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RESUMO

PEREIRA, Arthur Branddo Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2021.
Sintese de biofilmes dopados com nanoparticulas de prata: caracterizacéo e aplicacéo.
Orientadora: Renata Pereira Lopes Moreira. Coorientadora: Mayra Aparecida Nascimento.

Atualmente, as embalagens plasticas sdo muito utilizadas para o armazenamento de
alimentos, devido a degradacdo dessas matrizes por microrganismos. Contudo, o uso
intensivo e inadequado desses materiais trouxe graves problemas ambientais. Com isso,
tecnologias de substituicdo dessas embalagens por materiais com menor tempo de
degradabilidade vém sendo desenvolvidas. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo
produzir um biofilme a partir do biopolimero metil celulose e dopa-lo com nanoparticulas de
prata (NP’s Ag), visando incorporar atividade antimicrobiana a embalagem. As NP’s Ag foram
sintetizadas via sintese verde empregando extrato de erva mate (llex paraguariensis),
obtendo-se nanoparticulas com tamanho médio de 45 nm, com banda de absorgéo
caracteristica em 450 nm e potencial zeta de -23mV. A presencga de grupos funcionais
presentes no extrato, como os polifendis, compostos responsaveis reducdo da prata para
sintese das NP’s Ag foram identificados por espectroscopia no infravermelho. A sintese dos
biofilmes ocorreu pelo método de casting, utilizando diferentes volumes (0, 6, 12, 18 e 24 mL)
de NP’s Ag, sem (T1-T5) e com agente plastificante (T6-T10), o glicerol. As propriedades
mecanicas, a estabilidade térmica e a barreira ao vapor de agua dos filmes foram avaliadas,
sendo que a adicdo de NP’s Ag ndo modificou tais propriedades. Em contrapartida, a adicdo
de agente plastificante diminuiu a resisténcia a tracdo e o médulo de elasticidade, além de
aumentar a elongacao dos filmes e a barreira ao vapor d’ agua. Em especial, o filme T10 (24
mL de suspensdo) apresentou uma transmitancia de 9%, possuindo capacidade de ser
utilizado como bloqueador de luz UV, que é uma caracteristica interessante para embalagens
alimenticias. Por Microscopia Eletrénica de Varredura foi possivel verificar que as NP’s Ag
foram incorporadas com éxito aos filmes. A atividade antibacteriana foi avaliada para bactérias
gram-positivas (Staphylococcus aureus, Listeria innocua) e gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonus fluoresncens). Os biofilmes apresentaram atividade frente a bactéria
Pseudomonus fluoresncens. Portanto, pode-se concluir que foi produzido um biofilme “ECO-
FRIENDLY”, com atividade contra a bactéria Pseudomonus fluoresncens, podendo ser
utiizado em embalagens alimenticias. Como sugestdo de trabalhos futuros, propfe-se a

avaliacao e quantificacédo da difusdo de NP’s Ag em matrizes lacteas, como queijo.

Palavras- chave: Quimica verde. Sustentabilidade. Nanotecnologia. Biopolimeros. Eco-
friendly. Nanoparticulas metalicas



ABSTRACT

PEREIRA, Arthur Branddo Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March 2021.
Synthesis of biofilms doped with silver nanopatrticles: characterization and appl ication .
Advisor: Renata Pereira Lopes Moreira. Co-Advisor: Mayra Aparecida Nascimento.

Nowadays, plastic packaging is widely used for food storage, due to the degradation of these
matrices by microorganisms. However, the intensive and inappropriate use of these materials
has brought serious environmental problems. As a result, technologies to replace these
packages with materials with a shorter degradability time have been developed. In this context,
this work aimed to produce a biofilm from the biopolymer methyl cellulose and dopate it with
silver nanoparticles (NP’s Ag), aiming to incorporate antimicrobial activity into the packaging.
The NP’s Ag were synthesized by green synthesis using yerba mate extract (llex
paraguariensis), obtaining nanoparticles with an average size of 45 nm, with a characteristic
absorption band at 450 nm and a zeta potential of -23mV. The presence of functional groups
presents in the extract, such as polyphenols, compounds responsible for reducing silver for
the synthesis of NP’s Ag were identified by infrared spectroscopy. The synthesis of biofilms
occurred by the casting method, using different volumes (0, 6, 12, 18 and 24 mL) of NP's Ag,
without (T1-T5) and with plasticizer (T6-T10), glycerol. The mechanical properties, thermal
stability and water vapor barrier of the films were evaluated, and the addition of NP’s Ag did
not modify these properties. On the other hand, the addition of plasticizer reduced the tensile
strength and the modulus of elasticity, in addition to increasing the elongation of the films and
the barrier to water vapor. In particular, the T10 film (24 mL of suspension) showed a 9%
transmittance, having the ability to be used as a UV light blocker, which is an interesting feature
for food packaging. By Scanning Electron Microscopy it was possible to verify that the NP’s Ag
were successfully incorporated into the films. Antibacterial activity was evaluated for gram-
positive bacteria (Staphylococcus aureus, Listeria innocua) and gram-negative bacteria
(Escherichia coli, Pseudomonus fluoresncens). Biofilms showed activity against the bacterium
Pseudomonus fluoresncens. Therefore, it can be concluded that a biofilm “ECO-FRIENDLY”
was produced, with activity against the bacterium Pseudomonus fluoresncens, and can be
used in food packaging. As a suggestion for future work, we propose the evaluation and

guantification of the diffusion of NP’s Ag in dairy matrices, such as cheese.

Keywords : Green chemistry. Sustainability. Nanotechnology. Biopolymers. Eco-friendly.
Metal nanoparticles.
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1.1. INTRODUCAO

Desde o seu desenvolvimento no inicio do século XX, o plastico tem sido utilizado em
larga escala, substituindo materiais que se encontravam no mercado, como o metal e o vidro.
Essa substituicdo ocorreu devido as propriedades Unicas do plastico, como a sua versatilidade
para diversas aplicactes, sua densidade e, principalmente, pelo seu baixo custo de producéo.
Uma das aplicacbes mais impactantes foi no setor de embalagens, que trouxe ao mercado
uma diversa economia e praticidade.

As embalagens se tornaram essenciais para a vida do homem. Sao encontradas em
diversos setores, mas principalmente no setor alimenticio. Sua fungéo € de proteger o
alimento desde a etapa de preparo e acondicionamento até o consumo. Atualmente, a maioria
das embalagens sédo fabricadas utilizando plastico. Contudo, a producdo em massa desse
material acarretou em sérios problemas ambientais devido a sua baixa degradabilidade. Para
se ter uma ideia, o politereftalato de etileno (PET), um tipo de plastico comumente empregado,
demora cerca de 200 anos para ser degradado.

Umas das alternativas para substituir o plastico é a utilizacdo de polimeros verdes.
Tais polimeros possuem um tempo de degradabilidade bem menor que o plastico, em torno
de poucos meses. No setor de embalagens, a celulose e seus derivados tem ganhado grande
destaque devido a sua disponibilidade, uma vez que a celulose é o material organico mais
abundante do planeta.

Contudo, para utilizar polimeros verdes para fabricacdo de embalagens, faz-se
necessdario utilizar a nanotecnologia, uma vez que o0s nanomateriais melhoram as
propriedades fisico-quimicas dos filmes. As nanoparticulas de prata possuem atividade
antimicrobiotica e, por isso, vem sendo estudada para ser implementada nos filmes a base de
polimeros verdes. Porém, devido a difusdo destes materiais para o alimento, ndo se sabe ao
certo as implicagBes destas nanoparticulas na saude do consumidor.

Umas das maiores preocupacdes no setor alimenticio é a seguranga alimentar. Os
nanomateriais, muitas vezes, sdo de origem metalica e, por isso, requerem um cuidado
quando utilizados em embalagens para alimentos. A Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) criou, em 2014, um oOrgdo para monitorar nanomateriais em embalagens
alimenticias, porém néo se encontra ainda uma legislacéo e fiscalizagéo para tais.

N&o se encontra na literatura trabalhos que estudem a difusdo de nanomateriais em
matrizes alimenticias. Esses estudos sdo de extrema importancia uma vez que O0sS
nanomateriais podem apresentar certa toxicidade em determinadas concentragdes. Diante do

exposto, este trabalho tem como objetivo sintetizar um biofilme a base de celulose,
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incorporando nanoparticulas de prata para melhoramento de suas propriedades mecanicas,

caracteriza-lo por diferentes técnicas e avaliar a sua difusédo pelo efeito antibactericida.
1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1. Embalagens plasticas alimenticias

Durante a Segunda Guerra Mundial, o plastico, material derivado do petréleo, obteve
um grande impulso em seu desenvolvimento!. Este material foi muito utilizado em materiais
bélicos, avibes e veiculos. Com isso, as empresas de roupas e utensilios bélicos também
comecaram a fazer o uso deste material, uma vez que ao utiliza-los, as roupas de guerra
acabavam sendo mais leves e impermeaveis 1. Depois da guerra, os plasticos ganharam as
mais diversas aplicac6es, de tal forma que hoje parece indispenséavel para a vida moderna.

As substancias que sao utilizadas para a matéria prima de fabricagédo do plastico séo
obtidas a partir do petréleo®. O petréleo é constituido por uma mistura de compostos
organicos, que apos destilacdo fracionada sdo separadas em varias fracdes, como a gasolina,
a nafta e o dleo diesel. A nafta é a fracdo responsavel para a producgédo do plastico?®, a qual,
ao sofrer o processo de cragueamento da origem aos monémeros. O processo de
craqueamento € basicamente a quebra da molécula de nafta em moléculas menores®. A partir
dessas moléculas, via processo de polimerizacdo, ocorre a formagéo do polimero, dando
origem aos diversos tipos de plasticos*?, como o politereftalato de etileno (PET) e o polietileno
(PE).

A reacao de polimerizagéo pode ocorrer de duas maneiras, a polimerizagéo de adi¢éo
e a polimerizacdo de condensacédo*. O polietileno é um exemplo de plastico que se forma a
partir da adigdo. Essa reagdo, mostrada na Figura 1.1, ocorre pela saturacdo catalisada da
ligacdo dupla do etileno, ou seja, a dupla ligagdo € quebrada com ajuda de um catalisador.
ApoOs a quebra da ligagéo, ocorre uma reagéo de adigdo entre as moléculas do etano que tem

como produto o polietileno.

AICl,

n
Figura 1. 1- Reacgédo de formagé&o do polietilino.

O PET, por sua vez, é formado pela reacdo de polimerizacdo de condensagéo. Para

que essa reacgdo ocorra, é necessario que exista duas moléculas com grupos funcionais

distintos*. No caso da reacdo do PET, ocorre a reacdo de um &cido e de um alcool, conhecida
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como esterificacdo. Nessas condi¢Bes, o acido carboxilico é protonado, e o alcool ataca o
grupo carbonila, produzindo entdo um éster. Além da duplicidade do grupo funcional, na

reacao ocorre a perda de uma molécula pequena, no caso agua. Essa reacdo é mostrada na

Figura 1.2.
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Figura 1. 2 - Reac¢édo de formacéo do PET.

Uma das maiores vantagens da utilizagdo do plastico € a econbmica. Com este
material foi possivel confeccionar diversos tipos de objetos com custo reduzido, portanto, mais
acessiveis a populacdo. Embalagens como de manteiga, produtos de beleza e bebidas
passaram a ser produzidas utilizando plastico e ndo mais metal ou vidro.

Na vida moderna, o0 consumismo passou a ser parte da vida cotidiana, o qual fomenta
diversas inovacoes tecnoldgicas. Consequentemente, novos produtos vém sendo criados e
industrializados, que por sua vez, gera um aumento na producdo de embalagens . As
embalagens sao encontradas em amplos setores, como, por exemplo, vestuario, alimentos e

cosméticos®.
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No setor alimenticio, as embalagens possuem como principal funcdo proteger o
alimento, desde a etapa de acondicionamento até a etapa de consumo®. Os alimentos séo
produtos pereciveis, isto €, susceptiveis a diversos tipos de degradacéo, seja ela de natureza
fisica (perda de agua, mudanca em seus estados fisicos e textura), quimica (oxidagcédo) ou
microbiolégica (doencas flingicas e microbioldgicas)®. Diante disso, a embalagem proporciona
a seguranca do produto, cuja finalidade consiste em aumentar o tempo de prateleira além de
preservar as diversas caracteristicas do alimento como o sabor, textura e aroma .

Devido ao aumento da populacdo mundial ao longo dos anos e, consequentemente, 0
aumento do consumo de alimentos, foi necessario aumentar a producao de embalagens no
mercado. Em 1935 o plastico foi inserido globalmente no mercado de embalagens devido a
algumas propriedades, tais como facilidade de modelamento e baixa densidade, quando
comparada a embalagens de vidro ou metal. Com as embalagens plasticas, o transporte de
alimentos tornou-se mais pratico e rapido, devido as suas propriedades, além de facil
maleabilidade*. Desde entdo, a producdo de plastico vem aumentado consideravelmente nos
ultimos anos. Para se ter uma ideia, o Brasil € o 4°maior produtor de lixo pl astico do mundo,
cerca de 11 milhdes de toneladas por ano®.

Contudo, o uso intensivo de embalagens plasticas tem causado diversos impactos
ambientais. Isso ocorre em fungdo da sua pouca degradabilidade, o que faz com que os
plasticos permanecem na natureza por longos periodos, cerca de 200 anos®. Além de causar
poluicdo visual e, sobretudo, quimica do ambiente, o plastico € um causador de desastres
ambientais de grandes propor¢ées, como mortes de animais marinhos, por exemplo°. Diante
dessa problematica, alternativas tecnoldgicas capazes de substituir o plastico derivado do
petréleo sdo necessarias. Nesse sentido, os polimeros verdes apresentam potencial para tal
substituicdo®. Além de substituir o plastico, acdes como reciclar, reutilizar e reaproveitar tem
sido utilizada para diminuir o impacto ambiental que é causado pelo descarte de embalagens

plésticas.
1.2.2. Polimeros verdes

Os polimeros verdes séo classificados como sustentaveis, pois em seu processo de
fabricagdo produzem um menor impacto ambiental comparado com os polimeros sintéticos.
Isso ocorre porque durante a sua produgéo, ha uma maior captacao de gas carbdnico, além
de ndo utilizar derivados do petréleo (recurso ndo renovavel) como matéria-prima. Nesse
caso, recursos renovaveis como milho, celulose ou cana de aclcar ! sédo utilizados como
matéria-prima.

Varios destinos podem ser dados aos polimeros verdes ao final de sua vida util. Como,

por exemplo, a reutilizagéo e a reciclagem. Podem, também, ser enviados para o sistema de
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reciclagem energética, no qual ha emissédo neutra de gas carbdnico, uma vez que o0 gas
liberado pelo sistema é captado pela proxima safra. Para se ter uma ideia, a reciclagem de
uma tonelada de garrafas de polimero verde poupa a emissao de até 1,5 toneladas de gas
carbonico *.

Muitos dos polimeros verdes possuem caracteristicas que podem ser comparadas
com os polimeros convencionais, como, por exemplo, capacidade de geleificacdo para
formacdo de filmes, maleabilidade e baixa densidade. Por isso, a sua entrada no mercado
vem aumentando consideravelmente nos dltimos anos . Devido a isso, a taxa com que 0s
polimeros biodegradaveis estdo sendo utilizados no mercado tem aumentando
consideravelmente.

Polimeros verdes séo classificados como polimeros produzidos a partir de fontes
renovaveis. Uma ressalva importante é que nem todo polimero verde é biodegradavel, um
equivoco muito comum?. Os polimeros verdes biodegradaveis sdo mais interessantes, pois
causam menor impacto ao ambiente, devido a sua total mineralizacdo!!. Para se ter umaideia,
o plastico PET demora cerca de 200 anos para se decompor enquanto o PET verde demora
cerca de 12 meses®. Nesse contexto, os polimeros biodegradaveis vém ganhando destaque
para emprego na substituicdo do plastico.

Contudo, algumas propriedades dos polimeros biodegradaveis como alta barreira a
vapor de agua, baixo ponto de fuséo e baixa viscosidade fazem com que os polimeros tenham
dificuldades para formar filmes!!. Deste modo, novas tecnologias tém sido estudadas visando
suprir essas deficiéncias, com o intuito de poder aproveitar melhor esses filmes
biodegradaveis, reduzindo o uso de plastico convencional (filme) no dia a dia*?.

Dentre as tecnologias mais estudadas, a nanotecnologia tem ganhado destaque nos
centros de pesquisas. Nanomateriais consistem em materiais gue possuem pelo menos uma
das suas dimensGes em escala entre 1-100 nm*3. Os nanomateriais podem ser utilizados em
diversos setores, como na medicina, em nanochips!*, no setor de embalagem?®®, cosméticos®
e também no setor ambiental. Comparando esses materiais com 0s mesmos em sua escala
micro e macroestrutural, 0s nhanomateriais possuem propriedades distintas como
propriedades éticas, reativas, mecéanicas e elétricas'?.

Para filmes, uma das vantagens de se adicionar materiais em escala nanométrica na
matriz polimérica é que, mesmo com uma adicdo baixa (5% v/v), pode-se obter resultados
incriveis nas propriedades mecéanicas e quimicas deste material %2, Sdo reportados na
literatura trabalhos com producao de filmes a base de polimeros biodegradaveis (gelatina,
celulose, PET verde) utilizando-se nanotecnologia. A metil-celulose tem mostrado grande
relevancia na producgdo de biofilmes. Como, por exemplo, no trabalho de Tun¢ e Duman

(2011)Y, que foi sintetizado um filme a base de metil-celulose utilizando nanoparticulas de
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carvacrol (6leo essencial de orégano) e argila com a finalidade de produzir um filme com

atividade microbiolégica.
1.2.3. Metil celulose

A celulose é o material organico mais abundante na terra, com uma producao anual
de mais de 50 bilhGes de toneladas. A celulose pode ser encontrada em diversas fontes
naturais, como plantas, madeira e frutos. Outra fonte de celulose consiste no uso de residuos
agricolas!®. O Brasil € um grande produtor agricola e, portanto, gera toneladas de residuos
agricolas®®. Para se ter uma ideia da importancia da atividade agricola no pais, o valor da
producdo agricola em 2018 foi de R$ 343,8 bilhdes. A unidade repetitiva da celulose é
composta por duas moléculas de glicose eterificadas por ligacdes [3-1,4-glicosidicas (Figura
1.3).
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Figura 1. 3 - Formula estrutural do polimero de celulose.

Entre as moléculas de celulose ocorrem diversas liga¢des de hidrogénio, o que resulta
em um fortalecimento de suas cadeias, tornando-a insolivel em agua. Porém, se essas
cadeias sofrerem modificagdes quimicas, a sua solubilidade em agua pode ser mudada. A
metil celulose (Figura 1.4) é um exemplo dessa transformacéo %°.

O processo de obtencdo da metil celulose a partir da celulose € bastante simples. Para
isso, faz-se um tratamento alcalino da celulose, seguido da adi¢cdo de cloreto de metila ou
sulfato de dimetila. A sintese da metil celulose ocorre via reagdo de Williaamson.
Primeiramente, ocorre a formacéo de um ion, a alcali celulose, em que o hidréxido de sédio
atua como base de Lewis e retira um préton da celulose. Entéo, o ion alcoxido (alcali celulose)
reage com um haleto de alquila (cloreto de metila), via mecanismo de Substituicao Nucleofilica
Bimolecular (SN2), formando a metil celulose. A metil celulose € um dos derivados mais

simples da celulose e, também, menos hidrofilico e mais resistente a agua .
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Figura 1. 4- Formula estrutural do polimero metil celulose.

A geleificacdo da metil celulose ocorre em meio aquoso entre 50 e 70C. Esse
processo ocorre devido a trés interagbes que ocorrem: (1) as interagdes hidrofobicas dos
grupos metilas; (2) as ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas ndo modificadas (3) e
as interacdes entre os grupos hidroxilas e a Agua??. Devido a esse processo, a metil-celulose
possui uma 6tima propriedade de formar filmes. Além disso, a producédo de metil celulose
possui baixo custo e, portanto, pode ser aplicada em diversos ramos como em embalagens
de alimentos, cosméticos, area médica e farmacéutica.

Os filmes produzidos a partir de metil celulose apresentam caracteristicas de serem
inodoros, transparentes, resisténcia moderada e alta permeabilidade a vapor de agua®®. Para
poder melhorar a resisténcia e a permeabilidade dos biofilmes de celulose, nanomateriais
podem ser adicionados na matriz polimérica da metil celulose conferindo diferentes
propriedades, tais como antioxidantes e antimicrobiolégicas. Os nanomateriais séo inseridos
ao filme plastico obtido a partir de polimeros biodegradaveis com o intuito de modificar as
suas propriedades 23. Como exemplo, tem-se nanotubos de carbono, nanocristais de celulose,

nanoparticulas metalicas (prata, ferro, 6xidos) e também 6leos essenciais nanoencapsulados
24

1.2.4. Nanoparticulas de prata

Nos anos recentes, as nanoparticulas de prata (NP’s Ag) tém atraido bastante atencao
por suas diversas aplicacdes. Dentre elas, podem-se destacar o seu uso como catalisador?,
potencial como agente antimicrobiético em embalagens de alimentos?®, além de seu uso nas
areas da medicina?’ e farméacia®. Além de suas aplicacdes, as nanoparticulas de prata
possuem boa condutividade térmica e excelente estabilidade quimica 2°.

E reportado na literatura o uso das nanoparticulas de prata como agente desinfetante,
devido a sua propriedade antimicrobiana e antiflingica®. A prata é utilizada desde 1000 A.C
como agente desinfetante na &rea da saude (Medicina Ayuerda) na China. Além dessa

aplicacdo, a prata pode ser aplicada na biomedicina®, na industria téxtil*! e alimenticia®2.
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Estudos mostram que as propriedades das nanoparticulas de prata estdo altamente
ligadas aos seus formatos e tamanhos?®, como as propriedades Opticas, por exemplo.
Diversas cores podem ser observadas para as suspensfes de nanoparticulas de prata, como
a amarela, marrom (claro) e cinza®, que é mostrado na Figura 1.5. As cores dessas
suspensdes podem ser explicadas pelo processo fisico denominado Ressonancia Plasmonica
de Superficie (RPS). Esse processo ocorre quando os elétrons de conducdo das
nanoparticulas metdlica entram em ressonancia com a luz incidente, ou seja, quando os
elétrons da luz e das nanoparticulas de prata viboram na mesma frequéncia®. Pode-se ver na

Figura 1.6 um esquema do fendmeno RPS.

ﬁ Campo elétrico
resultante

Campo magnético

Figura 1. 6 - Esquema de interacdo de luz eletromagnética com a superficie da NP’s
metalicas, ocorrendo o fenbmeno ressonancia plasmonica de superficie. Adaptado de
Hutter, Fendler (2004) 3.

Pela teoria de Maxell-Garnet, a cor que observamos para suspensdo de
nanoparticulas de prata estdo associadas ao tamanho e a distancia entre as particulas. Esse
efeito € conhecido como red-shift, que é o alargamento e deslocamento da banda de RPS
para menores energias devido a interacdo do campo magnético de uma nanoparticula com a
outra®=%, A agregacdo das nanoparticulas de prata em uma suspensao sdo uma das maiores
dificuldades que se encontra na sintese, pois devido a alta energia superficial as particulas

tendem a aglomerar®=®, Logo, pode-se afirmar que o controle das condi¢cGes de sintese é de
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extrema importancia, uma vez que o método de sintese interfere na estabilidade das
suspensfes de nanoparticulas de prata e, portanto, em suas propriedades.

O tamanho da nanoparticula também varia de acordo com os estabilizantes (citrato de
sodio, reagente de Tollen, poliol, redutores verdes)®’ que estéo presentes no sistema na hora
da sintese.?® E possivel observar na Tabela 1.1 alguns trabalhos que apresentam diferentes

métodos de sintese que formam nanoparticulas de prata em diferentes formatos e tamanhos.

Tabela 1. 1- Obtencao de nanoparticulas de prata por diferentes métodos.

Método de Reducéo Redutor Formato Tamanho  Referéncia
(nm)
Radiacéo Micro-ondas Etileno Nanoprisma -- 40
Glicol;
Reducédo Quimica Hidrato de Triangular 50-200 41
Hidrazina
Reducédo Quimica Tartarato de  Nanorods -- 42
Potassio
Radiacéo Micro-ondas Glicerol Nanofios -- 43
Reducédo Quimica Pentano- Cubica 80 a4
1,5-diol
Sintese verde Eucalyptus Cubica 10-50 45
macrocarpa
Reducdo Quimica Borohidreto Esférica 7 46
de Sdédio
Sintese Verde Cassia Esférica 9-31 47
angustifolia

Dentre os métodos de sinteses de nanoparticulas, o mais popular é o de reducao
quimica. Esse método utiliza, normalmente, o borohidreto de sddio como agente redutor
(redutor forte), na presenca de um agente estabilizante. Contudo, este método utiliza
reagentes toxicos, como o préprio agente redutor, solventes e até mesmo alguns dos
estabilizantes *. Para a producédo de embalagens alimenticias, é essencial que a toxicidade
seja pequena. Por isso, 0 método de sintese coloidal via borohidreto para a producéo de filmes
plasticos que serdo utilizados em embalagens de alimentos ndo é recomendada *.

A seguranca alimentar € umas das maiores preocupacdes no setor de alimentos, os
guais sdo propicios a diversos ataques de microrganismo, desde o preparo até o seu
consumo’. Uma das formas de eliminar a contaminagdo/ataque de microrganismos é

utilizando embalagens. As NP’s Ag sdo materiais bactericidas promissores no ramo de
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embalagens. Isso porque, como mencionado anteriormente, possuem atividade contra
fungos, bactérias e virus e, por isso, tem grande potencial de serem utilizadas em nessa area
26.

Trabalhos reportados na literatura relatam que as nanoparticulas de prata possuem
atividade antimicrobiana. Ozturk et al. (2019)* sintetizaram nanoparticulas de prata que
possuem atividade bioldgica (in vitru) frente E. coli e C. albicans. Baruah et al. (2019)%®
também sintetizaram nanoparticulas de prata que foram promissoras no combate as bactérias
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e ao fungo Candida albicans. Outro trabalho
que também mostra a eficiéncia das nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano é o
de Hekmati et al. (2020)*° que obtiveram as nanoparticulas com potencial para eliminar as
bactérias P. aeruginosa e S. aureus.

Diante do emprego das AgNP’s em embalagens, a preocupagdo com a contaminagao
dos alimentos com esses nanomateriais € recorrente, pois ainda nao se sabe ao certo o
mecanismo de difusdo destes compostos *°. O EFSA (Autoridade Europeia para Seguranca
Alimentar) estabeleceu um limite de migracdo de nanoparticula de prata em embalagens para
alimentos de 0,05 mg/kg?®. Além disso, a sintese das NP’s Ag deve ser totalmente verde, ou
seja, nao deve conter nenhum agente téxico. Para isso, a sintese verde em sistemas coloidais
€ altamente utilizada, visto que os agentes redutores sao substancias naturais, muitas vezes

presentes em folhas, raizes ou microrganismo >,
1.2.5. Sintese verde

As nanoparticulas metalicas podem ser sintetizadas por diferentes abordagens,
porém, o método empregando os principios da quimica verde é mais sustentavel e confiavel
em termos de toxicidade®®. Por meio desta abordagem, a sintese das nanoparticulas ndo
prejudica o ambiente e nem a saude humana. Os 12 principios da quimica verde tém como
objetivo principal minimizar ou ndo utilizar solventes t6xicos nos processos e analises
quimicas, assim como a ndo geracdo de residuos resultante desses processos®?. Esses
principios sdo mostrados na Tabela 1.2. Devido a importancia dos nanomateriais no mercado,

a busca por novas rotas sintéticas com este principio tornaram-se necessaria®3,>.

Tabela 1. 2-Descri¢édo dos 12 principios da quimica verde. (Adaptado)®>?

NUmero Principio Descricao do Principio

1 Prevencéao Prevencdo em funcéo da geracéo de residuos. Melhor
evitar forma-los do que os tratar posteriormente.
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2 Economia atdbmica  Os métodos sintéticos devem ser planejados para que o
produto final incorpore o maximo possivel de reagentes
utilizados durante a sintese.

3 Sintese quimica Métodos sintéticos devem ser projetados para que use

mais segura e gere substancias com baixa ou henhuma toxicidade
ambiental.
4 Design de produtos Grande importancia deve ser dada a toxicidade dos
quimicos seguros produtos quimicos que serao sintetizados.

5 Uso de solventes O uso de solventes e outros reagentes e auxiliares deve
mais seguros ser evitado sempre que possivel.

6 Eficiéncia Os processos quimicos devem ser eficazes em termos

energética de gastos energéticos.
7 Uso de matérias- Sempre que é economicamente e tecnicamente viavel,

primas renovaveis  devem ser usadas matérias-primas renovaveis em vez
de ndo-renovaveis.
8 Reducéo de Processos de derivatizagdo devem ser evitados ou
derivados minimizados, pois requerem uso de mais reagentes,
portanto, gera mais residuos.

9 Catalise O uso de reagentes cataliticos € melhor que o uso de
estequiométricos.
10 Design de produtos Preferéncia por sintetizar produtos quimicos que ao final
de degradacao de sua fungéo sejam degradados por completo.
11 Analise em tempo  Analise para métodos analiticos devem ser monitorados
real para prevencdo  em tempo real para evitar a formacéo de substancias
de poluigéo toxicas.
12 Prevencgéo de Tanto as substancias quanto a maneira como sé&o
acidentes usadas em um processo quimico devem ser escolhidas

considerando a minimiza¢ao de possiveis acidentes.

A sintese de nanoparticulas metdlicas pode ser realizada através de duas estratégias
conhecidas como top-down ou bottom-up. Na estratégia top-down, as nanoparticulas sédo
obtidas a partir de um material granular que, através de processos fisicos, como fresagem
mecanica (moagem)® ¢, litografia®” °® ou ablacdo por laser®® obtém-se o material em escalo
nano. Na estratégia bottom-up as nanoparticulas sdo formadas através de moléculas ou

atomos até sua nucleacéo, crescimento e estabilizacéo. 5

No processo bottom-up, as nanoparticulas de prata podem ser obtidas por duas vias:

i) via quimica, que utiliza reagentes redutores como o borohidreto de sodio ou ii) via biolégica,
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que utiliza agentes bioldgicos como fungos, bactérias ou extratos vegetais. Umas das maiores
vantagens da via biolégica é que essa ndo utiliza reagentes toxicos na sintese das NP’s Ag.%°
Pode-se ver na Figura 1.7 um esquema de crescimento das NP’s Ag utilizando um extrato

vegetal.

BIORREDUCAO

Particulas de prata

sarvenase ~Moléculas
dos extratos
vegetais

prata

Sementes «

CRESCIMENTO DAS NANOPARTICULAS ATIVIDADE BIOLOGICA

8 Temperatura
«Nutrientes

Nanoparticula com -
propriedades

Figura 1. 7- Esquema de sintese e crescimento de Np's Ag via processo bottom-up .

A sintese bioldgica, em geral, ocorre por meio de processo de redugdo dos ions
metalicos pelos redutores verdes, seguido pelo processo de estabilizacdo. Tais processos s&o
realizados por componentes moleculares extraidos de plantas ou organismos em solucéo
aquoso®®l, Normalmente, as substancias que promovem a reducéo do ion metélico também
sdo responsaveis pela estabilizacdo das nanoparticulas®®.

Na literatura, sdo descritos processos de sintese de nanoparticulas de prata a partir
da estratégia de bottom-up com o uso de extratos vegetais. Muitas das caracteristicas da
nanoparticula e da eficiéncia da reacao € mudada de acordo com o tipo de extrato, seja ele
semente, folha, casca ou raiz®°. Pode-se ver na Tabela 1.3 alguns exemplos de plantas que
foram empregados na sintese de nanoparticulas de prata.
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Tabela 1. 3- Exemplos de nanoparticulas de prata sintetizadas com diferentes extratos

vegetais.
Extrato vegetal Tamanho Formato Aplicacéo Referéncia
médio
(nm)
Capsicum annuum 10 Poli esférico 62
Camellia sinessis 4 Clbico 63
Allium cepa 33,6 Esférica Atividade bactericida 64
Citrus limonum 25 Esférica 65
Hibiscus rosa 13 Esférica 2
sinensis
Senna alata 10-30 Esférica Atividade 66
Antimicrobiana
Gelidium corneum 20-50 Clbico Atividade 48
Antimicrobiana
Alpinia nigra 4-8 Esférica Degradacéo de %
corantes
Allium rotundum, 20,5 Esférica Atividade 49
Falcaria vulgaris Antimicrobiana

Bernh Ferulago
angulate Boiss
Capparis zeylanica 23 Esférica Atividade Anti- 67
proliferacéo

Logo, o método de sintese NP’s Ag empregando a abordagem da quimica verde para
a producdo de embalagens alimenticias € o mais promissor, visto que é um método

sustentavel, barato e que néo faz o uso de substancias toxicas.
1.2.6. Embalagens ativas

Uma das maiores preocupacdes das industrias alimenticias é que o alimento chegue
intacto a mesa do consumidor. Entretanto, o principal desafio encontrado por tais industrias
consiste em prolongar a validade dos alimentos nas prateleiras dos grandes centros urbanos
% Nesse contexto, surge as embalagens ativas. Tais embalagens contém aditivos que
mantem ou prolonga a vida Util e qualidade do alimento ®°. Esses aditivos podem ser de
diversas fontes, como nanoparticulas metalicas’®, 6leos essenciais®* ou nanoparticulas
organicas’.

A utilizagcdo de compostos antimicrobianos em alimentos pode alterar o sabor, aroma
e textura do produto, fazendo com que este perca seu valor no mercado. Na industria de

alimentos é imprescindivel a utilizacdo destas substancias, pois o controle de qualidade é
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extremamente rigoroso . Umas das maneiras de driblar o uso excessivo de tais substancias
€ a utilizacdo de embalagens ativas antimicrobioldgicas. Essas embalagens contém um
agente antimicrobiolégico, que pode reduzir ou eliminar a agdo da atividade microbiana’?. Tais
agentes diminuem o uso de substancias antimicrobioldgicas diretamente no alimento,
mantendo, dessa forma, seu odor, sabor e textura. Alguns dos tipos de agente
antimicrobiolégicos séo 6leos essenciais, enzimas, acidos e sais organicos e nanoparticulas
metalicas

Encontra-se na literatura o uso de nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano
para a sintese de embalagens’s. Mathew et al. (2019)%? sintetizou malotes biodegradaveis a
partir de PVA (poliacetato de vinila), reforcados com nanoparticulas de prata, para embalar
linguicas de frango. Segundo os autores, ao adicionar nanoparticulas de prata, o filme teve
sua resistividade mecanica melhorada e, além disso, atividade frente a bactéria Salmonela
paratyphi. No trabalho de Carbone et al. (2017)%, foi produzido um biofilme antimicrobiano
contendo nanopatrticulas de prata para embalar frutas frescas. Segundo os autores, a adicédo
de prata ao filme aumentou o tempo de prateleira desses alimentos, uma vez que a prata
inibiu o crescimento de bactérias totais aerébicas. Braga et al. (2018)’4 avaliaram a agéo
microbiologica de nanoparticulas de prata em filmes de PVC frente a bactéria Bacillus subtilis
e ao fungo Fusarium solani, cujos resultados mostraram atividade para ambos agentes. Nunes
et al. (2018)” também utilizaram nanoparticulas de prata em filmes de metil celulose para
avaliar atividade frente Escherichia coli. Este filme apresentou atividade significativa para este
patégeno.

Diante do exposto, o0 uso de nanoparticulas de prata, além de melhorar as
caracteristicas mecénicas de filmes a base de polimeros verdes, pode atuar como agente
antimicrobiolégico na sintese de embalagens ativas, aumentando o tempo de prateleira dos

alimentos.
1.3 OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo Geral

Diante do exposto, este trabalho tem por objetivo geral sintetizar um biofilme ativo
contendo nanoparticulas de prata e avaliar a difusdo dessas nanoparticulas por meio de

ensaio microbioldgico.
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1.3.2. Objetivos Especificos

. Sintetizar nanoparticulas de prata via sintese verde utilizando um redutor a
partir de extrato de llex paraguariensis;

. Caracterizar a suspensao de nanoparticulas de prata por Microscopia
Eletrbnica, Espalhamento de Luz Hidrodindmico e Potencial Zeta.

. Produzir um biofilme a base de metil-celulose dopado com nanoparticulas de
prata;

. Caracterizar o biofilme por ensaios fisicos, quimicos e biologicos;



CAPITULO 2
SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA
EMPREGANDO EXTRATO VEGETAL llex

paraguariensis
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2.1. MATERIAIS E METODOS

2.1.1. Padrdes e reagentes

30

Os reagentes utilizados para a preparacdo das nanoparticulas (NP’s Ag) de prata

estao listados na Tabela 2.1.

Tabela 2. 1- Reagentes utilizados para sintese das nanoparticulas de prata.

Reagente CAS NUMBER MARCA
Nitrato de prata 7761-88-8 Neon
Cloreto de sédio 7647-14-5 Neon (P.A)
Cromato de potassio 7789-00-6 Merck
Cha mate _ Ché& mate foi obtido no comércio
(llex paraguasiensis) local da cidade de Vicosa/MG

2.1.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho estéo listados na Tabela 2.2

Tabela 2. 2- Equipamentos utilizados para a sintese das nanoparticulas de prata.

Equipamentos Modelo Marca

Mesa agitadora SL-180/A SOLAB
Chapa de aquecimento 114 Nova Etica
Balanca analitica ATX-224 Shimadzu

2.1.3. Preparo de solugtes

A solucdo de nitrato de prata foi preparada a partir da pesagem do sal de nitrato e

diluida com agua tipo 1, Miili Q (Millipore Corporation). Essa solu¢éo foi padronizada utilizando

o método de Mohr®, obtendo-se a concentracdo de 2,00 mmol L. A solucéo foi armazenada

na auséncia de luz e sob refrigeragéo a 4 °C (geladeira) até o0 momento de uso.

2.1.4. Sintese das nanoparticulas

Para a sintese das nanoparticulas de prata, utilizou-se o método descrito adaptado de

SILVEIRA, 2018°%%. Primeiramente, obteve-se o extrato vegetal, em que 0,1000 g de ch&a mate

industrial foi pesado em um béquer, sob o qual foram adicionados 50 mL de &gua tipo 1.

Entéo, a mistura foi aquecida a 100 T por 15 minutos, filtrada em papel de filtro qualit ativo e
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o filtrado teve o seu volume ajustado em um bal&do volumétrico de 50,00 mL. Na sequéncia, a
solucédo de nitrato de prata (50,00 mL a 2,00 mmol L?) foi adicionada a 50,00 mL extrato
vegetal, que foi mantida sob agitacao utilizando mesa agitadora, a temperatura ambiente (25,0
°C), por 3,5 horas na auséncia de luz. Posteriormente, essa solucao foi caracterizada por

Espectroscopia de Absorcdo Molecular UV-Visivel.
2.1.5. Caracterizacao das nanoparticulas
2.1.5.1. UV-Visivel

Para a Espectroscopia de Absor¢cédo Molecular UV-Visivel foi utilizado um equipamento
Thermo Scientific do modelo Evolution Array, empregando uma cubeta de quartzo com 1 cm
de caminho 6ptico. Os espectros foram obtidos no modo de varredura de 200 a 1000 nm. O
preparo da amostra consistiu na diluicdo de 1,00 mL da suspenséao de nanoparticulas, obtidas

como descrito no item 1.2.4, em baldao de 10,00 mL e, entdo, submetida a analise.
2.1.5.2. DLS e Potencial Zeta

As andlises de Espalhamento Dindmico de Luz e de Potencial Zeta foram realizadas
no Zetasizer (NanoZS, Malvern, UK). Para a analise, 10 uL de suspensao de nanoparticulas
foram diluidos em baldo de 10,00 mL com agua deionizada. Entdo, com auxilio de uma
seringa, 2 mL da suspensdo diluida foi adicionada na cubeta modelo DTS-1070. As andlises

foram feitas em triplicata com angulo de 173¢ a temperatura de 25 C°.
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2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a sintese das NP’s Ag utilizou-se o extrato de erva mate (llex paraguariensis).
Esse extrato vegetal possui uma grande quantidade de polifendis, que sdo compostos que
possuem capacidade de atuar como agentes redutores, logo sdo capazes de reduzir ions
prata a prata zero formando as NP’s Ag. Apos a sintese das NP’s Ag, esse material foi
armazenado e caracterizado por diferentes técnicas de caracteriza¢do. Os resultados obtidos

sdo mostrados nos proximos itens.
2.2.1. Caracterizagao do extrato vegetal

A caracterizagéo da erva mate foi realizada por Espectroscopia Infravermelho (Figura
2.1). Pode-se observar que o espectro € bastante complexo, devido a sua variedade de
compostos organicos, como polifendis e acidos organicos’” 8. A banda localizada em torno
de 3416 pode ser atribuida ao estiramento da ligacdo O-H, enquanto as bandas em 2923 e
2850 cm™ podem ser atribuidas ao estiramento da vibracédo da ligacdo C-H. As bandas em
1612 cm™ podem ser atribuidas aos grupos carbonila, presentes nos polifenéis e acidos
organicos. A banda em torno de 1461 cm™ pode ser atribuida aos estiramentos O-C-O,
enguanto a banda em 1250 cm™ pode ser atribuida a vibragcdo dos grupos C-O. A banda em
torno de 830 cm™ é atribuida a vibracéo da ligacdo C-H dos anéis aromaéticos dos polifenois

e acidos organicos®.

Transmitancia

T T T T T T
4000 3000 2000 1000

NUGmero de onda / cm™

Figura 2. 1- Espectro de Infravermelho obtido para a erva mate.
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Pela técnica de FTIR é possivel verificar a presenca de grupos funcionais que séo
responsaveis pela reducdo e estabilidade das nanoparticulas’, como polifendis e acidos
organicos. DOS SANTOS et al.®° descreveram que o &cido clorogénico, cafeina e flavonoides
como a rutina, sao as principais espécies responsaveis pela reducao e estabilizacdo das NP’s
Ag.

2.2.2. Espectroscopia UV-Visivel

O processo de formacao de nanoparticulas péde ser observado macroscopicamente,
onde a reacdo do extrato vegetal com a solucao de nitrato de prata apresentou uma coloracdo
marrom alaranjada, indicando a formagéo das NP’s Ag devido ao fendmeno de ressonancia
plasmonica de superficie. A coloracdo da suspenséo de NP’s Ag € mostrada no inset da Figura
2.2. Para caracterizagcdo da suspensdo de nanoparticulas de prata, utilizou-se a
Espectroscopia de Absor¢do Molecular no UV-Visivel, cujos espectros sdo mostrados na
Figura 2.2. E possivel observar que houve formac&o das nanoparticulas de prata devido a
presenca de um pico de absor¢do em torno de 450 nm. Essa banda é devido ao fenbmeno de
ressonancia plasmonica de superficie, que ocorre com particulas metélicas de tamanho 45
nmé!, Além disso, é possivel observar que duas sinteses diferentes apresentaram um espectro
muito semelhante, praticamente sobrepostas (Figura 2.2), o que permite concluir que a

sintese é reprodutiva.
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Figura 2. 2- Espectros de absorcao na regido plasmonica de superficie para dois diferentes
lotes de suspensdes de nanoparticulas de prata obtidas por sintese verde empregando extrato
vegetal de llex Paraguensis. Inset: Foto da suspensao de NP’s Ag.
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Portanto, foi possivel comprovar por Espectroscopia de Absor¢cao Molecular que as
nanoparticulas de prata foram sintetizadas pelo método de sintese verde.

2.2.3. DLS e Potencial Zeta

A analise de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) foi utilizada para estimar o tamanho
das nanoparticulas de Ag em suspensao. Pode-se ver na Figura 2.3 que a suspensao de
nanoparticulas de prata apresenta duas distribuicdes de tamanho de particulas, uma centrada
em 45 nm e outra em 400 nm. Essa caracteristica pode ser atribuida a polidispersidade da
suspensdo, uma vez que se encontrou particulas em escala nanométrica (<100 nm) e
particulas de tamanho maiores. As particulas de
=45 nm podem ser atribuidas as nanoparticulas de prata. Esse valor esta de acordo com 0s
resultados obtidos por Espectroscopia UV-Visivel. Outros trabalhos encontrados na literatura
apresentaram resultados semelhantes como Alkhulaifi et al.8? que sintetizaram NP’s Ag com
extrato de Citrus limon com tamanho entre 10-25 nm. Tailor et al.®® sintetizaram NP’s Ag
utilizando extrato de Ocimum canum com tamanho de 16 nm e Ponsanti et al.®* obtiveram
nanoparticulas de tamanho de 48 nm.
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Figura 2. 3- Distribuicdo de tamanho das particulas da suspenséo de nanoparticulas de prata
obtidas por sintese verde empregando extrato vegetal de llex Paraguensis obtidas por
Espalhamento Hidrodindmico de Luz.
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Outros valores de tamanho na ordem de 200-300 nm também foram observados com
grande frequéncia na suspensdo de nanoparticulas de prata. Essas particulas podem ser
atribuidas aos componentes do cha mate, o qual é composto por moléculas organicas como

carboidratos, que possuem tamanhos nessa ordem de grandeza.

O Potencial Zeta encontrado para a suspensao de nanoparticulas de prata foi de -23,8
+1,2 mV. Esse valor esta de acordo com a literatura para sintese verde de nanoparticulas de
prata. Rolim et al.® utilizaram extrato de cha verde para obtencéo de nanoparticulas de prata,
obtendo-se Potencial Zeta de -35,5 + 3,2. Umai et al.® utilizaram uma espécie de oliva (Olea
europaea) para reduzir os ions prata e obteve Potencial Zeta de -35 mV para a suspenséo
sintetizada. Potenciais negativos indicam que a carga da dupla camada nas nanoparticulas é
negativa, ou seja, moléculas com carga negativas estdo estabilizando as nanoparticulas de
prata. Contudo, o valor ndo é muito alto, o que faz com que a suspensao de nanoparticulas
nao seja muito estavel. Para uma suspensao ser considerada estavel, faz-se necessario que
seu potencial zeta seja maior, em moédulo, que 30 mV®. Isso ocorre devido as forcas de
interagdo e repulsdo entre as nanoparticulas. Quanto maior (em modulo) for o valor do
Potencial Zeta, maior sera a estabilidade da suspensao e, portanto, maior sera o valor de

repulséo eletrostatica®’.
2.2.4. Conclusao Parcial

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que foram obtidas nanoparticulas de
prata via sintese verde empregando extrato vegetal de llex Paraguensis. As NP’s Ag possuem
tamanho aproximado em torno de 45 nm, sendo que a suspensao é polidispersa e apresenta

um potencial zeta no valor de -23,8 £ 1,2 mV.
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3.1. MATERIAS E METODOS

3.1.1. Padrdes e Reagentes

Os reagentes utilizados na producao dos biofilmes sdo mostrados na Tabela 3.1.

Tabela 3. 1- Reagentes utilizados para a producéo dos biofilmes.

Reagentes CAS-NUMBER Marca
Metil-celulose 9004-67-5 Sigma Aldrich
Glicerol (98%) 56-81-5 Sigma Aldrich

3.1.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho sdo mostrados na Tabela 3.2.

Tabela 3. 2- Equipamentos utilizados para a producéo dos biofilmes.

Equipamento Modelo Marca
Chapa aquecedora 114 114
Mesa agitadora SL-180/A SOLAB

3.1.3. Producéo de biofilmes dopados com nanopatrticulas de prata

Para a preparacéo dos filmes foi utilizado o método de casting®, com adaptacdes.
Inicialmente, foram adicionados 4,0 g de polimero metil celulose (MC) em um béquer contendo
um determinado volume de agua deionizada a 100 C, como mostrado na Tabela 3.1. O
sistema foi submetido a agitacdo constante em mesa agitadora por 15 minutos. Em seguida,
foi adicionado um determinado volume da suspensdo de nanoparticulas de prata, cujo
procedimento foi descrito no Cap. 2, pag 3, e em alguns casos, o agente plastificante, glicerol
15% (m/m em relagcédo a massa do polimero), como mostrado na Tabela 3.3.

O sistema foi submetido novamente a agitacdo por mais 10 minutos. Essa disperséo
foi vertida em placas de vidro com bordas (34 cm x 18,5 cm), deixada a temperatura ambiente
(25%C) por 24 horas e, em seguida, armazenadas a 23 T e 55 % de Umida de Relativa (%UR)
por 24 horas para evaporagdo do solvente. Foram realizadas 10 diferentes condigbes de
sintese, variando-se a quantidade de agua, volume de suspensédo, com/sem plastificante, as

guais sdo mostradas na Tabela 3.3.
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Tabela 3. 3- Condic¢des de sintese dos biofilmes dopados com nanoparticulas de prata.

Condicéo Volume de agua Volume de suspenséo Plastificante*
(mL) (mL)
T1 200 0 SEM
T2 194 6 SEM
T3 188 12 SEM
T4 182 18 SEM
T5 176 24 SEM
T6 200 0 COM
T7 194 6 COM
T8 188 12 COM
T9 182 18 COM
T10 176 24 COM

* glicerol 15% (m/m em relagdo a massa do polimero)
3.1.4. Caracterizacao dos biofiimes dopados com nanoparticulas de prata
3.1.4.1. Colorimetria

A cor dos filmes foi analisada colorimetro XE Color Quest Hunter lab (Reston, Virginia,
EUA). Todos os valores medidos foram de acordo com a escala CIELAB. Para esse trabalho
apenas a coordenada b (no sentido negativo para o positivo, do azul para o amarelo) sera
discutida. Para cada biofilme, amostras retangulares foram cortadas (2,5 cm x 15 mm), sendo

selecionados 5 pontos diferentes de cada filme. Todas as analises foram feitas em triplicatas.
3.1.4.2. Espectroscopia no UV-Vis

Para a analisar a transparéncia dos filmes utilizou o espectrofotémetro UV/VIS (Modelo
UV-18000, Shimadzu Co., Kyoto, Japao) no intervalo de comprimento de onda de 200 nm
(regido ultravioleta) a 800 nm (regido visivel). Os filmes foram cortados de forma retangular
(2,5 cm x 15 mm) e posicionados no suporte para filmes do equipamento. Para controle,

utilizou-se o suporte vazio, ou seja, na auséncia de filme.
3.1.4.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier

A andlise de FTIR foi realizada num espectrdmetro Nicolet 6700 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, EUA) equipado com acessério ATR com cristal de germanio.
Foram utilizados cerca de 4 cm de cada biofilme para fazer a analise. Entre cada amostra de
filme, utilizou-se acetona para limpeza do cristal. Os espectros foram obtidos huma resolucéo
de 4 cm, com ndmero de onda de 4000 a 700 cm™ e 32 varreduras foram realizadas para

cada espectro
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3.1.4.4. Termogravimetria

A decomposicao térmica dos filmes foi avaliada pelo método termogravimétrico usando
um analisador TGA, modelo DTG-60H (Shimadzu, Japéo). Aproximadamente 3 mg de cada
filme foram cortados e aquecidos em cadinhos de alumina até 450C, a uma taxa de

aguecimento de 10 °C/min em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min.
3.1.4.5. Microscopia eletrénica de varredura e transmis  sao

Amostras de biofilmes de aproximadamente 4 cm foram inseridas em adesivo de
grafite. As imagens foram obtidas por um Microscopio Eletrénico de Varredura, modelo
TM3000 (Hitachi High Technologies America, Inc. Schaumburg, IL, EUA). A tensao de
aceleracao de elétrons usada foi de 15 kV com ampliacdo das imagens de 400x. Para
verificacdo da presenca das NP’s Ag foi utilizado EDX (Espectroscopia de Energia dispersiva

de raio X) usando o detector SDD (silicon drift detector).
3.1.4.6. Espessura e propriedades mecéanicas

Para determinacdo da espessura e propriedades mecénicas, foram preparados 3
filmes de cada tratamento (Tabela 3.4) e para cada filme utilizou-se 5 corpos de prova (150 x
25 mm), que foram coletados em diferentes pontos dos filmes.

A espessura dos filmes foi determinada com o auxilio de um micrémetro digital, com
precisdo de 0,001 mm (Mitutoyo Corporation, Japao). As medidas foram realizadas em 10
pontos aleatérios para cada amostra.

A resisténcia maxima a tracao (TS), o alongamento na ruptura (EB) e o modulo de
Young (YM) foram determinados por ensaio de tragdo usando Maquina Universal de Ensaios
Mecanicos, modelo 3367 (Instron Corporation, Norwood, MA, USA), equipada com célula de
carga de 500 N. A andlise foi realizada de acordo com a norma ASTM D883-12 (ASTM,
2014)8,

3.1.4.7. Propriedades a barreira de vapor d’agua

A barreira a vapor de agua dos biofilmes foi determinada por meio do método
dessecante, de acordo com a norma ASTM E96/ E96M (ASTM, 2010)%, com modificagées.
Os biofilmes foram cortados e dimensionados com 80,0 mm de diametro. Ent&o, foram
colocados sob as cépsulas circulares de parafina, numeradas e vedadas com parafina liquida.
Utilizou-se uma solucdo saturada de MgCl, no interior das capsulas, atingindo 33% de

umidade relativa. Esses filmes, entédo, foram armazenados em dessecador contendo solucéo
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saturada de NaCl a 76% de umidade relativa (UR), tendo como umidade relativa final de 43%.
As amostras foram pesadas a cada 2 horas durante 22 horas. A permeabilidade a vapor de
agua foi calculada utilizando trés repeticfes e expressa em (g um/m? dia kPa).

3.2. RESULTADO E DISCUSSAO

Os filmes depois de produzidos foram embalados e selados a vacuo para melhor
conservacdo. Diversas técnicas foram utilizadas para a caracterizagéo fisica e quimica dos

filmes. Os resultados s&o apresentados nos préximos itens.
3.2.1 Colorimetria

Um dos parametros mais importantes para a producdo de uma embalagem consiste
na cor, a qual € uma propriedade que tem como principal funcdo atrair o consumidor. A cor é
avaliada a partir do parametro “b”, que indica o indice de cor amarela do filme. Dessa forma,
esse parametro foi determinado para cada condicdo de sintese do biofilme dopado com
nanoparticulas e os resultados sdo mostrados nas Figura 3.1a-b e na Tabela 3.4. Pode-se
observar que a medida que se aumenta o volume de suspensao de nanoparticulas, maior é o
valor da coordenada “b” dos filmes, para ambos os tratamentos, sem e com plastificante. Os
biofilmes foram preparados com diferentes volumes de suspensao e, portanto, espera-se que,
ao aumentar o volume de suspensdo adicionado no preparo dos filmes mais amarelo o

biofilme ficara.
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Figura 3. 1- Ensaio colorimétrico realizado para os filmes T1-T5 sem plastificante (a) e T6-
T10 com plastificante (b).
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Tabela 3. 4- Ensaios colorimétricos dos biofilmes contendo nanoparticulas de prata sem
plastificante, tratamentos T1-T5 e com plastificante, tratamentos: T6-T10.

Tratamento Valor da Tratamento Valor da
coordenada b coordenada b
T1 1,24 T6 1,31
T2 4,23 T7 8,06
T3 7,99 T8 10,46
T4 10,34 T9 13,94
TS 14,19 T10 17,00

As relagbes do parametro “b”, para cada condi¢do de sintese dos biofilmes, com os
volumes de suspensdo sdo mostradas nas Figuras 3.2. a (sem plastificante) e 3.2 b (com
plastificante). Pode-se observar uma relacdo linear entre estes parametros (R:2
ajustado>0,95), para ambas as condi¢cdes com e sem plastificante, isto é, & medida que o
volume de suspensao adicionado aumenta, aumenta-se o valor da coordenada b* de forma

linear.
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Figura 3. 2- Relacao entre o pardmetro b* e volume de suspensao de nanoparticulas de prata
adicionado ao biofilme. (a) sem plastificante, tratamentos: T1-T5 (b) com plastificante,
tratamentos: T6-T10.

BN

Trabalhos como de Ortega et al.*® mostraram que a medida que NP’s Ag foram
adicionadas a matriz do biofilme, maior foi o valor da coordenada de b*. Isso ocorre devido a
coloracao que as NP’s Ag apresentam no visivel devido ao efeito de RPS (ressonancia

plasmonica de superficie) das nanoparticulas metalicas.
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3.2.2. Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

Outro pardmetro importante em filmes € sua transparéncia, uma vez que O0S
consumidores tendem a querer observar o produto que desejam comprar. Esse parametro foi
avaliado por Espectroscopia UV-vis, cujos resultados sdo mostrados nas Figuras 3.3 a-b para
biofilmes sem e com plastificante.

Pode-se observar nas Figuras 3.3a-b 0 minimo de transmitancia em 395 nm, que
corresponde a maior absor¢do. A medida que o volume de suspenséo adicionado aumentou
(T1 aT5 e T6 a T10), houve um menor valor de transmitancia em 395 nm como observado
para os biofilmes com e sem plastificante. A diminuicdo do valor de transmitancia em 395 nm
indica que a cor amarela do filme é aumentada. Dessa forma, tal resultado € compativel com
0s resultados obtidos por colorimetria, pois a coordenada “b” aumenta com o aumento do
volume de suspensédo adicionado.

100 100

Transmitancia (%)

Transmitancia (%)

o T b T T T T i T T T T T
200 SR ok 8 SEY e 50e 200 300 400 500 600 700 800
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Figura 3. 3- Espectros de Transmitancia no UV-Visivel dos biofilmes contendo nanoparticulas
de prata (a) tratamentos: T1-T5 (b) tratamentos: T6-T10.

Além disso, um valor de transmitancia pequeno (<10%) na faixa do ultravioleta (UVA,
UVB e UVC, 100-400 nm) e do visivel (400-700 nm), indica que o filme apresenta
caracteristicas de ser bloqueador de luz*®®. O biofilme produzido na condicdo T10, apresenta
um valor de transmitancia baixo tanto na faixa do UVB (220-280 nm), quanto na faixa do UVC
(280-100 nm). Dessa maneira, o biofilme T10 apresenta potencial como blogueador de luz,
gue € interessante na area de alimentos, uma vez que possiveis alimentos tendem a sofrer
degradacéo na presenca de luz. Caso esse alimento seja revestido com um filme bloqueador,
essa degradacéo é diminuida®.
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3.2.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Furrier (IRTF)

Os biofilmes também foram caracterizados por Espectroscopia no Infravermelho e os
resultados do extrato vegetal (EM), T1 e T5 sdo mostrados na Figura 3.4. E possivel observar
que, a banda em 985 cm?, referente a metil celulose®®, é observada nos biofilmes T1 e T5.
Bandas referentes ao cha mate®! (2923, 2850, 2036, 1702, 1461, 1205, 830 cm™) estédo
presentes apenas no T5, que se justifica pelo fato que T1 ndo apresentar o extrato de cha e,
portanto, nanoparticulas de prata em sua composi¢ao.
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Figura 3. 4- Espectro de infravermelho (FTIR) da
erva llex paraguariensis (erva mate) (==); Tratamento T1 (=); Tratamento T5(==).

Assim, através da técnica de infravermelho foi possivel observar indicios que
substancias, descritas na literatura, como os polifendis, estdo presentes no extrato vegetal,
as quais foram capazes de reduzir os ions de prata. Além disso, apenas os filmes que contém
0 extrato da erva mate possuem bandas referentes a erva mate. Logo, pode-se ter um indicio

de que as NP’s Ag foram incorporadas nos filmes de metil celulose.

3.2.4. Termogravimetria (TG)

A estabilidade térmica dos filmes produzidos foi avaliada por termogravimetria e 0s
resultados dos biofilmes T5 e T10 sdo mostrados, respectivamente, nas Figura 3.5 a-b. Pode-
se observar um evento térmico na temperatura de 85C, que ocorre para am bos os filmes,

isto é, T5 (sem plastificante) e T10 (com plastificante). Nesse evento cerca de 10% de matéria
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é perdida, que pode ser atribuida a dessorcdo e evaporacdo da agua®l, uma vez que o

polimero utilizado (MC) € hidrofilico e, logo, apresenta bastante afinidade com a agua.
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Figura 3. 5 -Curvas termogravimétricas obtidas para os tratamentos T5 (a) e T10 (b).
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Para o filme T10 é observado um evento térmico em ~200 T, em que cerca de 10%

da massa € perdida. Possivelmente, essa perda de massa esta relacionada ao agente

plastificante, presente apenas no filme T10. A temperatura de ebuli¢cdo do glicerol é de 290TC,

contudo, como essa substancia interage com as cadeias poliméricas da metil celulose, seu

ponto de ebulicdo é diminuido®, como pode ser observado na Figura 3.6 (b).

Tabela 3. 5- Valores de temperatura maxima de degradacéao para os filmes sem plastificantes
(T1-T5) e para os filmes com plastificantes (T6-T10).

Tratamento  Temperatura Maxima de Tratamento Temperatura Maxima
degradacéo () de degradacéo ()
T1 356 T6 346
T2 344 T7 352
T3 360 T8 348
T4 341 T9 358
T5 355 T10 361

Outro evento, comum a todos os biofilmes (Tabela 3.5), ocorre entre 341-361 T, que

pode ser atribuido a degradacgédo do polimero MC. Dicastillo et al. (2016)° também observou

a degradacao desse polimero em 361C Logo, pode-se concluir que as nanoparticulas de

prata ndo contribuiram para aumentar a estabilidade térmicas dos filmes produzidos.
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3.2.5. Microscopias Eletrénicas de Varredura (MEV)

As imagens dos biofilmes sem plastificante, obtidas por MEV, sdo mostradas na Figura
3.6. Pode-se observar que poucos granulos, atribuidos a metil celulose, em destaque
vermelho nas imagens, sdo observados. Pode-se, portanto, concluir que o biopolimero

utilizado, metil celulose (MC), foi bem incorporado. E a medida que aumenta o volume de

suspensdo adicionado, aumenta- se a disperséo do biopolimero.

Figura 3. 6- Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) para os biofilmes
dopados com NPs g nas condi¢Bes de sintese T1, T2, T3. T4 e T5 com magnificacdo em
400x.

Também é possivel observar que, & medida que o volume de suspensdo aumenta, ha
um aumento de pequenas manchas brancas no biofilme, em destaque amarelo nas imagens.
Pode-se concluir, portanto, que essas manchas sao, possivelmente, devido as nanoparticulas
de prata.

Como observado na Figura 3.7, um comportamento semelhante é observado para as
condicdes de sintese T6 a T10, que utilizam glicerol como agente plastificante. Pode-se
também observar que os filmes contendo glicerol foram mais homogéneos, uma vez que
biopolimero teve uma melhor dispersao.
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HL X400 200 um HL x400 200 um

Figura 3. 7 - Imagens de Microscopia eletronica de Varredura (MEV) para os biofilmes
dopados com NPs Ag nas condi¢des de sintese T6, T7, T8. T9 e T10 com magnificacdo em
400x.

Andlises de EDX para os filmes T6, T7 e T10 sdo mostradas na Figura 3.8. Como T6
nao possui prata, apenas o mapeamento de carbono e oxigénio é mostrado em 3.8(a). A
composicao de cada filme & mostrada na Tabela 3.6. Pode-se observar que a concentracao
de prata no filme T10 é maior que no filme T7, o que era esperado, pois foi adicionado maior

de suspengédo de NP’s Ag em T10.

7 7 g

00um 00um 00um

Figura 3. 8- Imagens da Microscopia Eletronica de Varredura para os biofilmes dopados com
nanoparticulas de prata dos tratamentos (a) Mapeamento quimico de oxigénio e Carbono de
T6, (b) Mapeamento quimico de prata de T7, (c) Mapeamento quimico de prata T10.

De acordo com as imagens da Figura 3.8 comprova-se a presenga de NP’s de prata
no biofilme. Desse modo, pode-se concluir que as NP’s Ag foram incorporadas a matriz do
biopolimero (MC). As imagens obtidas pelas analises de microscopia eletronica de varredura
comprovaram a incorporacdo das NP’s Ag e dispersdo das nanoparticulas nos filmes
produzidos.
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Tabela 3. 6- Porcentagem dos elementos (O, C, Ag) para os biofilmes dopados com
nanoparticulas de prata dos tratamentos T6, T7 e T10.

Filme % Oxigénio % Carbono % Prata
T6 40,919 59,081 0,000
T7 41,262 58,725 0,013
T10 42,979 56,982 0,039

3.2.6. Espessura e propriedades mecéanicas

Os valores de espessuras dos biofilmes sdo mostrados na Tabela 3.7. Observa-se que
ndo houve nenhuma correlagéo entre a espessura do filme e volume de suspensdo de NP’s
Ag, obtendo-se uma espessura média de 0,057 e 0,061 mm para os biofilmes sem e com
plastificante, respectivamente. Foi realizado um Teste de Tukey para os filmes de T1-T5 e
para os fiimes de T6-T10, a fim de avaliar se as nanoparticulas de prata e o agente
plastificante influencia em suas espessuras. Com o resultado obtido foi possivel verificar que,
ao nivel de confianca de 95%, todas as meédias sdo iguais. Logo, pode-se concluir que esse
parametro ndo é influenciado pela adigdo de nanoparticulas e nem pelo uso de plastificante

ao filme.

Tabela 3. 7-Valores de espessura e seus respectivos desvio padréo para os biofilmes
dopados com nanoparticulas de prata.

Tratamento Espessura (mm) Tratamento Espessura (mm)
T1 0,056 £+0,011 2 T6 0,060 + 0,008 2
T2 0,062 +£0,019 2 T7 0,064 +£ 0,001 2
T3 0,060 + 0,006 2 T8 0,065 + 0,001 2
T4 0,054 + 00,0052 T9 0,056 +0,0132
T5 0,053 +£0,019 2 T10 0,062 + 0,006 @
Espessura média 0,057 Espessura média 0,061
T1-T5 T6-T10

As propriedades mecanicas dos filmes foram caracterizadas pelo célculo de sua
elongacao percentual, resisténcia maxima a tragdo e modulo de elasticidade. Na Figura 3.10
€ mostrado a elongacgéo percentual dos filmes sem e com plastificante. Avaliando os valores
encontrados, é possivel verificar que a adi¢cdo de plastificante aumenta consideravelmente a
elongacao dos filmes, que apresenta um valor médio de 18%. Esse fato pode ser explicado
pelo fato do agente plastificante aumentar a distancia de uma cadeia polimérica com a outra,
0 que aumenta a elasticidade do filme e, consequentemente, a sua elongacdo, o filme
consegue esticar mais. A adicdo das NP’s Ag para o filme sem o agente plastificante (Figura

3.9) ndo alterou a elongacéo dos filmes.
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Também foi avaliado a resisténcia maxima a tracdo dos filmes (Figura 3.10) e seus

modos de elasticidade (Figura 3.11). O mddulo de elasticidade é definido pela razdo do

estresse que o filme sofreu pela tensédo que uma carga é aplicada ao filme. O valor do médulo

de elasticidade é justamente o valor maximo de tensédo que o filme suporta sem sofrer

deformacgé&o permanente. Ou seja, 0 médulo de elasticidade esté relacionado com o valor de

resisténcia maxima a tragdo que € a tensdo maxima que o filme pode suportar ao ser esticado

ou puxado.
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Figura 3. 10- Modulo de elasticidade obtidos para os filmes (==) sem plastificante (==) com

plastificante
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Pode-se perceber que ao adicionar agente plastificante (glicerol) tanto o modulo de
elasticidade do filme quanto a resisténcia maxima a tracao dos filmes foi diminuida. Esse fato
ocorre, pois, a introducédo do agente plastificante na cadeia polimérica do filme faz com que
ocorra interacBes do tipo ligacdo de hidrogénio entre o agente plastificante e os grupos
oxigenados da molécula de MC (metil celulose). Logo, ocorre uma menor interacdo entre as
cadeias poliméricas, diminuindo a resisténcia e o modulo de elasticidade dos filmes. Em
relacdo as nanoparticulas, ndo foi possivel observar nenhuma correlacédo entre os parametros

avaliados.
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Figura 3. 11- Resisténcia maxima tragcdo calculada para os filmes (==) sem plastificante (=)
com plastificante.

Logo, pode-se concluir que a adicdo de agente plastificante altera as propriedades
mecanicas dos filmes, uma vez que aumentou a elongacéo percentual, diminuiu a resisténcia
méxima a tracdo e, também, o médulo de elasticidade dos filmes. Em relacdo as NP’s Ag, a
sua adi¢do néo alterou as propriedades mecéanicas do filme, uma vez que néo foi possivel

observar nenhuma correlagéo entre os parametros avaliados.

3.2.7. Barreira a vapor de agua

A propriedade a vapor de 4gua é uma das principais caracteristicas de filmes
biodegradaveis usados como embalagens de alimentos, uma vez que, dependendo de seu
valor, a embalagem pode ser aplicada em alimentos mais secos ou mais umidos. Para obter
tais resultados, utilizou-se o método de dessecante e os resultados sdo mostrados na Tabela
3.8.
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Tabela 3. 8- Permeabilidade ao vapor de agua (g um/mz2 dia kPa) dos biofilmes dopados com
nanoparticulas de prata.

Filme/ Permeabilidade ao Filme/ Permeabilidade ao vapor

Tratamento vapor de agua (x 10 °)/ Tratamento de &gua (x 10°) /
(g um/m?2 dia kPa) (g um/m2 dia kPa)

T1 2,07 T6 3,01

T2 2,31 T7 2,28

T3 1,63 T8 2,99

T4 2,41 T9 3,22

T5 2,35 T10 3,27

Pode-se observar que os tratamentos que contém o agente plastificante (T6-T10)
possuem uma permeabilidade mais alta (2,28-3,27 g um/m2 dia kPa), quando comparados
com os tratamentos sem plastificante (T1-T5), cuja permeabilidade variou de 1,63 a 2,35
g.um/mz2 dia kPa. Tais resultados podem ser justificados pelo fato que, ao adicionar agente
plastificante, as cadeias poliméricas se afastam e, consequentemente, as moléculas de agua
sao absorvidas mais facilmente. Portanto, aumenta-se o valor da permeabilidade ao vapor de
agua. Vale ressaltar que os biofilmes foram sintetizados pelo biopolimero metil celulose (MC),
gue é bastante hidrofilico, ou seja, absorve bastante agua.

Vieira et al. também produziram um biofilme utilizando NP’s Ag. Segundo os autores,
a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes produzidos também néo foi modificada com a
adicdo das NP’s Ag. Porém, Ortega et al.(2017)% obtiveram permeabilidade ao vapor de agua
do filme aumentada de filmes a base de amido de milho dopados com NP’s Ag, mas apenas
para um filme com concentragéo de prata igual a 143 ppm.

Dessa maneira, pode-se concluir que os biofilmes dopados com NP’s Ag sintetizados
séo hidrofilicos, mesmo com a adicdo das NP’s Ag e devem ser utilizados em alimentos mais

secos para viabilizar uma melhor aplicacao.
3.2.8 Concluséao Parcial

Por meio das técnicas de colorimétrica e Espectroscopia no UV-Visivel foi possivel
determinar as propriedades 6ticas dos filmes, como o valor da coordenada b, que indica o
indice de amarelo dos filmes, e também para o filme T10 que obteve capacidade de ser um
filme bloqueador de luz UV. Além disso as técnicas de Espectroscopia no Infravermelho e
Microscopia Eletrénica deram indicios que as NP’s Ag foram incorporadas aos filmes de MC,
dando destaque a uma melhor dispersao das NP’s nos filmes que contém agente plastificante
(glicerol). As propriedades mecénicas dos filmes foram determinadas e a adicdo das NP’s Ag
ndo influenciou em suas propriedades. A estabilidade térmica dos filmes foi determinada por
Termogravimetria, sendo observado que as NP’s, também, n&o influenciaram a estabilidade

dos materiais. Os resultados de permeabilidade ao vapor de agua mostraram que os filmes
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produzidos tem capacidade para atuar em alimentos mais secos. Portanto, pode-se concluir
que foram obtidos biofilmes dopados com NP’s Ag uniformemente distribuidos na matriz

polimérica, que nao influenciaram nas propriedades mecanicas dos filmes.



CAPITULO 4
APLICACAO DOS BIOFILMES DOPADOS COM
NANOPARTICULAS DE PRATA
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4.1. MATERIAIS E METODOS
4.1.1. Ensaios biolégicos in vitro

Os ensaios bioldgicos in vitro foram realizados devido a capacidade antimicrobiolégica
que as nanoparticulas de prata podem apresentar. Esses ensaios foram realizados no
departamento de embalagens da Universidade Federal de Vicosa (LABEM). Todos os

materiais e reagentes utilizados foram fornecidos pelo laboratério.
4.1.1.1 Microorganismos

Foram utilizadas culturas das bactérias de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonus fluoresncens e Listeria innocua. Tais bactérias estavam armazenadas em
placas em camaras de refrigeragdo em temperaturas de -80C no Departamento de
Embalagens da UFV (LABEM).

4.1.1.2. Preparo do inéculo

Para o preparo do indculo, utilizou-se algca de platina previamente esterilizada para
retirar os micro-organismos e colocé-los em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de cultura
MH (Cado Mueller-Hinton, Difco Laboratories). Depois de um periodo de incubacdo de 24
horas a 35+ 2 °C, uma aliquota de cada bactéria foi retirada e colocada em uma placa de petri
contendo agar MH (Agar Mueller-Hinton, MHA; Difco Laboratories) e incubada novamente por
um periodo de 24 horas a 35 + 2 °C. Assim, uma coldnia isolada de cada placa foi inoculada
em 5 mL de meio MH e armazenada em estufa de incubag&o durante 24 horas. Apos esse
periodo, varias col6nias de todas as cepas foram suspensas em solucao salina de NaCl 0,9%,
utiizando-se como padrédo a escala de 0,5 de McFarland (concentragdo final de
aproximadamente 108 UFC/mL). Em seguida, varias diluicdes foram realizadas até chegar a
concentracao final de
10° UFC/mL. Todos procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar para evitar

ao maximo a contaminagdo de outros microrganismos.
4.1.1.3. Avaliacao dos halos de inibicdo

A atividade antimicrobiana dos biofilmes foi avaliada por meio do método de difuséo
em agar (CLSI, 2012). Para essa analise, placas de petri contendo agar Mueller-Hinton foram
inoculadas com a suspenséo de bactérias na concentracdo de 105 UFC-mL?! e esgotadas

com auxilio de alca de platina. Uma vez inoculadas, as placas receberam discos (d= 1 cm)
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dos filmes produzidos (T1-T10). Em seguida, as placas foram incubadas por 24 ha 32 C e
0s halos de inibicdo medidos com auxilio de um paquimetro. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.
4.2. RESULTADOS

As nanoparticulas de prata possuem efeito antimicrobiano e, por essa razao, foram
realizados ensaios bioldgicos com os biofilmes sintetizados. Foram utilizados 4 tipos
diferentes de bactérias, sendo duas do tipo gram-positiva (Staphylococcus aureus, Listeria

innocua) e duas gram-negativas (Escherichia colil, Pseudomonus fluoresncens).
4.2.1 Ensaios bioldgicos

A atividade antibacteriana dos biofilmes sintetizados foi avaliada a partir do ensaio de
halo (Figura 4.1).

Figura 4. 1- Ensaio biolégico para as bactérias (a) Listeria innocua (b) Staphylococcus
aureus (c) Escherichia coli (d) Pseudomonus fluoresncens para os filmes T1 e T5.

Os biofilmes apresentaram a¢do microbiol6gica apenas para o tipo gram-negativa e
somente para P.fluorescens, mostrando que os filmes foram seletivos para essa espécie de
bactéria, com halo de inibicdo variando de 1,45 a 1,70 cm, como mostrado na Tabela 4.1.
Para T1 o halo foi de zero porque nesse tratamento ndo ha presenca das NP’s Ag.

Tabela 4. 1-Valores médios dos halos de crescimento para P. fluorescens para os biofilmes
topados com NP’s Ag.

Tratamento Valor do halo (cm) Tratamento Valor do halo (cm)
T1 0 T6 0
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T2 1,45 T7 0
T3 1,52 T8 0
T4 1,58 T9 0
T5 1,70 T10 1,73

valores do crescimento de halo para os filmes de T1-T5. A curva de regressdo exponencial

para o grupo sem plastificante (T1-T5) € mostrada na Figura 4.2.
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Figura 4. 2 -Regressdo exponencial ndo linear aplicada para os valores de halo encontrados
nos tratamentos de T1 a T5.

Modelos mais simples foram ajustados aos dados obtidos, porém o modelo que melhor
ajustou aos dados foi 0 modelo exponencial ndo linear (Eq. 4.1), com R ajustado de 0,9857,
gue € um valor satisfatorio. O modelo mostra que o crescimento do halo sé é observado depois
gue é adicionado suspenséo ao filme, portanto, tal atividade esta relacionada a suspenséo de

nanoparticulas e ndo ao polimero (MC).
Halo = 1,61 + [—1,61 x exp(—0,36x volume adicionado ) Eqg. 4.1
Para os filmes de tratamento T6-T10, foi possivel observar atividade apenas para o
filme T10. Uma possivel explicacdo para esse resultado € que o glicerol, o agente plastificante,
também é utilizado como agente estabilizante de nanoparticulas de prata e ouro.
Possivelmente, o glicerol interage fortemente com as nanoparticulas de prata e impedem que
essas difundam para o meio de cultura e, entdo, diminuindo a atividade antimicrobiana.
Tais resultados sdo compativeis com a literatura, em que apresentam as

nanoparticulas de prata ativas contra a bactéria do género Pseudomonas®. Como por
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exemplo de Sarkar et al. (2019)%, que obteve atividade de 130 pug/mL frente a Pseudomonas
putida. Contudo, devido a composicdo do cha mate, tal atividade ndo foi muito elevada, uma
vez que na composicdo do cha sdo encontrados carboidratos que séo fontes de alimento para

essas bactérias.
4.2.2 Conclusao Parcial

A partir dos ensaios realizados foi possivel verificar que os biofilmes possuem
atividade apenas a bactéria gram-negativa Pseudomonus fluoresncens. Para os filmes sem
plastificante, foi possivel ajustar um modelo exponencial que relaciona o volume de NP’s Ag
adicionados ao filme e o halo de inibicdo. Para os filmes com plastificante, ndo foi possivel
obter um modelo, uma vez que o glicerol atua como agente estabilizante das NP’s Ag, que
influenciou nas atividades dos filmes. Assim, os biofilmes produzidos possuem capacidade de

atuar como embalagens antimicrobianas ECO-FRIENDLY.
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5. CONCLUSAO GERAL

Foram sintetizados 10 novos biofilmes dopados com nanoparticulas de prata com
potencial para serem utilizados como embalagens ativas antimicrobianas. A suspenséo de
nanoparticula de prata foi sintetizada pelo método de sintese verde e as particulas tiveram
tamanho médio de 45 nm e estabilidade determinada pelo potecial zeta de -23 mV. O biofilme
T10 obteve capacidade de ser bloqueador de luz UV, uma vez que esse filme obteve
reflectancia de 9% no comprimento de onda < 300nm. Além disso os biofimes sintetizados
apresentaram atividade frente a bactéria gram-negativa Pseudomonus fluoresncens. Assim
pode-se concluir que este trabalho apresentou uma producdo eficaz para biofilmes que

possuem potencial para serem utilizados como embalagens na area de alimentos.

6. SUGESTAO DE NOVOS TRABALHOS

Como proposta de novos trabalhos, sugere-se utilizar os biofilmes produzidos neste
trabalho como embalagens de alimentos que sdo afetados pela bactéria Pseudomonus

fluoresncens, como o queijo, e avaliar a difusdo das NP’s Ag nesse alimento
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