-se que a primeira etapa da determinacdo da composicdo centesimal foi a
determinacdo da umidade (item 4.4.1.1), ap0s esta analise, as amostras tanto de BU-S quanto
BU-IN foram submetidas a determinacéo de lipidios (item 4.4.1.2). A metodologia empregada
sugere que amostras com grande granulometria sejam levemente trituradas para serem
analisadas, ja que requer poucas gramas (cerca de 3 g de amostra seca que é acondicionada em
cartucho celulésico vedado com algoddo). Assim, apds determinacdo da umidade, a amostra de
BU-IN passou por moagem em um multiprocessador de alimentos (Black+Decker, modelo
HC31 120W), garantindo uma amostra um pouco mais uniforme mas que ndo possuia aspecto
de farinha como a amostra BU-S.

A realizacdo de analises de caracterizacdo do residuo seco € justificada pelos seguintes
motivos: dispor dados Uteis para comparacdo do residuo em sua forma original (conforme
coletado) e sua possivel forma com maior vida Gtil em armazenamento ambiente (residuo
desidratado); possibilitar comercializagédo; além de prover dados que podem amparar etapas de
pesquisas futuras, tanto sobre o residuo alimentar/agricola quanto no &mbito da aplicagdo (como

obtencédo de extrato do BU-S para sintese de nanoparticulas).

4.3 Sintese verde hidrotérmica de AgNPs

Apenas 0 bagaco in natura foi utilizado para a realizacdo das sinteses das AgNPs, uma
vez que a utilizagdo do bagaco seco tornaria 0 processo mais oneroso e demorado. Alem disso,
0 uso do bagaco in natura permitiu avaliar a eficacia do residuo no seu formato menos

concentrado como percursor, e também eliminar possiveis danos aos compostos fendlicos que
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por serem termossensiveis poderiam sofrer degradacdo na etapa de secagem (DEMIRKOL,;
TARAKCI, 2018). Todavia, caso o interesse fosse prolongar a vida util do residuo, o processo
de secagem seria mais adequado.

O intuido de secar o bagaco foi primeiramente para a realizacdo das analises de
caracterizacdo, como a composicdo centesimal. A fim de melhor entender o efeito da umidade
e concentracdo dos compostos, 0 bagaco seco também foi utilizado na anélise de compostos
fendlicos e antioxidantes, possibilitando a comparagdo do extrato seco versus o in natura. Por
sua vez, o objetivo de utilizar o bagaco in natura e realizar a extragdo em agua foi evitar a
superestimacdo dos compostos que estariam disponiveis para a sintese da prata, uma vez que o
extrato da uva feito para sintetizar as AgNPs seria realizado em agua. As etapas realizadas nos

ensaios estdo demonstradas na Figura 8 e detalhadas nos itens subsequentes.

Figura 8 — Solucdes de extrato do bagaco de uva (EBU) e de nitrato de prata (AgNO3) para a
sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) pelo método hidrotérmico.

Extrato do bagaco de uva Solugdo de AgNO;

Sintese hidrotermal Desmontagem

Fonte: Da autora (2023).

4.3.1 Preparacéo do extrato do bagago in natura de suco integral de uva (EBU-IN)

Para priorizar a obtencdo de um método simples e sustentavel, o bagaco ndo foi
submetido a pré-tratamentos, como aquecimento ou moagem. Embora a temperatura atue na
solubilidade dos bioquimicos, em temperatura mais elevada, esses bioquimicos passam a ser
decompostos ou bioquimicos ndo reativos também podem ser extraidos (VANLALVENI et al.,

2021). Por esta razdo, optou-se por realizar a extracdo apenas sob agitacdo, sem o uso de
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temperatura.

A primeira concentracdo de extrato analisada de 0,10 g/mL foi baseada no trabalho de
Gonzélez-Ballesteros, Rodriguez-Gonzalez e Rodriguez-Arguelles (2018), onde 10 g de bagaco
de uva foram colocados em um béquer com 100 mL de &4gua Milli-Q. A solucéo foi agitada em
agitador magnético (modelo Allerbest) a 400 rpm por 10 minutos, filtrada em filtro de tecido
sintético reutilizavel (Injetemp N°102) e armazenada a 4 °C em tubo falcon envolto em papel

aluminio. As outras concentracfes foram preparadas em conformidade com este procedimento.

4.3.2 Preparacdo da solucdo de AgNO3

Considerando a concentragéo de 0,375 mM, 0,0045 g de nitrato de prata foi solubilizado
em um béquer com 70 mL de agua a temperatura ambiente por 5 minutos sob agitacdo

magnética (modelo Allerbest) a 100 rpm.

4.3.3 AgNPs via rota hidrotérmica: delineamento experimental

Todas as sinteses de AgNOs pela rota hidrotérmica foram realizadas na proporgéo de
1:9, onde foram adicionados 7,5 mL de EBU-IN com 67,5 mL de solucdo de AgNOs em um
frasco de Teflon® com uma barra magnética dentro. Nenhum estabilizador foi utilizado para
ajuste de pH. O frasco foi colocado dentro do suporte hidrotermalo sob agitacdo magnética a
400 rpm. A razdo de aquecimento foi ajustada para 3 °C por minuto, o tempo e a temperatura
foram configurados da forma apresentada na Tabela 1. Apds o tempo pré-determinado para
cada experimento, aguardou-se em média 45 a 60 minutos para que O reator atingisse
temperatura inferior a 90 °C para ser desparafusado e aberto. A solucgdo obtida foi separada em
duas partes e armazenada em tubos falcons envoltos em papel aluminio, metade foi refrigerada
a 4 °C e a outra foi armazenada em temperatura ambiente, até proximas analises. A evolucao

da reacdo foi monitorada por espectroscopia UV-vis.

Tabela 1 — Planejamento para a sintese hidrotérmica de AgNPs.

Ensaio | 4ONDe | TemRo (i) Temperatura (') | 0o O
it Joans | PG é%’éifsi?o’(‘s‘?)(%’ 100 0.10
2-T 0,375 60 100 (5145) 0/ (1575) (S6) / 010
3_EBU-IN | 0375 60 100 0,05 /(5083 é ?ég()’ (S4)

Legenda: AgNOs — nitrato de prata; EBU-IN — extrato do bagac¢o in natura do suco de uva; AgNPs —
nanoparticulas de prata. Sn — nimero da sintese para identificacéo.
Fonte: Da autora (2023).
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4.3.4 Otimizacgao da sintese
4.3.4.1 Ensaio de variacdo de tempo

O efeito do tempo foi o primeiro a ser analisado. As condi¢des variaveis foram: 15, 30,
45, 60 e 90 minutos. A temperatura de 100 °C e o EBU-IN de 0,10 g/mL foram mantidos

constantes.

4.3.4.2 Ensaio de variacdo de temperatura

Depois de analisar o efeito do tempo, o tempo de 60 minutos foi escolhido com base
nos resultados da espectroscopia UV-vis. Foram avaliadas sinteses para as temperaturas de 125
e 150 °C, juntamente com EBU-IN a 0,10 g/mL e duracéo de sintese de 60 minutos.

4.3.4.3 Ensaio de variagdo da concentracdo EBU-IN

A sintese foi realizada com as concentra¢fes de EBU-IN de 0,05, 0,10 e 0,15 g/mL ap0s

fixar o tempo de 60 minutos e a temperatura em 100 °C.

4.4 Caracterizacao do residuo de uva e das AgNPs
4.4.1 Composicgdo centesimal do residuo de uva

As analises foram realizadas em triplicata para os residuos de uva (bagacos) in natura e
seco. A composicao centesimal foi determinada em termos de umidade, lipidios, proteina bruta,
fibra bruta, cinzas e fracdo glicidica conforme descrito pela Associacdo dos Quimicos
Analiticos Oficiais (AOAC, 2012) e pelo Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLF LUTZ,

2008). O conteldo é expresso em porcentagem (ou gramas por 100 gramas).

4.4.1.1 Determinacgdo da umidade

A umidade (método 934.06 AOAC) foi determinada pela técnica gravimétrica em estufa

de circulacéo de ar (Solab, modelo SL-102) a 105 °C até massa constante.

4.4.1.2 Teor de gordura

O teor de gordura ou extrato etéreo (método 960.39 AOAC) foi determinado pelo
método Soxhlet (Matoli, modelo 080M024) usando éter de petréleo como solvente a 75 °C sob

refluxo por 2h.
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4.4.1.3 Proteina bruta

A proteina foi determinada pela técnica analitica do Método Kjeldahl em equipamento
de digestdo (Tecnal, modelo TE-0364). Sulfato de cobre e sulfato de potéssio foram usados
como catalisadores de mineralizacao e acido borico como solucéo receptora para destilacdo de
amonia. O fator de conversdo de 5,75 foi utilizado para converter o nitrogénio em proteina
(ANVISA, 2003).

4.4.1.4 Fibra bruta

A determinacdo da fibra bruta foi feita pelo método gravimétrico de Weende, que
compreende apenas as fracdes de celulose insoltvel em acido e lignina. Meio grama de amostra
seca e desengordurada foi digerido em meio &cido e filtrado a vacuo em cadinho de fundo
poroso, forrado com I de vidro, posteriormente pesado até massa constante.

4.4.1.5 Cinzas (residuo mineral fixo)

A fracdo de cinzas ou residuo mineral fixo foi determinada, pelo método gravimétrico
em relacdo a masa inicial, por incinera¢do da amostra ap6s todos ensaios (umidade, lipidios,

proteinas, fibra) em forno do tipo Mufla a 550 °C.

4.4.1.6 Carboidrato total

Carboidratos totais ou fracdo glicidica foram calculados por diferenca, subtraindo as

porcentagens supracitadas do total de 100%.

4.4.2 Compostos fenolicos totais (CFT) e atividade antioxidante do bagaco
4.4.2.1 Preparacéo de extratos

O método de Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997) foi adaptado e empregado para
preparar os extratos. Em triplicata, 4 g de amostras trituradas e 50 mL de &gua destilada foram
colocados em tubos de centrifuga, agitados em vortex por 1 min (Nova Etica, 109, Brasil) e
deixados em repouso em ambiente escuro por meia hora. Em seguida, as amostras foram
submetidas a um banho ultrassénico de homogeneizacao (Unique, UltraCleaner 1600A) por 30
min. Os sobrenadantes foram filtrados em papel Whatman n° 1 e armazenados em frascos de

vidro dmbar a -18 °C.



39

4.4.2.2 Determinacdo dos compostos fenolicos totais

O contetdo de compostos fendlicos totais (CFT) foi determinado usando o método de
Folin-Ciocalteau (WATERHOUSE, 2002) com adapta¢des. Em tubos de ensaio, aliquotas de
0,5 mL do extrato foram combinadas e agitadas com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 10
% e 2 mL de 4 g 100 mL™! de carbonato de sodio. A medicdo das absorbancias foi realizada em
espectrofotdmetro (EZ Read 2000, Biochrom, USA) a 750 nm, apds 2 h de repouso. Os

resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico (GAE) 100 g™* de amostra.

4.4.2.3. Determinagdo da atividade antioxidante: ABTS**, B-caroteno/acido linoleico, fosfomolibdénio

Os ensaios para determinar as atividades antioxidantes foram avaliados conforme
Rufino et al. (2010). A capacidade antioxidante total pelo método do fosfomolibdénio é
representada como gramas de equivaléncia de acido ascorbico por 100 gramas de amostra (g
EAA.100g-1), B-caroteno/acido linoléico foi expresso como porcentagem de inibicdo da
oxidacdo (% de protecdo), e o 2,2-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico),

metodologia ABTS™, foi apresentado como pmol Trolox g~ de amostra.

4.4.3 Termogravimetria do bagaco de uva

A estabilidade térmica do bagaco de uva seco foi avaliada por termogravimetria
(TG/DTG). Os ensaios foram realizados em um equipamento da TA Instruments, modelo Q500.
As condiges dos ensaios foram: temperatura ambiente a 800 °C, com uma razdo de
aquecimento de 10 °C min, massa aproximada de 10 mg e atmosfera inerte com fluxo de 40
mL min na balanca e 60 mL min na amostra. A amostra foi submetida a desidratagdo por 24
h a 60 °C em estufa com circulacdo e renovacdo de ar Tecnal (modelo TE-394/2) e moida em
um multiprocessador de alimentos (Black+Decker, modelo HC31 120W) antes de ser pesada
para analise. Esta retirada de umidade serve para ndo mascarar as etapas de degradacdo dos

demais compostos que serdo analisados na curva obtida.

4.4.4 UV-vis

Os espectros eletrdnicos na regido do ultravioleta e do visivel foram obtidos em um
espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV-1601PC. As amostras foram analisadas em solugéo
usando uma cubeta de quartzo de caminho optico de 1 cm.
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4.4.5 Potencial Zeta e Dispersdo de Luz Dinamica (DLS)

O potencial Zeta, a distribuicdo de tamanho e o didmetro médio, via espalhamento de
luz dindmico (DLS), foram obtidos a 25 °C em um Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido). As solugdes foram colocadas nas cubetas sem
diluicbes com leituras realizadas em triplicata. Cubeta de poliestireno (modelo DTS1060) e
celulas capilares (modelo DTS1060) foram usadas para medidas de tamanho de particula e
potencial Zeta, respectivamente. O tamanho médio e a estabilidade foram medidos no dia da
sintese e apos 51 dias (S1 e S3), 21 dias (S2, S8 e S9), 50 dias (S4), 49 dias (S5), 48 dias (S6 e

S7) para as solucdes de AgNPs mantidas refrigeradas.

4.4.6 Difragao de raios X (DRX) do bagaco de uva e das AgNPs

A estrutura cristalografica foi analisada por difracdo de raios X (XRD) em um
difratometro Shimadzu XRD 6000 usando fonte radioativa Cu Ko (A=1,5488 A). Os ensaios
foram realizados nas seguintes condigdes: temperatura ambiente, com angulo 26 variando 5 a

80°, com passos de 0,02° min, corrente de 30 mA e voltagem de 30 kV.

4.4.7 Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A adsorcdo superficial de grupos funcionais em nanoparticulas influenciadas pela
radiacdo na regido do infravermelho foi detectada usando um espectrofotdmetro da marca
Bruker, modelo Vertex 70. O espectro foi obtido por refletancia total atenuada (ATR) e
escaneado com uma faixa espectral de 400 a 4000 cm™. A técnica foi utilizada para verificar a
formacdo de ligacOes entre Ag-O, presenca de grupos fosfatos e carbonatos, além de possiveis

espécies adsorvidas na superficie dos materiais.

4.4.8 Microscopia Eletronica de Varredura com Emissao de Campo (MEV-FEG)

A forma e distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas sintetizadas foram obtidas por
microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo. As imagens séo obtidas por meio
da deteccéo de elétrons quando o feixe atinge a amostra. O equipamento JEOL® modelo 6701F
foi utilizado com um canhédo de emiss@o operando com voltagens de extracao de corrente de 10
kV. O programa de processamento de imagens Image J da National Institutes of Health foi

utilizado para mensurar os diametros médios das AgNPs.
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4.5 Potencial antibacteriano das AgNPs

As AgNPs biosintetizadas foram avaliadas quanto ao comportamento antibacteriano
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, representadas por Escherichia coli CBAM
0001 (E. coli) e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (S. Aureus), respectivamente
(OSTROSKY et al., 2008).

4.5.1 Teste de difusdo em disco

O teste de difusdo em disco foi utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana
conforme padronizacdo estipulada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Culturas bacterianas (108 UFC/mI) foram incubadas a 37 °C ap6s inoculagio em
agar Mdller Hinton. Trés pocos foram feitos na superficie de &gar de cada placa e receberam
100 uL de AgNPs biossintetizadas. As placas apds adicdo das solugdes de AgNPs foram
inbudas a 37 °C por 24 h antes de avaliar os halos de inibicdo. O halo de inibi¢do foi medido
com o auxilio de um paquimetro a partir da circunferéncia do disco até o crescimento de
microorganismos (BARRY; THORNSBERRY, 1991; OSTROSKY et al., 2008).

4.5.2 Teste em microplaca

Para o teste quantitativo, um ensaio de microplaca foi realizado de acordo com o método
NCCLS (2003), usando o corante cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TCC) e o meio de cultura
caldo Miller-Hinton. O meio de cultura (100 pL) com solugdo de AgNPs (100 uL) e o in6culo
previamente diluido a 01 x 108 células/mL (10 pL) foram adicionados em todos os pogos a
serem testados. Apoés o periodo de incubagdo (24 ha 37 °C), os pogos receberam 40 uL. de TCC
0,1% e as placas foram incubadas (1 h a 37 °C) para identificacdo do crescimento bacteriano

pela coloracéo rosa.

4.6 Estatisticas
4.6.1 Bagaco da uva

Para a composigéo centesimal, os dados foram expressos como média + desvio padréo
(DP) de trés valores, exceto para as analises de -caroteno/acido linoleico, fosfomolibdénio e
Folin-Ciocalteau, nas quais foram feitas 9 repeti¢des. Os dados foram testados para distribuicéo
normal pelo teste Shapiro-Wilk e diferenca significativa determinada pelo teste T de Student.
As andlises estatisticas foram realizadas usando o software Microsoft Excel® e o limite de

significancia estatistica foi estabelecido em 5% (P<0,05).
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4.6.2 Caracterizacédo das AgNPs e EBU

Os dados coletados nas leituras de caracterizagdo foram trabalhados e plotados no
software OriginLab®.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor elucidagdo do trabalho realizado, os resultados estdo dividos entre a
caracterizacdo do bagaco de uva e a caracterizacdo das solugdes de AgNPs conforme analises

realizadas ao longo do processo de otimizacao da sintese.

5.1 Caracterizagdo do bagaco da uva (BU)
5.1.1 Composic¢ao centesimal

Os resultados das analises fisico-quimicas estdo resumidos na Tabela 2. O teor de
umidade apresentou maior diferenca, diminuindo de 73,36 % % 0,17 para BU-IN para 18,82 %
+ 0,10 para o bagaco de uva seco (BU-S) (p < 0,05), conforme esperado em consequéncia do
processo de secagem. No presente estudo, o processo de secagem também afetou
significativamente os teores de gordura bruta, proteina e carboidrato entre as amostras (p <
0,05), enquanto fibra bruta e cinzas ndo tiveram diferenca significativa (p > 0,05). Demirkol e
Tarakci (2018) relataram menor teor de umidade, de 4,94 % + 0,37 e 3,33 % + 0,10 para o
bagaco de uva Isabel seco a 40 °C por 72h e 60 °C por 48h em estufa com circulacéo de ar,
respectivamente.

O teor de umidade encontrado no presente estudo é proximo aos 25% obtidos para o
bagaco de uva desidratado a 40 °C por Almeida et al. (2022). Embora fosse um subproduto da
vinicola, os autores também mantiveram as cascas, polpa, sementes e caules da fruta na amostra.
As caracteristicas fisico-quimicas do bagaco de uva apresentam valores variados, dependendo
da variedade do fruto e da producéo, além de serem influencidas pelas partes da fruta inseridas
na andlise. De forma geral, o bagaco de uva tem valor nutricional de baixo a médio, cerca de
14% de proteina, 26% a 70% de fibra, 4% a 11% de lipidios e teor de agicar em torno de 4% a
9% no bagaco de vinho tinto (ILYAS et al., 2021).

Storck et al. (2015) analisaram trés granulometrias diversas de bagaco de uva
desidratado da producéo de suco, obtendo 17,3% — 5,6% de lipideos, 8,2% — 15,6% de proteina,
21,3% —54,5% de fibra bruta, 30,5% — 45,8% de carboidratos e 21,3% — 54,5% de cinzas. Além
de fibras e carboidratos, os resultados das analises do presente estudo se alinham com as faixas

de resultados obtidas por Storck et al. Os autores também compararam a composicdo quimica
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de macad, laranja e cereja de Barbados, e concluiram que os teores de lipidios, fibras e proteinas
para o bagaco da uva foram ligeiramente superiores.

A auséncia de diferencga significativa observada nos dados de fibra bruta pode ser
atribuida ao alto desvio padréo obtido para as duas amostragens realizadas em triplicata (BU-S
e BU-IN). Uma das replicatas de cada amostra apresentou resultado que se destoava dos demais.
Foi estabelecido um limite inferior e superior ao considerar valores que estejam além de 2
desvios padrdo da média como potenciais outliers. Nesta anélise, os dados em questdo nao se
enquadraram como outliers. No contexto do estudo, justifica-se esta andlise devido a alta
variabilidade e a natureza dos dados, os quais foram obtidos por experimentacdo manual e erros
inerentes ao processo metodoldgico e do operador podem afetar os resultados finais, por este

motivo houve a realizagéo de triplicatas desde as etapas inicias.

Tabela 2 — Médias seguidas de desvio padrdo das determinacdes da composicdo centesimal,
valor energético, compostos fendlicos, atividades antioxidantes (ABTS™, B-
caroteno/acido linoleico e complexo fosfomolibdénio), em bagaco de uva in natura

e seco.

In natura Seco
Umidade (%) 73,36 £ 0,177 18,82 £ 0,10°
Extrato etéreo (lipidios) (%) 1,35 £ 0,06" 4,74 + 0,248
Proteina bruta (%) 1,71 £1,294 10,43 £ 0,68"
Fibra bruta (%) 3,02 +1,36" 18,82 + 5,06"
Carboidrato (%) 18,29 + 1,997 57,30 + 5,338
Cinzas (%) 2,26 + 0,337 2,05 + 0,107
Valor energético (kcal.100 g1) 351,27 98,22
Fénolicos totais (mg EAG!.100 gt amostra)® 55,02 +1,17A 161,54 + 14,048
ABTS (mM trolox®.100 g amostra)® 201,01 + 15,88~ 628,64 + 26,048
B-carotenoe/acido linoleico (% protecéo)® 81,02 £ 1,09 80,40 + 1,234
Fosfomolibdénio (g AAE*.100 g amostra)® 5,51 + 0,09~ 80,25 + 6,428

*n = 3 réplicas para todas as determinag6es. Letras mailsculas diferentes (A/B) na mesma linha indicam diferencas
significativas (p < 0,05). EAG = equivalente de &cido gélico. TEAC = atividade antioxidante equivalente a
TROLOX (analogo hidrossoltvel da vitamina E comercializado pela Hoffman-LaRoche®). AAE = equivalente
de &cido ascarbico.

Fonte: Da autora (2023).

As sementes desempenham um fator relevante na caracterizacdo da composi¢do do
bagaco da uva, considerando que sdo mais ricas em fibras do que a casca da uva, sendo também
mais representativas no bagaco de uva tinta do que nas variedades brancas, enquanto os
aclcares tém teores maiores no bagaco de uva branca (HEUZE; TRAN, 2020; SPINEI;
OROIAN, 2021). A fibra bruta avaliada variou de 3,02 % + 1,36 para BU-IN a 18,82 % + 5,06

para BU-S, valores inferiores em relacdo a outras variedades estudadas por Bender et al. (2016)
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e Deng; Penner; Zhao (2011) onde apenas as cascas foram analisadas para quantificacdo da
fibra alimentar.

As sementes de uva sd@o bem conhecidas como produtos ricos em 6leo (ILYAS et al.,
2021). Levando isto em consideracdo e analisando os resultados obtidos para os lipidios,
ressalta-se que, conforme disposto na metodologia, 0 BU-IN passou por um leve processo de
moagem ap0s a determinacdo da umidade, dado que a granulometria precisava ser menor
devido as anélises subsequentes. Por sua vez, 0 BU-S havia sido seco e moido, para a obtengéo
da farinha, antes mesmo de ter sido submetido a determinacdo da umidade, assim, o BU-IN foi
menos moido que o BU-S. Devido a essa diferenca no processo, o0 BU-IN néo possuia todas as
suas sementes minuciosamente quebradas ou esmigalhadas, sendo 0 mesmo raciocinio
atribuido as cascas. Portanto, inferiu-se que a anélise do teor de lipidios do bagaco in natura
resultou em uma quantificacdo menos precisa ou subestimada devido a forma fisica da amostra
submetida aos ensaios, podendo explicar a diferenca significativa nos resultados. Todavia,
ressalva-se que os resultados sao plausiveis, dispondo informac6es do material conforme forma
e tamanho do bagaco analisado, 0 que € de interesse deste estudo no intuito de comparar a

disponibilidade dos nutrientes e compostos na forma in natura e seca.

5.1.2 Teor Total de Compostos Fendlicos e Atividade Antioxidante

O conteudo fenolico total e a atividade antioxidante do BU in natura e seco sdo
mostrados na Tabela 2. O contetdo fendlico total do BU in natura e seco variou de 55,02 +
1,17 (BU-IN) a 161,54 + 14,04 (BU-S) mg GAE por 100 gramas de amostra. Trés métodos
diferentes foram aplicados para determinar a atividade antioxidante do BU, abrangendo
mecanismos de acdo para uma ampla gama de matrizes alimentares (BARROS et al., 2020).
Nos métodos ABTS e Fosfomolibdénio, o BU-S apresentou maior atividade antioxidante em
relacdo ao BU-IN, o que pode estar associado a reducgé@o da concentracdo de agua de 74,35 %
devido ao processo de secagem. Isto porque na amostragem (quatro gramas) de BU-S ha maior
concentracdo de biocompostos, ja a amostra do BU-IN apresenta grande parte de sua massa
referente & agua contida no bagaco.

Além de analisar o intervalo entre as duas amostragens, 0 método B-caroteno/acido
linoleico ¢ capaz de categorizar o poder de protecdo de cada material individualmente, pois 0s
resultados sdo obtidos em porcentagem, o impacto da concentracdo aquosa € retirado da
contagem. Existem trés categorias: atividade antioxidante alta (> 70%), intermediéria (40—70%)
e baixa (< 40%) (RUFINO et al., 2010). Considerando o descrito acima, observamos que ambos

0s extratos apresentam alta atividade antioxidante, pois foram obtidos valores de 81,02 + 1,09
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% e 80,40 + 1,23 % para 0 bagaco de uva in natura e seco, respectivamente.

Comparando com os valores obtidos neste trabalho, Teles et al. (2018) encontraram
maior teor de fendlicos para bagaco de uva Pinot Noir in natura na ordem de 2.820 + 240,0 mg
GAE.100 g* (d.b.) e 165,05 + 15,20 pmoL Trolox.g™}(d.b.) para capacidade antioxidante. No
entanto, sua extracdo foi feita com duas solucdes aquosas usando acetona e metanol, garantindo
melhor eficiéncia de extracdo. Alonso, Revilla e Bourzeix (1991) também observaram que
extracOes etanol/agua com maior teor de etanol sdo mais eficientes para extrair compostos de
uva. Considerando apenas os teores fendlicos encontrados na casca da uva, Soares et al. (2008)
obtiveram menor quantidade para uva fresca (41,21 + 1,32) comparada a uva seca (219,56 *
6,10 mg EAG.100 g de amostra).

Existe uma forte correlacdo entre o contetdo fendlico e a capacidade antioxidante, mas
nem todas as substancias antioxidantes consistem em fendlicos, o que significa que outros
compostos ndo fendlicos podem ser responsaveis pela capacidade quantificada (TELES et al.,
2018). A diferenca entre os resultados obtidos para as amostras in natura e seca pode estar
relacionada ao processo de secagem realizado, afetando assim a concentragdo dos antioxidantes
nas amostras.

Ainda assim, conclui-se que mesmo apds procesamento térmico na obtencdo do suco
(100 °C) e no caso do BU-S, apds desidratacdo (60 °C), foi constatada altos teores dos
biocompostos quantificados pelos métodos selecionados, os quais poderiam ter sido reduzidos
devido a sensibilidade ao calor. Em suma, 0s processos de secagem e moagem possibilitaram
quantificar a consequente alteracdo do bagaco fresco em relacdo a farinha, reduzindo seu teor
de umidade em 74% e apresentando diferenca significativa em proteina, carboidratos e gordura
bruta. Sendo que o menor teor de umidade do BU-S pode facilitar seu armazenamento para uso
futuro durante a baixa temporada da uva, dispensando refrigeracdo. Essas analises respaldam o
uso do bagaco da uva como uma fonte potencial de compostos bioativos para a sintese de

nanoparticulas.

5.1.3 Termogravimetra (TG/DTG)

A termogravimetria permite a obtencdo de informac0es relevantes sobre as transi¢es
de fases e determinacéo das propriedades térmicas de fibras vegetais, além de rastrear o perfil
de degradacdo e permitir inferir o grau de estabilidade térmica da amostra. A curva
termogravimétrica obtida possui eventos concomitantes sendo apresentada junto a curva de

DTG (primeira derivada da curva de TG) para melhor visualizagdo dos eventos descritos
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(FIGURA 9).

Conforme estudos sobre a uva relatados na literatura (KHIARI; JEGUIRIM, 2018;
SHARMA et al., 2004; TARLEY & ARRUDA, 2004) a perda de massa ocorre
progressivamente devido a evaporagdo de &gua e volateis (80 a 200 °C), seguida da degradacéo
da hemicelulose (entre 200 e 300 °C), celulose (entre 300 e 400 °C) e lignina.

Figura 9 — Curvas TG e DTG do bagaco da uva analisada em atmosfera inerte, 10 °C/min,
(A), imagem do bagaco de uva (B).
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Fonte: Da autora (2023).

Amostras de diferentes granulometrias e condicdes de andlise apresentam resultados
distintos em relacdo a estabilidade térmica. A exemplo, para o bagaco de uva de vinicola
analisado por Farinella, Matos e Arruda (2007), o primeiro estagio, representando a evaporagéo
da agua e volateis, ocorreu até cerca de 180 °C. Para o bagaco na presente anélise, ocorreu
desde o inicio da analise em 28 °C até cerca de 118 °C. Esta perda de massa foi condizente a
aproximadamente 14% da massa total.

O segundo estagio é associado a zona de desvolatilizacdo atribuida a degradacdo da
hemicelulose e da celulose, bem como parte da lignina (ALMEIDA et al., 2022; KHIARI,
JEGUIRIM, 2018). As curvas TG/DTG do bagaco de uva apresentam este estagio na faixa de
temperaturas de 118 a 550 °C, totalizando um decréscimo de 35% da massa. A degradacdo da
hemicelulose é representada por um periodo de ombro de 226 a 279 °C e precede a degradacéo

da celulose, que se trata de estruturas mais complexas degradadas em temperaturas superiores,
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neste caso de 279 a 377 °C, cujo pico estd em 316 °C. A degradacdo da lignina pode ser
observada em uma gqueda mais branda nas temperaturas de 377 a 550 °C.

Enguanto os residuos de cinzas s&o obtidos apds 550 °C, entretanto, a lignina pode ser
decomposta em uma ampla faixa de temperatura, desde a temperatura ambiente até 900 °C
(WATERS et al., 2017; YANG et al., 2007). Assim, o terceiro estagio, marcado por uma leve
taxa de perda de massa a partir de 550 °C, contempla as reacGes de pirdlise e carbonizacdo da
lignina remanescente e obtencdo dos residuos ou cinzas.

As curvas de decomposicgdo de diversas frutas e residuos agricolas se assemelham a esse
padrdo de trés estagios. Gowman et al. (2019) compararam bagaco de uva com bagaco de maca
lavado e ndo lavado e constataram melhor estabilidade térmica para o residuo da uva. Amostras
cruas e extraidas de tomate podre, tomate verde, planta de tomate e bagaco de uva foram
analisadas por Almeida et al. (2022) e curvas semelhantes foram obtidas. No entanto, observou-
se uma curva menos acentuada de perda de massa para 0 bagaco de uva devido ao maior teor
lignocelulosico apresentado por este residuo. A uva é relatada como uma fruta de alta proporcao
de lignina, cuja quantidade varia de 18% a 55% (ILYAS et al., 2021). Esta macromolécula
amorfa possui elevada estabilidade térmica proporcinada pelas moléculas aromaticas estaveis,

favorecendo assim a estabilidade dos residuos de uva (BEDA et al., 2020).

5.2 Caracterizacdo das Nanoparticulas de Prata (AgNPs)
5.2.1 Analise visual e espectrometria UV-Vis

O primeiro indicativo da producdo de AgNPs é a mudanca na coloracdo das solucoes
sintetizadas. A alteracdo caracteristica da sintese da prata é a passagem da cor da solucdo para
tons amarronzados, indicio da presenca da prata metélica em solucdo (IBRAHIM, 2015). A
Figura 10 apresenta as sinteses obtidas, bem como os extratos utilizados nos ensaios de
concentragdes de extrato. A principio, a cor clara observada nas sinteses de 125 e 150 °C, bem
como os sobrenadantes de tamanhos visiveis a olho nu, como sdo indicativos da ineficacia da
reacdo submetida a essas condigdes.

Segundo Vanlalveni et al. (2021), a absor¢do UV-vis em torno de 430 nm também é
uma observagdo comum perceptivel para detectar AgNPs. Existe uma correlacdo direta entre a
quantidade de AgNPs formada e a concentracéo de AgNOs utilizada no meio reacional, limitada
pelo tempo em que todo o sal de AgNOs é consumido. Os resultados da analise visual e de UV-

vis foram usados para guiar o entedimento da sintese em estudo.
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Os ensaios de variacéo de tempo na sintese apresentaram picos de absor¢édo abrangendo
a faixa de 420 a 458 nm, indicando a formacao de AgNPs e o consumo da fonte de prata, AGNOs
(FIGURA 11). O pico mais alto observado para a sintese de 90 minutos pode representar maior
formacdo de AgNPs, o que serd posteriormente avaliado nas analises subsequentes. As
temperaturas de 125 e 150 °C nao formaram AgNPs devido a auséncia do pico alusivo a
formacdo de prata metalica (Ag®), como o observado a 100 °C. Esses resultados corroboram
com outras sinteses verdes de metais nobres, reforcando a capacidade redutora dos extratos
vegetais (GONZALEZ-BALLESTEROS; RODRIGUEZ-GONZALEZ; RODRIGUEZ-
ARGUELLES, 2018; IBRAHIM, 2015; SUDHA; JEYAKANTHAN; SRINIVASAN, 2017;
ALAHMAD et al., 2022).

O método hidrotérmico permite o controle das varidveis tempo e temperatura de reacéo
(L1U et al., 2014). Apos finalizar a reacdo, a coloracdo da solucdo obtida permitiu inferir se
houve ou ndo formacao das AgNPs, hipdtese validada ou descartada conforme leitura do UV-
vis. A coloracéo clara das sinteses S6 (125 °C) e S7 (150 °C) foram as que mais se destoaram
das demais e nédo apresentaram tons almejados. Este indicativo foi validado pelos espectros
obtidos (FIGURA 11-B) devido a auséncia do pico aproximadamente 430 nm. Dentre 0s
ensaios de variacdo de tempo, também houve uma variacdo na coloracdo obtida, tendendo a
escurecer a coloracdo com o aumento do tempo de reacdo. Todavia, a intensidade dos picos
formados ndo foi diretamente proporcional ao quesito cor, observa-se que a sintese a 30 minutos
foi a de menor intensidade obtida (FIGURA 11-A). Em adicdo, os tempos de 45, 90 e
principalmente 15 minutos apresentaram um deslocamento no pico para em torno de 450 nm
quando comparado aos demais.

A variacdo na concentracdo do extrato, por sua vez, afetou a coloracdo da reacdo desde
0 ponto inicial, ja que a intensidade da cor da solugdo aquosa de extrato de uva variou de rosa
claro para rosa escuro e afetou a solucdo final apos sintese. Entretanto, todas resultaram em tons
amarrozados e curvas no UV-vis condizentes ao esperado para a formagéo das AgNPs.

Além dos beneficios no controle da temperatura e do tempo, a pressao obtida no método
hidrotérmico é um fator que favorece algumas reacdes redox que séo inviabilizadas sob pressao
atmosférica padrdo (LIU et al., 2014). Todas as sinteses foram realizadas em temperatura
suficiente para a ebulicdo da agua, sendo esta de 91 °C ao considerar a pressdo atmosférica
local de 690,7 mmHg. Assim, em todas as sinteses houve um leve aumento na pressao, variando

de 2 a 3 bar (29 a 43 psi), medida por um mandémetro acoplado ao reator.
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Figura 10 — Solugtes de AgNPs sintetizadas via método hidrotérmico em diferentes tempos e
temperaturas com extrato de bagago de uva em diferentes concentragdes.
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Fonte: Da autora (2023).

Figura 11 — Espectros UV-vis das solugdes de AgNPs sintetizadas via método hidrotérmico

com extrato do bagaco de uva como biorredutor.
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Legenda: A) Diferentes ensaios de tempo de sintese de AgNPs a 100 °C e 0,10 g/mL de extrato. B)
Diferentes ensaios de temperatura de sintese de AgNPs a 60 minutos e 0,10 g/mL EBU. C) Diferentes
ensaios de concentragdes de extrato de uva na sintese de AgNPs a 100 °C e 60 minutos. D) Espectro
UV-vis do nitrato de prata (AgNOs) utilizado como fonte de prata nas sinteses e do extrato do bagaco

de uva na concentracao de 0,10 g/mL.
Fonte: Da autora (2023).
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Em paralelo aos parametros reacionais ajustados pelo método hidrotérmico esta a
influéncia do extrato utilizado como mediador. Neste contexto, 0 extrato tambem foi analisado
para verificar se a faixa de absorc¢ao condizia aos compostos tipicos da uva. A uva esté listada
entre as plantas mais ricas em grupos funcionais como antocianinas e flavanoides. O padrédo
tipico de absorcdo das antocianinas e flavanoides no espectro UV-vis inside nas bandas de 260
a 280 nm (SAHA et al., 2021) e 240 a 285 nm (MARKHAM; MABRY, 1975; SISA et al.,
2010). A Figura 11-D retrata o resultado do extrato de uva na concentragédo de 0,10 mg/L, nota-
se um leve pico de absorcdo na faixa de 280 nm, condizente a presenca de antocianinas e
flavonoides. A presenca dessses compostos que sdo destacados pelo seu potencial antioxidante
sdo associados ao seu papel de agente redutor da prata. No mesmo gréafico, tem-se a curva do
AgNO:3 para apresentar o pico da prata em torno de 530 nm antes da reagéo de reducdo do metal.

Apos a sintese, também foi avaliado se houve variacdo no pH das solugdes. O pH da
solucdo do extrato de bagaco de uva era de 2,9 e quando misturada na solucdo de AgNOs, a
solucdo final apresentou valor de 3,0. Apds a reacdo hidrotérmica, as solugdes resultantes com
as AgNPs apresentaram valores de pH na faixa de 3,0 a 3,4. Apesar da literatura relatar que pH
neutro ou tendendo a alcalinidade é o mais adequado para formacdo de AgNPs (VANLALVENI
et al., 2021), os espectros obtidos no UV-vis constataram a obtencdo das AgNPs através da

reducdo da fonte de prata na presenca do extrato do residuo de uva em pH &cido.

5.2.2 Difracéo de raios X (DRX)

A analise por difracdo de raios X (DRX) visa a caracterizacdo estrutural do produto
obtido, uma vez que este técnica caracteriza a rede cristalina tridimensional que representa o
arranjo geomeétrico dos atomos, ions ou moléculas do sélido cristalino. Os picos de reflexdo de
Bragg foram detectados em 37,9°, 44,2°, 64,6° e 77,4° na faixa de 5 a 80°, associados aos
indices de Miller de (111), (200), (220) e (311), respectivamente. As curvas representativas
estdo plotadas na Figura 12, organizadas por graficos em fungdo do tempo, temperatura e
concentracdo do extrato nas sinteses. Os picos detectados indicam a presenca de prata metalica
(Ag°), enquanto o pico mais proeminente em 37,9° implica na prevaléncia da fase (111) nas
nanoparticulas de prata cristalina, confirmando o arranjo fcc (face centrada cubico) encontrado
na prata (SILVA et al., 2017).

O padréo difratométrico gerado permite identificar as intensidades relativas dos picos
difratados do metal alvo e também de qualquer material residual amorfo. Alguns picos
pequenos foram observados entre 25° a 30° e a 46,10° para as sinteses obtidas em 90 minutos
(S5), a sintese a 150 °C (S7) e a sintese com 0,15 g/mL de EBU (S9), também em 53,55° para
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a sintese de 60 minutos com 0,10 g/mL de EBU (S4). Picos similares foram observados e
relacionados a compostos organicos de extratos vegetais usados para reduzir e estabilizar ions
de prata em nanoparticulas (IBRAHIM, 2015; ROOPAN et al., 2013). Durante a sintese, é
possivel que haja uma fase secundaria que leva a formacéo de éxido de prata (Ag20), todavia,
a técnica empregada ndo detectou picos adicionais além da prata, indicando a formacao de uma

fase pura.

Figura 12 — Difratogramas DRX das AgNPs sintetizadas com extrato do bagaco de uva.
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Legenda: A) AgNPs em diferentes tempos de reacéo de 15, 30, 45, 60 e 90 minutos sintetizados a 100

°C com 0,10 g/mL de EBU. B) AgNPs em diferentes reacfes de temperatura de 100, 125 e 150 °C

sintetizado em 60 minutos com 0,10 g/mL de EBU. C) AgNPs com diferentes concentra¢fes de EBU

de 0,05, 0,10 e 0,15 g/mL sintetizado a 60 minutos e 100 °C. D) Bagaco do suco integral de uva.
Fonte: Da autora (2023).

Baseado na anélise do extrato, Figura 12-D, é possivel afirmar que se trata de uma
estrutura amorfa sem a presenca de materiais metélicos. Assim, infere-se que ndo havia

impurezas no bagaco, as quais poderiam ser oriundas do processo de producéo do suco. Isenta-
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se também a possibilidade de contaminantes que poderiam vir do processamento analitico,
como influéncia de equipamento com ferrugem, sujidade no ambiente laboratorial,
armazenamento e manuseio inadequado.

Nota-se que os picos relacionados aos compostos organicos estdo mais proeminentes
nos padrdes difratométricos das soluces de AgNPs do que na curva do extrato. Estes picos que
estavam mascarados no material amorfo podem ter sido evidenciados pela parte cristalina do

bagaco presente nas solucGes de AgNPs apos sintese.

5.2.3 Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A medigdo da vibracdo e rotacdo de moléculas pela analise FTIR fornece evidéncias da
presenca dos principais grupos funcionais nas AgNPs que podem ser relacionados as estruturas
da fracdo soluvel da solucdo da sintese que podem estar envolvidos no processo reacional. Os
espectros de FTIR das diferentes condicGes de sintese (FIGURA 13-A, B, C) permitem
identificar os compostos do extrato de uva, corroborando com os picos apresentados no DRX.
Devido a intensa banda de compostos organicos derivados do extrato, a identificacdo da prata
é mascarada nesta analise, ressaltando a identificacdo de compostos organicos.

Os espectros obtidos referentes as sinteses das AgNPs mostram que, mesmo com as
variadas condi¢cGes empregadas nas reacOes, pequena diferenca foi observada entre eles. Ao
avaliar o espectro do bagaco da uva e compara-lo com a curva das AgNPs obtidas a 100 °C, 1
h e 0,05 g/mL de extrato, também tem-se um perfil muito semelhante, mas com frequéncias
vibracionais em diferentes intensidades (FIGURA 13-D). A banda larga em 3300 cm™ pode ser
atribuida as vibracdes de estiramento O-H, grupo hidroxila dos anéis aromaticos de compostos
flavonoides altamente presentes na uva e atuantes na sintese (KHALIL et al., 2014). Os picos
em 2980 e 2928 cm™ estdo relacionados as vibragdes simétricas e assimétricas de estiramento
das ligagdes C-H nos grupos —CH, e CHz (PAVLOU et al., 2016). Em 1720 cm™ tem-se o
alongamento carbonila C=0 de grupos aldeido, cetona e &cido carboxilico e o pico em 1600
cm™ pode ser atribuido ao estiramento em compostos carbonilicos que possuem 0 grupo
NHC=0 (amida 1), indicativos das estruturas presentes nas uvas: terpenoides e flavondides.
Enquanto as vibragdes de deformacdo N-H nas ligacdes amida Il das proteinas séo
representadas pelo pico em 1520 cm?® (GONZALEZ-BALLESTEROS; RODRIGUEZ-
GONZALEZ; RODRIGUEZ-ARGUELLES, 2018).
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Figura 13 — Espectro FTIR das AgNPs sintetizadas em diferentes condi¢Ges e do extrato do
bagaco de suco de uva.
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Fonte: Da autora (2023).

As vibragdes de flexdo C—N de anéis de aminas aromaticas relacionam-se ao pico em
1400 cm™ (KHALIL et al., 2014). A pequena banda em 1260 cm™ representa o alongamento
C-0, condizentes as amidas I11 das proteinas. Por fim, o pico em 1020 cm™ pode ser relacionado
aos polissacarideos ou vibracdo de estiramento C-N de aminas alifaticas ou C-O de
alcoois/fendis, indicando a existéncia de polifendis (BASTOS-ARRIETA et al.,, 2018;
GONZALEZ-BALLESTEROS; RODRIGUEZ-GONZALEZ; RODRIGUEZ-ARGUELLES,
2018; PUJOL et al., 2013), os quais ficaram mais acentuados nas AgNPs obtidas pela utilizagédo

do bagaco da uva do que no proprio bagaco. Anéis aromaticos dos polifendis e acidos organicos
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também s&o associados a banda proxima a 822 cm, atribuida a vibragdo da ligagdo C-H desses
compostos (PEREIRA et al., 2023).

Ao comparar a frequéncia caracteristica do modo vibracional do extrato com o das
AgNPs formadas, é possivel observar os desvios de luz nas bandas que representam 0s
principais grupos funcionais na reducdo e o capeamento das nanoparticulas. A alteracdo na
intensidade da banda O-H permite inferir o envolvimento deste grupo funcional, assim como o
deslocamento das bandas na regido entre 1400 e 1020 cm™! pode envolver a ligagdo do grupo
(N-H) C=0 de peptideos ciclicos com as NPs, consequentemente atuando na funcdo de
estabilizacdo. A sintese com o extrato do bagaco de uva faz uso de proteinas e metabolitos,
como terpenoides com grupos funcionais de aminas, alcoois, cetonas, aldeidos e acidos
carboxilicos, relacionando os grupos funcionais CHO, C=0, COOH e O-H no processo de
reducdo e estabilizacio (GONZALEZ-BALLESTEROS; RODRIGUEZ-GONZALEZ;
RODRIGUEZ-ARGUELLES, 2018).

A literatura indica que a reducdo idnica realizada pelos polifenois acontece devido aos
acidos orgéanicos e também aos grupos hidroxila, sendo a quantidade desses grupos relacionada
a capacidade de reacdo das biomoléculas (MIU; DINISCHIOTU, 2022). Dentre estes,
destacam-se os flavanoides e os acidos cloflavanoides, que sdo como altamente responsaveis
na reducdo e estabilizacdo das AgNPs (PEREIRA et al., 2023), assim como na redu¢do para
formacdo de outras nanoparticulas como ouro e zinco (MARSLIN et al., 2018).

Muitas biomoléculas tém sido associadas as propriedades redutoras e protetoras para
formacdo das MNPs, incluindo: fendis, polissacarideos, flavonas, terpendides, alcal6ides,
aminoacidos, proteinas, enzimas, compostos alcoolicos e outros (QIDWAI et al., 2018). O
residuo de uva, além de antioxidantes, tem um nivel notavel de lignina, que consiste em uma
classe de polimeros organicos complexos com elevada estabilidade térmica devido a moléculas
aromaticas estaveis, consequentemente dando maior estabilidade ao bagaco de uva (ILYA et
al. 2021; BEDA et al., 2020). O material resultante pode, consequentemente, levar a uma

estrutura de estabilidade chave para se obter as AgNPs.

5.2.4 Microscopia eletronica de varredura com Energia Dispersiva (MEV-FEG)

A microscopia eletrnica de varredura possibilitou a visualiagdo em diferentes
magnificacdes das AgNPs obtidas a partir dos ensaios realizados. Na Figura 14, é possivel
observar que a variagdo da temperatura, tempo e concentragdo de extrato da uva ocasionou a

alteracdo de diametros das particulas, mas a forma esférica foi prevalente, visivel nas imagens
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ampliadas. As constatagfes morfoldgicas corroboram as analises prévias, bem como a outros
autores que sintetizaram AgNPs por via biologica ou sintese verde (IBRAHIM, 2015;
SHANKAR et al., 2017).

As AgNPs obtidas na temperatura de 100 °C por 60 minutos, independentemente da
concentracdo do extrato (FIGURA 14-D, H, 1), apresentaram didametro médio preferencial entre
12 — 114 nm, sendo 33 £ 13 nm o tamanho médio. A sintese obtida em 90 minutos (FIGURA
14-E) também apresentou diametros menores, varinado de 11 — 160 nm e média de 35 £+ 16 nm.
Ja as solugdes obtidas em menores tempos (FIGURA 14-A, B, C) e maiores temperaturas
(FIGURA 14-F, G) apresentaram particulas com didametro médio entre 12 — 144 nm e 26 — 240
nm, respectivamente, com menor homogeneidade na distribuicdo dos tamanhos e maior
incidéncia de aglomeracdo. Estes valores dos didmetros estdo de acordo com os obtidos por
DLS, considerando também que os diametros maiores medidos pelo DLS podem ser atribuidos
as aglomerac6es observadas. As Figuras 14-B2, F2 e G2 ilustram as maiores aglomeracdes
capturadas na escala micrométrica. Como sobredito, a inter-relagdo entre as variaveis altera as
caracteristicas e comportamento das particulas no meio, a sintese hidrotermal possibilitou o

controle da temperatura e tempo de sintese em razao de controlar o tamanho das AgNPs.

Figura 14 — MEV-FEG para as amostras de AgNPs biossintetizadas com EBU (Continua).
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Legenda: A1-A2) sintese de 15 minutos, B1-B2) sintese de 30 minutos, C1-C2) sintese de 45 minutos,
D1-D2) sintese de 60 minutos, E1-E2) sintese de 90 minutos, F1-F2) sintese de 125 °C, G1-G2) sintese
de 150 °C, H1-H2) sintese com 0,05 g/mL de EBU, 11-12) sintese com 0,15 g/mL de EBU.

Fonte: Da autora (2023).

5.2.5 Potencial Zeta e Dispersdo de Luz Dinamica (DLS)

O DLS agrega informacdes sobre o tamanho e a distribuicdo do tamanho das particulas
em suspensdo. As AgNPs sintetizados pelo método hidrotérmico com EBU-IN exibiram
distribuicdo de tamanho de 13 a 5.560 nm, porém, com faixa de concentragdo entre 37 nm
(sintese de 0,05 g/mL) a 4150 nm (sintese de 15”), variando de acordo com os pardmetros de
cada reacdo (FIGURA 15). As sinteses realizadas em tempos abaixo de 60 minutos e
temperaturas acima de 100 °C produziram aglomerados com didmetros maiores que 100 nm.

Temperaturas acima da temperatura ambiente sdo favorveis para reduzir o tempo de reagédo e
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reduzir o tamanho das particulas, mas quando muito elevadas passam a proporcionar a
aglomeracdo das particulas (SIDHU; VERMA; KAUSHAL, 2022; VANLALVENI et al.,
2021). Maiores temperaturas elevam a energia cinética das biomoléculas redutoras dos ions de
prata, reduzindo o tempo de reacdo, aumentando a obtencdo de NPs do meio reacional e
aumentando a eficiéncia de capeamento (MIU; DINISCHIOTU, 2022). A caracteristica de
capeamento das moléculas é descrita como a funcao de estabilizar ou ligar as superficies das
AgNPs, impedindo a aglomeracdo e o aumento de tamanho (SIDHU; VERMA; KAUSHAL,
2022).

A distribuicdo de tamanho de particulas também foi influenciada pela concentracdo do
extrato do bagaco da uva no meio reacional (FIGURA 15). O tamanho médio das AgNPs
diminuiu e a distribui¢do de tamanho ficou mais estreita na sintese com menor concentracédo de
EBU (0,05 g/mL), sendo tais resultados almejados no presente estudo. Em suma, a reacéo
hidrotermal sob temperatura de 100 °C, duracdo de 60 minutos e extrato a 0,05 g/mL obteve
éxito perante as demais na sintese com 0,375 mM de AgNOs. Gonzélez-Ballesteros; Rodriguez-
Gonzélez; Rodriguez-Arguelles (2018) também concluiram que solugdes de EBU menos
concentradas sao mais efetivas na sintese de AgNPs.

O tamanho das nanoparticulas determinado pelo DLS altera-se em funcdo das
caracteristicas da solucdo, como concentracdo, viscosidade e temperatura, além das
caracteristicas das particulas, como a forma e a carga superficial. Assim, resultados diferentes
podem ser encontrados a cada leitura e a alteracdo da carga das particulas, conforme supracitado
e discutido anteriormente, afeta o tamanho das AgNPs.

A parcela analisada da amostra em suspensao das sinteses S6 (125 °C) e S7 (150 °C)
apresentam distribuicio monodispersas, com tamanho médio de 396 e 122 nm,
respectivamente, o que isoladamente pode ser analisado como um dado favoravel, todavia, a
andlise por UV-vis bem como a andlise visual mostraram que estas condi¢des ndo formaram
AgNPs devido a auséncia do pico alusivo a formacado de prata metalica (Ag®) e coloragio clara
divergente ao padréo tipico das AgNPs que exibem cor amarronzada. A anélise por UV-vis
também destacou a sintese de 90 minutos (S5), devido ao pico elevado observado na curva que
sobressaiu em relagdo as sinteses a 60 minutos, e poderia representar maior formagdo de
AgNPs, porém, observa-se que também houve um aumento no tamanho médio e por este motivo

o tempo de 60 minutos foi selecionado para a sequéncia de ensaios.
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Figura 15 — Distribuicdo de tamanho das particulas do bagaco de uva e das AgNPs no dia da
sintese e ap0ds periodo de armazenamento sob refrigeracdo (Continua).
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Figura 15 — Distribuicdo de tamanho das particulas do bagaco de uva e das AgNPs no dia da
sintese e ap0ds periodo de armazenamento sob refrigeracdo (Continua).
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Figura 15 — Distribuicdo de tamanho das particulas do bagaco de uva e das AgNPs no dia da
sintese e ap0s periodo de armazenamento sob refrigeracdo (Concluséo).
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Legenda: As sinteses com variacdo de tempo foram realizadas a 100 °C com EBU a 0,10 g/mL. As
sinteses a 125 °C e 150 °C foram realizadas em 60 minutos com EBU a 0,10 g/mL. As sinteses a 0,05 e
0,15 g/mL de extrato foram realizadas em 60 minutos e 100 °C. O extrato do bagago de uva foi analisado
na concentragéo de 0,10 g/mL.
Fonte: Da autora (2023).

Com base nos graficos, observa-se que houve o deslocamento das faixas de distribuicdo
e consequente alteracdo dos tamanhos médios ap6s o periodo de armazenamento sob
refrigeracdo. O aumento no tamanho meédio pode indicar que houve aglomera¢es, como no
caso das sinteses S3 (45) e S6 (125 °C). As sinteses S2 (30”), S8 (0,05 g/mL) e S9 (0,15 g/mL)
foram analisadas dentro de um espacgo de tempo menor entre a primeira e segunda leitura (21
dias), o que pode favorecer uma menor alteragdo. Porém, vale ressaltar novamente que as
sinteses a 100 °C e 60 minutos, com as trés diferentes concentracdes de extrato, apresentaram
menor variagdo no perfil de distribuicdo bem como tamanho médio, resultados que podem ser
corroborados pelo maior potencial Zeta que reforca a estabilidade das AgNPs destas solugdes.

Adicionalmente, a anlise da solucéo de EBU visou apresentar o tamanho das particulas
existentes no extrato do bagaco de uva, as quais majoritariamente apresentam tamanho maiores

que 1000 nm. Esta comparagao permite inferir que nas sinteses S1 (15’) e S2 (30’), além da S3
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(45°) apos armazenamento, houve microparticulas residuais da solu¢do de EBU que pode ser
ocasionado devido ao tempo insuficiente para realizar a reacdo de reducédo da prata e consumir
todo o extrato disponivel. Acima de 60 minutos nota-se que ndo houve a mesma ocorréncia, ja
a variacdo na concentracdo de extrato exibida pelas sinteses S4 (0,10 g/mL), S8 (0,05 g/mL) e
S9 (0,15 g/mL), apresenta um deslocamento para a direita conforme aumento da concentragéo,
ou seja, infere-se que maior concentracdo de extrato levou ao aumento do tamanho médio das
AgNPs dentre as condigdes analisadas.

O bagaco de uva possui um notavel teor de lignina, que consiste em uma classe de
polimeros organicos complexos com elevada estabilidade térmica devido a moléculas
aromaticas estaveis (BEDA et al., 2020; ILYAS et al., 2021). A quantidade correta inserida na
reacdo sob temperaturas elevadas pode, consequentemente, levar a uma estrutura de
estabilidade chave para compor e beneficiar as AgNPs. Ha uma variedade de estudos na
biossintese da prata, as AgNPs com Hypericum perforatum (erva-de-sdo-jodo) variaram de 20
a 40 nm e potencial Zeta de -19 mV (ALAHMAD et al., 2022), extrato de Chrysanthemum
morifolium Ramat. resultou em 20 a 50 nm (HE et al., 2013), casca de banana em 23,7 nm
(IBRAHIM, 2015), Capsicum frutescens (pimenta-tabasco) em 20 a 25 nm, (SHANKAR et al.,
2017), Aspergillus oryzae DPUA 1624 em 61.15+11.45 nm and -28.7 mv (SILVA et al., 2017),
e parte aérea de Lippia nodiflora variando de 30 a 60 nm e potencial Zeta de -25.2 mV
(SUDHA; JEYAKANTHAN; SRINIVASAN, 2017). Por sua vez, o extrato de bagaco de uva
de vinicola resultou em particulas com 42.9 + 6.4 nm (GONZALEZ-BALLESTEROS;
RODRIGUEZ-GONZALEZ; RODRIGUEZ-ARGUELLES, 2018).

A fim de complementar a discussao disposta, os valores de potencial Zeta sdo avaliados
de forma interligada para averiguar se corroboram com os resultados obtidos pelo DLS. As
particulas dentro de um liquido formam uma dupla camada de ions em torno de sua superficie.
O potencial Zeta é o potencial elétrico existente no plano de deslizamento no qual essas
particulas se movem. Assim, mede indiretamente a estabilidade pois indica o grau de interacdo
das particulas em dispersdo por meio da quantificacdo do potencial das camadas superficiais,
baseado na relacédo de repulséo e atracdo eletrostatica (LU; GAO, 2010). Geralmente, potencial
Zeta com valores superiores ou em torno de 25 mV, em maodulo, ou seja, sejam eles positivos
ou negativos, descreve uma dispersdo mais estavel, o oposto € atrelado a instabilidade coloidal
e possivel agregacao, coagulacdo ou floculagdo (SHNOUDEH et al., 2019).

Os maiores valores de potencial Zeta foram obtidos para as solucées sintetizadas a 100
°C por 60 minutos. Ocorreu uma variagdo de acordo com a concentracao de extrato utilizado,

sendo o potencial de -20, -17 e -17 obtidos para as suspensdes de prata das solucGes realizadas
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com extrato a 0,05 g/mL (S8); 0,10 g/mL (S4) e 0,15 (S9) g/mL, respectivamente. Por mais que
os valores sejam inferiores ao estimado, a carga negativa das particulas em solucdo também
tende a prover maior estabilidade e podem ser derivadas dos compostos fendlicos,
polissacarideos carboxilados e da cadeia lateral de alguns aminoé&cidos residuais (ALAHMAD
etal., 2022; SUDHA; JEYAKANTHAN; SRINIVASAN, 2017).

Em média, o potencial Zeta de todas as AgNPs foi de -17 e mudou para -15 apds o
armazenamento. Ja as trés sinteses S4 (0,10 gm/L), S8 (0,05 g/mL) e S9 (0,15 g/mL), com as
diferentes concentracfes de extratos mencionadas, apresentaram uma média de -18 alterada
para -17. Respectivamente, as sinteses com EBU a 0,05; 0,10 e 0,15 g/mL tiveram potencial
Zeta de -20, -15 e -15 na segunda medic&o.

Portanto, a Unica sintese que manteve o potencial Zeta estavel pelo periodo em anélise
foi a sintese com 0,05 de extrato de uva, endossando a eficdcia como agente redutor, bem como
agente de capeamento (do inglés capping). O uso do extrato em menor concentracdo pode ter
garantido a saturacdo das particulas de bagaco de uva, resultando em menos residuos organicos,
dado que a leitura ndo distingue particulas de AgNPs de demais substancias diluidas no
solvente.

Em resumo, a fonte do extrato e a concentracdo do extrato da planta impacta a
distribuicdo e o tamanho das nanoparticulas obtidas. Em um valor 6timo, a concentracdo do
extrato ird resultar nanoparticulas com menor diametro e maior atividade antimicrobiana, uma
vez que menor tamanho corresponde a maior area superficial de contato, ultrapassar esse valor
levara a aglomeracdo e maior tamanho (VANLALVENI et al., 2021).

As analises de caracterizacdo e estabilidade das AgNPs em suspensdo sdo importantes
para avaliar e acompanhar seu curso de acao e funcionalidade em funcdo da aplicacdo desejada.
No intuito de avaliar o potencial antibacteriano das AgNPs obtidas, o conjunto de tais
caracteristicas analisadas foi determinante para concluir este potencial conforme apresentado

nos topicos a seqguir.

5.3 Potencial antibacteriano das AgNPs
5.3.1 Teste de difuséo em disco

Este teste foi aplicado para todas as solucOes obtidas nos diferentes tempos,
temperaturas e concentragdes de extrato. As sinteses S3 (45°, 100 °C, 0,10 g/mL) e S5 (90°,
100 °C, 0,10 g/mL) n&o apresentaram zona de inibi¢do contra S. aureus, enquanto a sintese S6

(60°, 125 °C, 0,10 g/mL) ndo apresentou contra E. coli, conforme Figura 16 e Quadro 3.
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Figura 16 — Teste de difuséo de disco das solucdes de AgNPs sintetizadas com extrato de bagaco
de suco de uva lIsabel (Vitis labrusca, L.) contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli.
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Legenda: A) Ensaios de variacdo do tempo de sintese. B) Ensaios de variagdo do temperatura de sintese.
C) Ensaios de variagcdo da concentracdo do extrato. EC = Escherichia coli e SA = Staphylococcus

aureus.

Fonte: Da autora (2023).
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Quadro 3 — Existéncia de halo de protecdo das AgNPs sintetizadas com EBU (Vitis labrusca,
L.) contra bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

. Tempo Temperatura Conc. do .

Sintese (mir?) (F‘)’C) extrato (g/mL) E. coli S. aureus
S1 15 S S
S2 30 S S
S3 45 100 S N
S4 60 0,10 S S
S5 90 S N
S6 125 N S
S7 60 150 S S
S8 100 0,05 S S
S9 0,15 S S

Legenda: S = sim, existéncia de halo. N = ndo, auséncia de halo.
Fonte: Da autora (2023).

Conforme apresentado nos itens anteriores, apds afunilamento dos parédmetros, as
sinteses de maior interesse foram as sintetizadas a 100 °C por 60 minutos com as trés variacdes
de concentracdo do extrato do bagaco de uva. Estas solugdes apresentaram halos de inibicdo
maiores e mais evidentes e por isso foram medidos para comparacdo. Assim, os resultados da
zona de inibicdo foram obtidos pela medi¢do do halo de protecdo, os quais foram superiores
para o extrato a 0,05 g/mL contra as representantes S. aureus e superiores para o extrato a 0,15
g/mL contra as representantes E. coli (TABELA 3). Estes resultados corroboram os obtidos em

relacdo as melhores condicGes para sintese das AgNPs.

Tabela 3 — Halo de protecdo das AgNPs sintetizadas com EBU nas concentracdes de 0,05; 0,10
e 0,15 g/mL contra bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Sinteses realizadas com
extrato de bagaco de uva Isabel (Vitis labrusca, L.) oriundo de suco integral de uva.

Extrato Halo de protegdo (cm)

(g/mL) S. aureus | Média | Relacio | E. coli | Média
0,05 0,070/0,120/0,075 0,088 > 0,017/0,015/0,014 0,015
0,10 0,055/0,020/0,050 0,042 > 0,030/0,015/0,015 0,020
0,15 0,080 /0,040/ 0,030 0,050 < 0,100/0,055/ 0,035 0,063

Fonte: Da autora (2023).

5.3.2 Teste em microplaca

O teste em microplaca foi realizado com as solugfes obtidas na ultima fase da
otimizacdo da sintese, ou seja, com as solu¢des de AgNPs obtidas a 100 °C, 60 minutos e
concentragdo de extrato a 0,05; 0,10 e 0,15 g/mL. Os testes contra E. coli (Gram-negativa) e S
aureus (Gram-positiva) foram realizados em triplicatas em diluigédo seriada resultando em 12
concentragcdes diferentes para cada amostra. A eficiéncia foi comparada a solugdo de

estreptomicina, antibiotico com atividade principal contra bactérias Gram-negativas e com
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atividade variavel contra bactérias Gram-positivas (FIGURA 17).

Todas as solucbes, AgNP-0,05 (S8), AgNP-0,10 (S4) e AgNP-0,15 (S9) mostraram
atividade bactericida na sua concentragéo total. As soluces de AgNPs feitas com EBU a 0,05
g/mL foram as que obtiveram melhores resultados contra ambas as bactérias, sendo que 0s

resultados contra E. coli foram os mais satisfatorios, chegando até a terceira diluicéo.

Figura 17 — Anélise microbioldgica das solu¢fes de AgNPs mediadas por extrato de bagago de
suco de uva Isabel (Vitis labrusca, L.) nas concentragdes de 0,05; 0,10 e 0,15 g/mL
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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Fonte: Da autora (2023).

A concentracdo inibitoria minima, MIC (do inglés Minimum Inhibitory Concentration),
€ a menor concentracdo do agente antimcrobiano responsavel por limitar o crescimento visivel
da bactéria, definida como atividade bacteriostatica. Por sua vez, a concentragdo bactericida
minima, MBC (do inglés Minimum Bactericidal Concentration), é a concentragdo minima do
agente antimicrobiano para matar a bactéria, ou acdo bactericida (CLSI, 2015). O teste da
microplaca indica a MIC, conforme a diretriz do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Assim, a MIC das amostras de AgNPs em suspenséo sintetizadas com 0,05; 0,10 e 0,15
g/mL de extrato de uva obtiveram MIC de 12,5; 25 e 25 uL para E. coli, respectivamente. As

trés solucbes de AgNPs apresentaram MIC de 50 uL para S. aureus.
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Metais sintetizados com uma gama de plantas ou microrganismos sdo testados contra E.
Coli e S. aureaus, dentre outras bactérias. Comparativamente, AuNPs sintetizadas com
Alternanthera bettzickiana apresentaram valor MIC de 20 pL contra S aureus. ZnONPs
reduzidas por Suaeda aegyptiaca apresentou MIC de 1,56-12,50 mg/mL contra E. coli e 0,39—
1,56 mg/mL contra S. aureus. CUONPSs sintetizadas pela alga Cystoseira trinodis registraram
MIC em 2,5 pg/mL contra ambas E. coli e S. aureus (SANCHEZ-LOPEZ et al., 2020). Para as
sinteses com prata, 2,5 ug/mL de AgNPs com extrato de Chrysanthemum morifolium Ramat
foi o suficiente para sintetizar ambas as bactérias (HE et al., 2013). AgNPs mediadas por casca
de banana resultou em concentracdo minima necessaria de 3,4 e 5,1 mg/mL para E. Coli e S.
aureaus (IBRAHIM, 2015). AgNPs sintetizadas por Ficus ingens tiveram valor MIC de 10
mg/mL enquanto o extrato de Allium cepa resultou em 16,05 pg/mL contra E. Coli (SAHNI,
PANWAR; KAUR, 2015; SALAR; SHARMA; KUMAR, 2015).

A diversidade da capacidade inibitoria das NPs sdo associadas ndo apenas ao agente
sintetizante, mas resultam em funcéo do tamanho e forma. Ainda ha incertezas quanto ao poder
inibitério das AgNPs contra Gram-positivas e Gram-negativas (VANLALVENI et al., 2021).
Vijayan, Joseph e Mathew (2018) descreveram que AgNPs possuem menor eficacia contra
Gram-positivas devido a desvantagem ao entrar na membrana citoplasmatica causada pelas
camadas de peptidoglicano nas paredes de bactérias. Neste sentido, as AgNPs mediadas pelo
extrato do bagaco da uva deste estudo corroboram com o disposto ao relatar maior eficiéncia
contra as Gram-negativas (E. coli).

A alta concentracdo de compostos fendlicos presentes na uva pode ser relacionada a
eficiéncia da sintese das AgNPs, uma vez que a habilidade de extratos de planta em reduzir ions
metalicos tem sido atribuida a atividade antioxidante dos componentes presentes nestes
extratos. Todavia, a atividade antibacteriana apresentada pelas AgNPs ndo esta totalmente
desmistificada, podendo esta ser proporcionada pelas NPs, pelos compostos presentes nelas, ou
seja, com possivel incorporagdo de biomoléculas ativas como agente de cobertura nas NPs
obtidas, por uma mistura desses fatores ou até mesmo por influéncia de outros compostos
(MARSLIN et al., 2018).

Contudo, o processo reacional deste estudo corroborou com as conclusdes de
Tippayawat et al. (2016) de que o uso do método hidrotérmico possibilita a reacdo de compostos
organicos como tanino, saponina, terpenoides e flavonoides na reducdo de AgNOz. As AgNPs
obtidas podem entéo elevar a permeabilidade apds ligarem na membrana celular das bactérias
e consequentemente maté-las.

A farmacologia enfrenta dificuldades contra as bactérias geneticamente evoluidas que
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apresentam resisténcia aos antibidticos produzidos desde o século XX, propulsionando a busca
por medicamentos nao tradicionais como 0s nanomateriais. As nanoparticulas podem agir por
trés vias: contato direto com a superficie da célula das bactérias (carga negativa) por acao
eletrostatica (NPs com cargas positivas), ligacdo a membrana causando o rompimento da parede
celular (NPs com cargas negativas), e através da liberacéo de ions metalicos capazes de induzir
a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SANCHEZ-LOPEZ et al., 2020). Todos
esses fatores tém sido estudados a fim de preencher as lacunas apresentadas sobre as
funcionalidades e atuacéo das NPs.

6 CONCLUSAO

Foi possivel obter com sucesso nanoparticulas de prata com agdo antimicrobiana,
atraves de sintese verde utilizando o processo hidrotermal, e residuos da agroindustria brasileira
da uva. Mesmo ap0s altas temperaturas para producdo do suco, 0s compostos de interesse ainda
estavam presentes nos extratos dos residuos de uva. A caracterizacao fisico-quimica do BU-IN
e BU-S mostrou o grande valor dos biocompostos do residuo de uva, geralmente descartado.

Nanoparticulas de Ag foram obtidas a partir de uma abordagem bottom-up hidrotérmica,
variando o processo de reacdo. O funcionamento do sistema hidrotérmico mostrou ser um
processo controlado em termos de tempo de sintese, temperatura e razdo de aquecimento. O
uso do extrato de bagaco de uva, obtido num processo de facil preparo, como agente redutor
permitiu maior estabilidade ao capear as nanoparticulas mantendo tamanho estavel por até um
més nas sinteses sob melhores condi¢fes de reacdo. As sinteses de 60 minutos a 100 °C
apresentaram os melhores resultados. A solugdo com melhor estabilidade e menor tamanho das
nanoparticulas foi a obtida com o uso de 0,05 g/mL de extrato do bagaco da uva na sintese por
60 minutos e a 100 °C. Nesta condicdo, o potencial Zeta foi de -20 mV e o tamanho médio de
37 nm.

Uma notavel atividade antibacteriana foi observada contra Staphylococcus aureus e
principalmente Escherichia coli com valores MIC variando de 12.5 a 50 pL. As caracteristicas
estruturais aliadas a acdo bactericida legitimam a abordagem da sintese verde e do uso do
processo hidrotermal, constituindo uma opg¢do adequada para potencializar e expandir a cadeia

produtiva da uva por meio de novas aplicagdes para seus residuos.
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