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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizadas nanoparticulas de prata (AgNPs) biogénica, a partir de
quatro tipos de extratos de plantas oriundas dos biomas caatinga e mata atlantica brasileira
e caracterizadas com relacdo ao tamanho das particulas e propriedades antimicrobianas.
Os resultados de espalhamento dindmico de luz (DLS) mostraram que as AgNPs tiveram
0s seguintes tamanhos médios de AgNPs de acordo com o extrato utilizado: pereiro
(Aspidosperma pyrifolium Mart.) — 10 nm, umbauba (Cecropia hololeuca Mig.) — 16 nm,
algodao do mangue (Hibiscus pernambucensis Arruda) — 20 nm e jurema preta (Mimosa
hostilis Poir) — 25 nm. Os testes de concentragdo inibitoria minima (CIM) demonstraram
que as AgNPs sintetizadas possuem propriedades antimicrobianas para E. coli e S. aureus
em sua concentracdo inicial e ao dilui-las em 50%, s6 as oriundas de pereiro e umbauba
mantiveram sua atividade antimicrobiana. Paralelamente, foram desenvolvidos filmes de
PVOH contendo 3 % (m/m) de NCC, reticulados com &cido citrico (AC) e plastificados
com glicerol (GL) e avaliadas suas propriedades mecénicas e fisicas. A partir da
formulagdo de PVOH/NCC/AC/GL (67/3/27,5/2,5) que obteve simultaneamente
melhores propriedades visuais, de flexibilidade e resisténcia mecanica foi avaliado o
carater antimicrobiano do filme com a incorporacdo das AgNPs obtidas do extrato do
pereiro e da umbauba direto na solugcdo polimérica ou aspergidas por solution blow
spraying (SBSp) sobre o filme ainda em fase de evaporacdo do solvente. Ja para o
comportamento bactericida, filmes com AgNP aspergida por SBSp obtiveram 0 mesmo
carater antimicrobiano que aqueles preparados por solugdo, mesmo contendo um teor de
prata mais baixo, conforme determinado por espectrometria de emissao atbmica com
plasma acoplado indutivamente (ICP-AES). Logo, a técnica de SBSp mostrou-se mais
eficaz para produzir filmes antimicrobianos com teores reduzidos de AgNPs na sua

composicao.

Palavras-chaves: nanoparticulas de prata, embalagens ativas, SBSp, reticulagcao
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1-INTRODUCAO

A producéo de embalagens caracteriza-se pela sua diversidade interna e cada um
dos seus setores afeta individualmente a situagdo do mercado. Os requisitos para
embalagens e artigos destinados a entrar em contato direto com os alimentos estdo
crescendo sistematicamente. Devido ao crescente interesse dos consumidores no
consumo de produtos in natura com vida util estendida e qualidade controlada, os
fabricantes tém que disponibilizar embalagens modernas e seguras. E um desafio para a
industria de embalagens de alimentos e também atua como uma forga motriz para o
desenvolvimento de novos e aprimorados conceitos de tecnologia de embalagem.
Portanto, os produtores de embalagens estdo buscando solugcbes que permitam melhorar
as propriedades dos materiais de embalagem, como barreira adequada a gases, protecao
UV, prolongamento do periodo de armazenamento, transparéncia e desempenho
ambienta( WYRWA; BARSKA, 2017)

Tais embalagens sdo conhecidas como embalagens ativas, pois, além de atuarem
como uma barreira a agentes externos, apresentam alguma outra funcao desejavel como,
por exemplo, aumentar a vida de prateleira ou corrigir deficiéncias presentes na
embalagem convencional. No Brasil, o desenvolvimento destas embalagens ainda é
pequeno, faltando até uma legislacdo para a sua regulacdo, a qual orienta seguir as

orientagdes da Food and Drug Administration (FDA) e 6rgdos europeus.

O desenvolvimento de embalagens com polimeros derivados de fontes renovaveis
e/ou biodegradaveis tem sido almejado para minimizar os impactos ambientais desses
produtos desde sua sintese até seu descarte. Esse conceito somado a uma propriedade
funcional, seja propriedade de barreira a gases ou antimicrobiana, por exemplo, pode
ainda garantir a integridade e aumentar o tempo de prateleira do alimento, além de reduzir
a ingestdo de conservantes na dieta didria da populacdo. Por sua abundéancia, carater
renovavel, baixa dureza e baixa densidade, materiais baseados em celulose tém sido

amplamente explorados.

Dentre indmeros polimeros biocompativeis e reciclaveis pode-se citar o
poli(alcool vinilico) (PVOH). Este biopolimero possui excelentes propriedades de

formacdo de filme e ndo causa efeito toxicoldégico no corpo humano, pois é
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biocompativel. Filmes feitos deste material possuem boa estabilidade quimica em
solventes apolares e sdo biodegradaveis (ASLAM; KALYAR; RAZA, 2018).

O poli(alcool vinilico) (PVOH) é um polimero sintético, biodegradavel,
hidrofilico, ndo tdxico e resistente a maioria dos compostos (hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos, 0leos, cetonas e ésteres) e solventes organicos (ASLAM; KALYAR; RAZA,
2018). Ele contém um grande nimero de grupos hidroxila (dependendo do seu grau de
hidrolise) e tem tendéncia a absorver a &gua rapidamente. As caracteristicas de
solubilidade em &gua dos polimeros, sobretudo os naturais, limitam seus usos. A
reticulacdo entdo vem como ferramenta para contornar esse problema. Agentes
reticulantes sdo moléculas de massa molar menor que as moléculas da cadeia principal
do polimero e que possuem ou ndo grupos funcionais ativos, responsaveis pela formacéo
de ligacGes cruzadas entre as moléculas do polimero, formando uma rede tridimensional
estavel. A formacdo dessa rede modifica as propriedades do material reticulado,
dependendo da densidade das ligagdes cruzadas e da relagdo de mols do agente reticulante

e dos grupos funcionais do polimero.

Nanocristais de celulose, também reportados na literatura como whiskers,
nanofibras, cristalitos ou cristais de celulose, sd&o dominios cristalinos de fontes
celultsicas isoladas por meio de hidrolise &cida, assim chamados devido a suas
caracteristicas fisicas de rigidez, de espessura e de comprimento (LIMA e BORSALI,
2004). Os NCCs séo constituidos de dominios cristalinos de celulose que apresentam
diferentes e interessantes propriedades mecanicas, oOticas e térmicas, quando comparados

com as estruturas celulésicas de maior dimensao.

No caso de embalagens flexiveis varias aplicagdes exigem insolubilidade em agua
e por isso, muito importante reticula-lo para ampliar suas aplica¢@es. O acido citrico (AC)
apresenta grupos funcionais carboxilas e hidroxilas, sendo o principal acido existente nas
frutas citricas. E um &cido organico que pode ser utilizado como agente reticulante
durante o processamento de materiais, abrindo novas possibilidades para a utilizacao de

materiais originalmente sensiveis a agua (SILVA, 2016)-

Porém, a utilizacdo de acido citrico como agente reticulante diminui o
alongamento de ruptura, tornando o material menos ductil (BIRCK et al 2014.; SONKER
et al., 2016). Para minimizar tal efeito causado pelo &cido citrico, optou-se por utilizar o

glicerol (GL), como agente plastificante. Os plastificantes sdo substancias empregadas
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com o objetivo de aumentar a flexibilidade de polimeros e consequentemente, melhorar

sua processabilidade e propriedades mecénicas.

Por ultimo, visando agregar propriedades antimicrobianas ao filme a ser utilizado
como embalagem flexivel, optou-se entre as varias nanoparticulas de metais nobres pelas
nanoparticulas de prata (AgNPs) devido as suas propriedades distintas, que incluem,
estabilidade quimica, atividade catalitica e antibacteriana. Geralmente, as nanoparticulas
sdo preparadas por uma variedade de métodos quimicos e fisicos que sdo bastante caros
e nao sustentaveis, pois envolvem o uso de produtos quimicos toxicos e perigosos que
sd0 responsaveis por varios riscos bioldgicos. O desenvolvimento de processos
experimentais de inspiracdo bioldgica para a sintese de nanoparticulas € um importante
ramo da nanotecnologia e dentre eles destaca-se a sintese verde de AgNPs, a qual é
realizada usando plantas, microorganismos e outros biopolimeros (CHUNG et al., 2016).
Especificamente, 0 uso de plantas para a sintese de nanoparticulas oferece uma ampla
gama de beneficios sobre outros métodos de sintese bioldgica, pois ndo requer a
manutencdo de culturas de células e incorpora suporte para a sintese em larga escala de
nanoparticulas. Além disso, pode fornecer agentes naturais capazes de estabilizar a

suspensdo coloidal de nanoparticulas de prata (AHMED et al., 2015).

Desta forma, foi proposto nesse trabalho estudar as propriedades mecanicas,
morfoldgicas, de barreira ao vapor de agua e antimicrobiana contra E. coli e S. aureus dos
filmes, preparados por casting, de PVOH/NCC reticulados com AC e plastificados com
GL, contendo AgNPs incorporadas diretamente na solucdo polimérica ou aspergidas por
SBSp sobre o filme ainda em fase de evaporacao do solvente. Estas AgNPs foram obtidas
por meio da sintese bioldgica utilizando extratos de plantas oriundas dos biomas caatinga
e mata atlantica brasileira, avaliando o poder redutor dessas espécies.
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2 - ASPECTOS TEORICOS

2.1 — Embalagens de alimentos: importancia e evolugdo

Na sociedade de hoje, a embalagem tem o uso generalizado e essencial. Ela
envolve, reforca, protege, reduz o desperdicio, mantém a qualidade e seguranca dos
alimentos, desde o processamento a fabricacdo, através da manipulagdo e armazenamento
para o consumidor final. Sem embalagem, o manuseio de alimentos seria um exercicio
confuso, ineficiente e caro, como também o marketing moderno de consumo seria
praticamente impossivel (BRADLEY et al 2011;HAN et al.2018).

Embalagem para alimentos, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), é o involucro, recipiente ou qualquer forma de acondicionamento,
removivel ou ndo, destinada a cobrir, empacotar, envasar, proteger ou manter,
especificamente ou ndo, matérias-primas, produtos semielaborados ou produtos
acabados. Incluido dentro do conceito de embalagem se encontram as embalagens
primarias, secundarias e terciarias (ANVISA - 2008).

As condigdes para as embalagens com a finalidade de entrar em contato com os
alimentos estdo modificando sistematicamente. H4& um grande clamor do mercado
consumidor por alimentos mais proximos ao natural e com sua vida de prateleira e
qualidade ampliada, desta forma, a industria de embalagens tem um desafio de
desenvolver embalagens seguras e modernas e a0 mesmo tempo que ndo agridam a
natureza. E um desafio para a inddstria e também atua como uma forga motriz no
desenvolvimento de novas tecnologias e novos e aprimorados conceitos na tecnologia de
embalagens.(BARSKA e WYRWA 2017).

Sdo encontrados registros do uso de embalagens com a finalidade de protecdo de
alimentos desde o século XVIII. Com a chegada do século XX, surgiram 0s avancos na
tecnologia e 0 uso de tecnologia para as embalagens também foi aprimorada e utilizada
nos dias atuais (HAN et al.2018). Essas inova¢Ges melhoraram ainda mais a qualidade

dos alimentos, a seguranca dos alimentos e o prazo de validade.

As inovagdes nas embalagens comegaram mais cedo na forma de maquinaria de
embalagem acionada eletricamente, latas metalicas, embalagens assépticas, embalagens

flexiveis, folhas de aluminio e impresséo flexografica. Além disso, a introducéo de varios
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materiais, por exemplo, polimeros de poliéster, polipropileno e poli (cloreto de vinila)
levaram a drastica evacuacdo de embalagens de metal, papeldo e vidro para embalagens
plasticas e flexiveis. Além disso, no século XX, mais avancos na tecnologia de
embalagens apareceram como embalagens inteligentes e embalagens ativas (eliminadores
de oxigénio, agentes antimicrobianos, controladores de respiracdo e absorvedores de
ar/odor). As mudancas emergentes na industria de embalagens fortaleceram a economia
melhorando a seguranca alimentar, a qualidade e minimizando as perdas de produtos.
Uma vez que estas ideias mais recentes de embalagens ativas, inteligentes e bioativas
tiveram um impacto maior na comercializacdo de alimentos, o seu modo de acédo e

adequacao para aplicacdes alimentares(MAJID et al.2018)

Estudos recentes sobre o impacto do ciclo de vida de varios materiais de
embalagem aumentaram a conscientizacdo e disponibilizaram informacges Uteis que
podem representar a base para escolhas ambientalmente sustentaveis. Segundo
PEELMAN et al. (2013), a sustentabilidade da embalagem de alimentos pode ser

alcancada em trés niveis:

1) das matérias-primas: 0 uso de materiais reciclados e de recursos renovaveis

sdo duas estratégias para reduzir a emissdo de CO2 e recursos fosseis;
2) da producdo, através de processos mais eficientes em termos energéticos;

3) no gerenciamento de residuos, considerando reutilizacdo, reciclagem e

biodegradacéo.

Nesse sentido, muito esforco tem sido dedicado a diminuir os impactos da embalagem,
pelo desenvolvimento de novos materiais de base bioldgica e pela otimizacdo do uso de
embalagens e melhoria do desempenho de materiais que, por sua vez, permite mudancgas
para embalagens mais leves e finas. Por outro lado, as inovacfes de embalagem foram
desenvolvidas, com o objetivo de aumentar a qualidade do produto embalado,
prolongando a vida util e, finalmente, reduzindo a possibilidade de os alimentos se
transformarem em residuos (LICCIARDELLO 2017).

Estudos para a utilizacdo de materiais poliméricos biodegradaveis vém crescendo
a cada ano, tendo em vista a vasta disponibilidade do mesmo e as questdes ambientais,
mas um fator limitante no seu uso é que, os polimeros obtidos por fontes naturais possuem
em sua maioria baixa propriedade mecanica em comparagdo aos polimeros obtidos de

fontes de petréleo. Assim uma possibilidade de sanar essas deficiéncias é a pesquisa de



17

nanocompaositos com o uso de nanoparticulas de reforco, ou nanocargas, que sejam
também de fontes renovaveis, como tambeém nanoparticulas incorporadas a este
nanocompasito com a finalidade de ampliar certas carateristicas dessas nanoparticulas,

por exemplo, caracteristicas antimicrobianas.(MATERIAIS et al. 2014)

A nanotecnologia esta sendo considerada uma ferramenta importante para a
melhoria de materiais avancados. O mercado europeu de nanomateriais gerou mais de
US$ 2,5 milhdes em 2015 e espera-se que alcance cerca de US$ 9 milhGes em receitas
até 2022 (PRIMOZIC et al., 2021). A nanotecnologia universal associada as embalagens
de alimentos foi de US $ 4,13 bilhGes em 2008, o que é previsivel, para cerca de 12% da
taxa de aumento anual. Por meio dessa tendéncia global, é previsivel que a nanotecnologia
ofereca o principal impulso no progresso de novos sistemas de aplicacdes de embalagens
para satisfazer os requisitos do mercado consumidor (YOUSSEF e EL-SAYED 2018).

2.2 — Nanotecnologia aplicada em embalagens de alimentos.

Seguindo a tendéncia mundial, a nanotecnologia oferece o principal impulso de
novas tecnologias aplicadas as embalagens para atender as demandas do mercado

consumidor.

A nanotecnologia tem-se comprovado como a mais promissora estratégia de
inovacao tecnoldgica no setor, tendo em vista, as recentes melhorias nas embalagens de
alimentos, com a melhoria de propriedades mecéanicas e de barreiras, o desenvolvimento
das embalagens ativas e inteligentes, por exemplo, as com indicacdo de patégenos, as
antimicrobianas, onde o0s aspectos de qualidade e seguranca dos alimentos sdo
assegurados (MAJID et al., 2018).

Atualmente, muitos produtos nanotecnolégicos estdo em desenvolvimento no
mundo e ja existem diversos deles sendo comercializados no mercado. Sabe-se que a
maior parte dos investimentos nessa area vem de paises desenvolvidos. O Brasil tem
realizado bons investimentos na &rea de nanotecnologia e espera-se nos proéximos anos
muitas inovagOes para o mercado nacional (PEREIRA et al., 2020). Os materiais
manipulados em escala nanométrica geram as chamadas ‘“nanoparticulas e
nanoestruturas” com diferentes tamanhos, formas e estruturas. Além do tamanho, as

propriedades fundamentais de nanoestruturas e nanoparticulas dependem também da sua
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composicdo, morfologia, ou seja, anisotropia dimensional, estrutura, cristalinidade, razéo
de aspecto e fase do nanomaterial (THAKKAR et al., 2009, JIN et al., 2010, SAU et al.,
2012).

O uso de nanocompdsitos nas embalagens de alimentos vem ocupando lugar de
destaque no mercado internacional e muitas novidades neste campo serdo lancadas em

breve.

Varios nanocompositos poliméricos foram explorados para criar o material ideal
para embalagens de alimentos. Nanolamelas de argila e silicato, nanoparticulas de SiO»,
grafeno, nanocristais de amido e nanofibras a base de celulose tém sido usadas como
nanocargas para melhorar as propriedades da barreira do polimero (TRIPATHI et
al.,2018)

2.3- Biopolimeros e embalagens de alimentos

A utilizagdo de plasticos, vidro e metais em aplicacbes de embalagem como
materiais ndo biodegradaveis e ndo renovaveis aumentou a preocupacdo em relacdo a
contaminacdo ambiental e, portanto, exige-se uma gestdo segura desses residuos. As
abordagens ultrapassadas para tratamento de residuos pos-consumo de plastico consistem
em queima e aterro, 0 que representa um risco a nossa salde e a 0 meio
ambiente.(BRATOV et al., 2015) Portanto, existe uma demanda do consumidor por
produtos que sejam ecologicamente corretos, seguros e ndo toxicos. Por outro lado, as
limitacBes dos recursos de petrdleo fdssil obrigaram a economia a se concentrar em
recursos alternativos de origem florestal e agricola, ou até mesmo sintéticos, mas com

uma facil degradacéo.

Transparéncia, flexibilidade, resisténcia mecanica e estabilidade dimensional
também sdo outros requisitos almejados em embalagens de alimentos. Atendendo a esses
requisitos, existem os polimeros sintéticos, tais como: poli(cloreto de vinilideno) (PVDF),
poli[etileno-co-(alcool vinilico)] (EVOH) e néilon (YANG et al., 2011). No entanto,
esses polimeros ndo sdo biodegradaveis e quando descartados no final de sua vida til,
acumulam-se nos aterros sanitarios, uma vez que os indices de reciclagem dos mesmos
sdo relativamente baixos. Além disso, se incinerados suas emissdes de carbono ndo séo

neutras.
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O desperdicio de plastico, especialmente as embalagens classicas de alimentos,
estd impondo rapidamente um sério problema ambiental em todo o mundo. Este
comportamento pode ser exemplificado com um consumo de, em média, um milh&o de
garrafas plasticas sdo compradas por minuto e 4 — 12 milhGes de toneladas de residuo
plastico indo para os oceanos (SCIENCE, 2020). Recentemente, ha um interesse maior
no uso de materiais de embalagem sustentaveis, pois geralmente sdo funcionais e mais
ecoldgicos. 1sso resulta no aumento de sua participacdo no volume geral de embalagens
plasticas. Diferentes preocupacdes, especialmente ambientais, levaram a um aumento da
demanda pelo uso de materiais de fontes renovaveis e biodegradaveis para aplicacdes em
embalagens (KUMAR et al., 2011; TRACHE et al., 2017).

.0 desenvolvimento de embalagens plasticas derivados de fontes renovaveis,
biodegradaveis ou ndo, tem sido almejado para minimizar os impactos ambientais desses
produtos desde sua sintese até seu descarte. Especificamente, no caso de embalagens
ativas ha ainda a possibilidade de aumentar o tempo de prateleira do produto com a
incorporacdo de agentes antimicrobianos na embalagem. Se a matriz polimérica da
embalagem tiver alta barreira ao oxigénio e ao vapor de 4gua, por exemplo, a integridade

e 0 tempo de prateleira dos alimentos podem aumentar ainda mais.

O surgimento de novas tecnologias levou ao desenvolvimento de biopolimeros
sintéticos que incluem poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicolico) (PGA), poli(alcool
vinilico) (PVOH) e poli(succinato de butileno) (PBS) (RHIM et al., 2013). As
propriedades dos biopolimeros séo bastante aprimoradas com a incorporacédo de reforgcos
nanometricos, como durabilidade, flexibilidade, alto brilho e resisténcia a tracdo, por
exemplo. A incorporacdo de nanoparticulas como didxido de titdnio, 6xido de zinco,
silicato, argila, nanocelulose, nanoparticulas de prata etc. aos biopolimeros nao apenas
melhora as propriedades mecanicas e de barreira, mas também apresenta outras funcdes,
como atividade antimicrobiana, biodeteccdo e propriedades de absorcdo de oxigénio
(YOUSSEF e EL-SAYED, 2018). Na escala nanométrica, o tamanho do material de
enchimento € reduzido de tal forma que aumenta a area da superficie, resultando em uma

grande area interfacial entre o biopolimero e a nanocarga (SARWAR et al., 2018).

Assim uma alternativa que atende a esses requisitos sao os filmes e revestimentos
a base de celulose/PVOH com incorporacdo de agentes antimicrobianos como as
nanoparticulas de prata biogénica (AgNPs). A celulose, como matriz polimérica, € um

polimero natural abundante na natureza e que possui excelente propriedades de barreira
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em alguns casos, devido a presenca de ligacGes de hidrogénio em sua estrutura (YANG
et al., 2011; MINELLI et al., 2010; VARTIAINEN et al., 2016). Entretanto, suas
propriedades de barreira sdo dependentes das condi¢des de umidade atmosférica, pois as
moléculas de agua penetram entre as cadeias de celulose e tendem a inchar sua estrutura,
reduzindo suas propriedades de barreira (VARTIAINEN et al., 2016).

Nesse contexto, os nanocristais de celulose (NCC), constituidos a partir de
dominios cristalinos de celulose (PEREIRA et al., 2014), sdo uma alternativa viavel, pois
possuem alta cristalinidade, o que reduz o efeito plastificante da agua na estrutura da
celulose, e sdo capazes de formar filmes transparentes por casting a partir da evaporagéo
de agua. Além disso, eles possuem alta razdo de aspecto, baixa densidade, baixo
coeficiente de expansdo térmica, natureza ndo-abrasiva, rigidez (150 GPa) equivalente a
fibra de kevlar e resisténcia a tragdo (7,5 GPa) duas vezes maior que dessa fibra
(DUFRESNE, 2012; DURAN et al., 2011; HABIBI et al., 2010; MOON et al., 2011).

2.3.1 — Poli(alcool vinilico) (PVOH)

A unidade de repeticdo do PVOH é mostrada na Fig. 1. Foi sintetizado pela
primeira vez em 1924 por Hermann e Haehnel por saponificacao de poli(acetato de vinila)
com solucdo de hidréxido de sodio, resultando em uma solucdo de PVOH. Os atributos
fisico-quimicos e mecanicos do PVOH sdo governados pelo nimero de grupos hidroxila
presentes no PVOH. Para a producao comercial de PVOH, a matéria-prima basica para a
obtencdo do PVOH é o poli(acetato de vinila). A hidrélise alcalina parcial controlada
(saponificagdo) do poli(acetato de vinila) é realizada onde o grupo éster do acetato de
vinila é parcialmente substituido pelo grupo hidroxila em um meio de hidroxido de sodio
aquoso. O precipitado dessa reacao é chamado PVOH (ASLAM et al., 2018).

O poli(alcool vinilico) (PVOH) é um polimero sintético linear e semicristalino,
insipido, inodoro, atéxico, biocompativel, termoestavel, possui transparéncia, grande
resisténcia dielétrica e excelente capacidade de armazenamento de carga (SAINI et al.
2017). Seus atributos mecanicos, opticos e elétricos podem ser facilmente adaptados por
dopagem com nano enchimentos. O PVOH esta disponivel no mercado em diferentes
grades com base na viscosidade e grau de hidrélise. Os principais produtores de PVOH
sdo Europa, Japdo, EUA e China. A unidade de repeticdo do PVOH é mostrada na figura
1.
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HO |,

Figura 1-Unidade de repeti¢cdo do PVOH (100% de hidrolise) (ASLAM et al., 2018).

2.4 — Agentes reticulantes e plastificantes

As caracteristicas de solubilidade em agua dos polimeros, sobretudo os naturais,
limitam seus usos, como também, a baixa estabilidade dos filmes de PVOH em meio
aquoso diminuem suas propriedades de barreira. A reticulagdo entdo vem como
ferramenta para contornar esses problemas. As formulagdes de filme envolvem,
frequentemente, a presenca de pelo menos um agente formador de filme
(macromolécula), solvente (&gua, etanol, outros) e substancias que mudam as
propriedades dos filmes como agentes plastificantes e reticulantes (OLIVEIRA et al.,
2017).

2.4.1 — Agentes reticulantes: o &cido citrico

Os agentes reticulantes interconectam moléculas, aumentam a massa molar e
geralmente fornecem uma melhora nas propriedades mecénicas e na estabilidade
dimensional. Vérios tipos de agentes reticulantes e técnicas de reticulacdo sdo usados,
dependendo do tipo de biopolimero a ser reticulado e as propriedades desejadas.
Recentemente, foi demonstrado que acidos carboxilicos podem reticular alguns polimeros
em condi¢des secas ou Umidas para melhorar suas propriedades de tracdo e aumentar sua

estabilidade dimensional em condigdes aquosas (REDDY et al., 2015).

O é&cido citrico (AC), figura 2, é um &cido organico que pode reagir com grupos
hidroxila e amina de biopolimeros e, consequentemente, atuar como um reticulante verde

para eles. Dessa forma, o AC pode ser utilizado no processamento de materiais, abrindo
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novas possibilidades para a utilizacdo de materiais originalmente solUveis e instaveis em
meio aquoso. Alem disso, a reticulagdo de polimeros com AC fornece alguns grupos
carboxilicos livres que podem aumentar a biocompatibilidade, ajustar a hidrofilicidade da
superficie do polimero e aumentar o nimero de sitios de ligacdo disponiveis para

bioconjugacéo e atividade antibacteriana (SABZI et al., 2020).

O OH O

HO OH
O~ OH

Figura 2 - Férmula estrutural do acido citrico (SABZI et al., 2020)

Os trés grupos carboxila nas moléculas de acido citrico podem interagir com os
grupos hidroxila da molécula de PVOH através da formacédo de ligagdes ésteres, o que
contribui para a diminuicdo da natureza hidrofilica do mesmo. Essa reagdo pode
contribuir para melhorar as propriedades de barreira ao vapor de dgua da matriz de
polimérica devido a reducdo de grupos hidroxila disponiveis, ao mesmo tempo em que
diminuem os fendmenos de cristalizacéo e retrogradacéo dos polimeros (LAGARON et
al., 2016). Um possivel mecanismo de reticulacdo foi apresentado por FABRA et al.

2016, demonstrado na figura 3.
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Figura 3 - Esquema de possiveis mecanismos de reticulagdo. A) Reticulagdo quimica com o agente
reticulante incorporado na ligacdo. B) Reticulacdo quimica com o agente reticulante ndo incorporado na
ligacdo (FABRA et al., 2016).

2.4.2 — Agentes plastificantes: o glicerol

Um dos problemas apresentados por filmes a base de celulose € a diminuicéo das
suas propriedades mecanicas como também essas propriedades sdo afetadas pelo uso do
acido citrico como reticulante, como dito anteriormente. Algumas estratégias eficazes
para melhorar o desempenho mecénico incluem a combinagéo de celulose com outros
polimeros biodegradaveis ou a adi¢do de plastificantes. Permite melhorar as propriedades
do filme enquanto mantém a biodegradabilidade (CAZON et al., 2018).

O conselho da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) definiu
um plastificante como “uma substancia ou material incorporado em uma matriz
(geralmente um plastico ou elastdmero) para aumentar sua flexibilidade, trabalhabilidade
ou distensibilidade ". Essas substancias reduzem a tensdo de deformacao, dureza, massa
especifica, viscosidade e carga eletrostatica de um polimero, a0 mesmo tempo em que
aumentam a flexibilidade da cadeia de polimero, a resisténcia a fratura e a constante
dielétrica (ROSEN, 1993). Outras propriedades também sdo afetadas, como grau de
cristalinidade, propriedades Opticas, condutividade elétrica, comportamento do fogo e
resisténcia a degradacdo bioldgica, entre outras propriedades fisicas (BIALECKA-
FLORJAN et al., 2007).
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Plastificantes sdo compostos ndo volateis geralmente de baixa massa molar. A
baixa massa molar de um plastificante permite que 0 mesmo ocupe espacos entre cadeias
poliméricas. Isso altera a organizacdo molecular tridimensional, reduzindo a energia
necessaria para 0 movimento molecular e a formacéo de ligac6es de hidrogénio entre as
cadeias, dependendo do tipo de plastificante utilizado. Como consequéncia, observa-se

um aumento no volume livre e na mobilidade molecular(VIEIRA et al., 2011).

Os plastificantes mais comuns incluem diferentes tipos de poliodis, triols, sorbitol,
lipidios, oligossacarideos, ftalatos e sacarose. Entre estes, o glicerol é dos plastificantes
eficientes e bastante utilizado. Porque, ele tem uma natureza mais hidrofilica em
comparacao com o sorbitol e também as moléculas de glicerol sdo menores. O glicerol é
um composto liquido de alto ponto de ebulico, sollivel em &gua e de sabor doce. E uma
boa escolha para os filmes de embalagens de alimentos devido a propriedade ndo toxica
(UCPINAR e AYTAC, 2019).

O glicerol é o mais simples dos alcoois e € conhecido por propano-1,2,3-triol de
acordo com a IUPAC. Também é conhecido comercialmente como glicerina, 1,2,3-
propanotriol, tri-hidroxipropano, glicerol ou alcool glicidico. O glicerol é um liquido
oleoso; é viscoso, inodoro, incolor e tem um sabor adocicado. O glicerol é um liquido que
contém trés grupos hidroxila hidrofilicos, conforme apresentado na figura 4. A glicerina
é muito viscosa: a temperaturas normais, permanece um liquido viscoso mesmo a 100%
de concentragdo sem cristalizar. A baixas temperaturas, as solugdes concentradas de
glicerina tendem a super esfriar como fluido de alta viscosidade. A viscosidade aumenta
no inicio até se tornar rapidamente vitrea em torno de -89 °C. Solucdes aquosas de
glicerina (em diferentes concentra¢des) tendem a ter viscosidade mais baixa (QUISPE;
CORONADO; CARVALHO, 2013)

CH,- OH
I
CH- OH
I
CH,- OH

Figura 4 - Estrutura molecular do glicerol (UCPINAR; AYTAC, 2019)
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2.5 — Embalagens antimicrobianas

Um dos principais destaques no desenvolvimento de embalagens ativas envolve a
incorporacdo direta de agentes antimicrobianos na embalagem. Esse procedimento é um
meio conveniente de prolongar a vida de prateleira do alimento e ao mesmo tempo reduzir
a quantidade de conservantes utilizados em sua formulacéo. Logo, atende a demanda atual
dos consumidores que € a busca por alimentos minimamente processados e livre de
conservantes (SUPPAKUL et al., 2003; OLIVEIRA, 2004).

Os agentes antimicrobianos podem ser incorporados diretamente ao material da
embalagem, estar em rétulos/etiquetas ou ainda, contidos em sachés. Na maioria dos
alimentos sélidos e semi-sélidos, o crescimento microbiano é superficial. A aplicacdo de
fungicidas em ceras e outros revestimentos comestiveis ja sdo utilizados em produtos
como queijos e frutas (MOUSAVI et al., 2018).

As embalagens antimicrobianas sdo divididas em dois grupos. No primeiro, 0
agente migra para a superficie do produto, enquanto no segundo eles sdo efetivos contra
0 crescimento microbiano superficial, sem a necessidade de migragéo para o produto, no
caso de sélido. A substancia antimicrobiana que é incorporada ao material da embalagem
pode suprimir contaminacdo microbiana, alargando a fase de retardamento e/ou
reduzindo a taxa de crescimento ou inativagdo de microorganismos por contato
(QUINTAVALLA et al., 2002). Logo, em ambos 0s casos, um intenso contato entre o
produto e o0 agente antimicrobiano € necessario, 0 que torna a tecnologia atrativa para
alimentos acondicionados a vacuo (VERMEIREN et al., 2002).

Deve-se considerar, na selecdo do agente antimicrobiano, seu mecanismo de
inibicdo, natureza quimica, migracao e difusdo do agente da embalagem para o alimento,
tipo e populagdo de microrganismos, fisiologia do microrganismo-alvo, processo de
fabricacdo e processabilidade do material de embalagem e aspectos relacionados a
legislacdo. Além de caracteristicas fisico-quimicas do alimento como: pH, umidade e
composicdo (VERMEIREN et al., 2002).

Diferentes tipos de nanomateriais, como cobre, zinco, titinio (RETCHKIMAN-
SCHABES et al., 2006), magnésio, ouro (GU et al., 2003), alginato (AHMAD et al.,
2005) e prata, vém sendo utilizados como agentes antimicrobianos. Mas as nanoparticulas
de prata provaram ser mais eficazes, uma vez que tem uma vasta acao antimicrobiana

contra bactérias, virus e outros microrganismos eucariotos (BRODY et al., 2001; GONG
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et al., 2007). fons de cobre também podem destruir microrganismos, mas s&o
considerados toxicos quando em contato com alimentos, além de serem catalisadores de

reacdes de oxidacgéo, podendo, portanto, acelerar outras rea¢des de degradagéo.

Alguns fatores podem afetar a efetividade da embalagem antimicrobiana, como as
caracteristicas do agente antimicrobiano (solubilidade e tamanho da molécula/particula)
e do alimento, condigdes de estocagem e distribuicdo (tempo e temperatura), método de
preparo do filme e interacdo entre agente antimicrobiano e polimero (DAWSON et al.,
2003; CHA et al., 2004).

2.6 — Nanomaterias estudados

2.6.1 — Nanocristais de celulose (NCC)

A celulose é o composto organico de maior abundancia na crosta terrestre, sendo
o principal componente da biomassa. Os materiais provenientes deste biopolimero vém
sendo utilizados pela sociedade ha centenas de anos. E considerada uma fonte virtual
inesgotavel de matéria-prima que atende a crescente demanda por produtos verdes e
biocompativeis. Todavia a sociedade moderna demanda o desenvolvimento de novos
materiais com alto desempenho, para aplicacGes tradicionais, num formato relativamente

novo como as embalagens antibacterianas e biodegradaveis (MOON et al. 2011).

Por milénios, a celulose tem sido usada na forma de madeira e fibras vegetais
como fonte de energia, para materiais de construcdo e roupas. Desde 0s papiros egipcios,
os produtos de celulose tém desempenhado um papel central na gravagao e transmisséo
da cultura humana. Como matéria-prima quimica, a celulose é utilizada ha cerca de 150
anos. A exploragdo de celulose é conhecida desde o inicio da civilizag¢do, desde roupas e
papel a serem usados como materiais de construcdo; no entanto, nas ultimas décadas,
atraiu muita atencdo e crescente interesse devido a sua abundancia e versatilidade no
processamento em nanoescala na industria em forma de nanomateriais de celulose
(TRACHE et al., 2017).

A celulose € classificada como um carboidrato, podendo ser sintetizada a partir de

monossacarideos ou hidrolisada a monossacarideos. A unidade repetitiva do polimero de
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celulose é conhecida por celobiose e é composta por duas moléculas de glicose unidas
por liga¢des B-1,4-glicosidicas (Fig. 5). Devido a essa estrutura, a celulose estabelece
fortes ligagdes de hidrogénio, tendo assim uma forte tendéncia a formar cristais, o que a

torna insolivel em agua e na maior parte dos solventes organicos (SEEFELDT 2012).

OH
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Figura 5-Unidade de repeti¢do da celulose (FERRER; PAL; HUBBE, 2017)

Nanocristais de celulose sdo particulas de celulose em forma de agulha com pelo
menos uma dimens&o igual ou inferior a 100 nm e com uma natureza altamente cristalina.
Eles podem ser produzidos a partir de diversos materiais de partida, por exemplo, celulose
de algas, celulose bacteriana, fibras de algodao, celulose microcristalina, tunicina e polpa
de madeira.(TRACHE et al., 2017).

Os NCCs sdo constituidos de dominios cristalinos de celulose que apresentam
diferentes e interessantes propriedades mecanicas, 6ticas e térmicas quando comparados
com as estruturas celuldsicas de maior dimens&o. Isso acontece porque, com a extracéo
da celulose em escala nanométrica, a maioria dos defeitos associados a estrutura
hierarquica de um organismo vegetal podem ser removidos, produzindo a base de
construcdo para a preparacdo de uma nova geracdo de materiais, como 0s compdsitos
baseados em celulose. As principais caracteristicas que estimulam o uso de NCC como
agentes de reforco de polimeros sdo sua grande area superficial especifica (estimada em
varias centenas de m? g1) e seu modulo de elasticidade muito alto (aproximadamente 150
GPa), aliada a uma baixa densidade (1,6 g cm), biodegradabilidade, biocompatibilidade
e possibilidade de funcionalizagdo quimica devido a presenca de hidroxilas superficiais
(SAMIR et al. 2005).

A insercdo de NCCs em polimeros biodegradaveis (obtidos de fonte natural ou

sintética) tem sido mencionada na literatura como uma excelente alternativa para
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melhoria em algumas de suas propriedades como as mecanicas, de barreira e térmicas
(PEREIRA et al., 2014).

2.6.2 — Nanoparticulas de prata: caracteristicas e formas de obtencéo.

A prata metalica foi usada durante séculos como um antisséptico e é conhecida
por ser atdxica para o ser humano em baixas concentraces (ppm) e relativamente inerte
(OLIVEIRA, 2004). Como exemplo, tem-se que na antiguidade a prata era utilizada em
recipientes de agua e também, na prevencao de deterioracdo de liquidos e alimentos. Os
ions de prata eram geralmente utilizados no tratamento de queimaduras e como agentes
quimioterapicos contra patologias provocadas por bactérias, como Staphylococcos aureus
e Streptococcus pneumoniae (CHOPRA, 2007). Além de sua baixa toxicidade para seres
humanos, a prata possui varias propriedades benéficas que a torna uma excelente

candidata para uso como um material antimicrobiano.

A atividade antimicrobiana da prata tem sido estudada em diferentes campos da
medicina para reduzir infecgGes, bem como prevenir colonizagdo bacteriana em
superficies de protese e cateteres. Seu uso também se estende em materiais odontologicos,
materiais téxteis e da industria de alimentos, como superficies de aco inoxidavel
(GUZMAN et al., 2009).

Um estudo recente de nanoparticulas de prata com tamanhos de 44, 50, 25 e 35
nm que foram preparadas com a utilizacdo de glucose, galactose, maltose e lactose,
respectivamente, mostrou que as menores particulas de prata (25 nm) apresentaram maior
atividade antimicrobiana, enquanto as particulas maiores (50 nm) teve o menor efeito
antimicrobiano (PANACEK et al., 2006).

Em relacdo a forma das nanoparticulas, a que apresentou melhor atividade
antibacteriana foi a de formato triangular, enquanto as de forma de bastonetes exibiu um
desempenho inferior (PAL et al., 2007).

O controle do tamanho e forma das nanoparticulas é realizado por muitas técnicas,
incluindo métodos fisicos e quimicos, que foram desenvolvidas para preparar
nanoparticulas metalicas. A reducdo quimica € o método mais frequentemente aplicado
para a preparacdo de AgNPs como dispersdes coloidais estaveis em agua e solvente
organicos (TAO et al., 2006). Os redutores comumente usados sdo: boridretos, citratos,

ascorbatos e hidrogénio elementar (AHMADI et al., 1996). A reducéo dos ions de prata
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em solucdo aquosa geralmente produz prata coloidal com didmetros de particula de
diversos nanémetros. Inicialmente, a reducdo de varios complexos com ions de Ag*
levam a formacdo de atomos de prata (Ag°), que é seguido pela aglomeragéo. Essas
aglomeracdes eventualmente levam a formacao de particulas de Ag coloidais (KAPOOR
etal., 1994).

A combinacdo da nanotecnologia com o seu efeito antimicrobiano bastou para a
prata se tornar um dos campos mais promissores da ciéncia, bem como de interesse
comercial. De todos 0s nanomateriais, independente das questfes regulamentares ainda
ndo estarem definidas precisamente, a nanoprata tem o maior grau de comercializagéo.
N&o se restringe apenas a aplicacbes medicas, mais de 100 produtos de consumo com
nanoprata ja podiam ser encontrados no mercado em 2007, como exemplo tem-se: forros
internos em frigorificos, maquinas de lavar, cosméticos ou produtos de higiene (cremes,
logdes, sabonetes, desodorantes, escovas de dente, pasta de dente, etc.), talheres ou
superficies de contato com alimentos (tabuas de corte, bancadas, contentores,
transportadores), téxteis (vestuario, roupa interior, meias, estofados), brinquedos,
sistemas de purificacdo de agua ou ar e assim por diante (RAND et al., 2004; LAGARON
etal., 2011).

A acgdo antimicrobiana dos ions de prata ndo é totalmente compreendida, porém o
efeito dos ions de prata nas bactérias pode ser observado pelas mudancas estruturais e
morfoldgicas (Figura 6). As nanoparticulas de prata, assim como os ions de parta tém a
capacidade de ancorar na parede celular bacteriana e depois penetrar no seu interior,
causando mudangas estruturais na membrana celular como, por exemplo, aumento da
porosidade, o que altera sua permeabilidade e pode levar a morte da célula. Também ja
se relatou que na liberacdo dos ions de prata pelas nanoparticulas, estes ions podem
interagir com os grupos tiol de muitas enzimas e proteinas vitais, tornando-as inativas
(KLABUNDE, 2001; PRABHU et al., 2012).

Outro mecanismo sugere que no interior das membranas, as AgNPs e 0s seus ions
ligam-se com o enxofre e fosforo do DNA e com isso, a molécula de DNA muda para a
forma condensada e perde sua habilidade de divisdo celular, levando a morte celular
(FENG, 2000; MORONES et al., 2005; DAMM et al., 2008; LEVIN et al., 2009).
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Figura 6- Representacdo esquematica da atividade antimicrobiana da prata (HAJIPOUR et al, 2012).

Os métodos de obtencdo das nanoparticulas normalmente usadas séo 0s métodos
quimico ou fisicos. A sintese de nanoparticulas por varios métodos quimicos e fisicos
convencionais ja estd estabelecida na comunidade cientifica. Os métodos quimicos
precisam de reagentes perigosos e toxicos para 0 meio ambiente. Os métodos fisicos
requerem muita energia e manutencdo sob pressdo controlada. Embora existam varios
métodos convencionais usados para obter AgNPs (por exemplo: solucdo, reacfes
quimicas / fotoquimicas em micelas reversas, decomposicdo térmica de diferentes
compostos de prata, rotas eletroquimica, sonoquimica, radiacdo e assistida por
microondas), eles geralmente envolvem produtos quimicos perigosos, conversdes de
baixa composicdo , altos requisitos de energia e purificacdes desnecessarias (KUMAR et
al., 2019; SORESCU e NU, 2016).

Desta forma, visualizando toda esta problematica apresentada pelos métodos
convencionais de obtencdo de nanoparticulas, deve-se buscar alternativas menos
ofensivas e perigosas ao meio ambiente. A natureza desenvolveu varios processos para a

sintese de materiais inorganicos com escala de micro e nanométrica, que contribuiram
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para o desenvolvimento de uma &rea de pesquisa relativamente nova e amplamente
inexplorada, baseada na biossintese dos nanomateriais. A sintese usando organismos
biologicos é compativel com os principios da quimica verde. A "sintese verde" das
nanoparticulas faz uso de reagentes ecoldgicos, nao toxicos e seguros. Nanoparticulas
sintetizadas usando técnicas bioldgicas ou tecnologia verde tém naturezas diversas, com
maior estabilidade e dimensdes apropriadas, pois sdo sintetizadas usando um
procedimento de uma etapa. Nanoparticulas de prata podem ser sintetizadas usando uma
variedade de métodos, incluindo técnicas quimicas, fisicas, biolégicas e hibridas.
Portanto, a sintese bioldgica de nanoparticulas € um método de reducéo biolégica em uma
Unica etapa e menos energia € usada para sintetizar materiais ecoldgicos (PARVEEN et
al., 2016).

Nos ultimos anos, quimica verde e métodos biossintéticos tornaram-se maneiras
mais atraentes de obter AgNPs. Esses métodos ndo convencionais usam microorganismos
bioldgicos (por exemplo: bactérias, fungos, algas marinhas, leveduras) ou diferentes
extratos de plantas alcodlicas ou aquosas. A sintese verde tem multiplas vantagens em
relacdo as rotas classicas: é econdmica, ecoldgica e ndo requer alta pressao, energia,

temperatura ou o uso de reagentes quimicos téxicos (SORESCU e NU, 2016).

2.6.3 — Nanoparticulas de prata biogénicas: reducdo via extrato de plantas

O uso de plantas para a sintese de AgNPs ganhou forca e importancia na ultima
década, porque é rapido, ndo afeta 0 meio ambiente, nenhum patégeno é usado e todo o
processo envolve uma técnica de etapa Unica. Os extratos de plantas contém uma
combinacao de biomoléculas (por exemplo: enzimas, polissacarideos, alcaldides, taninos,
fenais, terpindides e vitaminas) que sdo de grande valor medicinal e, embora estruturas
complexas, sdo benignas para 0 meio ambiente. Presume-se que 0S componentes
flavondides e terpendides do caldo foliar sdo capazes de estabilizar a formacéo de AgNPs,
enguanto os componentes poliois heterociclicos e sollveis em agua sao responsaveis pela
reducdo dos ions prata, demonstrado na figura 7. Alem disso, é sabido que os AgNPs
obtidos a partir do extrato da planta exibem uma cor acastanhada em solucbes aquosas
devido a excitacdo das vibracdes plasmaticas na superficie (JACKSON, 2018;
LOGESWARI et al. , 2015).
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Figura 7-Possivel mecanismo de agdo dos flavonoides para reducdo de AgNO3 em Ag® (SAXENA et al.,
2012).

O mecanismo exato e responsavel pelas nanoparticulas sintéticas mediadas por
plantas ainda precisa ser elucidado. Foi proposto que proteinas, aminoacidos, acido
organico, vitaminas e metabolitos secundarios, como flavonoides, alcaloides, polifendis,
terpendides, compostos heterociclicos e polissacarideos, desempenham papeéis
significativos na reducdo de sal metélico e, além disso, atuam como tamponadores e
agentes estabilizadores para nanoparticulas sintetizadas, como apresenta a figura 8
(SINGH et al., 2016).

Figura 8-Possivel mecanismo de redugdo de prata (JAIN; MEHATA, 2017).

A combinacdo de NPs (nanoparticulas) utilizando plantas € extremamente préatica
e, dessa maneira, pode ser utilizada como uma op¢do monetaria e importante para a

geracao em escala expansiva de nanoparticulas. Tendo em vista essa tendéncia de busca



33

por novas rotas de obtencdo de nanoparticulas de prata, se faz necessario um estudo de
obtencdo utilizado plantas dos biomas da Caatinga e da Mata Atlantica. Assim foram
estudadas 2 plantas oriundas do bioma da Caatinga, séo elas: pereiro (Aspidosperma
pyrifolium Mart.) e jurema preta (Mimosa tenuiflora Poir.). Outras duas plantas bioma da
Mata Atlantica também foram estudados, sendo elas: umbauba (Cecropia hololeuca Miq_.)

e algoddo da praia (Hibiscus pernambucensis Arruda).

2.7 — Biomas da Caatinga e Mata Atlantica: plantas estudadas

A mata atlantica brasileira era parcialmente continua, no tempo das chegadas das
caravelas portuguesas, abrangendo cerca de territério nacional. Seu campo florestal se
estendia ao longo da costa e adentrava no interior, ocupando totalmente o que hoje
chamamos de estado do Rio de Janeiro e Espirito Santo e parcialmente os estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas
Gerais, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco. Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara e
Piauf (MOURA, 2015).

A floresta atlantica é considerada a segunda maior floresta pluvial tropical do
continente americano, sendo que originalmente se estendia de forma continua ao longo
do litoral brasileiro, alcancando o leste do Paraguai e o nordeste da Argentina. No
passado, ela cobria mais de 1,5 milhdo de km?, sendo que 92% desta area encontrava-se
no Brasil. Atualmente, estima-se que mais de 93% de sua cobertura original tenha sido
destruida ao longo do processo de ocupacao histérica do litoral brasileiro. Apesar de seu
atual status de conservacdo, ela é considerada um dos 25 biomas com maior
biodiversidade no mundo, abrigando mais de 8000 espécies endémicas, incluindo plantas

vasculares, anfibios, répteis, aves e mamiferos (SANTANA et al., 2008).

A elevada biodiversidade da floresta atlantica é funcdo das variacdes ambientais
do bioma. Um dos fatores mais importantes que contribui para esta variacdo € sua
extensdo em latitude, que abrange 38°. VVariag¢des de altitudes constituem outro importante
fator que contribui para a ocorréncia de alta diversidade bioldgica, dado que as matas se
estendem do nivel do mar & uma altitude de 1.800 metros. Além disso, as matas do interior

diferem consideravelmente das matas do litoral, proporcionando uma maior variedade de
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habitats e nichos. Estes fatores em conjunto resultam numa diversidade unica de

paisagens, que abrigam extraordinaria biodiversidade ( MOURA, 2015).

Ao perceber tamanha biodiversidade, se faz necessario uma verificagdo das
poténcias tecnoldgicas oriundas da mata atlantica, através da sua flora rica pode-se obter
resultados satisfatorios utilizando seus recursos, por exemplo, producgéo de nanoparticulas

de prata através de extratos de plantas da mata atlantica.

A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro, ocupando, aproximadamente,
uma area de 734.478 km?, que corresponde a cerca de 70% da regido nordeste e 11% do
territorio nacional. O nome “Caatinga” possui origem tupi-guarani e significa “floresta
branca”. Essa denominagdo representa as caracteristicas da vegetacdo desse ecossistema,
cujas folhas caem no periodo de seca. A Caatinga localiza-se na Regido Nordeste do
Brasil e compreende os estados da Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Maranhao,
Alagoas, Pernambuco, Sergipe e Bahia. Também ocorre em algumas faixas da Regido
Sudeste que ficam ao norte do estado de Minas Gerais. Apesar de sua importancia
ecoldgica, calcula-se que 40 mil km? da Caatinga ja foram transformados em quase
deserto, o que é explicado pelo corte da vegetacdo para servir como lenha e pelo manejo
inadequado do solo (SOUZA 2021).

O clima que predomina na Caatinga € o semidrido. Ele constitui uma caracteristica
importante que determina a natureza da Caatinga. O clima semiarido possui uma
precipitacdo (quantidade de chuva) em torno de 800mm por ano. Em periodos mais
chuvosos pode chegar a 1.000mm por ano e nos mais secos, apenas 200mm por ano. A
temperatura média anual varia de 25°C a 30°C e € mais ou menos constante em toda
regido. O sistema de chuvas divide o0 ano em dois periodos: 0 chuvoso e o seco. O periodo
chuvoso é curto, de 3 a 5 meses de duracao, geralmente de janeiro a maio. As chuvas sao
torrenciais e irregulares concentradas nesses primeiros meses do ano. O periodo seco ou
estiagem ocorre, na maior parte do ano, de 7 a 9 meses, entre junho e dezembro. O
semiarido é uma das regides secas mais quentes do planeta. No periodo seco, a
temperatura do solo pode chegar a 60°C e o sol forte acelera a evaporagao das aguas dos
lagos e rios (ASSOCIACAO DA CAATINGA, bioma caatinga, Disponivel em:

https://www.acaatinga.org.br/sobre-a-caatinga/. Acesso em: 09 de setembro de 2021).

A vegetacdo da Caatinga tem como caracteristica principal o fato de se adaptar a

aridez do solo e a escassez de agua na regido. Quando as condi¢Bes de umidade do solo
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sdo mais favoraveis, a caatinga se assemelha a mata, onde sdo encontradas arvores como
0 juazeiro, também conhecido por jua, ou laranjeira do vaqueiro, a aroeira e a barauna.
Nas areas mais secas, de solo raso e pedregoso, a caatinga se reduz a arbustos e plantas
tortuosas, mais baixas, deixando o solo parcialmente descoberto. Nas regides mais secas
aparecem também plantas cactaceas, como o facheiro, 0 mandacaru, o xique-xique, que
servem de alimento para os animais, na época de seca, e as bromeliaceas (macambira).
Algumas palmeiras e 0 juazeiro, que possuem raizes bem profundas para absorver dgua
do solo, ndo perdem as folhas (FUNDACAO JOAQUIM NABUCO, saiba quais as
caracteristicas da caatinga, Disponivel em:

https://www.fundaj.gov.br/index.php/conselho-nacional-da-reserva-da-biosfera-da-

caatinga/9193-saiba-quais-sao-as-caracteristicas-da-caatinga. Acesso em: 09 de setembro
2021).

Na Caatinga existem aproximadamente 5.311 especies de plantas, destas no
minimo 1.547 sdo endémicas (IBGE). A Caatinga ndo é homogénea, possui uma
variedade de vegetacdes classificadas como fitofisionomias (fito = planta e fisionomia =
aparéncia, significa o aspecto visual da vegetagdo), por isso é comumente denominada
por caatingas, no plural. Devido as irregularidades no regime hidrico da caatinga, com
chuvas concentradas em apenas um periodo do ano, a vegetacao deste bioma desenvolveu
uma série de caracteristicas e adaptacfes para permitir a sua sobrevivéncia. Essas
caracteristicas sdo chamadas de xeromorfismo (do grego xeros: seco, e morphos: forma)
e é a condicdo mais marcante da vegetacdo da Caatinga. Muitas plantas adotam a
estratégia de escape ou fuga da escassez de agua, acelerando e diminuindo o seu ciclo de
vida ou adiando o periodo de germinacéo para periodos com maior umidade no solo. Elas
germinam, florescem e morrem no periodo chuvoso para aproveitar a &gua disponivel no
ambiente. Um exemplo sdo as plantas herbaceas, como o capim e plantas rasteiras
(SENA, 2011).

Assim forma realizados experimentos para producdo de nanoparticulas de prata
utilizando os seguintes grupos oriundos da flora da mata atlantica e da caatinga: Pereiro
(Aspidosperma pyrifolium Mart.), Umbadba (Cecropia hololeuca Miq.), Jurema preta

(Mimosa hostilis Poir.) e Algod&o da praia (Hibiscus pernambucensis Arruda).

e Jurema preta (Mimosa tenuiflora Poir.): conhecida popularmente por jurema-preta,
€ uma arvore de porte pequeno muito conhecida pelos espinhos que cobrem 0s seus

ramos. Possui tronco com casca de cor castanho escuro e ramos de cor castanho


https://www.fundaj.gov.br/index.php/conselho-nacional-da-reserva-da-biosfera-da-caatinga/9193-saiba-quais-sao-as-caracteristicas-da-caatinga
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avermelhada. Essa espécie floresce durante um longo periodo do ano, porém
predominantemente durante a estacdo seca. Suas inflorescéncias sdo reunidas em
espigas, formadas por flores brancas, pequenas, e suavemente perfumadas, que
fornecem recursos florais, polen e néctar, para muitas espécies de abelhas, vespas,
moscas € outros insetos. A jurema-preta € uma espécie muito importante para a
manutencdo da biodiversidade e funcionamento do ecossistema. Além disso, devido
ao seu crescimento rapido e a sua capacidade de rebrota essa espécie é muito
importante para a restauracao de areas degradadas (IMPERATRIZ-FONSECA et al.,
[S.d.]).

Pereiro (Aspidosperma pyrifolium Mart.) é uma espécie vegetal endémica da
Caatinga que tem ampla dispersdo em toda a zona de savana, sendo geralmente
encontrada no Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco e Paraiba. Possui porte
arbustivo-arboreo podendo atingir cerca de 8 metros de altura, caule ereto com casca
lisa, acinzentada com lenticelas brancas, suas folhas sédo simples, alternas, ovais,
glabras ou pilosas, coriaceas com tamanho variando de 4 a 9 centimetros, possui
flores agrupadas em cimeiras terminais com em média de 10 a 15 flores de coloragéo
branca e odor agradavel, estas ddo origem a frutos lenhosos e achatados com 5 a 6
cm de comprimento e coloragdo castanho-claro, o fruto contem sementes aladas,
planas e papiraceas sendo assim, dispersas pelo vento (MAIA-SILVA et al., 2012).

Umbauba (Cecropia hololeuca Mig.): é conhecida popularmente como imbauba,
embaulba ou umbauba e apresenta floracdo de marco a abril e frutificacdo de marco a
maio é facilmente reconhecida no campo por suas folhas simples, alternas e
palmatilobadas, que lembram uma mé&o aberta, sendo a face inferior da folha
avermelhada (CARVALHO et al., 2012). Produz grande quantidade de sementes e
frutos anualmente, sendo muito apreciados pela fauna silvestre que espalha as
sementes por toda floresta onde vivem. Sua altura pode variar de 5-30m, dependendo
da espécie. Espécies do género sdo conhecidas por possuirem madeira muito leve e
esbranquicada, sendo o tronco ereto e sem ramificagdes (CARVALHO et al., 2012,
BERG, 1978).

Algodéao da praia (Hibiscus pernambucensis Arruda): Popularmente é conhecida
como guanxuma-do-mangue, algoddo-da-india, algoddo-da-praia e embira-do-
mangue. Planta nativa que ocorre nas costas tropicais da Florida até o Brasil, em areas
de mangue e restinga. E um arbusto que, se conduzido, porta-se como uma pequena

arvore, podendo ser usado com muito sucesso na arborizagdo urbana. E vista, com
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muita frequéncia, nos mangues e orlas vegetadas. Suas folhas com a coloracao verde-
escuro brilhante, ndo tém muitos lobos como em outras espécies do género. Folhas
maiores tendem a desenvolver nectarios também em algumas nervuras. Estas
estruturas exsudam um liquido adocicado que atrai certos tipos de formigas, as quais
(teoricamente) ajudariam a defender a planta contra herbivoros. Sua flor tem
coloragcdo amarela, inclusive os estigmas. Possui um leve perfume e costuma ser

voltada para os lados ou ligeiramente para baixo (LIU et al 2014).
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3. REVISAO DA LITERATURA

Diversos pesquisadores vém com o passar dos anos aprofundando seus
conhecimentos na producao de filmes de biopolimeros, com incorporacgao de nanocristais
de celulose e agentes plastificantes e reticulantes, como também, incorporacdo de agentes

antimicrobianos e suas agoes.

BIRCK et al. (2014) prop0s uma rota verde para a preparacdo de filmes fundidos
insoltveis em poli(alcool vinilico) (PVOH) com potencial aplicagdo como embalagem
antimicrobiana. Os primeiros filmes de PVOH foram preparados a partir de diferentes
solucdes aquosas e analisados por Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) e Analise
Din&dmico Mecénica (DMA) para determinar suas propriedades fisicas sob duas condigdes
de armazenamento. Para obter filmes insolGveis, 0 PVOH foi entdo reticulado por &cido
citrico (AC). Em outro estudo, NOSHIRV ANI et al. (2016) comparou as propriedades de
barreira, mecéanica e térmica de dois tipos de nanocompdsitos amido-poli(alcool vinilico)

com montmorilonita (MMT) sddica, ou nanocristais de celulose.

A influéncia das nanoparticulas de prata (AgNPs) nas propriedades do poli(alcool
vinilico) (PVOH) foi investigada no estudo desenvolvido por MBHELE et al. (2003). O
nanocompdsito foi preparado misturando uma solugdo coloidal consistindo em

nanoparticulas de prata com uma solucdo aquosa de PVOH em proporc¢des apropriadas.

Nanocristais de celulose (NCCs) isolados de fibras de pseudoestemes de bananeira
(BPF) da variedade Pacovan foram utilizados como cargas em uma matriz de poli(alcool
vinilico) (PVOH) para produzir um nanocomposito. Aumentar a concentragdo dos NCCs
em até 3% melhorou significativamente as propriedades mecanicas do nanocomposito
afirmou PEREIRA et al. (2014) em seus estudos.

SHI et al. (2008) preparou filmes de amido/poli(alcool vinilico) (PVOH) com
concentracOes variadas 5 a 30% em massa de acido citrico (AC) por evaporacao do
solvente e depois, moldagem por compressdo a 140 ° C. Os efeitos do AC na estrutura
quimica, propriedades térmicas, grau de intumescimento, propriedades mecanicas,

cristalinidade e citotoxicidade foram investigados.
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O estudo desenvolvido por DURMAZ et al. (2019) teve por objetivo investigar o
efeito da concentracdo de glicerol (GL) nas propriedades de filmes da blenda poli(alcool
vinilico) /caseina (PVOH/CAS). Os filmes foram preparados pelo método de evaporagao
do solvente, utilizando diferentes concentracbes de GL. As propriedades estruturais,
mecanicas, térmicas, de barreira e hidrofilicas-hidrofobicas dos filmes foram

investigadas.

No trabalho apresentado por SONKER et al. (2017) foi desenvolvido filmes
biocompativeis e de alta resisténcia a base de nanocompositos de poli(alcool vinilico)
(PVOH) com nanocristais de celulose bacteriana (BNCCs) reticulados com &cido citrico
(AC). Os ensaios de hemocompatibilidade e biocompatibilidade mostram que o composto
de alta resisténcia desenvolvido néo é toxico para o sangue e é favoravel ao crescimento
celular. A partir da resisténcia e biocompatibilidade mencionadas, foi proposto seu uso

para o desenvolvimento de bioimplantes.

Outros estudos foram desenvolvidos visando avaliar 0o uso de agentes
plastificantes e reticulantes em filmes. Entre eles, destaca-se o trabalho  desenvolvido
por REDDY e YANG (2009), o qual mostra que o acido citrico pode reticular o amido e
melhorar sua resisténcia a tracdo, estabilidade térmica e inibir/impedir a dissolucao dos

filmes de amido na &gua e no acido férmico.

Estudou-se também a influéncia do &cido citrico (AC) nas propriedades estruturais
e fisico-quimicas de blendas de amido de milho com policaprolactona (PCL) e glicerol.
Os filmes foram processados no estado fundido e moldados por compresséo. Os
resultados obtidos apontaram uma melhor interacdo entre cadeias de PCL e do amido na
presenca do AC, beneficiando quantitativamente apenas as propriedades do filme com
uma baixa proporcdo de PCL. O amido composto com pequenas quantidades de PCL,
usando glicerol e AC, pode fornecer filmes com melhores propriedades funcionais, do
que os filmes de amido puro (LAGARON et al., 2016).

As nanoparticulas de prata também tem sido alvo de estudos durante anos. Como
resultado hd um aumento consideravel nos numeros de publicacdes e um crescente
numero de novas rotas de obtencdo, como também da sua aplicabilidade no dia-a-dia e da

explanacdo de seus mecanismos de acéo nas células bacterianas.

RADHESKUMAR e MUNSTEDT (2006) produziram um polipropileno (PP)
contendo prata com eficacia antimicrobiana e observaram que a liberacao de ions de prata
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do nanocompdsito de PP/AgNPs ndo é apenas um fendmeno de superficie, mas ha
contribuicdo também das AgNPs contidas na massa polimérica. Assim, as caracteristicas
de liberacdo de Ag* depende das caracteristicas das AgNPs e da matriz polimérica

utilizada.

DEL NOBILE et al. (2004) estudou sobre a atividade antimicrobiana de um
revestimento de poli(6xido de etileno) contendo prata aplicado sobre um substrato de
polietileno. Mesmo aglomerados de prata com tamanho de 90 nm, depositados por
plasma, mostraram alta atividade bactericida contra Alicyclobacillus acidoterrestris,

prolongando a vida de prateleira do suco da macé.

DAMM et al. (2006) compararam a eficacia de nano e microcompositos de
poliamida 6 com prata e verificaram que nanocomp@sitos com baixo teor de prata
apresentaram uma eficacia muito maior contra Escherichia coli, do que microcompositos

com um teor de prata mais elevado.

SANTIAGO-SILVA et al. (2009) avaliaram a eficiéncia antimicrobiana de filmes
de celulose contendo pediocina (ALTA 2551) na preservagdo de presunto fatiado. Os
filmes foram testados contra Listeria innocua e Salmonella choleraesuis e mostraram-se
mais eficientes na inibi¢do de L. innocua, tendo reduzido o seu crescimento em até dois

ciclos logaritmico, em relacdo ao tratamento controle apds 15 dias de estocagem.

O estudo desenvolvido por DAKAL et al. apresenta uma visdo abrangente da
resposta celular induzida por AgNPs em bacteérias e células humanas. Os AgNPs induzem,
influenciam e modulam diversos processos celulares, bioquimicos, metabdlicos e
inflamatdrios que sdo responséveis pela atividade antimicrobiana multifacetada das
AgNPs para combater a resisténcia a maltiplas drogas em bactérias. Além disso, alguns
outros aspectos dos medicamentos baseados em AgNPs, incluindo propriedades fisico-
quimicas das AgNPs; resposta citotdxica, genotdxica e inflamatdria dos AgNPs as células
humanas; e a aplicacio de AgNPs na terapéutica e na entrega direcionada de

medicamentos também foram revisadas (DAKAL et al., 2016).

SYAFIUDDI et al. (2017) revisaram criticamente as AgNPs sob a perspectiva de
tendéncias de pesquisa, consumo global, sintese, propriedades e desafios futuros. Além
disso, as AgNPs podem ser potencialmente explorados para varias aplicacfes. Os desafios
futuros da sua sintese, sua liberagdo no ambiente e a ampliacdo da produgédo, conforme

apresentado na revisdo, sugerem varios potenciais tépicos para trabalhos futuros
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disponiveis para promover um uso mais seguro e eficiente dessas nanoparticulas. 1sso
exige um conjunto adequado de politicas para as AgNPs, desde a producdo até a
utilizacdo, bem como seus efeitos em diversas inddstrias e no meio ambiente
(SYAFIUDDIN et al., 2017).

PEREIRA et al. (2013), por sua vez, buscaram otimizar a producdo de
nanoparticulas de prata a partir de uma nova rota de sintese, bem como avaliar sua
capacidade antimicrobiana por diferentes metodologias. Observou-se que o rendimento
na producdo das nanoparticulas de prata aumentou, a medida que a concentracdo do
surfactante usado na dispersdo foi também aumentada. Constatacdo explicada pelo fato
da reagdo de formacdo das nanoparticulas se caracterizar como uma sintese micelar. Os
resultados obtidos no teste de adesdo bacteriana mostraram que a adesdo de
Staphylococcus aureus e Listeria innocua foi menor nas superficies com as
nanoparticulas de prata. As nanoparticulas de prata também foram capazes de reduzir o
namero de bactérias aderidas em diferentes superficies de aco inoxidavel, superficies
estas, comumente utilizadas nas industrias de alimentos. Portanto, as nanoparticulas de
prata obtidas nesse trabalho apresentam-se eficientes como agentes antimicrobianos, com

potencial uso como sanitizantes na inddstria de alimentos (PEREIRA et al., 2013).

GOUR e JAIN (2019) abordaram as perspectivas dos métodos verdes que utilizam
metabdlicos vegetais na sintese de particulas metalicas. Nas estratégias verdes, 0s
metabolitos vegetais e substancias naturais sdo utilizados para orquestrar a formacéao das
nanoparticulas para aplicagdes farmacéuticas e outras. Alguns métodos de caracterizacao
também foram revisados, juntamente com as potenciais aplicacdes das nanoparticulas
(GOUR e JAIN, 2019).

Em um outro estudo, KHAN et al. (2018) compila brevemente a sintese quimica
das nanoparticulas de prata e a compara com protocolos “verdes” baseados nas ligdes
aprendidas com a sintese quimica. A sintese de AgNPs com diferentes extratos vegetais
e as fitomoléculas associadas, seus efeitos quimicos e bioldgicos e seu efeito na sintese
de particulas sdo descritos e colocados em perspectiva para melhorar os protocolos
verdes. A funcionalizacdo da superficie de AgNPs por fitomoléculas e os mecanismos de

suas aplicacOes biomédicas sdo resumidos (KHAN e ADIL, 2018).

Ja HUSSAIN et al. (2017) apresenta a poténcia dos flavonéides na biossintese de

AgNPs, como agente redutor e de mapeamento para o desenvolvimento de AgNPs de
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tamanho e forma uniformes. Uma énfase no importante papel do FTIR na identificacdo
dos principais grupos funcionais dos flavonoides para a sintese de AgNPs foi revisada.
As AgNPs tém uma ampla gama de aplica¢des industriais, médicas e agricolas e também
apresentam riscos potenciais a sallde humana. Verificou-se ainda a auséncia de artigo que
discuta o papel dos flavondides vegetais na sintese verde de AgNPs coloidais (HUSSAIN
etal., 2017).

SONDI e SALOPEK-SONDI (2004) relataram a atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de prata contra E. coli na forma de um modelo para as bactérias gram-
negativas. A partir das imagens do MEV, foram observadas a formagdo de agregados
constituidos por nanoparticulas de prata e células bacterianas mortas. Observou-se
também que as nanoparticulas de prata interagem com os elementos de construcao da
membrana bacteriana e causam danos a célula. A analise de microscopia eletronica de
transmissdo (MET) e estudos de microscopia de energia dispersiva (EDAX) confirmaram
a incorporagdo de nanoparticulas de prata na membrana celular, o que foi reconhecido
pela formacéo de depressdes na superficie da célula. Eles ja previam que 0s nanomateriais
poderiam vir a ser simples, eficazes e adequados para a formulagdo de novos tipos de

materiais antibacterianos.

SILEIKA etal. (2011) empregaram uma técnica de imersao simples para depositar
polidopamina sobre substrato de policarbonato via polimerizagdo de dopamina.
Nanoparticulas de prata foram reduzidas in situ e depositada sobre os substratos de
polidopamina. Outra camada de polidopamina modificada por enxertia com poli(etileno
glicol) (PEG) por meio da reagdo com grupo quinonas foi em seguida depositada sobre o
revestimento, resultando em 3 camadas assim dispostas: polidopamina + AgNPs +
polidopamina enxertada com PEG. A liberacdo de ions de prata a partir deste
revestimento foi mantida por pelo menos 10 dias. Este revestimento multicamada de
pelicula fina demonstrou uma dupla funcéo antibacteriana contra E. coli, S. epidermidis
e P. aeruginosa, devido as nanoparticulas de prata e a resisténcia a incrustacdo oferecida
pelo PEG.

A sintese verde de nanoparticulas também foi realizada por JACKSON et al.
(2018). Nitrato de prata foi utilizado como precursor da prata, enquanto os sucos de frutas
citricas (Citrus sinensis, Citrus limetta, Citrus aurantifolia, Citrus paradisi) foram
utilizados como agentes redutores e estabilizadores. A formacdo de nanoparticulas foi

confirmada com a mudanga visivel da cor de incolor para marrom avermelhado



43

caracteristico. As nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do suco de liméo, uva e
laranja apresentaram atividade antimicrobiana de amplo espectro contra organismos
Gram-positivos e Gram-negativos (Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus) (JACKSON, 2018).

Trés flavondides diferentes provenientes de plantas citricas, hesperidina,
naringina e diosmina, foram utilizados para a sintese de AgNPs (SAHU et al., 2016). O
efeito bactericida contra patégenos comuns e a citotoxicidade das nanoparticulas de prata
sintetizadas em células leucémicas promielociticas humanas (HL-60) foram investigados.
Concluiu-se que as AgNPs sintetizadas usando naringina, como agente redutor,
apresentaram maior estabilidade e melhores atividades antibacterianas e citotoxicas
(SAHU et al., 2016).

No estudo realizado por AHMED et al. (2015) uma abordagem rapida e simples
foi aplicada para a sintese de nanoparticulas de prata usando extrato aquoso de folhas de
Azadirachta indica. O extrato da planta atua tanto como agente redutor, quanto como
agente de nivelamento. Os resultados confirmaram que o protocolo proposto como
métodos fisicos/quimicos convencionais de obtencdo de AgNPs foram simples, rapidos,
de etapa Unica, ecologicamente corretos, nao toxicos e alternativos. Foram necessarios
apenas 15 minutos para a conversdo dos ions de prata em nanoparticulas de prata a
temperatura ambiente, sem o envolvimento de qualquer produto quimico perigoso
(AHMED et al., 2015).

A sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) usando extrato de residuo de agafrdo
(Crocus sativus L.) e sua atividade antibacteriana contra seis bactérias foram estudadas
por BAGHERZADE et al. (2017). Foi demonstrado com sucesso a sintese de AgNPs
usando extrato aquoso de residuo de acafrdo como método verde, sem nenhum agente
estabilizante e redutor quimico. As AgNPs biossintetizadas apresentaram efeito
antibacteriano significativo, contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumonia, Shigella flexneri e Bacillus subtilis, podendo ser utilizadas em
aplicacdes biomedicas (BAGHERZADE et al., 2017).

A revisao realizada por PRABHU et al. (2012) fornece uma visdo abrangente
sobre o mecanismo de acdo, producdo, aplicacdes na area médica e as preocupagdes com
a salde e o0 meio ambiente que supostamente sdo causadas por essas nanoparticulas. Os

autores focaram na sintese eficaz e eficiente de nanoparticulas de prata, enquanto
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exploraram suas varias perspectivas de aplicacdes, além de tentar entender o cenério atual
nos debates sobre a toxicidade relacionada as nanoparticulas (PRABHU e POULOSE,
2012).

SONG et al. (2009) utilizaram cinco extratos de folhas de plantas (Pinus, Caqui,
Ginkgo, Magndlia e Platanus) e comparou-os quanto ao processo de sintese de
nanoparticulas de prata metalicas. Nanoparticulas de prata estaveis foram formadas pelo
tratamento da solucdo aquosa de AgNO3z com os extratos de folhas das plantas como
agente redutor de Ag * para Ag®. Esse método ambientalmente amigavel de producio de
nanoparticulas de prata bioldgica forneceu taxas de sintese mais rapidas ou comparaveis
as de métodos quimicos e pode potencialmente ser usado em varias areas de contato

humano, como cosméticos, alimentos e aplicagdes médicas (YONG et al., 2009).

Nanoparticulas de prata (AgNPs) também foram rapidamente sintetizadas pelo
tratamento de ions de prata com extrato de Capsicum annuum L (LI et al., 2007). Os
resultados indicaram que 0s grupos amina das proteinas desempenharam um papel
redutor e controlador durante a formacdo das AgNPs nas solugbes e que a estrutura
secundaria das proteinas mudou apos a reagdo com o0s ions de prata. Foi sugerido um
modelo de nucleacgéo e para demonstrar o possivel mecanismo de formacao de AgNPs no

extrato de Capsicum annuum L (LI et al., 2007).

Tendo em vista 0s inimeros estudos e a busca por novas perspectivas para
conciliar novas técnicas e novos materiais objetivando uma aplicabilidade no uso diario
da populagédo, este trabalho teve por objetivo estudar as propriedades mecéanicas,
morfoldgicas, de barreira ao vapor de agua e antimicrobiana contra E. coli e S. aureus dos
filmes de PVOH/NCC reticulados com AC e plastificados com GL contendo AgNPs. A
escolha das AgNPs foi baseada na sintese verde realizada utilizando quatro tipos
diferentes de plantas oriundas da mata atlantica nordestina e que resultou em
nanoparticulas com menor tamanho e maior atividade antimicrobiana. Adicionalmente,
foi avaliada ainda a sua forma de incorporacdo sobre o filme polimérico por dois

processos distintos: direto na solucao polimérica e por SBSp.
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4. OBJETIVOS

Obter e caracterizar filmes de PVOH/NCC reticulados com é&cido citrico (AC),
plastificados com glicerol (GL) e revestidos com AgNPs biogénica, visando sua aplicagéo

em embalagens flexiveis ativas para alimentos.

Obijetivos especificos

e Obter os NCC a partir do algoddo comercial utilizando o processo de hidrélise
acida;

e Obter os extratos das plantas Pereiro (Aspidosperma pyrifolium Mart.), Umbauba
(Cecropia hololeuca Mig.), Jurema preta (Mimosa hostilis Poir.) e Algodao da
praia (Hibiscus pernambucensis Arruda) e caracterizar por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

e Obter e caracterizar as nanoparticulas de prata biogénica utilizando extratos das
plantas Pereiro (Aspidosperma pyrifolium Mart.), Umbautba (Cecropia hololeuca
Miqg.), Jurema preta (Mimosa hostilis Poir.) e Algoddo da praia (Hibiscus
pernambucensis Arruda) por espalhamento dindmico de luz (DLYS),
espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis), espectrofotometria de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) de determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM).

e Obter filmes de PVOH/NCC reticulados com AC, sem e com AgNPs, por casting,
utilizando até duas AgNPs com menor tamanho da particula obtida e melhor
atividade antimicrobiana contra E. coli e S. aureus.

e Determinar a permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo, o angulo de
contato, perfilometria e caracterizar sua integridade estrutural e morfoldgica por
FTIR e MEV dos diferentes filmes de PVOH/NCC/AC/GL com e sem AgNPs.

e Determinar a atividade antimicrobiana contra E. coli e S. aureus nos filmes de
PVOH/NCC/AC/GL sem e com AgNPs, em funcdo do potencial de inibicdo da
formacao do biofilme por fluorescéncia.

e Determinar dos teores de nanoparticulas de prata nos filmes de
PVOH/NCC/AC/GL/AgNPs por Espectrometria de Emissdo Atémica com
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-AES).
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Avaliar comparativamente a incorporacao das AgNPs diretamente na formulagéo
e por aspersao sobre os filmes por SBSp, com relacdo ao carater antimicrobiano e

a disposicéo das AgNPs.
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5. MATERIAIS E METODOS

As etapas de producdo e caracterizagdo dos trabalhos realizados estéo descritas no
fluxograma da Figura 9.
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Figura 9 - Fluxograma das atividades realizada
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5.1 Materiais

Para a producéo dos NCC, como fonte de celulose foi utilizado algoddo comercial
YORK S.A. O PVOH utilizado foi o CELVOL 325 (% hidrélise — 98 ~ 98,8; viscosidade
28~32) fabricado pela KURARAY S.A. Foram utilizados ainda &cido sulfdrico
(QUIMICA MODERNA), 4cido citrico (QUIMICA MODERNA) e glicerol bidestilado
(FORTQUIM) todos com pureza analitica e utilizados sem nenhum procedimento
adicional de purificacdo. Reagentes inorganicos tais como: acido nitrico a 65%
(QUIMICA MODERNA) também foram utilizados.

Para a producdo das AgNPs, foram utilizados, nitrato de prata (AgNO3) (SIGMA-
ALDRICH), com 99% de pureza analitica, &gua deionizada e as cascas e folhas utilizadas
foram extraidas do trecho de mata atlantica e da caatinga existente no campus | da UFPB

e na area rural da cidade de Nova Palmeira/PB, respectivamente.

Nos ensaios microbiolédgicos foram utilizados agar BHI (brain heart infusion),
Hueller Hinton agar e kit de LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability 113152
(Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Estados Unidos).

5.2 - Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de prata biogénica (AgNPs)
5.2.1 — Producéo dos extratos

A - Pereiro - Caules da arvore pereiro (Aspidosperma pyrifolium Mart.) foram
obtidos de uma propriedade rural na cidade de Nova Palmeira-PB, (-6°42°47.7”
S36°23°52.9” W) e posteriormente foram levadas para o Laboratdrio de materiais
e Biossistemas. As cascas desses caules foram extraidas, lavadas com agua
destilada, secas para retirada do excesso de agua remanescente da lavagem.
Posteriormente, foram pesados 20 gramas de casca e colocados em um béquer
com 500 mL de agua destilada sob aquecimento simples por 60 a 90 minutos a
uma temperatura de 60 a 95 °C. Apds 20 minutos do inicio da ebulicdo foi
interrompido o aquecimento e obtido o extrato de coloracdo marrom escuro por
filtracdo em peneira para retirar as partes grandes e depois, por filtragdo a vacuo,
utilizando um papel de filtro com poros de aproximadamente 8 um. O extrato
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obtido foi mantido sob refrigeracdo para sua conservacao.

B - Jurema Preta - Caules da arvore jurema preta (Mimosa hostilis Poir.) foram
obtidos de uma propriedade rural na cidade de Nova Palmeira-PB, (-6°42°47.7”
S36°23°52.9” W) e posteriormente foram levadas para o Laboratério de materiais
e Biossistemas. Foram utilizados os mesmos métodos de obtengdo usados para a

obtengéo do extrato de pereiro.

C - Umbauba — Para a producdo do extrato foram utilizadas folhas extraidas de
plantas Umbauba (Cecropia hololeuca Mig.), oriundas de trechos de mata
atlantica no campus | da UFPB, (-7.142299560411262, -34.85029577384598)
onde estas folhas foram lavadas e secas para retirar 0 excesso de agua existentes.
Foram utilizados os mesmos métodos de obtencdo usados para a obtengdo do

extrato de pereiro.

D - Algodédo da Praia - Para a producédo do extrato foram utilizadas folhas extraidas
de plantas Algodéao da praia (Hibiscus pernambucensis Arruda), oriundas de
trechos de mata atlantica no campus | da UFPB, (-7.142299560411262, -
34.85029577384598) onde estas folhas foram lavadas e secas para retirar o
excesso de &gua existentes. Foram utilizados os mesmos métodos de obtencéo

usados para a obtencdo do extrato de pereiro.

5.2.2 — Sintese das nanoparticulas de prata biogénica (AgNPs)

Para a sintese das AgNPs, foi utilizado a metodologia proposta por MURUGAN
et al. (MURUGAN et al., 2014) com algumas modificacdes de acordo com estudos
preliminares, onde foram avaliados resultados de UV-Vis e o tamanho de particulas e
polidispersividade das particulas por DLS, de acordo com cada extrato utilizado.

AgNPs/Pereiro — Apds a obtencdo do extrato de pereiro, foi preparado uma
solucéo aquosa de 1mM de AgNOg, utilizando agua deionizada. Desta solugdo
aquosa de AgNOs, foram retirados 90 mL e colocados no agitador magnético
para melhor solubilizagdo, numa temperatura de (40 £5) °C. Ao atingir a
temperatura desejada, foram vertidos10mL de extrato e deixados sob agitacéo

por = 70 minutos para finalizar todo o processo de reducdo do AgNO3z em
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nanoparticulas, com obtencao de uma solucédo de cor escura, conforme mostra
a figura 10.

Figura 10- Preparacdo de AgNPs obtidas a partir do extrato de Pereiro, usando uma placa de aquecimento

AgNPs/Jurema — Para a preparagdo das AgNPs reduzidas por jurema, foi
utilizado 99 mL de uma solugdo aquosa de 1mM de AgNO3 preparada com
agua deionizada. Esta solucdo (Figura 11) foi colocada em um agitador
magnético e aquecidas a uma temperatura de (85 £5) °C, ao atingir essa
temperatura foi adicionado 1 mL de extrato de jurema obtido anteriormente e
colocados em agitagdo constante por um periodo de = 35 minutos, onde apds
esse tempo a reducdo foi concluida e as AgNPs foram colocadas em um

recipiente &mbar e guardadas sob refrigeracao

Figura 11- Preparacdo de AgNPs obtidas a partir do extrato de Jurema preta, usando uma placa de
aquecimento
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AgNPs/Umbauiba — Para o processo de producdo de AgNPs utilizando o
extrato de umbauba, foi utilizado uma solucdo aquosa inicial de 1mM de
AgNO:s, onde esta solugdo foi colocada em agitacdo e aquecimento até 405
°C. Ao atingir esta temperatura foi adicionado 10mL de extrato de umbauba a
solucdo e permaneceu sob aquecimento e agitagdo por um tempo =~ 30 minutos
para término do processo, obtendo uma colora¢do mais clara em relacdo as

outras AgNPs obtidas, conforme mostra a figura 12.

e

Wictas |

Figura 12- Preparagdo de AgNPs obtidas a partir do extrato de umbatba, usando uma placa de aquecimento

AgNPs/Algodao — Uma solucdo de 1mM de solucdo aquosa de AgNO3 foi
utilizada como precursora, onde o AgNO3 foi solubilizado com &gua
deionizada. Esta solucdo (Figura 13) foi aquecida até uma temperatura de
85x5°C, onde ao chegar nessa temperatura, foi adicionado 10 mL de extrato e
mantendo essa temperatura e a agitacdo por =70 minutos para finalizar a

reducdo da Ag™.
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Figura 13- Preparacdo de AgNPs obtidas a partir do extrato de algoddo praieiro, usando uma placa de
agquecimento

5.2.3 - Espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis)

Com a finalidade de observar a banda caracteristica das AgNPs foi realizado os
ensaios de ultravioleta e visivel (UV-Vis). O equipamento utilizado foi um
espectrofotébmetro UV-Vis, modelo UV-1800, da marca SHIMADZU. A reflectancia foi
convertida em absorbancia atraves de uma simples manipulagdo matematica. A andlise
por espectroscopia Optica nas regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis) é utilizada para

constatar a formacao das AgNPs, mostrando sua banda de ressonancia.

5.2.4 - Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O didmetro médio e a distribuicdo de tamanho das AgNPs foram determinados
pela técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS), utilizando um equipamento de
potencial zeta ZETASIZER NANO, MALVERN. As amostras foram diluidas em agua
na relacdo de 1:10 e uma aliquota de aproximadamente 1,5 mL foi adicionada em uma
cubeta de poliestireno e analisada com angulo de 90° e temperatura de 25°C. As analises
foram realizadas em triplicata e utilizando o indice de refracdo da prata (n=0.135) e a

absorcdo de k=3.99, valores fornecidos pelo site da fabricante do equipamento.



53

5.2.5 - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia FTIR foi realizada para descobrir e examinar 0s grupos
funcionais presentes nos extratos, que podem ser responsaveis pela reducdo e
estabilizagdo das AgNPs. Os extratos recém obtidos e o0s extratos apds
reducao/estabilizacdo das AgNPs foram congelados e logo apos o congelamento, foram
liofilizados. Os p6s obtidos foram prensados com brometo de potassio (KBr) na forma de
pastilhas. Os espectros de FTIR foram obtidos por transmitdncia em um
espectrofotémetro SHIMADZU IRAfinnity num intervalo de 4000-400 cm™ com

resolucéo de 4 cm™ e 64 varreduras.

5.2.6 — Ensaios Microbiologicos

5.2.6.1 — Microorganismos

As analises foram realizadas utilizando cepas bacterianas de Escherichia coli
ATCC 8739 e Staphylococcus aureus ATCC 19095, todas pertencentes ao Laboratorio
de Biologia Bucal — LABIAL do Departamento de Odontologia da Universidade Federal
da Paraiba e oriundas da Fiocruz — Rio de Janeiro. As culturas bacterianas foram mantidas
em BHI (brain heart infusion), contendo 20% de glicerol em criotubos a -20 °C, para sua

conservacao.

5.2.6.2 — Determinacao da concentracdo inibitoria minima (CIM) das AgNPs

Para preparacdo do inoculo, as cepas bacterianas foram cultivadas em BHI (brain
heart infusion) a 37 °C, por 24h. Posteriormente foi realizada a leitura da densidade dptica
a 625 nm correspondente a densidade para obtencdo de uma massa celular de 8 log de
unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL) para ambos os tipos de cepas.

As AgNPs foram, entdo, diluidas em BHI de maneira a se obter diferentes
concentragBes a serem testadas. Para determinacdo da CIM contra as bactérias testadas

utilizou-se concentragdes que variaram de 2000 a 0,976 mg/mL das AgNPs produzidas.
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A CIM das nanoparticulas foi determinada por meio do método de microdiluicdo em
caldo (CLSI, 2015). Para tanto, foi feita a utilizacdo de microplaca de 96 poc¢os contendo
BHI, o inoculo das cepas teste e os diferentes AgNPs em diferentes concentragdes. Além
disso, foi adicionado um controle sem adi¢cdo das AgNPs e um outro controle de
esterilidade do BHI sem adicdo de qualquer sustancia ou cepa teste. Foi considerada a
CIM, como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento visivel das cepas testadas
em BHI.

5.3 - Preparacéo e caracterizagao dos filmes de PVOH/NCC reticulados

5.3.1 - Extracdo de NCC por hidrdlise acida

As fibras de algodao foram tratadas em uma solucdo aquosa de &cido sulfarico
(2:1) (m/v) a 45°C por 1 hora sob agitacdo constante, promovendo a quebra das cadeias
de celulose da fase amorfa. A razdo de fibras de algoddo por solucdo utilizada foi de 5¢g
por 100 mL. Apds a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm na centrifuga
Centerium Scientific K3 Series por 15 minutos para remoc¢éo do acido, sendo 0 processo
repetido por duas vezes.

Posteriormente as amostras de NCC ficaram sob fluxo continuo de 4gua em
membrana dialise por 72h para eliminagdo dos residuos do processo de extracao e até que
atingisse pH neutro, controlado com papel indicador de pH. Depois, o material disperso

em agua foi armazenado sob refrigeracao.

5.3.2 - Preparacdo da solu¢édo de PVOH

Para o preparo das solugdes fez-se uma solucgdo de 5% (m/m) de PVOH em &gua.
A amostra foi colocada em um frasco juntamente com agua destilada e dispersa sob
agitacdo e sem aquecimento, por volta de 30 minutos. Em seguida, a mesma foi colocada
sob agitacdo constante em um frasco de banho maria em 6leo mineral numa temperatura

entre 80° e 90°C até a completa solubilizacdo e por fim, armazenada sob refrigeragéo.



55

5.3.3 — Formulagdes de PVOH/NCC/Acido citrico/Glicerol

Os filmes de PVOH/NCC/AC/GL foram preparados via casting, ou seja,
evaporacdo de solvente. As formulages iniciais foram preparadas seguindo as

composicdes propostas na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1-FormulacGes dos filmes para testes

%

PVOH | NCC | GL AC
PVOH 100 - - -
PVOH/NCC 97 3 - -
PVOH/GL2S 97,5 - 25 -
PVOH/AC 70 - - 30
PVOH/NCC/GL?S 94,5 3 25 -
PVOH/NCC/AC 67,9 3 - 29,1
PVOH/GL25/AC 68,25 - 25 | 2925
PVOH/NCC/GL25/AC 66,15 3 25 | 2835
PVOH/NCC/GLSY/AC 64,4 3 5 27,6
PVOH/NCC/GLS/AC 62,5 3 75 27
PVOH/NCC/GL/AC 60,9 3 10 26,1

Foi utilizado uma solugéo aquosa de 0,05 g/mL de PVOH aquecida em banho-
maria a 75°C, sob agitacdo constante, na qual foi adicionado os teores propostos de
glicerol, onde estes teores foram (m/m) em relacdo a massa de PVOH e 3% m/m de
NCC, também, em relacdo a matriz de PVOH permanecendo sob agitacdo por 1 h.

Na sequéncia, seguiu-se a adicdo de AC na propor¢cdo proposta pelas
formulacg@es acima citadas também em relacdo ao PVOH (m/m). A solucéo ficou sob
agitacdo(rotacdo) por mais 1 h. A solucéo obtida foi vertida em placas de teflon com
volume fixo de 10mL por filme/forma e mantida por 2 horas a 75°C em estufa com
circulagdo e renovagdo de ar, Q314M223, da QUIMIS aparelhos cientificos Ltda. Na
sequéncia, o filme obtido foi submetido a um tratamento térmico a 120° por 1 h em
estufa a vacuo para assegurar a reticulacdo do filme (SONKER et al., 2016).

O teor de NCC utilizado para formulag6es seguiu os estudos de CHO & PARK
(2011) e GONZALEZ et al. (2014), e os teores de glicerol foram testados sob orientagéo
dos estudos relatados por VIERA et al. (2011) e por UCPINAR e AYTAC (2019),

deixando os valores do AC constante na propor¢do sugerida para a variacdo do glicerol
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(CHO; PARK, 2011; GONZALEZ et al., 2014; UCPINAR e AYTAC, 2019). Além
desses estudos, a literatura nos aponta que para que proporcione um melhoramento das
propriedades mecénicas e de barreira, um nanocompésito de PVOH e NCC, deve possuir
pequenas quantidades de nanocristais de cellulose, tendo em vista que, ao utilizar uma
grande quantidade de NCC as propriedades citadas ndo serdo atendidas, pois 0s NCC tém
grande tendencia a aglomeracdo em virtude dos grupos hidroxilas superficiais
(DUFRESNE, 2013; TAN et al., 2015).

Para escolha da formulacdo em que sera incorporado o agente antimicrobiano,
AgNPs, os filmes produzidos pelas formulacdes sugeridas acima na tabela 1 foram
submetidos a uma avaliacdo visual, cujo principal objetivo era ver os aspectos de
incorporacédo de todos os componentes das formulagdes, como por exemplo, exsudagéo,
oriunda do glicerol. Outra caracterizagdo realizada nos filmes foi ensaio de tracéo,

visando verificar as caracteristicas mecanicas dos filmes produzidos.

5.3.3.1 — Avaliagdo Visual

Os filmes foram preparados em moldes circulares de aluminio com revestimento
de teflon com diametro aproximado de 95 mm, tendo sido depositados cerca de 10ml de
solucdo em cada uma. A espessura de cada um foi medida por um micrémetro digital
western 02230, tendo sido obtida uma média referente a medida de 10 pontos. O aspecto
visual quanto a exsudacdo do glicerol dos filmes foi acompanhado a temperatura

ambiente durante 7 dias, através de inspecao visual e sensorial.

5.3.3.2 — Ensaio de tracéo

O comportamento mecanico dos filmes em suas diferentes composi¢des foi
estudado atraves do ensaio de tracdo em um equipamento modelo INSTRON 3365 com
capacidade maxima de 5 KN. Os corpos de prova foram confeccionados obedecendo a
norma ASTM D 882. Os parametros utilizados durante o ensaio foram uma velocidade
de carregamento de 10 mm/min e uma distancia entre as garras de 10 mm. Para cada tipo
de amostra foi determinada a resisténcia a tracdo, o alongamento e o moddulo de
elasticidade. Foram ensaiados 5 corpos de prova na forma de tiras de (60x10) mm, para

cada amostra de filme, tendo sido retirados do dessecador com pentoxido de fésforo
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(P20s) imediatamente antes do teste e apds no minimo 48 horas de armazenamento nessas
condigdes. Os resultados apresentados sdo a média e desvio padrdo de 5 corpos de prova
de cada formulacdo. Estes parametros podem ser usados para descrever como as

propriedades mecanicas dos filmes se correlacionam com as suas estruturas.

5.3.4 — Producéo filme reticulado e plastificado com adi¢do das AgNPs.

Apbs a analise dos ensaios prévios (subitens 5.3.3.1 e 5.3.3.2) realizados com as
formulacdes da Tabela 1, a formulacdo que apresentou melhor resisténcia a tracdo, sem

exudacéo do glicerol foi:
PVOH (67%) /NCC (3%) /AC (27,5%) /GL (2,5%)

A partir desta formulacdo, ou seja, aquela com 2,5% de glicerol em massa, foi
adicionado AgNPs por dois métodos diferentes e avaliada a eficicia desses métodos de
aplicacdo na agéo bactericida do filme. A primeira forma foi adigé&o das solugdes aquosas
das AgNPs faltando 20 minutos do termino do processo de incorporagdo dos demais itens,
e a segunda forma, foi atraves da técnica SBSp, onde as amostras foram retiradas da estufa
no final do processo, em torno de 30 minutos e aplicadas as AgQNPs por aspersao através
de SBSp, usando o0s seguintes parametros: pressdo — 60 psi, distancia de trabalho — 25 cm
e taxa de injecdo — 0,5 mL/min. Para ambas as formas foram utilizados 2 mL de solucéo
aquosa das AgNPs. Para efeitos de comparacgéo, foram preparados filmes de PVOH puro
e da matriz de PVOH aditivada sem e com NCC (Tabela 2).
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Tabela 2-FormulagBes dos filmes reticulado e plastificado sem e com adi¢do das AgNPs.

%
PVOH NCC | GL AC
PVOH 100 X X X
PVOH/GL2°/AC 67,5 X 2,5 30
PVOH/NCC/GL?%/AC 67 3 2,5 27,5
PVOH/NCC/GL?/AC/AgPe* 67 3 2,5 27,5
PVOH/NCC/GL?%/AC/AgPe** 67 3 2,5 27,5
PVOH/NCC/GL2?5/AC/AgUm* 67 3 2,5 27,5
PVOH/NCC/GL?5/AC/AgYm** 67 3 2,5 27,5

*AgNPs incorporada na solucao filmogénica /** AgNPs aspergida por SBSp

Os filmes obtidos foram caracterizados por ensaio de tracdo, conforme
metodologia descrita no subitem 5.3.3.2. As demais caracteriza¢des estdo descritas a

seqguir.

5.3.4.1 — Molhabilidade por angulo de contato

O angulo de contato com a 4gua (CA) das formulagdes sugeridas foram medidas
usando a metodologia proposta por (DEHNAVI et al., 2013) e as diretrizes gerais da
norma D7334 — 08. Foi montado um sistema optico de medicdo de CA com um suporte
com regulagem de altura e uma camera de alta velocidade. As medic¢Oes foram feitas
imediatamente apds o gotejamento de 5 uL de dgua deionizada na superficie da amostra
por uma micropipeta fixada a uma altura de 3 mm, com temperatura ambiente de 22°C e
umidade relativa de 37%. As imagens geradas foram tratadas e os angulos medidos
usando o software Image J. Os resultados foram obtidos a partir da média de no minimo

5 leituras realizadas em diferentes partes dos filmes.

5.3.4.3 - Analise Rugosimeétrica (Sa e Sz)

Com a finalidade de observar a morfologia dos filmes obtidos foram realizadas a

andlise da rugosidade de superficie (Sa e Sz) por um aparelho de perfilometria dptica sem
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contato (CCI MP, Taylor Hobson, Inglaterra) (conectado a uma unidade computadorizada

contendo o software Talysurf CCI (Taylor Hobson, Inglaterra) para obtencdo dos dados.

Utilizou-se um cutoff de 0,8 um com uma lente 50x e velocidade de escaneamento
de 1x no modo xy. Realizou-se cinco mensuragdes para cada corpo-de-prova (n=20),
sendo uma na area central e as demais de acordo com a movimentacdo da lente 2mm para
a direita, para a esquerda, para baixo e para cima, seguindo o desenho de uma cruz. A
rugosidade final dos padrdes Sa e Sz (um) foi obtida através da media dos cinco pontos

de cada corpo-de-prova.

5.3.4.4 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) acoplada a espectrometria de
energia dispersiva de raios-X (EDS)

As analises da secdo transversal dos filmes e os mapeamentos da prata por EDS
foram obtidos utilizando-se um microscopio eletronico de varredura MIRA 3 TESCAM
OXFORD INSTRUMENTS acoplado com um detector de energia dispersiva de raios X
(EDS). As amostras das formulacdes sugeridas foram fraturadas criogenicamente e
colocadas no suporte e foram revestidas com uma camada de ouro de 1-10nm usando um
Sputter Coater de plasma de argénio modelo EMITECH K550X e observadas com uma
tensdo de aceleracdo entre 5-20kV.

5.3.4.5 - Determinacdo do teor de prata dos revestimentos

5.3.4.5.1 — Preparagéo das amostras

As amostras foram postas em cadinhos e queimadas em bico de Bunsen para
decomposicéo controlada da fracdo polimérica. Depois, a amostra resultante foi calcinada
em mufla utilizando uma taxa de aquecimento de 1°C/min da temperatura ambiente até
800°C com isoterma de 2 h a 800°C. Terminada a programacao de aquecimento, a mufla
foi automaticamente desligada e deixada até no minimo 100°C para retirada dos cadinhos
que foram transferidos para dessecador.

As cinzas resultantes de cada amostra foram recolhidas num recipiente fechado e
diluidas em 10 mL de &cido nitrico a 65 % (m/v), utilizado para garantir limpeza completa

dos cadinhos. Esse procedimento foi realizado em triplicata nos filmes onde a AgNPs foi
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adicionada, tanto direto na formulacdo, quanto aspergidas. Um branco, isto é, uma
amostra contendo apenas PVOH também foi preparada para detectar eventual

interferéncia do PVOH nos resultados do teor de prata.

5.3.4.5.2 - Espectrometria de Emissao Atdmica com Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP-AES)

A determinacdo do teor de prata nas amostras, dissolvidas em acido nitrico e
preparadas conforme subitem 5.3.4.5.1, foi efetuada utilizando um espectrémetro de
emissdo atomica com plasma acoplado indutivamente (ICP 03) da Varian, modelo Vista
MPX. Um nebulizador de vidro foi utilizado para introducdo das amostras no ICP-AES.
O gés utilizado para geracdo do plasma foi o argénio comercial (99,997%) com fluxo de
15 L/min, o qual também foi utilizado como gas de nebulizacdo e auxiliar num fluxo de
0,7 e 1,5 L/min, respectivamente. Essa analise foi realizada em triplicata e o limite de
deteccdo do método foi de 0,03 pg/L.

5.3.4.6 - Taxa de transmissao de vapor de 4gua (WVTR)

O procedimento foi baseado no ASTM E96-00 (ASTM, 2000) e por (GATTO et
al., 2019). Cinco amostras em forma de disco fixadas no topo das ceélulas de
permeabilidade, onde 3 contendo pentoxido de fosforo (P20s). As células foram
acondicionadas em dessecador contendo solucdo salina saturada (cloreto de sédio) a uma
umidade relativa de 50 £ 5% e mantidas em uma estufa com temperatura controlada (45
+ 1) °C. Usando uma escala analitica, o ganho de massa do sistema (célula e amostra) foi
determinado em intervalos de tempo, durante 168 horas. A taxa de transmissdo de vapor
de agua (WVTR) (gH20 / m?h) foi calculada usando a formula abaixo, onde G (g) é o
peso ganho pelo sistema, A (m?) € a area exposta a transmissao de vapor e t (h) é o nimero

de horas que a amostra passou na camara.

WVTR = G/ (A)
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5.3.4.7 — Avaliacdo antimicrobiana de filmes de AgNPs em modelo de biofilme

microbianos.

Para o estudo de formacéo de biofilmes foram utilizados corpos de prova de 8 mm
de diametro de inox, fabricados em torneiro mecénico. Os filmes de PVOH 100% e com

AgNPs, foram depositados em uma de suas faces e aderidos com fita dupla face.

Os corpos de prova foram colocados e imersos em placas para cultura de células
de 24 pocos (Figura 14) imersos em 1,6 mL de agar BHI (Brain Heart Infusion caldo
HiMedia™) e 0,4 mL de in6culo bacteriano padronizado para 0,5 na Escala de Mcfarland.

Depois, essas placas foram incubadas em estufa microbioldgica a 37°C por 24 horas.

Figura 14-Placas de culturas utilizadas no ensaio

As espécies bacterianas testadas foram Staphylococcus aureus ATCC e
Escherichia coli ATCC. Concluido o periodo de incubagdo, 0s corpos de prova foram
entdo imersos suavemente em solucgdo salina estéril a 0,9% por 30 segundos até a remogéo
do excesso de células plancténicas sobre sua superficie. Para remocao do biofilme e sua
posterior analise, os corpos de prova foram transferidos para novas placas de cultura de
células estéreis contendo 2 mL de solucdo salina estéril a 0,9% e levados ao sonicador

por 2 minutos.
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A solucéo contendo o conteudo celular do biofilme desorganizado ou desagregado
foi quantificada por fluorescéncia e uma aliquota de 30 uL desta foi transferida para
microplacas pretas (FLUOTRACTM, Greiner Bio-One, Ray Lab, New Zealand) proprias
para fluorescéncia (figura 15). Cada poco contendo as soluc@es analisadas recebeu mais
30 pL da solugao do usando kit de LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability L13152
(Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Estados Unidos) (SVENSSON et al.; 2014).

Figura 15-Microplacas utilizadas para realizacéo da fluorescéncia

Para analise do biofilme, foi preparado um referencial de calibragéo de 2 pontos a
partir de um in6culo preparado previamente, sendo um ponto contendo 100% de bactérias
vivas e outro contendo 100% de bactérias mortas, isto €, bactérias submetidas a imerséo
em &lcool isopropilico a 70% por 1 hora, centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos, tendo
descartado o sobrenadante e recuperado a massa bacteriana suspensa em solucao salina a
0,9%. Os dois pontos referenciais foram colocados na concentracdo de 0,5 da Escala de
McFarland.

Apos cada poco da placa de fluorescéncia receber 30 pulL da solugdo contendo
biofilme e 30 uL. do reagente de fluorescéncia, esta foi coberta com aluminio para evitar
exposicdo a luz por 10 minutos. Decorrido este tempo, as placas foram analisadas em
aparelho analisador tipo FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech) (FILOCHE, WONG e
SISSONS, 2010).



63

O reagente possui dois corantes (SYTO 9 e lodeto de propidio) que permitem
identificar células com membrana celular danificada. O SYTO 9 (verde) cora geralmente
todas as bactérias numa populacdo, tanto aquelas com membranas intactas, quanto
aquelas com membranas danificadas. O iodeto de propidio (vermelho) penetra apenas
bactérias com membranas danificadas, causando uma reducéo na fluorescéncia do corante
SYTQO9, quando os dois corantes estdo presentes na amostra. A excitacado/emissao
maximas para estes corantes sdo cerca de 480/500 nm para SYTO9 e 490/635 nm para o
iodeto de propidio (NETUSCHIL et al. 2014).
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de prata biogénica (AgNPs)

6.1.1 - Espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis)

Os espectros de UV-Vis das AgNPs sintetizadas através dos extratos obtidos estdo

apresentados na figura 16.
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Figura 16-Espectros de UV-Vis das AgNPs sintetizadas através dos extratos estudados: a) AgNPs (Pereiro),
b) AgNPs (Umbaluba), c) AgNPs (Jurema) e d) AgNPs (Algodao)

A ressonancia plasmatica de superficie dos AQNPs mostrou um pico perto de 450
nm nos espectros UV-Vis, com alguns deslocamentos, 0 que corresponde a absorbancia
dos AgNPs. Estes picos indicam a reducdo de nitrato de prata em AgNPs.

WANG et al. (2008) evidenciou em seus estudos que o comprimento de onda
caracteristico da absorcdo das AgNPs ocorre em torno de 400 nm e a posi¢do da banda
de absorcdo esta diretamente relacionada ao tamanho médio das particulas, sendo menor

guanto menor o comprimento de onda do maximo de absorcao. Assim, particulas maiores
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levam ao deslocamento da banda de absorcdo para comprimentos de onda maiores e
quando o deslocamento é para comprimentos de onda menores, particulas de menor
dimensdo sdo formadas. Alem disso, o formato das nanoparticulas também depende da
posicdo da banda de absor¢do, sendo mais circular, quanto mais proximo de 400 nm for
0 seu maximo de absorcdo (YAN et al., 2012)

Desta forma pode ser observado que os espectros de UV-Vis das AgNPs
sintetizadas a partir do pereiro apresenta uma banda préxima aos 400 nm, mas de forma
bastante espacada, indicando uma possivel forma bimodal (formas e tamanhos) das suas
particulas, como também as particulas sintetizadas pelo extrato de algodao da praia e
umbauba. O extrato de jurema produziu particulas com uma certa uniformidade em suas

particulas de acordo com espectro encontrado.

6.1.2 - Espalhamento Dinamico de Luz (DLYS)

Os diametros médios das AgNPs obtidas através dos extratos sintetizados
propostos estdo descritos na figura 17. O didametro médio obtido pelo método de utilizacdo
do extrato de pereiro como agente redutor (Figura 17a) foi de 10 nm, com uma
distribuicdo dos tamanhos de particulas de 0,486. Este parametro de distribuicdo dos
tamanhos de particulas esta relacionado com a pluralidade dos tamanhos obtidos, ou seja,
este valor de 0,486 indica a presenca de particulas com varios tamanhos e é considerado
alto, pois o valor ideal seria proximo a zero. Como pode ser observado na figura 17a, tem-

se também a presenca de particulas com didmetros menores, ou seja, entre 2 — 6 nm.

Os fitoconstituintes do extrato de umbaulba conseguiram reduzir a prata para
particulas de didmetro médio de 16 nm com uma distribui¢do dos tamanhos de particulas
de 0,313 (Figura 17b), menor que a do pereiro. Apesar de ser um valor abaixo de 0,5,

apresentou particulas com didmetros maiores na faixa de 30 a 100 nm e de 200 a 900 nm.

Na figura 17c pode-se observar que foram obtidas particulas com diametro médio
de 25 nm pela sintese por jurema-preta, com um valor de distribuicdo dos tamanhos de
particulas de 0,311. J& o didmetro médio e o valor da distribuicdo dos tamanhos de
particulas encontrado nas AgNPs obtidas com o extrato de algoddo do mangue (Figura
17d) foi, respectivamente, de 20 nm e 0,331. Ambas AgNPs apresentaram particulas com
didmetros maiores na faixa de 50 a 110 nm, no caso do extrato de jurema-preta e nas

faixas de 40 a 100 nm e 150 a 500 nm, no caso do extrato de algoddo do mangue.
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A presenca de particulas com didmetros maiores confirma os valores
relativamente altos encontrados para a distribuicdo dos tamanhos de particulas, como

também os espectros de UV-Vis que indicaram este comportamento.
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Figura 17-Diametros médios das AgNPs obtidas por extrato de: a) Pereiro, b) Umbadba, ¢) Jurema-preta e
d) Algoddo do mangue

Com esses resultados podemos afirmar que esses extratos utilizados tem
bom potencial para reducédo e formacdo das AgNPs. Sorescu e Nu (2016), por exemplo,
realizaram sinteses de AgNPs com extratos de folhas e flores de varios tipos de plantas,
entre elas, Abutilon Indicum, Bergenia Ciliata, Clitoria Ternatea, Cochlospermum
Religiosum, Dianthus Caryophyllus, Garcinia Mangostana, Hyacinthus Orientalis, Pinus
Eldarica, Rumex Hymenosepalus e Saraca Indica, e obtiveram nanoparticulas com uma
faixa de didmetro de 2-40 nm para a Rumex Hymenosepalus e 90-110 nm para Abutilon
Indicum. Os tamanhos obtidos também estdo dentro da mesma faixa do encontrado por
David et al. (2014) que utilizou extrato de Momordica charantia como agente redutor de

nanoparticulas de prata, obtendo nanoparticulas com um tamanho médio de 10-50 nm.

1000
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6.1.3- Analise dos extratos pds sintese das AgNPs por espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR)

As espectroscopias de FTIR das AgNPs sintetizadas a partir dos extratos

estudados estdo mostradas na figura 18.
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Figura 18-Espectro de FTIR das AgNPs sintetizadas por extratos de: a) Pereiro, b) Umbatba, c) Jurema-
preta e d) Algoddo do mangue

De acordo com o espectro de FTIR obtido para as AgNPs, pode-se observar
bandas de absorcao para as AgNPs/pereiro (figura 18a) em 3449, 2943, 1638, 1383 e
1072 cm™. Com relagdo a banda de 3449 cm™ pode-se afirmar que se trata da banda do
grupo -OH, oriundo da 4gua, mas o grupo amina tem sua banda caracteristica na faixa de

3300-3400 cm™ e pode estar encoberto pela banda do grupo -OH. A banda de 2943 refere-
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se a ligacdo C-H, possivelmente oriunda de um grupo alifatico. A regido préxima da
banda de 1638 esta relacionada com a dupla de anéis aromaticos corroborando com a
suposicdo da banda na faixa dos 3449 cm™. As demais bandas, 1383 e 1072 cm™, estéo
ligadas a vibracdo do alongamento N-H e um estiramento ou flexdo da banda relacionada
ao grupo CH»-O, respectivamente. J4 para o espectro do extrato de pereiro, temos as
seguintes bandas: 3395, 2938, 1626, 1393, 1258, 1072, 760 e 656 cm™, indicando a
presenca dos grupos hidroxila, oriundo de grupos fenois/agua, alongamentos C — H,
ligacdes duplas carbono-carbono (C = C), alquil e grupos C — O na amostra. Assim, esses
grupos funcionais estariam envolvidos no encapsulamento dos nanomateriais produzidos
e sua eventual estabilizacdo no meio de reacdo, como também o sucesso na obtencao das
nanoparticulas (ATLI et al., 2019; PAUL et al., 2013; REHAN et al., 2019).

A figura 18b mostra as seguintes bandas para o extrato de umbauba puro: 3445,
1634, 1383 e 1065 cm™. As bandas encontradas se aproximam muito das obtidas para o
pereiro, fazendo supor que ambos extratos apresentam os mesmos fitoconstituintes. Para
a nanoparticulas/extrato de umbadba temos: 3395, 2928, 1566, 1410 e 1072 cm™. Mais
uma vez 0s espectros apresentam comportamento muito préximo um dos outros,

confirmando a hipétese acima sugerida (MOHSIN et al., 2019).

O espectro do extrato de jurema preta (figura 18c) apresenta as bandas
caracteristicas: 3397, 1622, 1346, 1024 e 845 cm™. A banda larga em 3397 cm ~1 é devido
ao alongamento O-H em alcoois e fenois, sobreposta ou ndo ao alongamento N-H de

aminas. As bandas em 1622 e 1346 cm !

surgem do alongamento C = O e do
alongamento -C — O dos ésteres, respectivamente. A existéncia de uma banda em 1024
cm ~ ! esta provavelmente relacionada ao modo de alongamento — C-O-C-, e a banda 845,
relacionada a dissulfetos (AZARBANI e SHIRAVAND, 2020; VADIVELU et al., 2020).
Para as AgNPs/extratos temos: 3443, 2423, 1634, 1381, 1053, 837 cm. Todas as bandas
descritas correspondem aos grupos funcionais dos compostos quimicos presentes no
extrato da jurema preta, que sofrem um deslocamento nos valores do nimero de onda e
uma diminuicdo em suas intensidades, devido a interacdo desses grupos funcionais com

as AgNPs (HERNANDEZ-MORALES et al., 2019).

O espectro na cor preta da figura 18d representa 0 FTIR do extrato da planta
algoddo do mangue que exibe bandas de absor¢io em 3433 e 2913 cm™?, representando o
alongamento de O-H e C-H, respectivamente. A banda de absor¢édo localizada em torno

de 1628 cm™ representa a vibragio N-H. A presenca da banda em 1410 cm™ é
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relacionado ao alongamento da ligagdo C-H. A banda em 1072 cm™ foi atribuida ao
alongamento C-O (ONTONG et al., 2019).

A presenca dos grupos fenolicos, que teoricamente sdo responsaveis pela
substituicdo dos ions, esta representada nas regides de 1315-1037, 1600, 1456 e 3400 cm"
! onde a banda proeminente na faixa proxima dos 1600 cm™ é devido ao alongamento da
ligacdo C=C do anel aromético, confirmando assim sua presenca. Comportamento
semelhante foi observado por RAMASAMY et al. (2016) no extrato de Pedalium murex
utilizado em seu estudo. A banda em torno de 3500-3200 cm™ foi atribuida ao grupo
amina N-H presentes em todos extratos utilizados, como também referente a absor¢éo de
umidade do ambiente (3400 cm™, grupo -OH). De acordo com o estudo de JAIN et al.
(2008), a quercetina, um flavonoide fendlico, apresenta bandas de absorcao nas seguintes
regides: 1639 e 3264 cm™. Desta forma, pode-se supor a presenca da quercetina nas

plantas usadas e ela ser a responsavel pela reducéo da prata (JAIN e MEHATA, 2017).

As aminas primarias e secundarias sdo identificadas nas regides de 3500 — 3100
cm, para seu estiramento, e 1640 — 1550 cm™, para seu dobramento, conforme PAVIA
et al. (2008). As espectroscopias das AgNPs desses autores (PAVIA et al., 2008)
mostraram picos proeminentes proximos de 1100, 1390, 1700 e 3400 cm™ devido ao
alongamento das ligacdes C-N (amidas alifaticas), grupo C-H, os alongamentos das
ligagGes C=0 e O-H, respectivamente. Em particular, a banda intensa e larga de absorc¢ao
em torno de 3400 cm™, presente em todos os FTIR, corresponde as vibragBes de
alongamento da ligacdo OH do composto fendlico como o &cido géalico, podendo indicar

o0 envolvimento do grupo funcional OH na reducédo dos ions Ag *.

Os espectros de absorc¢éo de FTIR indicam que o pico de vibracao de alongamento
do grupo carbonil (1700 cm™) mudou em relagdo aos extratos puros. Como 0s compostos
fendlicos sdo facilmente oxidados para formar quinonas, essa mudanca pode indicar que
0 produto da reducdo da prata pelo &cido galico pode ser um composto quinoide. As
bandas de absorcdo que aparecem no espectro de FTIR dos extratos também podem ser
vistas nos espectros de FTIR de AgNPs/extratos. 1sso mostra que os fitoconstituintes

podem proteger as AgNPs da agregacdo (DAVID et al., 2014).
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6.1.4 — Determinacdo da Concentracdo inibitoria minima (CIM)

Para determinacdo da CIM contra as bactérias testadas utilizou-se concentracGes
que variaram de 2000 a 0,976 mg/mL das AgNPs produzidas (figura 19). Na concentracdo
mais alta testada, as AgNPs conseguiram exercer efeito antimicrobiano contra as cepas,
seja ela Gram positiva ou Gram negativa. Com a reducdo da concentragédo em 50 %
(1000mg/mL) das AgNPs, apenas as amostras PER (pereiro), UMB (umbautba) e ALG
(algodao) apresentaram atividade bactericida, mas ao diminuir essa concentracdo, ja ndo
é possivel identificar esse comportamento (Tabela 3). No que se refere aos efeitos das
nanoparticulas de prata contra E. coli observou-se que a prata apresentou 0 mesmo
comportamento bactericida quando utilizada a concentragdo de 2000 mg/mL (Tabela 4).
Para a reducdo da concentracdo em 50% (1000mg/mL), s6 foi observado este
comportamento para PER e UMB. Para a amostra ALG ndo obteve nenhum resultado

para a E. coli.

Tabela 3-Valores de CIM das AgNPs contra Staphylococccus aureus ATCC 19095

‘ ALG ‘ JUR ‘ PER ‘ UMB
CIM ‘1000mg/mL ‘ZOOOmg/mL ‘1000mg/mL ‘1000mg/mL

Tabela 4 - Valores de CIM das AgNPs contra Escherichia coli ATCC 8739

‘ ALG ‘ JUR ‘ PER ’ UMB
CIM ‘ND ‘ZOOOmg/mL ‘lOOOmg/mL ‘1000mg/mL
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Figura 19-Ensaio de CIM das AgNPs produzidas.

6.2 — Definicdo do teor de glicerol na formulacdo de PVOH/NCC/Acido
citrico/Glicerol

6.2.1 — Avaliacdo Visual dos Filmes

As fotografias dos filmes obtidos sdo apresentadas na figura 20. Os filmes obtidos
sem incorporacdo de glicerol (GL) apresentaram um aspecto quebradico e opaco. Ao
adicionar os teores de GL propostos, foi observada uma melhor flexibilidade, mas
também foi observado um comportamento de exsudacao nos filmes para teores de GL
acima de 2,5 % em massa. Logo, o teor de glicerol incorporado nos filmes ficou limitado
a 2,5 % em massa. A espessura média dos filmes obtidos em todas as formulacdes foi de
0,075 £ 0,002 mm.
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Figura 20 - Fotografias dos filmes produzidos de acordo com as formula¢es propostas e com 95 mm de
didmetro: a) formulacdo A; b) formulacdo B; c¢) formulag¢do C; d) formulacdo D; e) formulacdo E; f)
formulacéo F; g) formulagdo G; h) formulacdo H; i) formulacgdo I; j) formulacéo J; k) formulacdo K



6.2.2 — Resisténcia a tracdo

Os parametros de tensao de ruptura (RT), alongamento na ruptura (%e) e mddulo
de elasticidade (E) refletem as caracteristicas mecanicas principais de filmes poliméricos
empregados na industria de embalagens. Sabe-se e que essas propriedades estdo
intimamente relacionadas com a composi¢cdo quimica e estrutura desses filmes
(DEBEAUFORT et al., 1997) A Tabela 5 resume os resultados de RT, %e e E de filmes
PVOH contendo diferentes composicdes e teores de glicerol, representados graficamente

nas Figuras 21 a 23.

Tabela 5 - Dados do ensaio de resisténcia a tracdo (para 5 corpos de prova)

Amostra Tensdo de Alongamento na Médulo de
ruptura-RT ruptura (%e) elasticidade-E
(Mpa) + 6* c* (MPa) £ 6*
A - PVOH 21,30 +1,55 11,03+1,95 144,46 £ 6,05
B - PVOH/NCC 10,87 £1,42 6,15+0,81 95,43 + 3,23
C - PVOH/GL?® 20,86 £ 0,33 1418 +1,20 140,86 £ 5,75
D - PVOH/AC 10,74 £ 1,83 32,29 £2,99 78,96 + 5,93
E- PVOH/NCC/GL?% 8,63+1,16 1457 £0,42 69,15 + 0,86
F- PVOH/NCC/AC 9,46 £ 0,40 64,01 + 3,90 31,24 +1,32
G- PVOH/GL?5/AC 5,710 +£0,78 58,017 +5,57 12,994 + 0,48
H-PVOH/NCC/GL?*°/AC 4,58 +0,74 64,27 + 2,34 16,64 £ 0,92
| -PVOH/NCC/GL®>%AC 3,82 +£0,68 103,04 + 3,46 7,98+0,94
J -PVOH/NCC/GL'S/AC 5,07 £0,29 139,55 £ 0,98 9,29 £0,39
K - PVOH/NCC/GLY/AC 126,07 £ 3,36 9,68 £0,95

5,14 +0,36

*o — desvio padrao
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Figura 21- Valores da resisténcia a tragdo dos filmes produzidos
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Figura 22- Valores de alongamento na ruptura dos filmes produzidos
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Figura 23-Valores do médulo de elasticidade dos filmes produzidos

Pode-se observar, de uma forma geral, que os filmes plastificados com glicerol
apresentaram menor RT e uma tendéncia de queda na resisténcia a medida que este
plastificante foi adicionado. O glicerol age como plastificante causando uma reducdo das
interacOes intermoleculares e aumentando o volume livre do sistema e conduzindo a um
aumento no alongamento dos filmes. Pode ainda aumentar o conteudo de umidade devido
os grupos hidroxilas do glicerol favorecem a ligacdo com moléculas de dgua. A extensdo
do alongamento na ruptura define a ductilidade do material, sendo maior quanto maior
for o alongamento (UCPINAR ec AYTAC, 2019).

Nota-se que o comportamento de alongamento foi também afetado pela acdo do
reticulante (AC) nos filmes obtidos. Na Tabela 3, percebe-se que a influéncia do
reticulante no %e chega a ser maior que a influéncia do plastificante a base de GL, quando
em concentracdes de até 2,5%. A composicdo D apresenta um (%ce) de 32,28% contra
14,17 e 11,03 % das composicOes C e A, respectivamente. De acordo com CHAMBI et
al. (2006), para filmes reticulados a porcentagem de alongamento na ruptura pode ser
maior do que para filmes ndo reticulados, desde que exista muitas liga¢des fracas do tipo

van der Waals, intercaladas com pequenos sitios de ligacdes fortes.

O modulo de elasticidade (E) foi calculado pela curva de tensdo versus
deformac&o, dentro do limite elastico. E um parametro que caracteriza a rigidez do filme,

possibilitando informacdes a respeito da dureza ou da resisténcia que este apresenta a
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deformacéo elastica. Quanto maior o modulo, maior sera a resisténcia a deformacéo e
rigidez do material, ou seja, o filme apresenta menor flexibilidade. Para misturas
poliméricas o E é fortemente dependente da composic¢do. De uma forma geral pode-se
observar que o modulo de elasticidade diminui com o aumento do teor de plastificante.
Isto se deve ao fato de que os plastificantes conseguem penetrar no filme aumentando o
volume livre entre as moléculas dos polimeros, aumentando desta forma a elasticidade
dos filmes (PORTO, 2007).

Sabe-se que para além de boas propriedades mecanicas, aspectos estéticos ou
visuais sao fatores relevantes para aplicacdo em produtos comerciais. Assim, fica
evidente a necessidade de um conjunto de propriedades e caracteristicas. Portanto, para
aplicacdo de nanoparticulas de prata e estudo de inibicdo bacteriana foi selecionado a
formulacéo H, ou seja, PVOH (67%) /INCC (3%) /AC (27,5%) /GL (2,5%), como a
mais apropriada por conciliar boas propriedades mecanicas e visuais. Formulacdes
contendo mais que 2,5 % de GL, embora tenham tido um étimo desempenho de
alongamento na ruptura, apresentaram exsudacéo, indicando que houve extrapolagédo do
limite de solubilidade de GL na matriz de P\VOH.

6.3 — Caracterizag&o dos filmes de PVOH/NCC/AC/GL2°/ AgNPs

6.3.1 — Resisténcia a tragdo

Apesar do objetivo principal da incorporacdo das nanoparticulas de prata nos
filmes de embalagem seja seu carater antimicrobiano, melhorando a seguranca alimentar,
existem alguns beneficios adicionais que podem ser obtidos com esse aditivo. Conforme
KUORWEL et al. (2015) muitos autores tém reportado uma sinergia nas propriedades
mecanicas em decorréncia de incorporacdo de nanoparticulas de prata em filmes
poliméricos. Os valores de RT, %e e E para 0s compositos
PVOH/NCC/AC/IGL2%/AgNPs sio apresentados na Tabela 6, as representacdes
gréficas individuais dessas propriedades mecanicas sdo mostradas nas Figuras 24 a 26.
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Tabela 6 - Dados do ensaio de resisténcia a tracdo dos filmes da formulagéo proposta sem e com diferentes

tipos de AgNPs incorporadas por dois métodos distintos.

Amostra Tens3o de Alongamento Modulo de
ruptura -RT na ruptura elasticidade -E
(MPa) + ¢ (Yoe) £ & (MPa) £ ¢
H: - PVOH 9,43 +1,39 64,69 + 2,25 82,36 + 5,54
H, - PVOH/GL25/AC 5,08 +0,41 107,27 + 8,65 8,37+ 0,40
Hs - PVOH/NCC/GL2?%/AC 8,54 +0,84 18,61 +£0,77 94,91 £5,18
Hs- PVOH/NCC/GL2°/AC/AgPe* 9,01 +0,64 24,72 +1,66 217,99 +17,01
Hs -PVOH/NCC/GL25/AC/AgPer** 9,82 + 0,05 20,29 +1,42 220,28 + 3,22
Hs - PVOH/NCC/GL25/AC/AgUYmb=* 6,05+ 1,22 42,80 + 2,05 14,38 + 3,77
H7 - PVOH/NCC/GL25/AC/AgYmo** 4,05+0,13 34,01 +2,56 12,95+ 2,18

*AgNPs incorporada na solucdo filmogénica /** AgNPs aspergida por SBSp/PER-Pereiro/UMB-

Umbaiba; o — desvio padrdo
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Figura 24-Valores da resisténcia a tracdo dos filmes produzidos
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Figura 26-Valores do mddulo de elasticidade dos filmes produzidos

Os filmes contendo AgNPs, apresentaram melhores resultados nas propriedades
mecanicas comparado aos filmes sem adi¢cdo de AgNps. Sabe-se que nano cargas tem
potencial maior de conferir melhorias nas propriedades gerais de compoésito em
detrimento de micro cargas, o carater nanométrico possibilita interacbes desta mesma
ordem de grandeza, resultando em propriedades finais muito mais pronunciadas
(KUORWEL et al., 2015). O aumento da resisténcia mecanica pode ser atribuido a boa

interacdo fisica entre a matriz polimérica e as AgNPs. Conforme SARWAR et al., 2018
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a distribuicdo das AgNPs cria um grande contato interfacial com matrizes de polimeros.
Sendo as interagdes de interface entre carga e matriz 0s principais responsaveis pelas
propriedades finais em materiais compositos (SCHADLER et al., 2007).

Os autores RHIM et al. (2006), LAVORGNA et al. (2014), EMAMIFAR et al.
(2010) e JAIN et al., (2008) reportaram comportamento semelhante nas propriedades
mecéanicas quando da adicdo de nanoparticulas de prata, registrando incremento nas

propriedades de (RT) e (E) com consequente reducédo do (%e).

Apesar de um comportamento geral de reducdo do (%¢) com a adi¢do de AgNps
guando comparado a filme puro, filmes contendo AgNPs provenientes do extrato de
umbauba obtiveram melhores resultados no alongamento na ruptura, fato este que pode
estar relacionado com os componentes do extrato que inibem a aglomeracdo das
particulas de AgNPs mas ndo impedem a interacdo das particulas com a matriz, como
pode estar acontecendo nos filmes com adicdo de AgNPs provenientes do extrato de
pereiro. Observa-se ainda que as amostras D e E, contendo AgNPs obtidas do pereiro
apresentaram maior (E), o que pode ser atribuido a menor dimensdo média das AgNPs,
10,03 nm, provenientes deste extrato como verificado nos ensaios de DLS. Quanto menor
0 tamanho das particulas maior sera area superficial implicando em maiores interagdes
de superficie, justificando a propriedade (E) destacada quando comparado aos filmes
contendo AgNPs obtidas de umbauba.

Quanto ao mecanismo de incorporacado das AgNps nos filmes, percebe-se que as
propriedades alcangadas pela incorporacéo de AgNPs diretamente na solucao filmogénica
foram mais expressivas, a exce¢do da elongacdo na ruptura a qual é coerente com o
elevado modulo de elasticidade apresentado. Tais propriedades destacadas
provavelmente relacionam-se tanto com o tipo de extrato, pereiro ou umbauba, quanto
com a dispersdo e distribuicdo das nanoparticulas de prata no interior da matriz
polimérica, visto que as AgNPs atuam, além da acdo antimicrobiana, também como carga
no compdsito PVOH/NCC/AC/GL?%/AgNPs. No entanto acredita-se que a fungéo
bactericida das AgNPs é melhor explorada nos filmes cujas AgNPs foram incorporadas
via SBS, possibilitando maior regido de contato com o ambiente externo a superficie do

filme.
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6.3.2 - Andlise Rugosimétrica (Sa e Sz)

A morfologia e a topografia das amostras produzidas estdo apresentadas nas
figuras 27 e 28.

De acordo com as imagens obtidas pode-se observar que mesmo os filmes sem
incorporacdo de AgNPs possuem grande rugosidade, indicando ser uma caracteristica do
processo de fabricacdo que utiliza estufa de circulagdo forgada de ar. Apesar de outros
processos de fabricacdo (spin coating, SBSp) terem sido utilizados, ndo se obteve sucesso
na formacdo do filme com a concentracdo/viscosidade da solucdo de PVOH estudada.
Outra possivel causa é a liberacdo de agua durante o processo de conformacéo do filme e
a reticulacdo do filme, tendo em vista, o grande numero de hidroxilas presente nos
constituintes do filme e a reacdo com o &cido citrico, resultando em liberacdo de agua e

podendo ser a causa também dessa rugosidade.

Outro ponto observado pelas imagens ¢ a formacdo de grandes “poros” nas
amostras E e G que sdo referentes as com adicdo de AgNPs por SBSp. Este
comportamento pode estar relacionado com a aspersdo de dgua no filme e também, com
a pressdo exercida pelo ar do sistema de SBSp, apresentando grandes realces em sua
morfologia. A morfologia de picos e vales podem ser as AgNPs aspergidas, o que

favorecera a agdo antimicrobiana da nanoparticula no filme.
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Figura 27-Imagens em 2D e 3D por perfilometria das amostras: a) PVOH, b) PVOH/GL2,5/AC, c)
PVOH/NCC/GL2,5/AC, d) PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgPer*.



82

9)

um
0 50 100 150

Lol o i fun

150

T

100

e

gm

50

Figura 28-Imagens em 2D e 3D por perfilometria das amostras: €) PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgPer**, f)
PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgUmb*, g) PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgUmb**
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6.3.3 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) acoplada a espectrometria de energia
dispersiva de raios-X (EDS)

As micrografias de MEV e o0 mapeamento da prata dos filmes H4
(PVOH/NCC/GLZ%AC/Ag™"™), H5 (PVOH/NCC/GLZ%/ACIAgPe™**), H6
(PVOH/NCC/GL?/ACIAGU™*) e H7 (PVOH/NCCIGL?/AC/AgU™**). estio
apresentados nas figuras 29 e 30, respectivamente.

EMT= 700k/ Mag= 500X ‘Signal & = SE2 EHT= 700KV Mag= 500X Signal A= SE2
WD=77mm  Pixel Size =2292nm  Photo No. = 2238 WD=78mm  PielSize=2292nm  Photo No. = 2233

0 pm EHT=700kv  Mag= 500X Signal A = SE2 EHT = 7.00kV  Mag= Signal A = SE2
WD=T74mm  Pixel Sze =2282nm  PhotoNo, = 2231 WD=77mm  Piel Sze=1146nm  Photo No.= 2218

Figura 29- Micrografia de MEV da superficie das amostras: a) (PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgPer*), b)
(PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgPer**), C) (PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgUmb*) e d)
(PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgUmb**).
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Figura 30- Mapeamento da prata (pontos brancos) na superficie nas amostras por EDS: a)
(PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgPer*), b) (PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgPer**), c)
(PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgUmb*) e d) (PVOH/NCC/GL2,5/AC/AgUmb**).

As micrografias dos filmes produzidos apresentaram boa incorporacéo da mistura
(NCC, &cido citrico, glicerol e AgNPs) na matriz polimérica PVOH, onde a Unica exce¢do
foi a amostra do filme H5 (PVOH/NCC/GL?*%AC/AgY™*) que ainda apresentou NCC
em sua superficie, em forma de aglomeracdo, possivelmente pela sua migracdo para a

superficie durante a preparacdo dos filmes.

Resultado similar ao encontrado no trabalho, foi exposto por SARWAR et al.,
onde fora incorporado a matriz de PVOH, NCC e AgNPs e estudados suas propriedades,
onde por imagens de MEV, ele mostrou a incorporagédo dos constituintes e em algumas
situacOes a ndo incorporacao total das nanoparticulas (NCC/AgNPs) (SARWAR et al.,
2018).

O mapeamento das amostras identificou a presenca das AgNPs, conforme
ilustrado na figura 30 pelos pontos brancos nas micrografias das amostras estudadas.
Onde podemos também observar uma boa dispersdo das AgNPs indiferente do método

de aplicagdo, por SBSp ou adicionando na mistura filmogénica.
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6.3.4 - Espectrometria de Emissdo Atémica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-
AES)

As amostras com a adi¢do de AgNPs apresentaram 0s seguintes teores de prata

como expostos na tabela 7

Tabela 7 - Teor de prata nos revestimentos

Amostras Teor Ag (ug/cm?) *
0,0269 + 0,0009

Hy - PVOH

2,2981 + 0,1686
Ha- PVOH/NCC/GL2S/ACIAGPer

0,296 + 0,0664

Hs -PVOH/NCC/GL25/AC/IAgPe**
2,452 £ 0,2822

Hs- PVOH/NCC/GL25/AC/IAgU™™*
0,378 +0,0151

H7-PVOH/NCC/GL?5/AC/AgYmb**
* Valores da média e desvio padrdo(c) da triplicata.

Conforme esperado os maiores valores foram obtidos pelas amostras que tem a
incorporacdo das AgNPs durante o processo de formacdo do filme, apesar de apresentar
grande desvio padrdo, onde se justifica, em virtude de utilizar as nanoparticulas em

solucdo aquosa sem perdas, como ocorre na aspersdo aleatoria sobre os filmes.

A amostra A, que representa o PVOH puro, apresentou teores de Ag em virtude
de possivel contaminacdo. Porém o teor encontrado é significativamente menor que
aquele obtido nas amostras contendo AgNPs. Os resultados dos filmes aspergidos por
SBSp, apresentam uma diminui¢do dos teores, pois ndo € possivel garantir que toda Ag
aspergida seja incorporada no filme, apenas ajusta-se os parametros de trabalho (WD,

Pressdo, Taxa de injecdo) para minimizar as perdas.



86

6.3.5 — Determinacédo do angulo de contato

As imagens e os resultados das medidas de angulo de contato (em graus °) constam
da Tabela 8 e Figura 31.

Tabela 8 - Valores do &ngulo de contato para os filmes produzidos

Amostras Angulo de

contato

() *+o
Hi: - PVOH 22,78 + 3,28
H, - PVOH/GL?5/AC 51,26 + 2,67
Hs - PVOH/NCC/GL?5/AC 53,36 + 2,66
Ha - PVOH/NCC/GL?%/AC/AgPe* 57,61+ 3,72
Hs -PVOH/NCC/GL?5/AC/AgPer** 42,27 + 3,12
Hs- PVOH/NCC/GL?5/AC/AgY™* 37,26 £ 5,00
H; - PVOH/NCC/GL25/AC/AgYmo** 27,94 + 3,39

*Valores correspondentes a média e desvio padrao(c) de 5 medidas
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Figura 31-Valores médios do angulo de contato dos filmes produzidos

Como demonstra a tabela 8 e a figura 31, os angulos de contato das formulacGes
aumentaram em relacio ao polimero puro, onde a formulagdo Ha
(PVOH/NCC/GL2%/ACIAgP®™*) com a adicdo das AgNPs de pereiro direto na formulagéo
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obteve o melhor resultado, ou seja, obtendo o maior carater hidrofébico. Comportamento
este justificado pela interacdo das AgNPs com a matriz polimérica como dito
anteriormente e também, uma melhor reticulagdo da amostra utilizada. Conforme
observado, uma das finalidades do processo de reticulacdo foi uma melhor interacéo das
ligacdes entre 0 PVOH e o NCC, dificultando uma ligacdo com a 4gua, melhorando assim

o carater hidrofobico do filme.

Os resultados obtidos foram bons quando comparados com alguns estudos
realizados, como 0 de KUCHAIYAPHUM et al. (2014), que produziu os filmes de PVOH
/ amido de arroz / fibra de seda (PVOH / RS / SF) que foram modificados pela adi¢do de
glicerol, onde ele conseguiu um aumento significativo em suas amostras ( em média um
aumento de 40 ° no angulo de contato). Além disso, os filmes modificados com glicerol
tratados com etanol também apresentaram maior grau de intumescimento com

solubilidade constante e melhores propriedades mecanicas

Em outro trabalho realizado, ZHANG et al. (2019) sintetizaram filmes de hidrogel
de PVOH/ carboximetil quitosana / cianidina (PVOH / CMCS / CY) e verificou suas
propriedades, sendo uma delas a sua hidrofobicidade através do angulo de contato. O
angulo de contato dos filmes de hidrogel de PVOH / CMCS / CY foi maior que o dos
filmes de PVOH / CMCS, indicando que os filmes de hidrogel de PVOH / CMCS / CY
eram mais hidrofébicos que os filmes de PVOH / CMCS devido a presenga de CY
(ZHANG et al., 2019), comportamento semelhante ao trabalho proposto.

WU et al. estudou o efeito da reticulacdo induzida por &cido citrico (CA) na
estrutura e propriedades do filme composto de amido de batata (PS) / quitosana (CS),
onde em virtude da reticulacéo, os valores dos angulos de contatos dos filmes PS / CS
reticulados sem e com CA, onde aumentou de 34,47 ° para 56,43 ° (com adi¢éo de 15%
CA), indicando que a hidrofobicidade da superficie dos filmes PS / CS foi melhorada.
Isso pode estar relacionado a formacéo de grupos éster hidrofébico entre o &cido citrico
e os polissacarideos, levando a uma diminuicdo no numero de grupos polares,

dificultando a absorcédo de agua da superficie do filme (WU et al., 2019).
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6.3.7 - Taxa de transmissdo de vapor de agua (WVTR)

Os efeitos da adigdo dos NCC e a reticulagédo dos filmes por acido citrico na taxa

de transmissdo de vapor de agua (WVTR) esta apresentada na tabela 9.

Tabela 9 - Valores de WVTR das amostras produzidas

Amostras WVTR(g/m?h)
+0

H. - PVOH 1,9481 + 0,028

H2 - PVOH/GL25/AC 1,4996 + 0,0921

Hs - PVOH/NCC/GL25/AC 1,4518 +0,3248

H, - PVOH/NCC/GL2S/AC/IAg™™ | 1,7426 +0,2390
Hs -PVOH/NCC/GL2S/AC/AgPe™* | 1,3181 % 0,2425
He- PVOH/NCC/GL2S/AC/AgU™ | 1,4675 + 0,1747
Hy - PVOH/NCC/GL2S/AC/IAgU™** | 1,2899 + 0,2652

*AgNPs incorporada na solucdo filmogénica /** AgNPs aspergida por SBSp/PER-Pereiro/lUMB-

Umbauba; o — desvio padrdo

2,2
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Figura 32 - Gréfico da permeabilidade ao vapor de agua

De acordo com os resultados obtidos podemos observar que a reticulagdo reduziu

a taxa de transmissdo ao vapor de &gua, cerca de 23%. Ja a adicdo do NCC ndo teve o
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efeito desejado. A Unica amostra que o resultado foi significativo, foi a amostra Ha, onde
ocorreu uma boa redu¢do da WVTR, em relacdo a amostra A que representa o PVOH
puro. Possivelmente a adigdo das AgNPs diretamente na formulacéo pode estar ajudando
ao aumento da WVTR na amostra Has, tendo em vista 0 comportamento da amostra Ha.
Esse comportamento destaca a diminuicdo da WV TR das amostras que foram aspergidas
as AgNPs por SBSp em relacdo aquelas que forma inseridas na solugcdo polimérica.
Possivelmente, o processo de retirar as amostras para aspersdo e também a adicdo de mais
solvente (agua) no filme pode estar prejudicando os valores de WVTR em comparacao

aos filmes com AgNPs na formulacéo.

Estes comportamentos das amostras podem ser explicados possivelmente pela
natureza hidrofilica do NCC e das AgNPs, a qual ndo sobrep6s ao efeito barreira advindo
da adicdo de reticulante (ZHANG et al., 2016). Outro ponto que pode estar influenciando
o comportamento de barreira ao vapor d’agua do filme é a utilizagdo do glicerol como
plastificante, sabendo que o glicerol é bastante hidrofilico e pode estar atrapalhando a

espera propriedade de barreira que os NCC agregariam ao filme.

LUIS et al. (2014) obteve em seu trabalho uma reducéo para a taxa ao incorporar
na matriz de PVOH 5% de NCC. De acordo com os autores, a adicdo de NCC diminuiu
a WVP dos filmes por ampliar o caminho através do filme que as moléculas de agua
devem passar ocupando os espagos entre as moléculas da matriz polimérica (LUIS et al.,
2014). Como nesse trabalho, a adigdo de NCC néo alterou a WV TR da matriz polimérica.
A interacdo dos NCC com a mesma, provavelmente, foi afetada pela presenca dos agentes

reticulante e plastificante.

No que se refere a adicdo de acido citrico, o estudo de OLIVEIRA et al. (2017)
foi conduzido para avaliar os efeitos combinados de um nanoreforco (NCC) e um
reticulador (acido citrico) nas propriedades de tracéo, barreira e resisténcia a 4gua de
filmes de pectina de casca de banana, a fim de avaliar se essa combinagdo de aditivos
resulta em filmes com propriedades melhoradas, quando comparado com o uso individual
de cada aditivo. Esses autores observaram que os filmes apresentaram diminuicdo da
permeabilidade ao vapor de &gua com o aumento do teor de NCC. A diminuicdo do
WVTR foi efetiva em 2,5% em peso para filmes sem AC e em 5% em peso para filmes
contendo AC, e é atribuida ao caminho tortuoso induzido pelos NCCs para transmissao

de vapor de agua (OLIVEIRA et al., 2017). Esses resultados corroboram com aqueles
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observados nesse trabalho e indicam que concentracbes maiores de NCC poderiam

induzir uma melhora nas propriedades de barreira dos filmes.

6.3.8 - Andlise de formacdo de biofilme por fluorescéncia

A Figura 33 e a tabela 10 mostra porcentagens de células viaveis (com membrana
celular intacta, e, portanto, com alguma capacidade de sobrevida) aderidas a superficie
(biofilme) dos discos em relacdo a Escala de McFarland (topo de 100%). Embora o erro
estatistico seja muito grande (esperado nesse tipo de experimento) observa-se
significancia estatistica em relacdo aos grupos estudados (com prata) e os controles

negativos para cada bactéria isoladamente.

Tabela 10 - Média dos resultados obtidos pelo teste (em valores percentuais relativos)

% de células viaveis

S. aureus E. coli
Amostras
média +c média +o
Controle - PVOH 134,27 + 14,424 67,16 + 12,048

H, - PVOH/NCC/GL?25/AC/AgPe* 66,94 + 40,132 101,65 + 17,165
Hs -PVOH/NCC/GL25/AC/AgPe** 127,8 + 26,108 65,27 + 16,797

Hs - PVOH/NCC/GL?5/AC/AgYmb=* 61,37 +£8,74 114,71 £ 6,332

H7 - PVOH/NCC/GL25/AC/AgVm** | 78,89 £ 35,193 110,82 £11,732
o — desvio padréo

Biofilme aderido

'S. aureus' 'E.coli’
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160
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100 :|:
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Amostra

Figura 33 - Valores dos n° de biofilmes aderidos nas amostras
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De acordo com os resultados obtidos podemos ver que os filmes tem um
carater inibidor na formacdo de biofilme para a espécie bacteriana S. aureus, até
mesmo a amostra do filme E, que corresponde a adicdo de AgNPs/pereiro por SBSp,
gue possui um valor um pouco maior que o controle adicionando o valor do desvio
padrdo. Outro ponto a destacar que nao houve muita influéncia a forma de aplicacdo
da prata, no carater bactericida do filme, pois os valores obtidos foram muito
similares para ambas as formas.

Para E. coli ocorreu um comportamento incomum, onde s6 a amostra Hs
possui um valor maior, se adotado o desvio padrdo, que a amostra controle. Este
comportamento pode ser explicado pelo fato que durante o processo de reducdo da
prata pode ter acontecido alguma modificacdo metabdlica na prata, como essa
mudanca pode ter ocorrido no processo de formagéo do filme, onde os materiais
praticamente estimularam o crescimento de E. coli em biofilme. Adotando que o meio de
cultura é o mesmo, houve em parte um suporte para melhor crescimento de E. coli, seja
por fator de superficie ou fator metabdlico, tendo em vista que o resultado esperado
seria a reducdo da formacdo de biofilme, pois a E. coli é uma bactéria Gram-negativa
e as nanoparticulas de prata possuem carater eletropositivo, facilitando sua agéo
bactericida. Fato similar foi descrito por SONOHARA et al. e por DUTRA et al. que
demonstraram em seus trabalhos as diferentes estruturas e caracteristicas das
bactérias estudadas, E. coli (Gram-negativa) e S. aureus (Gram-positiva) (DUTRA et
al., 2018; SONOHARA et al., 1995).

Outra questdo que poderia justificar tdo comportamento esta relacionado a
hidrofobicidade. Uma caracteristica atipica da membrana externa de Gram-negativas é a
distribuicdo assimétrica dos lipideos sobre as faces externa e interna. A face externa
contém todos os lipopolissacarideos (LPS), enquanto a face interna contém a maioria dos
fosfolipideos. Os LPS contém mais carga por unidade de area que os fosfolipideos e a
maioria desta carga é aniénica em pH neutro, devido a exposi¢do de grupos carboxil e
fosforil que podem ser ionizados. A face externa é altamente carregada e altamente
interativa com cations. Evidéncias sugerem que a presenca de LPS na superficie celular
de Gram-negativas tende a tornar a célula bacteriana mais hidrofilica e a perda de LPS da
superficie celular torna a superficie mais hidrofébica. Hidrofobicidade de S aureus é

estimada em 80% e de E coli em 60%. E quanto a carga: tende a tornar a célula bacteriana
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mais hidrofilica e a perda de LPS da superficie celular torna a superficie mais hidrofobica
(JOSHI et al; 2020)

Outro fato que pode justificar tal comportamento, que a producdo das NCC
por &cido sulfurico, como foi utilizado neste trabalho, possuem grupos éster sulfato
carregados negativamente em sua superficie que induz a repulsdo eletrostatica para
produzir uma dispersdo coloidal altamente estavel, carregando assim os NCC com
carga eletronegativa (GRISHKEWICH et al., 2017). Entdo podemos supor que
ocorre uma interacdo eletroestatica entre as AgNPs (positiva) e as NCC negativas,
dificultando a agdo antimicrobiana da AgNP, tendo em vista que as bactérias Gram-
negativas, tende a ser mais afetadas pela AgNP, em virtude da sua membrana
plasmatica ser carregada negativamente.

Outro ponto que poderéa explicar a melhor acdo antimicrobiana das AQNPs em
relacdo ao S. aureus em detrimento a E. coli e as caracteristicas de interac@es lipidio-
lipidio da membrana plasmatica da S. aureus que € menos resistente a formacgéo de
poros do que a da membrana do E. coli, onde esta fragilidade pode ser explicada

através da mobilidade dos lipidios que formam a membrana (PIGGOT et al., 2011).
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7 — CONCLUSOES

Os resultados encontrados demonstram a possibilidade de obtencdo de
nanoparticulas de prata utilizando os extratos de plantas oriundas dos biomas caatinga e
mata atlantica. Todos os extratos apresentaram banda de absorc¢éo de UV-Vis proximo a
420 nm, caracteristico das AgNPs e tamanho médio de particulas entre 10 e 25 nm, mas
com uma distribuicdo dos tamanhos das particulas elevada, ou seja, entre 0,311 e 0,486.
Dentre os extratos preparados, destaca-se que o extrato de algoddo da praia que nao teve
efeito contra E. coli e o extrato de jurema-preta contra S. aureus., ambos excluidos da
etapa de incorporacdo das nanoparticulas nos filmes. Dessa forma, a continuidade do
trabalho foi realizada utilizando as AgNPs sintetizadas com o extrato do pereiro e da
umbauba por apresentarem menor tamanho de particula e atividade antimicrobiana contra

S. aureus e E. coli.

Os espectros de FTIR dos extratos puros apresentaram de forma similar para todos
0s casos as seguintes bandas: 3500-3200, 1100 e 680-600 cm™. As bandas em torno de
3500-3200 cmt, 1620 cm™ e 1450 cm representam o grupo O-H de composto aromatico,
presentes em todos extratos utilizados e com maior énfase no extrato de pereiro. Esses

compostos aromaticos, provavelmente, foram os responsaveis pela reducéo da prata.

Na escolha da formulacdo do filme, os ensaios de tragdo e inspegdo visual
determinou que a formulacdo que obteve melhor resultados simultdneo nas duas
caracterizagdes foi a PVOH (67%) /NCC (3%) /AC (27,5%) /GL (2,5%). Desta forma,
apos a selecdo da formulacdo, os filmes obtidos foram caraterizados, visando obter um
filme com uma melhor performance em suas caracteristicas mecanicas e nas suas
propriedades de barreira. Além desses aspectos, 0 método de incorporagdo das AgNPs no
filme foi avaliado. Para as propriedades mecanicas, os resultados apresentaram uma
melhoria em relacdo ao polimero puro. A adi¢cdo da AgNPs na matriz filmogénica acarreta
uma melhoria nas propriedades mecéanicas dos filmes em comparagdo aos sem adicao,
onde pode-se explicar esse comportamento em virtude da interacdo das AgNPs e o0s

constituintes da matriz por sua relagdo superficie/volume.

Para as propriedades de barreira ao vapor de agua foi observada uma melhora
nessa propriedade apenas em fungdo da adicdo do agente reticulante. Por Gltimo, tem-se
que os filmes apresentaram comportamento antimicrobiano muito préximo em relagéo ao

método de incorporacdo. Desta forma, pode-se sugerir que em relacdo a aplicacdo das
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AgNPs, o método de SBSp é o mais recomendado, pois apresenta 0 mesmo desempenho
antimicrobiano e nas demais propriedades, contudo com um teor de AgNPs menor. Logo,
a exposicao dos consumidores as nanoparticulas de prata € menor, tornando a embalagem
flexivel ativa mais segura e apta a atender as exigéncias de toxicidade a saude publica dos

orgaos reguladores nacionais e internacionais.
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