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RESUMO

Diante da busca pelo desenvolvimento de tecnologias sustentaveis, esse trabalho de dissertacao
de mestrado coaduna dois materiais oriundos de tecnologias verdes, com 0 objetivo de
contribuir com a producdo responsavel de embalagens antimicrobianas para alimentos:
nanoparticulas de prata biogénicas e polimero de poli(farneseno-co-metacrilato de isobornila)
— p(Far-co-IBOMA), obtido com mondmeros provenientes de fontes renovaveis. Diante disso,
este trabalho investiga ainda a possibilidade de utilizagdo do método de Solution Blow Spraying
para produzir revestimentos em papel para a aplicagdo em embalagens ativas, de modo a obter
as propriedades necessarias para a aplicacdo. Como comparativo, foram utilizados
revestimentos produzidos por laminacdo, um método utilizado extensivamente na industria
para revestimento de papel. A metodologia adotada envolveu a sintese das nanoparticulas pelo
método verde, aplicacdo do polimero em forma de revestimento em substrato celuldsico,
caracterizacdo da morfologia e propriedades de barreira do papel revestido, além de
caracterizacdo da atividade antimicrobiana por inibicdo de biofilme bacteriano dos
revestimentos. Visando avaliar eventual aplicacdo na industria alimenticia, foi realizado teste
de migracdo para quantificar se o teor de prata que pode migrar para o alimento esta proprio
para o consumo dentro das diretrizes da ANVISA. Os resultados revelaram que foi possivel
produzir revestimento com gramatura dentro do utilizado na inddstria para revestimentos de
papel (8 a 15 g/m?) e que a camada polimérica revestiu uniformemente o papel. Todos os
revestimentos com nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano apresentaram grau de
inibicdo ao crescimento das bactérias E. coli e S. aureus. A liberacdo de prata para o simulante
de alimentos ficou dentro do permitido (< 0,05 mg/kg) nos revestimentos produzidos com as

nanoparticulas incorporadas na emulsdo polimerica.

Palavras-chave: embalagens antimicrobianas; revestimento polimérico; poli(Far-co-
IBOMA); AgNP biogénica.



ABSTRACT

In the search for the development of sustainable technologies, this master’s thesis work
supports two materials from green technologies, with the objective of contributing to the
responsible production of antimicrobial packaging for food: Biogenic silver nanoparticles and
polymer of poly(isobornila farnesene-co-methacrylate) - p(Far-co-IBOMA), obtained with
monomers from renewable sources. Therefore, this work also investigates the possibility of
using the Solution Blow Spraying method to produce paper coatings for application in active
packaging, in order to obtain the necessary properties for the application. As a comparison,
coatings produced by lamination were used, a method extensively used in the industry for paper
coating. The methodology adopted involved the synthesis of nanoparticles by green method,
application of the polymer in the form of coating on cellulosic substrate, characterization of
morphology and barrier properties of coated paper, besides characterization of antimicrobial
activity by inhibition of bacterial biofilm of the coatings. In order to evaluate possible
application in the food industry, a migration test was performed to quantify whether the silver
content that can migrate into the food is suitable for consumption within the guidelines of
ANVISA. The results revealed that it was possible to produce coating with weight and
thickness within the one used in the industry for paper coatings (8 to 15 g/m?) and that the
polymeric layer coated the paper uniformly. All coatings with silver nanoparticles as
antimicrobial agent showed a degree of inhibition to the growth of E. coli and S. aureus
bacteria. The release of silver to the food simulant was within the permitted (< 0.05 mg/kg) in

the coatings produced with nanoparticles incorporated in the polymer emulsion.

Key-words: antimicrobial packaging; polymeric coating; poly(Farnesene-co-IBOMA);
biogenic AgNP.
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1 INTRODUCAO

Diante da necessidade da industria alimenticia de prolongar a vida de prateleira de
alimentos, as embalagens tém assumido um papel importante na conservacdo dos alimentos.
Além de ser uma simples barreira entre o alimento e o ambiente, a embalagem tem o papel de
informar o consumidor, e ao incorporar nanotecnologia, as embalagens deixam de ser inertes e
passam a ter papel ativo na protecao dos produtos alimenticios (Du et al., 2023). As embalagens
ativas possuem agentes que interferem nas condi¢Ges ambientais para proteger o alimento, seja
agentes absorvedores de oxigénio ou de umidade, modificador de atmosfera, absorvedores de
odores e agentes antimicrobianos (Sarantopoulos e Cofcewicz, 2016).

As embalagens ativas antimicrobianas visam inibir o crescimento de determinados
microrganismos, de modo a proteger os alimentos, ou infec¢fes que podem causar doencas e
retardar a degradacdo do alimento (Rao et al., 2024). Além disso, em alguns casos pode ser
possivel diminuir a quantidade de conservantes nos alimentos (Braga e Peres, 2010; Kowsalya
etal., 2019).

Nesse sentido, as nanoparticulas de prata (AgNP) sdo empregadas em embalagens ativas
pela sua propriedade antimicrobiana, a fim de prolongar a vida de prateleira de produtos
alimenticios, seja em embalagens plasticas de produtos frescos como frutas e verduras
(Kowsalya et al., 2019; Kumar et al., 2018), queijos (Motelica et al., 2021), carnes de frango
e de porco (Mathew et al., 2019; Wu et al., 2019) ou em embalagens de papel revestidas com
polimero e AgNP (Adibi, Trinh e Mekonnen, 2023; Amini et al., 2016; Ma et al., 2021;
Nechita, 2017).

Embalagens de papel podem ser utilizadas para diversos tipos de aplicag0es, graos, cereais,
farinhas, congelados e laticinios. Porém, devido a alta porosidade e hidrofilicidade dos papeis,
€ necessario a aplicacdo de um revestimento para melhorar as propriedades de barreira e assim
permitir o uso desse material no armazenamento de alimentos (Basak, Dangate e Samy, 2024).
Revestimentos com polimeros como poliésteres, poliolefinas, acrilicos e ceras sdo
normalmente utilizados para esse fim e na fabricacdo de embalagens de papel antimicrobianas
as AgNP sdo incorporadas no papel juntamente com o revestimento polimérico.

Muitos sdo os métodos de revestimentos existentes como por exemplo, laminacdo, dip
coating, prensa de colagem e eletrospin (Rastogi e Samyn, 2015). A técnica de Solution Blow
Spraying (SBSp) é uma adaptacdo da técnica Solution Blow Spinning (SBS) desenvolvida por

Medeiros et al. (2009), capaz de produzir revestimentos poliméricos e chama atencdo pela



facilidade de controle das variaveis de processo, ter baixo custo, e tem potencial para produzir
revestimentos em larga escala (Ferreira et al., 2019). Apesar da laminagéo ser um dos processos
mais utilizados na industria, a utilizacdo do SBSp pode trazer vantagens como menor gasto de
material, controle na espessura do revestimento e a possibilidade de aplicar AgQNP apenas na
superficie do revestimento, a fim de melhorar a protecdo contra microrganismos (Zarate et al.,
2024).

O avango tecnoldgico do mundo e o compromisso com a sustentabilidade hoje em dia traz
a preocupacéo com o meio ambiente e a diminui¢do das reservas de recursos ndo renovaveis,
assim como com a reducdo do consumo do petrodleo, um dos principais responsaveis pelo
aquecimento global, que é utilizado para produzir a maioria dos polimeros sintéticos (Rastogi
e Samyn, 2015). Os polimeros sdo extremamente versateis e por isso é muito dificil retira-los
do nosso dia a dia, dessa forma, uma alternativa é a utilizacdo de polimeros que tenham
matérias primas de fontes naturais e renovaveis. O metacrilato de isobornila e o farneseno sao
mondmeros de fonte renovavel utilizados na sintese do copolimero poli(farneseno-co-
IBOMA), utilizado nesse trabalho para a producao de revestimentos antimicrobianos em papel,

para aplicacdo em embalagens alimenticias.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir revestimento polimérico com latex proveniente de mondémeros renovaveis e
nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano sintetizadas por método biogénico, para

aplicacdo em embalagens de papel.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de prata pelo método de sintese biogénica e avaliar a atividade
antimicrobiana;

e Produzir revestimentos de poli(farneseno-co-IBOMA) com AgNP como agente
antimicrobiano, em substrato de papel pelos métodos de laminagdo e SBSp;

e Estudar a influéncia da técnica de deposicao na hidrofobicidade, gramatura e espessura
do revestimento;

e Investigar a possibilidade de aplicacdo dos revestimentos produzidos em embalagens
alimenticias, através de ensaios de migracdo total e migracdo especifica da prata, de
acordo com a RDC n° 88 da ANVISA, e de permeabilidade ao vapor de agua (WVTR);

e Correlacionar os resultados com o método de producdo do revestimento e a

determinacéo do teor de prata nas embalagens.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Nanoparticulas de prata

Desde o inicio do desenvolvimento da nanotecnologia, nos anos 1970, essa area se
tornou muito atrativa para pesquisadores e para as industrias, com o passar do tempo o0s estudos
e avancos tecnologicos s6 aumentaram esse interesse (Mihailovi¢ et al., 2023). Enquadra-se no
conceito de nanomaterial aqueles com tamanho entre 1 e 100 nm, podendo ser em formato de
particulas, whiskers, nanotubos, entre outras. Os nanomateriais possuem elevada area
superficial, devido ao seu tamanho reduzido, como consequéncia, a reatividade e capacidade
de interacdo em interfaces é bem alta. Por esse motivo, 0s nanomateriais tém propriedades
modificadas e/ou potencializadas, quando comparadas aos solidos bulk do mesmo material
(Lakhan et al., 2020; Maciel, 2019; Nie et al., 2023; Srikar et al., 2016).

Todos os setores industriais podem se beneficiar das propriedades dos nanomateriais,
na medicina, agricultura, eletrénica, tratamento de dgua, desde aplicacbes como biossensores
e materiais para conversdo de energia, até produtos j& comumente encontrados no mercado
como filtros de &gua e ar e cosméticos (Ajlouni et al., 2023; Lakhan et al., 2020; Santos, 2015).

As nanoparticulas metélicas apresentam multifuncionalidades, por isso séo utilizadas
em aplicacdes médicas, eletrdnicas, biossensores, catalise, entre outras. Zinco, ouro, cobre,
platina, cobalto e prata sdo os metais mais utilizados para sintese de nanoparticulas (Ajlouni et
al., 2023; Khatun et al., 2023). Os métodos de obtencdo de nanoparticulas metélicas sdo
classificados em top down ou bottom up; no primeiro caso inicia-se de um sélido metalico que
é processado em finas particulas até chegar em escala nanométrica e no segundo caso, 0
precursor da reacdo fornece atomos que se agregam formando nanoparticulas (Barbosa, 2018;

Barros, 2017; Maciel, 2019; Rafique et al., 2017), como esquematizado na Figura 1.



Figura 1: Classificagcdo dos métodos de sinteses de nanoparticulas top down e bottom up.
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Fonte: Santos (2020)

A prata metalica é utilizada desde as civilizacdes antigas em produtos que entram em
contato com comidas e aguas, e o sal de prata utilizado como medicina para tratar ferimentos
e infeccBes (Albuquerque, 2017; Srikar et al., 2016). Nos dias de hoje, como algumas bactérias
comecaram a criar resisténcia a medicamentos antibidticos, o potencial antibacteriano das
AgNP vem sendo cada vez mais aproveitado (Arshad et al., 2023; Baran et al., 2023).

As AgNP possuem, dentre muitas propriedades, boa condutividade elétrica,
estabilidade quimica, propriedades cataliticas, éticas e antimicrobianas/bacteriostaticas. Se
apresenta, normalmente em dispersdo coloidal, pois é a forma mais termodinamicamente
estavel, e em sua solugéo pode conter estabilizantes ou cargas superficiais que facdo papel de
estabilizadores eletrostaticos para mantes o tamanho das nanoparticulas e evitar aglomeragéo
(Arshad et al., 2023; Vidyasagar et al., 2023).

Destacando-se por sua propriedade antimicrobiana, as nanoparticulas de prata (AgNP)
tém aplicacbes nas mais diversas areas; area médica, industria alimenticia, cosmética,
agricultura, transporte de medicamentos no organismo, engenharia de tecidos e instrumentos

hospitalares, podem ser citadas como exemplos (Baran et al., 2023; Nie et al., 2023).



Os mecanismos da acdo antimicrobiana das AgNP ainda ndo foram completamente

elucidado na literatura, alguns possiveis mecanismos foram encontrados e indicam que

interacGes das nanoparticulas com células bacterianas corroboram para o impedimento da

proliferacdo e morte de bactérias, tanto gram-positiva, que sdo aquelas que possuem parede

celular com camada peptidoglicana mais espessa (~30 nm), quanto gram-negativa, que

possuem essa camada mais fica (2 a 3 nm), portanto de mais facil penetracdo (Melo, 2015;

More et al., 2023; Yin et al., 2020). Os mecanismos encontrados na literatura que tentam

elucidar a acdo bactericida e/ou bacteriostatica das AgNP estdo descritos abaixo e alguns deles

esquematizados na Figura 2:

a)

b)

Geracdo de radicais livres.

A producgdo de radicais livres dentro das células, ou ROS, do inglés reative
oXxygen species, ocasionam estresse oxidativo e levam a apoptose celular. O processo
ocorre pela oxidacdo das AgNP, quando na presenca de oxigénio, que produz ions Ag™.
Os ions de prata formam ligaces com enxofre e nitrogénio presente em proteinas e
peptideos dentro da célula. Os anions de oxigénio reagem com acido nitrico (NO) e
formam espécies reativas como Oz, Oz, H202,-OH, OHHO,, NO- e ONOO". As
alteracdes nos niveis de proteinas funcionais e o estresse oxidativo dos ROS causam
danos ao DNA e a membrana celular, além de reac6es disfuncionais dentro da célula
(Mikhailova, 2020; Nie, Zhao e Xu, 2023).

Interrupcdo da respiracéo celular.

As mitocondrias tém a funcdo da formacdo da molécula adenosina trifosfato
(ATP) responsavel por gerar energia e pela respiragéo celular. Devido a elevada area
superficial das AgNP, elas conseguem penetrar a membrana mitocondrial e interferir
nos eventos de fissdo e fusdo mitocondrial, que so responsaveis pela formagdo de ATP,

levando com isso, a morte celular (Nie, Zhao e Xu, 2023; Yin et al., 2020).

Dano direto sobre a membrana celular.

Devido a afinidade com o enxofre e atragdo eletrostatica, os ions Ag*
conseguem aderir & parede celular e na membrana citoplasmatica, principalmente nas
bactérias gram-negativas. O acumulo de AgNP causa ruptura na membrana celular,
aumentando a permeabilidade da membrana por dissolucdo oxidativa (Marambio-Jones
e Hoek, 2010; More et al., 2023; Yin et al., 2020).



d) Impedimento na replicacdo de DNA
Um dos efeitos da citotoxicidade das AgNP ¢é o impedimento da replicacdo do
acido desoxirribonucleico (DNA), que € o portador de toda a carga genética daquela
célula. Isso acontece devido a dois principais mecanismos: a interacao dos ions prata
com o enxofre e o fosforo presentes no DNA e a producdo de ROS, que também
interagem e modificam o DNA, portanto impedindo sua replicacéo e reproducdo celular
(More et al., 2023; Yin et al., 2020).

Figura 2: lustragdo dos mecanismos da atividade antibacteriana das AgNP.
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Fonte: Albuquerque (2017)

A sintese de nanoparticulas de prata pode ser realizada por métodos quimicos e fisicos.
Os métodos quimicos envolvem a reducéo de um sal metalico e estabilizacdo das particulas em
tamanho nanométrico. Os métodos fisicos como deposi¢édo por vapor, plasma e vaporizacao a
laser partem de um soélido, reduzindo seu tamanho a escala nanométrica. A inconveniéncia dos
métodos supracitados é a utilizacdo de reagentes quimicos toxicos e producédo de subprodutos
danosos ao meio ambiente e a saude humana e/ou alto gasto energético (Arshad et al., 2023;
Vidyasagar et al., 2023).

Como meio de contornar os maleficios dos métodos de sintese convencionais, a sintese
biogénica, ou sintese verde, se baseia na utilizacdo de sistemas biogénicos renovaveis e nao

toxicos como substituto dos reagentes quimicos na reducéo de ions.



3.1.1 Toxicidade das AgNP

Como as nanoparticulas de prata interagem sobre diferentes tipos de células, os seus
efeitos toxicoldgicos ao meio ambiente e a saude humana devem ser observados. As
nanoparticulas de prata, no geral, possuem alta toxicidade para as bactérias gram-positivas,
gram-negativas e gram-negativa nao fermentativa, além de alguns virus (Bezerra, 2015). As
AgNP sdo altamente eficientes contra doencas causadas por  bactérias
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Klebsiella mobilis) e fungos que causam infec¢cbes como micose de pele (Marambio-Jones e
Hoek, 2010; Melo, 2015)

Os mecanismos de acdo de nanomateriais em diferentes organismos sao variados e
complexos. A possibilidade das AgNP de formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é
a principal razdo para reacOes adversas (Gerloff et al., 2017), além do mecanismo de
impedimento de replicacdo do DNA (Yin et al., 2020). Essas espécies se tornam toxinas que
podem agir em sistemas bioldgicos e interferir no seu funcionamento.

Os efeitos adversos causados por hanomateriais sdo dependentes da dose ingerida por
determinado organismo de acordo com seu peso. Em baixas concentragdes, as AgNP néo
toxicas a ponto de ocasionar danos graves a satude humana e de mamiferos, porém em doses
exacerbadas o seu acimulo pode causar infeccdes e tem potencial de efeito citotoxico em
células humanas (Nie, Zhao e Xu, 2023). Por isso, é importante que existam legislacbes que
regulamentem a utilizacdo de nanomateriais em produtos consumiveis e de contato, como
embalagens de alimentos, produtos cosmeticos, entre outros.

O tamanho, morfologia e composi¢do dos nanomateriais determinam o mecanismo e
intensidade de interacdo das AgNP com 0s organismos, portanto, essas propriedades tém
influéncia na toxicidade que elas podem gerar (Nie, Zhao e Xu, 2023; Yu et al., 2019). De
modo geral, apesar de apresentarem baixa toxicidade, é preciso estudar os efeitos de diferentes
tipos de AgNP em organismos para cada tipo de aplicacdo e determinar a quantidade dentro de

uma faixa segura para a saude.

3.1.2 Sintese biogénica de nanoparticulas

Os danos ambientais causados pelos métodos de producdo de nanoparticulas, seja pela
quantidade de subprodutos tdxicos no meio ambiente ou pelo gasto energético dos métodos
fisicos, levou a pesquisas de uma forma de sintese mais “verde”, ou seja, mais alinhada com

avanco tecnologico sustentavel. Células, fungos e plantas ja sdo utilizados como reagentes na



sintese de nanoparticulas como alternativas por serem produtos de fonte renovavel (Arshad et
al., 2023; Vidyasagar et al., 2023).

Os componentes antioxidantes, presentes em diversos tipos de plantas, ja sdo bastante
conhecidos e utilizados para diversos fins, na biomedicina, na ciéncia de alimentos e na area
farmacéutica (Gutiérrez-Grijalva et al., 2018). Recentemente, a comunidade cientifica
encontrou mais uma utilizacdo desses componentes, na substituicdo de reagentes quimicos
toxicos na sintese de nanoparticulas metalicas. Extratos de plantas com alta atividade
antioxidante sdo utilizados como agentes redutores de ions de sal metélico, desse modo, o
processo € o mesmo da sintese quimica tradicional, porém com menos impactos ambientais.

Extratos de plantas possuem alta concentracdo de componentes como polifendis,
alcal6ides, terpendides, sacarideos, flavonoides, aldeidos e muitos outros, uma vez que cada
planta tem propriedades completamente diferentes e suas composi¢des sdo complexas (Khatun
et al., 2023). Esses compostos possuem grupos funcionais (-OH, -COOH) que sdo capazes de
interagir com o nitrato de prata e reduzir os ions Ag* em Ag® (Arshad et al., 2023; Vidyasagar
et al., 2023), apo6s a reducdo, os atomos de prata comecam a se aglomerar devido a um
favorecimento termodinamico, formando os clusters ou embrides que coalescem e formam as

nanoparticulas, assim como na Figura 3 (Maciel, 2019).

Figura 3: Processo de formagao de AgNP por redugdo quimica.
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Fonte: Maciel (2019)

Os parédmetros que influenciam na sintese biogénica de AgNP s&o (1) composigéo e
concentragéo do precursor utilizado; (2) composicdo e concentragdo do extrato utilizado como
agente redutor; (3) temperatura da reacdo; (4) tempo de reacéo; (5) pH da solucdo (Arshad et
al., 2023).
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O diametro das nanoparticulas interfere diretamente nas suas propriedades (Arshad et
al., 2023; Wang et al., 2014), portanto é necessario ter um controle da aglomeracéo, para que
ndo sejam formadas particulas com didmetro maior do que a escala nanométrica. Na sintese
quimica, o diametro médio das AgNP é controlado pela adi¢do de estabilizantes na solugéo,
como poli(acetato de vinila) e polivinilpirrolidona , que sdo polimeros de cadeias longas e
promovem uma estéreo-estabilizacdo envolvendo as nanoparticulas (Mirzaei et al., 2017). No
método biogénico, os responsaveis por essa estabilizacdo sdo os compostos fitoquimicos, como
polissacarideos de cadeias longas (Arshad et al., 2023; Khatun et al., 2023).

Como explanado anteriormente, cada planta tem sua complexa composicdo e diferentes
concentracgdes de fitoquimicos (Kouvaris et al., 2012; Lakhan et al., 2020), portanto cada planta
consegue produzir nanoparticulas de prata dentro de uma faixa de tamanhos, e isso depende do
solo onde foi plantada, da composicdo da planta, da parte da planta a ser utilizada no extrato
(raiz, caule, folhas, flor ou frutos) (Srikar et al., 2016; Vidyasagar et al., 2023) e também das
condicdes de producéo do extrato, variacdes sazonais, sua concentracao e meio de dispersao.

Dessa forma, a sintese de AgNP por mediada por extratos vegetais, esquematizada na
Figura 4, eliminam a utilizacdo de reagentes quimicos tanto para a reducdo e formacdo das
nanoparticulas, quanto na estabilizacdo do tamanho. O que diminui os impactos ambientais e a

salde humana que podem ser causados pela utilizacdo de quimicos toxicos.

Figura 4: Esquema representativo do método de sintese biogénica de AgNP.
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Fonte: Autora.

3.2 Orégano

Origanum vulgare L., mais conhecido como orégano, € uma planta herbacea perene,

pertencente a familia Lamiaceae muito conhecida pelo seu aroma e sabor e, é amplamente
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utilizada na gastronomia em todo o mundo. Seu uso € normalmente de suas folhas, podendo
ser frescas ou secas (Gutiérrez-Grijalva et al., 2018). Possui propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias, antifingicas e antiviral portanto, é usada em varias culturas como medicina
natural (Singletary, 2010).

Suas propriedades se apresentam devido aos compostos fitoquimicos desta planta. Os
componentes essenciais presentes no orégano sdo timol, carvacrol e metabdlitos primarios
(Blank et al., 2016; Shaik et al., 2018; Singletary, 2010). Outros compostos que também séo
encontrados nos seus extratos sdo flavondides, terpendides, taninos, glicosideos fenolicos, e
acidos, classificados por Tawffig e Almulathanon (2023) na Figura 5 como monoterpenos

aciclicos, monociclicos e biciclicos, além de sesquiterpendides.

Figura 5: Compostos fitoquimicos do Origanum vulgare L.
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Fonte: Adaptado de Tawffig e Almulathano (2023)

Na literatura, encontram-se varios trabalhos que demonstraram a sintese de
nanoparticulas de prata mediada pelo orégano, a partir de diferentes tipos de extratos (aquoso,
o0leo essencial e alcodlico) (Almeida, 2021; Hambardzumyan et al., 2020; Sankar et al., 2013;
Selvaraj et al., 2019; Shaik et al., 2018).
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Sankar et al. (2013) reportou a sintese de AgNP por rota verde utilizando-se o extrato
aquoso de orégano como agente redutor do nitrato de prata (AgNO3). Foram obtidas
nanoparticulas com tamanho médio de 136 nm e a atividade antimicrobiana foi avaliada pela
zona de inibicdo de diversas bactérias, mostrando-se bom desempenho em zona de mais de 10
mm contra E. coli, E. coli (EP), A. hydrophila, Salmonella sps., S. dysenteriae, S. paratyphi e
Sh. Sonnei.

Shaik et al. (2018), utilizou extrato de orégano para realizar sintese verde de AgNP,
seus resultados mostraram que o extrato de orégano atuou ndo comente como agente redutor,
mas também como estabilizante, comprovado pela sua presenca nos espectros de FTIR. O
didametro médio das nanoparticulas obtidas foi de 12 nm e as amostras estudadas apresentaram
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-negativas, gram-positivas e contra fungos,
medidas através da zona de inibi¢do de crescimento celular.

Em trabalhos anteriores (Almeida, 2021), utilizou com sucesso o extrato aquoso de
orégano comercial desidratado para sintese de AgNP. As nanoparticulas obtidas apresentaram
didmetro com média em torno de 50 nm e estabilidade dimensional em estudo conduzido por
14 dias. A atividade antimicrobiana das AgNP produzidas apresentou concentracdo inibitoria
minima de para E. coli e S. aureus de 27,80 ug Ag mL™".

As AgNP produzidas por Hambardzumyan et al. (2020) com extrato etandlico de O.
vulgare apresentaram dispersédo coloidal marrom escuro apés a reacao de sintese. Os tamanhos
médios das nanoparticulas das amostras produzidas nesse trabalho variaram entre 30 e 60 nm
e a melhor concentragdo minima apresentada foi de 13.75 ugmL™' para S. aureus e 18.35
pugmL~! para E. coli.

Selvaraj et al. (2019) utilizaram a raiz do orégano para o preparo do extrato agente
redutor para a sintese de AgNP. O tamanho analisado por microscopia eletronica de varredura
foi em torno de 18 nm e as propriedades antimicrobianas avaliadas pela zona de inibigéo
resultaram em 6 mm para Pseudomonas aeruginosa, 5 mm para Escherichia coli, 4 mm para

Bacillus subtilis, e 3 mm para Staphylococcus aureus.

3.3 Poli(farneseno-co-IBOMA)

O copolimero poli(farneseno-co-IBOMA) é sintetizado pela técnica de polimerizagcdo em
emulsdo, em processo heterogéneo, onde o produto final € um latex considerado ecoldgico,

pois, em geral, € utilizada agua como fase continua, sem a presenca de solvente organico
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(Oliveira, 2010). Na polimerizacdo em emulsdo, os mondémeros sdo polimerizados pelos
radicais livres, oriundos da decomposicéo de um iniciador, geralmente inorganico presente na
polimerizacdo. A formacdo das nanoparticulas poliméricas ocorre também na presenca de um
emulsificante, que promove a formacdo de micelas, onde inicia-se a nucleagdo de particulas
poliméricas. O latex final obtido por meio da técnica de polimerizagdo em emulsdo é uma
dispersdo coloidal de particulas poliméricas, mais conhecido como latex e dependendo da
composi¢cdo monomeérica é utilizado na fabricacdo de tintas e vernizes, o que facilita a aplicacéo

em revestimentos, sem passar por um processo anterior (Neves, 2014).

3.3.1 Metacrilato de isobornila (IBOMA)

O mondmero metacrilato de isobornila (IBOMA) vem sendo utilizado como uma
alternativa de fonte renovavel a producdo de monémeros provenientes do petréleo, uma vez
que o IBOMA possui 71% de base bioldgica vegetal, sua estrutura quimica esta representada
na Figura 6. Sua producdo acontece por meio da esterificacdo do canfeno, resina presente na
arvore do pinheiro (Pinus) com o &cido metacrilico. Seu homopolimero possui alta temperatura
de transicdo vitrea (Tg), entre 125°C e 200°C, e pode ser um substituto do Metil Metacrilato
(MMA), pois os dois possuem natureza acrilica e podem ser utilizados em aplicacGes como
adesivos sensiveis a pressao e revestimentos em diversos substratos (Fang et al., 2020; Llorente
etal., 2022).

A forma mais comum de utilizacdo como polimero é como dispersao polimérica em
agua, polimerizado principalmente pelo método de polimerizacdo por emulsdo. A utilizacdo
desse monémero para a formacdo de copolimeros permite a producdo de revestimentos com
alta flexibilidade, alta hidrofobicidade, o que o torna ideal para aplicacGes para barreira a agua
(Fang et al., 2020; Llorente et al., 2022; Zhang et al., 2016).

Figura 6: Estrutura quimica do monémero IBOMA
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Fonte: Favardo et al., (2019)
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3.3.2 f-Farneseno

O monbmero de farneseno (Far) é um sesquiterpeno, proveniente de fonte renovavel,
podendo ser encontrado na natureza na forma dos isomeros a ¢ B, sendo o segundo mais
abundante (Figura 7). E obtido a partir da da fermentac&o da cana de agtcar e de residuos de
celulose, também pode ser derivado da desidratacdo do farnesol, que € um componente presente
em Oleo de rosas. Portanto, € uma alternativa ecoldgica aos polimeros com mondmeros
derivados do petroleo, como por exemplo o 1,3-butadieno (Sahu e Oh, 2022; Yoo e Henning,
2017).

O farneseno pode ser polimerizado via polimerizacdo por emulséo e & um potencial
substituto para elastémeros termoplasticos produzidos em larga escala pela industria, como o
polibutadieno e poli-isopreno. O homopolimero polifarneseno apresenta Tg de
aproximadamente -70°C (Luk e Mari¢, 2019; Wahlen et al., 2020). Estudos de utilizando o
farneseno como substituto dos monémeros tradicionais e provenientes de fontes nao renovaveis
como o préprio butadieno (Lamparelli et al., 2020) e o isopreno (Wahlen et al., 2020), para
manter suas propriedades elasticas e diminuir os impactos ambientais, mas também com
acrilatos (Luk e Mari¢, 2019) para resultar em copolimeros como propriedades diferenciadas

como por exemplo, maior Tg.

Figura 7: Estrutura quimica do trans-B-farneseno.
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Fonte: Yoo e Henning (2017)

3.4 Embalagens alimenticias

A economia atual mundial e os avangos sociais exigem cada vez mais melhorias
tecnolégicas em todas as areas do setor produtivo. Ha alguns anos, era comum comprar

comidas a granel ou sem embalagens, hoje isso tem se tornado uma atividade mais escassa,
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uma vez que a demanda do mercado por alimentos prontos, ou que tenham mais tempo de
validade, vém aumentando (Carbone et al., 2016). Hoje, € cotidiano encontrar alimentos
acondicionados em embalagens. Pois, sdo mais faceis de armazenar, de expor em prateleiras
para venda, mais higiénico e com melhor logistica de estoque. Porém, acreditava-se que a
interacdo embalagem/alimento deveria ser sempre minima (Sarantopoulos e Moraes, 2009).

As embalagens alimenticias tém como funcédo primaria exercer protecéo e barreira entre
o0 alimento e 0 meio ambiente, proteger de luz, calor, microrganismos e outros fatores que
possam interferir na integridade daquele produto (Yu et al., 2019). Segundo Braga e Peres
(2010), uma embalagem possui quatro funcBes bésicas: proteger, conter, conveniéncia e
comunicar. Um desafio para as industrias é aumentar o tempo de prateleira e prazo de validade
de certos alimentos, com os avancos tecnoldgicos e cientificos foi possivel encontrar outras
funcdes para as embalagens, para além de sua funcéo principal (Carbone et al., 2016). As novas
funcbes para embalagens que estdo sendo exploradas, chamadas embalagens inteligentes e
ativas, elevam o nivel das fungdes comunicar e proteger, respectivamente (Moura, De, Mattoso
e Zucolotto, 2012; Sarantdpoulos e Moraes, 2009).

As embalagens inteligentes séo caracterizadas principalmente por conter indicadores
que detectam as condic@es do alimento e informam em tempo real as suas propriedades. Alguns
exemplos de condi¢cBes que podem validar a qualidade do produto sdo: temperatura,
microrganismos, frescor, interacdo de oxigénio e até biossensores (Sarantopoulos e Moraes,
2009).

Por outro lado, as embalagens ativas exercem a funcédo de interagir com o alimento ou
com o ambiente, visando aumentar sua protecdo. Ao contrario das embalagens convencionais,
que fazem a funcdo de proteger o alimento somente pela barreira fisica, as embalagens ativas
tém a capacidade de alterar as condi¢des do produto ou do seu meio, para aumentar a vida de
prateleira e manter sua qualidade ao mesmo tempo (Soares et al., 2009; Wyrwa e Barska,
2017). Chamadas de “embalagens do futuro”, as embalagens ativas foram introduzidas
primeiramente no Jap&o e nos EUA, mas ja sdo comercializadas por todo o globo.

As ac0es dos ativos presentes nas embalagens podem ser desde absorvedores (de gases,
umidade ou vapores), emissores de gases, susceptores de calor ou acdo antimicrobiana e
antioxidante (Fig. 8) (Sarantopoulos e Cofcewicz, 2016). Essas interages podem prolongar a
vida de prateleira dos alimentos, pois interferem em rea¢des que ocorrem com o produto, como

processos fisicos, fisiologicos, quimicos ou microbiologicos (Wyrwa e Barska, 2017).



16

Figura 8: Tipos de embalagens ativas na industria alimenticia.
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3.5 Embalagens ativas antimicrobianas

Dentro das embalagens ativas, as embalagens com adi¢do de agentes antimicrobianos
tém a funcdo de proteger o alimento e aumentar a vida de prateleira impedindo a proliferacdo
de determinados microrganismos, o que retarda o processo de degradacdo do alimento e reduz
0 risco de doencas contaminantes através da alimentacdo (Almeida et al., 2015; Kowsalya et
al., 2019).

Os agentes antimicrobianos mais comumente utilizados sdo nanoparticulas metalicas,
principalmente as AgNP, devido sua alta atividade contra bactérias e baixa toxicidade ao ser
humano (Maciel et al., 2020). As embalagens antimicrobianas podem permitir a diminuigéo de
conservantes adicionados ao alimento, portanto, leva beneficios a satde do consumidor, ja que
0s conservantes que existem nos produtos alimenticios sdo ingeridos pelo organismo (Braga e
Peres, 2010).

A toxicidade das AgNP como agentes antimicrobianos ainda é estudada e por isso deve-
se existir uma grande atencdo a migracdo dessas nanoparticulas para o alimento. A ANVISA,
agéncia reguladora no Brasil, na RDC n° 88 de 2016, determina a de migracdo do elemento

prata presente em embalagens celuldsicas deve ser inferior a 0,05 mg/kg. O ensaio para
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determinacdo é normatizado e realizado na presenca de um solvente simulante do alimento a
ser direcionado a embalagem (ANVISA, 2016).

3.6 Embalagens celul6sicas e revestimentos poliméricos

Materiais celuldsicos sdo amplamente utilizados como invélucros para alimentos, desde
o0 papeldo, kraft, até o principal que é o papel, com diversos tipos dentro dessa classificagéo.
As fibras celulésicas que constituem o papel passam por um processo de separa¢do de sua fonte
natural, madeira, através de métodos mecanicos ou quimicos. Essas fibras sdo afiladas,
entrelacadas e prensadas, para obtencdo de uma superficie adequada para os fins do
determinado papel. O tamanho das fibras, disposicdo dessas fibras e a gramatura do papel (peso
por area) influenciam na resisténcia mecéanica e, consequentemente, na sua aplicacdo possivel
(Jorge, 2013).

Embalagens de papel possuem baixo peso, baixo custo, facil impressdo, grande
versatilidade, biodegradabilidade e reciclabilidade (Rastogi e Samyn, 2015), desse modo, estdo
presentes em diversos produtos no dia a dia das pessoas e podem substituir as embalagens
plasticas em diversas areas (Kunam et al., 2022). Como representado na Figura 9, graos,
laticinios, pizzas e outros produtos congelados sdo facilmente encontrados acondicionados em
embalagens de papel cartdo, kraft ou compdsitos laminados.

Para aplicacdo em embalagens de alimentos, € necessario que o material utilizado
possua propriedades especificas para proteger o produto com eficécia; sdo elas: barreira a agua,
vapor de agua, gases ou 6leos, dependendo do setor alimenticio daquela embalagem e onde ela
sera transportada e armazenada. A aplicacdo de revestimento polimérico em embalagens de
papel € feita com o intuito de melhorar essas propriedades citadas, tornando possivel a
aplicacdo em diferentes tipos de alimentos (Rastogi e Samyn, 2015).

Devido a natureza hidrofilica do papel, se faz necessario a aplicacdo de revestimentos
com polimeros acrilicos ou silicones em dispersdo aquosa, que conferem ao papel resisténcia
a absorcdo de 4gua e umidade, reduzem a porosidade do material e permitem posterior

repolpagem do papel para reciclagem (Dantas, 2000; Lavoine et al., 2014).
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Figura 9: Alternativas onde se pode utilizar produtos de papel para substituir os plasticos.

e

Sacolas

Canudos

Alternativas
de produtos
de papel para
substituir
plasticos

Recipientes
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3.7 Meétodos de aplicacdo de revestimento em papel

Segundo Rastogi e Samyn (2015), a morfologia da superficie do revestimento e
consequentemente as propriedades por eles atingidas estdo diretamente ligadas ao método de

aplicacdo do revestimento.

3.7.1 Laminacéo

Na laminag&o por barra convencional, aplica-se o polimero em dispersao aquosa e uma
barra metalica faz o arraste do excesso de latex pelo comprimento da folha de papel, como
representado na Figura 10. Esse método consegue controlar bem a espessura do revestimento
umido (Rastogi e Samyn, 2015). A aplicacdo do revestimento é realizada somente em uma
superficie do papel por vez, sendo ideal para aquelas embalagens que sé recebam esse polimero
de um lado. Entretanto ha outros tipos de laminagdo por barra ou faca de ar, onde é possivel
plicar nos dois lados do papel e com maior controle da quantidade de polimero aplicada.

Como esse método € o mais convencional utilizado nas industrias, muitos estudos
comparam 0s revestimentos preparados com ele com outras técnicas. (Tarrés et al., 2022)
comparou a aplicacdo de nanofibras de celulose como revestimento em papel pelos métodos
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de laminacdo por barra e eletrospray. Lavoine et al. (2014) revestiu papéis com celulose
microfibrilada comparando a laminacédo com método de prensagem de ambos os lados do papel.

Utilizado por Bandera et al. (2016) para aplicacdo de revestimento de compdsito de
PLA com montmorilonita em papel com a finalidade de aumentar a propriedade de barreira ao
vapor de agua do papel. Os papeis revestidos obtiveram um aumento de 85% nessa propriedade,

quando comparado com 0s papeéis puros.

Figura 10: Esquema do processo de laminacao.
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Fonte: Autora.

3.7.2 Solution Blow Spraying (SBSp)

A técnica de Solution Blow Spraying para producdo de revestimentos poliméricos é
derivada da técnica Solution Blow Spinning desenvolvida por Medeiros et al. (2009). Consiste
na aspersdo de uma solucdo ou dispersdao polimérica sendo injetada através de um bico com
tubos concéntricos onde um ar pressurizado passa pelo tubo externo e a solucdo pelo tudo
interno (Figura 11) formando particulas nanomeétricas no coletor onde sera depositado, que no

caso dos revestimentos, é o substrato utilizado.
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Figura 11: Geometria do bico de aspersdo do método SBSp.
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A esquematizacdo do aparato utilizado no SBSp se encontra na Figura 12. Os
parametros a serem controlados na utilizacéo dessa técnica séo: pressao do ar soprado, distancia
de trabalho entre o bico e o coletor, dimensdes do bico, tempo de asperséo, taxa de inje¢do do
polimero, rotacdo do coletor, solubilidade e viscosidade da solucdo. Albuquerque (2017) e
Ferreira et al. (2019) produziram com sucesso revestimentos antimicrobianos para diferentes

finalidades com o método de SBSp.

Figura 12: Esquema gréafico do aparato do método SBSp para revestimento de papéis.
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Fonte: Autora.

Tendo em vista os aspectos observados, a utilizagdo de um polimero totalmente de base
renovavel para a producgédo de revestimento em papel com AgNP biogénicas como agente
antimicrobiano coaduna diferentes solucdes sustentaveis para embalagens ativas. Além do
método de sintese das matérias primas, o0 método de SBSp também n&o traz prejuizo ao meio

ambiente, além de ser inédito na aplicacdo de revestimento antimicrobiano em substrato de

papel.
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4 MATERIAIS E METODOS

A Figura 13 é um fluxograma representativo do processo de producdo dos revestimentos

estudados nesse trabalho e das amostras produzidas para ensaios de caracterizacao.

Figura 13: Fluxograma do procedimento experimental do trabalho.

Poli(Farneseno-co-IBOMA)

Extrato de
orégano
AgNPs i
*DSC
Solugédo de ¢
AgNO3
*DLS
* UV-vis
« Atividade
antimicrobiana (CIM) Revestimento em papel
Laminacéao
S-Far/IBOMA
S-Far/IBOMA/AgNP
L-Far/IBOMA

S-Far/IBOMA/AgNP1x
S-Far/IBOMA/AgNP2x

L J

L-Far/IBOMA/AgNP

* Gramatura

« Espessura

* Rugosidade

« Angulo de contato

« Teor de Ag e Migracao especifica
* Transmissao ao vapor de agua

* MEV-FEG

« Inibicdo de biofilme bacteriano

4.1 Materiais

Para a sintese das AgNP foi utilizado nitrato de prata ACS 99,0% da Sigma-Aldrich
como precursor. Agua deionizada foi utilizada como solvente. Folhas de orégano (Origanum
vulgare L.) foram obtidas no Mercado Central de Jodo Pessoa, previamente desidratadas e
caracterizadas. O polimero usado na producao dos revestimentos, poli(farneseno-co-IBOMA),
foi sintetizado nas propor¢des massicas de 50% do mondémero farneseno (Far) e 50% do
monomero IBOMA pela doutoranda Lina Alcantara Rodrigues, sob orientagcdo do professor
Mauricio Pinheiro de Oliveira, da Universidade Federal de Sdo Paulo, campus de Sao José dos
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Campos. O papel utilizado como substrato dos revestimentos foram folhas de papel branco

com gramatura de 180 g/m?.

4.2 Producdo e Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

4.2.1 Preparacdo do extrato de orégano

As folhas de orégano desidratadas foram imersas em agua destilada numa proporcéo 10
g do orégano para 250 mL de H>O (1 g : 25 mL) e aquecidas numa placa de aquecimento
Fisatom entre 65 e 80°C por 1 hora para obtencdo do extrato. Ap6s a preparacao (Figura 14a),
o extrato foi filtrado a vacuo utilizando papel filtro com poros de tamanho médio de 8 um para
evitar que houvesse impurezas no extrato e armazenado sob refrigeracdo em recipiente de vidro

ambar para conservacdo e abrigo da luz.

4.2.2 Sintese das AgNP

As amostras de AgNP foram produzidas pelo método de sintese biogénica a partir de
nitrato de prata (AgNO3), a partir da metodologia utilizada por Murugan et al. (2014). Foi
produzida uma solucgdo de nitrato e agua deionizada com concentra¢do de 1 mM, sob agitacéo
magnética, e apds 5 minutos, foi incorporado 10 mL do extrato, agente redutor. Esse processo
foi realizado com temperatura controlada de (45 * 2) °C, utilizando uma placa de aquecimento
Fisatom, por 70 minutos para total redu¢do do AgNOz em nanoparticulas de prata, a disperséo

apresentou coloragéo vinho escuro apos a reacao (Figura 14b).

Figura 14: Extrato de orégano recém-preparado (pré-filtracdo) (a) e disperséo coloidal de AgNP (b).

A
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4.2.3 Caracterizacdes das AQNP

4.2.3.1 UV-vis

A caracterizagdo por UV-vis foi realizada na solucdo logo apos a sintese, a fim de
analisar a absorbancia conforme a ressonancia da banda de ressonancia plasmonica de
superficie (SPR) caracteristica da presenca de AgNP. O equipamento utilizado foi um
espectofotdbmetro UV-vis da marca SHIMADZU, modelo UV-1800, com analise em

comprimentos de onda de 200 a 800 nm.

4.2.3.2 Diametro das particulas

O diametro hidrodinamico das particulas de AgNP sintetizadas com orégano foi
analisado por meio da técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) em equipamento
ZETASIZER NANO, MALVERN. As suspensdes foram diluidas em agua destilada numa
relagdo de 1:10 e uma aliquota de aproximadamente 1 mL dessa solugdo foi adicionada na
cubeta de DLS. As analises foram realizadas em triplicatas, a 25 °C e com angulo de medicao

de 90°, utilizando o indice de refracdo da prata: 1,39.

4.2.3.3 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

As nanoparticulas de prata em suspensdo coloidal tiveram sua atividade antimicrobiana
analisada pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com a CLSI M07-A10 (2015),
para determinacdo de sua concentracdo inibitéria minima (CIM) para as bactérias Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. A anlise foi realizada no Laboratério de Biologia Bucal (Labial)
na UFPB.

Para preparacdo do indculo, as cepas bacterianas foram cultivadas em BHI (brain heart
infusion) a 37 °C, por 24 horas. Posteriormente foi realizada a leitura da densidade Optica a 625
nm correspondente a densidade para obtencdo de uma massa celular de 8 log de unidades
formadoras de coldnia por mL (UFC/mL) para ambos o0s tipos de cepas.

As AgNP recém-sintetizadas, numa concentracéo teorica de 95 ug/mL de prata, foram,
entdo, diluidas de maneira a se obter diferentes concentracdes a serem testadas. Para tanto, foi
feita a utilizacdo de microplaca de 96 pocos contendo BHI, o indculo das cepas teste, e foi
adicionada a solucdo de AgNP em diferentes concentra¢des. Foi considerada a CIM como a

menor concentracdo de prata capaz de inibir o crescimento visivel das cepas testadas em BHI.
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4.3 Preparacgdo e caracterizacdo da solucao polimérica

4.3.1 Preparacao da solugédo polimérica

O polimero poli(farneseno-co-IBOMA\) foi obtido com teor de sélidos inicial de 30%
e, entdo foi diluido em agua deionizada para uma concentracdo de 17% de teor de solidos. Para
0 polimero em emulsdo com prata, a diluicdo foi feita com a solu¢do de AgNP, chegando a
mesma proporcdo de solidos, a diferenca de coloracdo na Figura 15 mostra a presenca da
dispersdo de AgNP na solucdo polimérica. Essa condi¢do de diluicdo foi utilizada para a

aplicacao do revestimento por laminacéo e por SBSp.
Figura 15: Latex de poli(Farneseno-co-IBOMA) sem e com AgNP.
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4.3.2 Caracterizagdes do polimero

As caracterizacfes do poli(farneseno-co-IBOMA) foram realizadas no laboratério de
Sintese e processo de polimeros na UNIFESP, campus Sdo José dos Campos. Foram elas:

diametro hidrodinamico de particulas e calorimetria exploratéria fiferencial (DSC).

4.3.2.1 Diametro hidrodindmico de particulas

O diametro hidrodinadmico das particulas do poli(farneseno-co-IBOMA) foi medido por
espalhamento dindmico de luz (DLS) em instrumento Delsa Nano C da Beckman. As amostras
foram diluidas em &gua deionizada (na propor¢do de 1:100) e aproximadamente 2 mL foram

utilizados, o ensaio de DLS foi realizado a 25 °C.

4.3.2.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
A temperatura de transicdo vitrea (Tg) do polimero, antes da purificacdo, foi
determinada usando calorimetria exploratoria diferencial (DSC) em equipamento TA

Instruments Q2000 sob atmosfera de nitrogénio com vazdo de 50 mL min*. Aproximadamente
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10-12 mg de polimero foi colocado em uma panela hermética de aluminio e submetidos a um
ciclo de aquecimento de -90°C a 70°C com trés varreduras a uma taxa de 10 °C min™.

O célculo da Tg foi realizado a partir curva da segunda corrida de aquecimento. As
calibragdes de temperatura e fluxo de calor foram realizadas usando padrdes de indio e acido
benzoico, respectivamente. O calculo tedrico da Tg do polimero também foi realizado de

acordo com a Equacao 1.

1 w1q )
—=—+ (1)
Tg Tg1 Tg2

Onde: Tg é a temperatura de transi¢do vitrea; e w € a fragdo méssica de cada polimero.

4.4  Aplicagdo do Revestimento

441 SBSp

A técnica Solution Blow Spraying (SBSp), uma variacdo da técnica Solution Blow
Spinning (SBS) desenvolvida por Medeiros et al. (2009), foi utilizada na producdo dos
revestimentos em papel. O processo de asperséo foi realizado com distancia de 30 cm, rotacao
de 180 rpm, taxa de aspersdo de 12 mL/min, durante 4 minutos. Ap0s 0 processo de aspersao,
as folhas de papel foram levadas para secagem em estufa de secagem SPLabor por 10 minutos
a 60 °C e depois, armazenadas em ambiente com temperatura de 25°C e umidade controlada de
(52 = 5) %. O bico utilizado para aspersao teve as dimensfes apresentadas na Tabela 1 e area
anelar de 2,03 mm?.

Para o recobrimento uniforme de uma area de 10 cm de didmetro, necessaria para o
teste de absorcdo de agua Cobb, foram feitas 3 aspersdes em cada papel, utilizando um
deslocamento com uma distancia de 4 cm entre elas na largura do papel (Figura 16), simulando
um sistema de saida multibicos.

Foram produzidas amostras de revestimento com o polimero puro, de polimero com de
nanoparticulas de prata incorporadas na massa polimérica e com as nanoparticulas de prata
aspergidas somente na superficie do revestimento, uma vez e duas vezes. Para efeito de
comparacao e estudo da influéncia do spray na hidrofobicidade do papel, foi produzida também
uma amostra por SBSp com a aspersao somente do extrato de orégano, sem polimero e sem

AgNP. Todas as nomenclaturas das amostras estdo descritas na Tabela 2.



Tabela 1: Dimensdes do bico de asperséo utilizado no SBSp.

Diametro interno (mm)  Diédmetro externo (mm)
Tubo interno 0,9 1,5
Tubo externo 2,2 2,7

Figura 16: Esquema de deslocamento do bico de asperséo para recobrimento do papel.
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Fonte: Autora.

4.4.2 Laminacdo

A aplicacdo do revestimento por laminacdo por barra foi realizada na Universidade

Federal de Sdo Paulo, campus de Sdo José dos Campos. As folhas de papel tamanho A4
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receberam revestimento em mesa laminadora da marca SHEEN (Figura 17). Foram feitas

amostras de revestimento de poli(farneseno-co-IBOMA) sem nanoparticulas e com AgNP

incorporadas ao polimero. A Tabela 2 mostra as nomenclaturas adotadas para 0s

revestimentos com base no método de deposicdo e presenca de AgNP. Apds o processo de

laminacdo, as folhas de papel foram levadas para secagem em estufa por 10 minutos a 60°C

e depois, armazenadas em ambiente com temperatura de 24°C e umidade controlada de (52

+ 5) %.
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Figura 17: Mesa laminadora utilizada para aplicagdo do revestimento.

Tabela 2: Nomenclatura dos revestimentos produzidos por laminag&o e por SBSp.

Método Presenca de AgNP Nomenclatura
Laminago Né&o L-Far/IBOMA
latex polimérico L-Far/IBOMA/AgNP
Né&o S-Far/IBOMA
latex polimérico S-Far/IBOMA/AgNP
SBSp 1 camada na superficie S-Far/IBOMA/AgNP1x
2 camadas na superficie S-Far/IBOMA/AgNP2x
Né&o S-Extrato_Orégano

4.5 Caracterizacdes do Revestimento

45.1 Gramatura

Para determinacdo da gramatura do revestimento polimérico aplicado no papel, o
substrato, armazenado em temperatura ambiente com 52 £ 5 % de umidade, foi previamente
pesado em balanca analitica da marca SHIMADZU, e identificado (Mi). Apos a aplicacdo do
revestimento por laminagéo e por SBSp, o papel revestido foi levado para estufa a 60°C por 10
minutos para secagem do polimero e deixado em temperatura ambiente por 24h e umidade de
(52 = 5) % controlada por desumidificador, para restabelecer a condi¢cdo de umidade do
armazenamento, para ser pesado novamente (Mf). O célculo de gramatura é dado em g/m? e é

feito de acordo com a Equacdo 2, levando em consideracdo Mi, Mt e a area do papel aspergido
(Ap).
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)

4.5.2 Espessura e Rugosidade

Os papéis revestidos por laminacdo e por aspersao no SBS, tiveram sua espessura e
rugosidade medidas em perfildmetro optico (CCl MP, Taylor Hobson, Inglaterra). Na producao
dos revestimentos, foi deixada uma &rea protegida no papel, sem revestir, para que fosse
possivel a medicao.

Utilizou-se cutoff de 0,08 mm com lente 20x e velocidade de escaneamento de 5x no
modo xy. A espessura do revestimento foi determinada pela altura média (Sq) da diferenca
entre o substrato e a superficie do revestimento. A rugosidade foi determinada pelo desvio
médio aritmético do perfil de aspereza (Ra), a média das alturas dos picos e vales do
revestimento. Todas as medi¢Oes de espessura e rugosidade foram feitas realizando a média de

cinco pontos de cada amostra.

4.5.3 Angulo de contato

Para a analise de angulo de contato, foram cortadas 5 amostras quadradas com arestas
de 1 cm para cada condicao do revestimento e do papel, conforme recebido. Uma aliquota de
5 microlitros de agua destilada foi gotejada sobre a amostra e o0 angulo formado entre a gota e
o revestimento foi analisado com o auxilio do software Image J. Foi realizada também a
medicdo do angulo de contato do filme polimérico em placa de vidro para comparacao, a

medicao foi realizada em goniémetro Phoenix SEO.

45.4 Migracdo especifica

a) Preparacéo das amostras

Segmentos dos revestimentos sobre substrato de papel foram cortados, em dimensdes
de (6x5) cm, e foram inseridos em frascos de vidro marca Labor, totalmente submerso mantido
em contato em contato direto com simulante aquoso &cido, solucéo de acido acético em agua
destilada a 3 % (v/v). As amostras foram mantidas a 40°C durante 10 dias em estufa de
circulacéo de ar Quimis marca Q314M223, conforme a RDC n 51 /2010.

O volume da solugédo do simulante foi calculado e adequado em funcdo da area dos

segmentos de revestimentos em cada recipiente, de forma a manter toda a area revestida



29

submersa e garantir a relacdo entre area superficial do revestimento e volume de simulante
igual a 600 cm?/L.

Apos os 10 dias, as amostras foram colocadas para evaporacdo na mesma estufa, a 60°C
por 18h. O residuo do frasco foi diluido em &cido nitrico a 5% e armazenado em geladeira.

b) Espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES)

A determinacao do teor de prata foi realizada por espectrometria de emisséo Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-AES), utilizando aparelho modelo ICP AES Optima 7000
DV (Perkin EImer, EUA®) com configuracdo axial. O sistema de introduc¢do de amostra usou
nebulizador de fluxo cruzado e camara de nebulizagdo Scott (Optima 7000 DV ICP-AES
Specifications). Os parametros instrumentais e as linhas analiticas empregados na
determinacdo utilizando ICP-AES foram os seguintes: poténcia RF (kW) - 1,3; vazdo do gas
de nebulizagdo (L.mint) - 0,8; vazéo do gas auxiliar (L.min™) - 0,2; vaz&o do gas do plasma
(L.min"t) - 15; taxa de aspiragdo da amostra (mL.min™) - 1,0; comprimento de onda de detecgéo
(nm): Ag: 328,068.

c) Célculo da migracao especifica

O célculo da migracéo especifica é realizado conforme a Equacédo 3 abaixo, de acordo

com a resolucdo da ANVISA.

mxsS (3)

T AxM

<
®
I

Onde:

Me = migracdo especifica do elemento por kg de alimento (mg/kg); m = massa do
elemento no extrato de migracdo (mg); A = area total da amostra em contato com o simulante
(dm?); (%) = relagdo da area de contato do material celuldsico (S) pela massa de alimento (M),

expresso em dm#/kg.

455 Teor de prata
a) Preparacéo das amostras
Os papéis revestidos foram cortados em dimensfes de (3x2,5) cm, totalizando 10

segmentos de papel que foram inseridos em cadinhos de porcelana, 3 cadinhos por amostra.

Depois, foram gueimadas em bico de Bunsen sem permitir a ignicdo da fracdo polimérica. O
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material resultante foi entdo calcinado em mufla a 400°C por 6 horas. As cinzas resultantes de
cada amostra foram diluidas em de &cido nitrico a 65 % (m/v), armazenadas em recipiente
fechado e os cadinhos limpos com a solugéo de 5% (v/v) de &cido nitrico até atingir um volume
total de 10 mL.

b) Espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES)

A determinacdo do teor de prata foi realizada por espectrometria de emissao Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-AES), utilizando aparelho modelo ICP AES Optima 7000
DV (Perkin Elmer, EUA®) com configuracdo axial. O sistema de introducdo de amostra usou
nebulizador de fluxo cruzado e camara de nebulizagdo Scott (Optima 7000 DV ICP-AES
Specifications). Os parametros instrumentais e as linhas analiticas empregados na
determinacdo utilizando ICP-AES foram os seguintes: poténcia RF (kW) - 1,3; vazdo do gas
de nebulizacdo (L/min) - 0,8; vazdo do gas auxiliar (L/min) - 0,2; vazdo do gas do plasma
(L/min) - 15; taxa de aspira¢cdo da amostra (mL/min) - 1,0; comprimento de onda de deteccao
(nm): Ag: 328,068.

45.6 Taxa de transmissdo ao vapor de agua

O experimento realizado conforme a ASTM E96/E96M-23 com cinco amostras em
forma de disco fixadas no topo das células de permeabilidade e tendo 3 contendo pentdxido de
fosforo (P20s). As células foram acondicionadas em dessecador contendo solugdo salina
saturada (cloreto de s6dio) e umidade relativa de (50 £ 5) % mantidas em estufa a temperatura
constante de 45 °C. O ganho de massa do sistema (célula e amostra) foi determinado em
intervalos de 24 h até que apresentasse um patamar estavel de ganho de massa. A taxa de
transmissdo de vapor de dgua (WVTR) (gH.0/m?h) foi calculada conforme Equagéo 4.

WVTR = = 4)
AXt

Onde:

G = 0 peso ganho pelo sistema (g); A = a area exposta a transmissdo de vapor (m?); t =

0 numero de horas que a amostra passou na camara (h).

4.5.7 Microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG)

Com o intuito de analisar a topografia do revestimento e a distribuicdo das
nanoparticulas, foi realizada microscopia eletronica de varredura por emissao de campo (MEV-
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FEG). A andlise foi conduzida na Universidade Federal de Pernambuco em laboratorio do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia de Materiais. O equipamento utilizado foi 0 MIRA3
TESCAN, operando a uma tensdo de 5 kV. Foram utilizadas duas faixas de magnitudes: a
primeira de 500 vezes, para observar a topografia do revestimento no substrato papel; a segunda

entre 50k e 100k vezes para analisar a distribui¢do das nanoparticulas.

45.8 Ensaio de biofilme bacteriano

Todos os revestimentos foram colocados em discos metalicos e imersos em placas para
cultura de células de 24 pocos (Fig. 18) imersos em 1,6 mL de agar BHI (Brain Heart Infusion
caldo HiMedia™) e 0,4 mL de inoculo bacteriano padronizado para 0,5 na Escala de
Mcfarland. Depois, essas placas foram incubadas em estufa microbiol6gica a 37°C por 24

horas.

Figura 18: Placas de culturas utilizadas no ensaio de biofilme.

As espécies bacterianas testadas foram Staphylococcus aureus ATCC 15656 e
Escherichia coli ATCC 25922. Concluido o periodo de incubacdo, os corpos de prova foram
entdo imersos suavemente em solucdo salina estéril a 0,9% por 30 segundos até a remoc¢éo do
excesso de células planctdnicas sobre sua superficie. Para remoc¢édo do biofilme e sua posterior
analise, os corpos de prova foram transferidos para novas placas de cultura de células estéreis
contendo 2 mL de solucéo salina estéril a 0,9% e levados ao sonicador por 2 minutos.

A solucgéo contendo o conteudo celular do biofilme desorganizado ou desagregado foi
quantificada através das leituras das absorbancias, as quais foram analisadas em aparelho
Espectrofotémetro UV-VIS digital microprocessado, modelo UV-M51, marca Bel Photonics.

A partir da leitura espectrofotométrica foi determinada a viabilidade microbiana para

cada micro-organismo, que foi calculada através da porcentagem de inibi¢do do crescimento
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microbiano (ICB), em diferentes substancias testadas, para cada micro-organismo de acordo

com a Equacéo 5:

%ICB = [1 — j—g] x 100 (5)

em que: ICB € a inibicdo do crescimento bacteriano em porcentagem, Ac representa a média
das absorbancias por concentracdo de substancia testada e ja subtraida do valor da absorbancia
obtida para cada concentracdo de substancia sem a adi¢cdo do in6culo e AO a média das
absorbancias do controle de crescimento microbiano (sem a substancia testada) (Gudifa et al.,
2010). Este resultado, portanto, representa a porcentagem de células microbianas que a

substancia testada foi capaz de inibir.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacdo das AgNP

A figura 19a mostra o espectro de UV-vis da dispersdo coloidal logo apds a sintese e
confirma a presenca de nanoparticulas de prata. E caracteristico das AgNP um pico de
absorbancia que se apresenta na faixa de comprimentos de onda de 420 a 460 nm,
representando a ressonancia plasmonica de superficie (SPR). Esse fendmeno de ressonancia de
plasmon ocorre na formagdo das AgNP, com a movimentagdo dos elétrons de valéncia dos
atomos Ag. Por esse motivo, como a figura 19a apresenta um pico em 450 nm, pode-se
considerar bem sucedida a sintese das nanoparticulas (Kaimuangpak et al., 2023; Mani et al.,
2022)

Levando em consideracdo os mecanismos de ac¢do antimicrobiana elucidados na se¢éo
3.2, conclui-se que o tamanho das AgNP interfere diretamente nas propriedades
antimicrobianas, de modo que particulas com tamanhos menores que 100 nm tem maior
superficie de contato e facilidade de penetrar a parede celular, do que particulas maiores (Nie,
Zhao e Xu, 2023; Wang et al., 2014). A distribuicdo granulométrica das AgNP sintetizadas
com extrato de orégano, analisada por DLS, esta apresentada na Figura 19b, contendo um pico
Gnico com tamanho médio em 43,82 nm. Na literatura, encontra-se AgNP produzidas com
orégano de tamanhos entre 20 e 150 nm (Meretoudi et al., 2021; Sankar et al., 2013;
Scandorieiro et al., 2022; Shaik et al., 2018), todas apresentam atividade frente as bactérias,
portanto, o tamanho das AgNP desse trabalho esta dentro do esperado para a aplicacdo
desejada.

A andlise da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata sintetizadas com
extrato de orégano, feita pelo método de concentracdo inibitoria minima (CIM) contra as
bactérias E. coli e S. aureus. O resultado encontrado indica que com 69,5 pg Ag/ mL, é possivel
inibir o crescimento das duas bactérias analisadas, o que é resultado da atividade
antimicrobiana/bacteriostatica das AgNP elucidada na se¢éo 3.2. Esse valor estd dentro do que
é encontrado na literatura para nanoparticulas biogénicas e até menor que alguns, apresentados
na Tabela 3, o que é importante, pois permite a utilizacdo de quantidades menores de

nanoparticula como agente antimicrobiano.
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Figura 19: a) espectro de UV-Vis da solucdo de AgNP, b) distribuigdo granulométrica das AgNP e c) concentracéo

inibitéria minima.
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Tabela 3: Resultados de CIM encontrados na literatura para AgNP produzidas com extratos de plantas.

Extrato Microrganismos CIM REF
Oleo essencial de orégano | E. coli e S. aureus 15,75 pg / mL Scandorieiro et al., 2022
Extrato etandlico de E. coli 11 pg/mL Hambardzimyan et al.,
orégano S. aureus 13,75 pg / mL 2020

Syzygium aromaticum L. | E. coli e S. aureus

60 - 100 uL / mL

Maciel et al., 2019

Quercus coccifera L. E. coli e S. aureus 125 pg / mL Kocazorbaz et al., 2021
E. coli 82,5 ug/ mL
Eupatorium adenophorum Dua et al., 2023
S. aureus 64,5 ug / mL

5.2 CaracterizacGes do poli(farneseno-co-IBOMA)

Os resultados das caracterizacOes realizadas para o poli(Far-co-IBOMA), diametro

médio de particulas e temperatura de transicdo vitrea (Tg) estdo apresentados na Tabela 3. O

tamanho das particulas do polimero sintetizado por polimerizacdo por emulsdo apresenta

tamanho médio de 194,9 nm, o que é condizente com outros produzidos realizados por mesmo

método encontrados na literatura com IBOMA e com Farneseno em sua composicao (Fang et

al., 2020; Sahu et al., 2023), a baixa polidispersividade mostra que as particulas estdo

monodispersas. A temperatura de transicdo vitrea (Tg) de copolimeros é influenciada pela Tg
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dos mondmeros constituintes, e pode ser calculada levando em consideracdo as devidas
proporcdes. Porém, muitas vezes a Tg teorica calculada nédo é igual a Tg real obtida na analise
de DSC, isso pode ser devido a alta massa molar e alto grau de reticulacdo (Canevarolo Jr,
2002; Fox e Flory, 1950). E mostrado no resultado analisado na curva calorimétrica do
polimero poli(farneseno-co-IBOMA) uma Tg real de 50°C, o que é bem diferente da Tg teorica
que deu -8°C, isso € resultado da facilidade de reticulacdo que o farneseno apresenta, devido a
quantidade de ligacBes duplas em sua estrutura, que propicia ligagdes entre moléculas (Sahu et
al., 2023). O resultado indica que o polimero tem comportamento fragil & temperatura
ambiente, no entanto ndo ha restricdo para sua utilizacdo em revestimentos (Belletti et al.,
2021).

Tabela 4: Didmetro hidrodinamico e temperatura de transicéo vitrea (Tg) do copolimero de poli(Far-co-IBOMA).

Diametro (nm) Polidispersividade Tg tedrica (°C) Tg real (°C)

Poli(Far-co-IBOMA) 194,9 0,101 -8 50

5.3 CaracterizacGes dos revestimentos

5.3.1 Gramatura e espessura

Os valores de gramatura, ou seja, do peso do revestimento por area para as amostras
revestidas pelos métodos de laminagdo e SBSp estdo apresentados na Tabela 4.

Idealmente, entende-se que quanto maior a gramatura do revestimento aplicado, maior
sera a espessura dele, proporcionalmente (Huang et al., 2021). Porém, essa proporc¢ao nao se
aplicou aos resultados encontrados (Tabela 4 e Figura 20), isso se deve pela natureza porosa
do papel, onde uma solugdo em contato com papel tende a penetrar entre as fibras de celulose.
Comparando as gramaturas dos revestimentos, houve uma variacdo pequena entre elas e sem
tendéncia especifica de aumento ou diminuicéo.

A laminacdo é um dos métodos de revestimento em papel mais utilizado hoje (Rastogi
e Samyn, 2015; Song et al., 2020). Com esse parametro e tendo em vista que a gramatura
resultante dos revestimentos nao teve diferenca téo significativa entre a laminagédo e o SBSp,
pode-se inferir que o SBSp é uma técnica nova que segue 0s parametros de gramatura de papéis

comerciais, portanto pode ser considerada para implementagdo em processos em larga escala.
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Com a analise das espessuras dos revestimentos produzidos (Figura 20), dois fatores
sdo importantes de ressaltar: os revestimentos da laminacdo no geral apresentam menor
espessura que o SBSp; e também que, comparando os revestimentos, as amostras sem AgNP
(polimero puro) possuem maior espessura, quando comparada com as outras amostras
produzidas pelo mesmo metodo. Dentro dos revestimentos laminados L-Far/IBOMA possui
espessura maior que a L-Far/IBOMA/AgNP. Ja dentro dos revestimentos por SBSp, S-
Far/IBOMA apresentou espessura consideravelmente maior que todos 0s outros revestimentos.
Quando as AgNP foram incorporadas na massa polimérica (L-Far/IBOMA/AgNP e S-
Far/IBOMA/AgNP), a espessura do revestimento diminui, ja quando as AgNP estdo na
superficie, (S-Far/IBOMA/AgNP1x e S-Far/IBOMA/AgNP2x) a espessura € intermediaria.
Esse fendmeno pode ser relacionado a maior interacdo das AgNP com o material celulésico,
que é hidrofilico que possuem afinidade com as AgNP biogénicas sintetizadas com extrato de
orégano (Bayram Sariipek, 2024; Kunam et al., 2022). Essa interacdo permite a penetragdo da
massa polimérica aditivada com Ag. Ao contrario quando o polimero esta puro, ndo ha grande
penetragao e por isso ele se acomoda de forma mais superficial no papel.

Uma outra possivel explicacdo é relacionada a viscosidade da solucdo. Quando se
incorpora nanoparticulas em dispersdes poliméricas, € comum que a interacdo das particulas
do polimero com as AgNP pode alterar propriedades como elevar a viscosidade da solucéo
(Benhadjala et al., 2015). Esse fen6meno ndo foi observado nos revestimentos produzidos, uma
vez que as amostras de AgNP incorporadas no polimero obteve menor espessura, ou seja, maior
facilidade de penetracdo entre as fibras do papel, o que além da interacdo das nanoparticulas
com as fibras celulosicas, pode indicar reducdo da viscosidade. A literatura indica que a
principal razdo para um nanocompdsito que ndo ter sua viscosidade alterada ou possivelmente
até reduzida seja que as nanoparticulas nao interagiram com o polimero (Mackay et al. 2003);
mesmo que interajam com o polimero, se as AgNP estiverem bastante dispersas, o

comportamento pode ndo ser de aumento da viscosidade (Benhadjala et al., 2015).

Tabela 5: Valores de gramatura dos revestimentos produzidos pelos métodos de laminagéo e SBSp.

Amostra Gramatura (g/m?) Espessura (um)
L-Far/IBOMA 12,93+ 1,58 6,59 + 1,40
L-Far/IBOMA/AgNP 11,36 £1,12 3,16 £0,21
S-Far/IBOMA 14,38 £ 1,09 11,05+0,72
S-Far/IBOMA/AgNP 15,88 £ 1,29 6,64 +0,38
S-Far/IBOMA/AgNP1x 12,38+ 2,79 7,91+£273
S-Far/IBOMA/AgNP2x 15,29 + 1,56 8,95+ 1,03
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Figura 20: Espessura dos revestimentos analisados por perfildbmetro 6tico.
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5.3.2 Rugosidade e Topografia

A rugosidade dos revestimentos foi analisada em perfildmetro Gtico e esta apresentada
na Figura 21. Ja a Figura 22 apresenta imagens de MEV para andlise da topografia do
revestimento no substrato papel.

Nos resultados encontrados na analise de rugosidade dos revestimentos (Figura 21), 0s
revestimentos produzidos por laminacdo apresentaram rugosidade média menor que 1 um e as
amostras produzidas por SBSp apresentaram rugosidade média entre 8 e 12 um. Essa alta
rugosidade pode favorecer a aplicacdo desse revestimento por SBSp em embalagens
multicamadas, uma vez que a rugosidade facilita a aderéncia entre as camadas (Croll, 2020).
Além disso, deve ajudar na reducdo da transparéncia, resultando em aspecto fosco, devido ao
espalhamento da luz em diferentes diregdes (Yong et al., 2021).

Em todas as imagens da figura 22 pode-se observar uma cobertura total do substrato,
n&o aparecendo visualmente as fibras do papel (Naitzel et al., 2023). Os resultados da medicao
de rugosidade séo ratificados pelas imagens de MEV. As amostras produzidas por laminagéo
(Fig 22a e 22b) se mostra com superficie mais lisa e uniformemente distribuida (Lavoine et al.,
2014). Por outro lado, os revestimentos produzidos por SBSp (Fig. 22 c-f) apresenta marcas da

aspersdo e do espalhamento localizado do polimero formando uma superficie irregular e com
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maior rugosidade, também observado por Ferreira et al. (2019) na utilizagdo da mesma técnica.
Essas marcas, semelhantes as “crateras lunares” sao causadas pelo jato de ar que faz a asperséo
do polimero e, possivelmente, também pela velocidade de rotacdo do coletor onde fica o
substrato durante o SBSp. A rotacdo auxilia o espalhamento do polimero sobre a superficie,
para que fique uniforme, porém como o papel é poroso, existiu uma dificuldade maior de que
a superficie ficasse completamente plana a nivel microscépico. Ao contrario da laminacao que
a barra laminadora nivela o revestimento polimérico sobre a superficie do papel (Kunam et al.,
2022).

Apesar de todas os revestimentos produzidos passarem pelo mesmo processo de
secagem, as amostras S-Far/IBOMA e S-Far/IBOMA/AgNP2x apresentaram rachaduras
possivelmente decorrente desse processo, devido a sua fragilidade a temperatura ambiente,
discutida na secdo 5.2. Essas amostras foram as que apresentaram maior espessura (Figura 20),
portanto, apresentam menor grau de penetracdo nas fibras celulésicas do papel, uma vez que
ndo estavam totalmente aderidos no substrato devido ficaram mais propensos a falha e pela
fragilidade, houve as rachaduras. Dessa forma, pode-se comprovar a importancia das AgNPs
na adesdo no papel, alterando a hidrofilicidade do revestimento.

Figura 21: Rugosidade dos revestimentos analisados por perfildmetro ético.
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Figura 22: Imagens de MEV com escala de 100 um dos revestimentos em substrato de papel (a) L-Far/IBOMA,
(b) L-Far/IBOMA/AgNP, (c) S-Far/IBOMA, (d) S-Far/IBOMA/AgNP, (e) S-Far/IBOMA/AgNP1x e (f) S-
Far/IBOMA/AgNP2x.

5.3.3 Angulo de contato

O angulo de contato do filme polimérico em substrato de vidro, dos revestimentos
produzidos e do papel ndo revestido estdo apresentados na Figura 23. O papel utilizado sem
revestimento apresentou angulo de contato maior que aquele com revestimento, por ser
utilizado um papel comercial para impressdo, € comum que na sua producédo seja adicionado
um recobrimento para ajudar no ancoramento da tinta de impresséo (Lackinger et al., 2011).
Os revestimentos produzidos por laminacéo obtiveram angulo de contato em torno de 57 a 60°,
assim como o revestimento polimérico aplicado sobre substrato de vidro, comprovando o
recobrimento total do papel.

J& se era esperado que os revestimentos produzidos por SBSp obtivessem maior

molhabilidade (&ngulo de contato menor) que os produzidos por laminacdo, devido a
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rugosidade apresentada no subitem 5.3.2. A pressdo do spray e/ou rotacdo do coletor onde o
papel é colocado favorecem o aumento da rugosidade e, consequentemente, diminui¢cdo do
angulo de contato, como pode-se observar mesmo quando é aspergido apenas o extrato, sem
adicdo de polimero.

A rugosidade é uma propriedade muito correlacionada com o angulo de contato. E
comum a realizacdo de tratamentos superficiais quimicos ou fisicos em materiais poliméricos
para aumento da molhabilidade para melhorar a adeséo de tintas ou adesivos. Esses tratamentos
consistem no aumento da rugosidade da superficie do material para promover molhabilidade
por ancoramento mecanico (Dole et al., 2024; Martins et al. 2010). Segundo a teoria de Wenzel,
ao ter rugosidade, a superficie de contato entre o liquido e o sélido aumenta, nesse cenario,
toda superficie entre os picos e vales da superficie é preenchida com o liquido, ao ter maior
superficie de contato, maior energia livre de superficie e menor serd o angulo resultante entre
a interacdo solido-liquido (Li et al., 2021; Wang et al., 2020).

Figura 23: Angulo de contato das amostras de papel sem revestimento, do filme polimérico em substrato
de vidro e das amostras de papel revestidas pelos métodos de laminagdo e SBSp.
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5.3.4 Morfologia da superficie do revestimento por microscopia eletrénica de varredura por
emisséo de campo (MEV-FEG)

A Figura 24 apresenta imagens de MEV-FEG dos revestimentos produzidos, com um
aumento capaz de observar o comportamento de acomodacdo e/ou agrupamento das

nanoparticulas depositadas no revestimento.
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A laminacdo do polimero puro (Fig 24a) resultou em um revestimento com as particulas
(pontos brancos) bem distribuidas por toda a area analisada e assumidas como sendo particulas
poliméricas, visto que imagens de microscopia da superficie de papel comercial apresentam-se
como um emaranhado de microfibras (Naitzel et al., 2023). Ao contrario a laminacdo da
dispersao polimérica com AgNP, a superficie do revestimento apresentou-se uniforme e com
uma quantidade discreta e bem espacadas dessas nanoparticulas poliméricas (Figura 24b). E
importante pontuar que o revestimento do Far-IBOMA puro obtido por SBSp apresentou-se
uniforme e com uma quantidade discreta e bem espacadas de nanoparticulas poliméricas. As
particulas poliméricas s6 foram reveladas na técnica de SBSp apenas ap0s 02 aspersdes das
AgNP. A partir dessas imagens, torna-se necessario um estudo mais aprofundado da interacéo
das particulas do polimero com as nanoparticulas de prata e as variaveis do método de SBSp
para entender tal fendbmeno.

Um fator interessante analisado nas amostras produzidas por SBSp foi a formacéo de
nanofibras de polimero no revestimento. O SBS em sua forma desenvolvida por Medeiros et
al. (2009) tem como objetivo a producédo de nanofibras. Os parametros de distancia, presséo e
taxa de injecdo do polimero foram modificados para melhor producéo de revestimentos, o que
foi bem-sucedido. Porém, em escala nanomeétrica fibras curtas foram também produzidas. A
presenca dessas nanofibras pode elevar a resisténcia mecanica dos revestimentos (Rashid et al.,
2024; Wang et al., 2023), formando compdsitos com alta resisténcia a tracdo, o que é
importante na aplicacdo como embalagem alimenticia para garantir o transporte e manuseio de

produtos, garantindo a integridade do revestimento.
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Figura 24: Imagens de MEV/FEG com escala de 1 pm dos revestimentos em substrato de papel (a) L-Far/IBOMA,
(b) L-Far/IBOMA/AgNP, (c) S-Far/IBOMA, (d) S-Far/IBOMA/AgNP, (e) S-Far/IBOMA/AgNP1x e (f) S-
Far/IBOMA/AgNP2x.

5.3.5 Teor de prata e migracao especifica

Os resultados de teor de prata e migracao especifica estdo apresentados na Tabela 5. O
teor de prata estd condizente com o esperado, com as amostras sem a adicdo de prata
apresentando teor abaixo ou proximos ao limite de deteccdo do método analitico, que é de 5
ppb. As amostras com Ag na superficie obtiveram teor coerente com a quantidade de prata
aplicada. J& os revestimentos com AgNP na massa polimérica apresentaram uma diferenca
significativa no teor de prata entre os dois métodos de aplicacdo, provavelmente, devido a
maior espessura do revestimento S-Far/IBOMA (Tabela 4), uma vez que o método de sintese

de AgNP e a dilui¢do prata/polimero foi a mesma.
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O teor maximo de migracéo de prata permitido em embalagens para alimentos, segundo
a ANVISA e a European Food Safety Authority (EFSA), é de 0,05 mg/kg (ppm), ou seja, 50
ppb (Mackevica, Olsson e Hansen, 2016). Dos revestimentos produzidos, apenas S-
Far/IBOMA/AgNP2x ndo se enquadra como potencial para aplicagdo em embalagens
alimenticias devido seu alto teor de migracdo. A amostra S-Far/IBOMA/AgNP1x esta no limite
maximo aceitavel, o que requer uma grande atencdo a regulacdo dos parametros na aplicacao
do revestimento. A maior migracdo apresentada por esses revestimentos é em funcdo da
aplicacdo na superficie, que dificulta a formacdo de ligacGes entre a prata e o polimero,
facilitando a lixiviacao da prata superficial para o alimento (Hannon et al., 2015).

Apesar do maior teor de prata na amostra S-Far/IBOMA/AgNP, provavelmente, devido
a maior espessura do revestimento, a metodologia do ensaio de migracdo padroniza a area da
superficie da embalagem em contato com o alimente, a migracdo de prata desse revestimento
foi menor do que todos os outros revestimentos com Ag, o que faz desse um 6timo candidato
a aplicacdo em embalagens ativas (Mackevica, Olsson e Hansen, 2016). Assim como nos
resultados de teor de prata, os resultados da migracdo especifica estdo condizentes com o
esperado, ou seja, as amostras sem a adi¢do de prata apresentaram teor abaixo ou préximos ao

limite de deteccdo do método analitico que é de 5 ppb.

Tabela 6: Valores de teor de prata nos revestimentos e da migragdo por 10 dias em simulante &cido acético 3%.

Amostra Teor de Ag Migracéo de Ag

(mg/kg) (mg/kg)
Papel <0,005 0,007
L-Far/IBOMA <0,005 0,019
L-Far/IBOMA/AgNP 0,171 0,037
S-Far/IBOMA 0,007 <0,005
S-Far/IBOMA/AgNP 0,212 0,019
S-Far/IBOMA/AgNP1x 0,139 0,049
S-Far/IBOMA/AgNP2x 0,197 0,110

5.3.6 Taxa de transmissdo ao vapor d’dgua (NVTR)

A partir dos valores de WVTR do papel comercial sem e com revestimento (Tabela 6),
pode-se observar que 0s revestimentos ao contrario do esperado, aumentaram a permeabilidade

ao vapor d’agua com relagdo ao papel puro, exceto para a amostra L-Far/IBOMA sem AgNP,
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diferindo de muitos artigos da literatura (Abdenour et al., 2023; Amini et al., 2016; Vijayan,
Aparna S e Sahoo, 2023). O ideal esperado e reportado por esses trabalhos seria uma
diminuicdo significativa da taxa de transmissao, que significaria uma melhor propriedade de
barreira ao vapor d’agua. O aumento da taxa de permeabilidade dificulta a aplicacdo em
embalagens de alimentos que sejam estocados em ambientes umidos, como freezers e
geladeiras (Song et al., 2020).

Fendmeno semelhante foi observado apenas por Vartiainen et al. (2004), onde explicam
que a possivel razdo para o papel ter uma barreira a transmissdo ao vapor d’agua maior € que
o latex do poli(farneseno-co-IBOMA) de base aquosa pode ter solubilizado e removido o
impermeabilizante existente na superficie do papel comercial. Esse fator pode explicar o
aumento ainda mais significativo da WTVR para as amostras de SBSp, que pode ter arrastado
o tratamento superficial do papel junto com o excesso de polimero ndo aderido a superficie do
papel durante a aspersdo. Além disso, a pressdo do spray e/ou rotagdo do coletor, pode
favorecer a remocdo do impermeabilizando da superficie para os poros entre as fibras do papel,
tornando o papel mais permedvel (Vartiainen et al., 2004), assim como foi observado na anélise
de absorcdo de 4gua do subtdpico 5.3.4.

Como os tratamentos para impermeabilizacdo do papel e ancoramento da tinta, por
exemplo, sdo superficiais, qualquer alteracdo supracitada na superficie do papel pelo SBSp
pode ter contribuido para reducdo da adesdo do poli(farneseno-co-IBOMA) ao substrato de
papel, gerando vazios que facilitam a permeagdo do vapor d’agua pelas regides menos espessas
do revestimento polimérico. E interessante observar que os resultados corroboram com 0s
revestimentos poliméricos que apresentaram fissuras na superficie (Figuras 21c e 21f), pois o
revestimento S-Far/IBOMA (Figura 21c) mesmo sem AgNP apresentou WTVR maior que
aqueles obtidos por SBSp com prata, exceto com relagdo ao revestimento S-
Far/IBOMA/AgNP2x (Figura 21f) que também apresentou superficie fissurada.

As amostras com WVTR mais proximas do papel comercial foram aquelas obtidas por
laminacédo sem prata (L-Far/IBOMA) e a S-Far/IBOMA/AgNP, essas amostras indicam que ha
possibilidade de ambos os métodos de revestimento apresentaram permeabilidade equivalente
a do papel comercial. O aumento da permeabilidade ao vapor d’agua dos revestimentos com a
incorporacdo de AgNP é esperado devido a natureza hidrofilica das AgNP, facilitando a
absorcédo do vapor d’agua pelo revestimento ¢ aumentando a WTVR do papel. Por outro lado,
é interessante observar que a amostra do nanocomposito Far/IBOMA/AgNP aplicada por SBSp
apresentou valor de WTVR menor que a mesma amostra obtida por laminagéo, ou melhor, bem

préximo ao papel comercial, como relatado.
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Esse resultado indica que a técnica de SBSp, desde que controlada a auséncia de fissuras
na superficie, pode ter um desempenho melhor que a laminacdo na WTVR. Como a espessura
e gramatura do revestimento por SBSp ficou levemente maior que aquele obtido por laminagéo
(Tabela 4), o melhor desempenho a barreira ao vapor de 4gua da amostra S-Far/IBOMA/AgNP
em relacdo a L-Far/IBOMA/AgNP pode estar associado a essa variavel, cuja influéncia
sobrepds aquela do maior teor de prata encontrado para a amostra S-Far/IBOMA/AgNP
(Tabela 5).

No entanto, a partir dessa constatacdo € mais provavel que a maior WTVR do SBSp
observada pelas demais amostras esteja associada a presenca de fissuras na superficie do
revestimento (Figuras 21c e 21f) e a hipdtese da interacdo do polimero com o
impermeabilizante do papel e a pressdo do spray ter favorecido a remocdo de aditivos
incorporados da superficie para os poros entre as fibras do papel, prejudicando as propriedades
de ancoramento do polimero na superficie papel, provocando falha de adesdo entre o
revestimento polimérico e o substrato de papel e levando a producdo de um papel mais
permeavel (Vartiainen et al., 2004). Hipoteses que explicaria a maior permeabilidade ao vapor
d’agua da amostra S-Far/IBOMA/AgNP1x mesmo tendo menor teor de prata (Tabela 5), maior

espessura e ndo apresentar fissuras na superficie.

Tabela 7: Taxa de transmissao ao vapor de agua (WVTR) apresentada em valores por hora e por dia.

Amostra WVTR (g/m?.h) WVTR (g/m2.dia)
Papel 6,31 + 0,07 151,52 + 1,87
L-Far/IBOMA 6,19+ 0,21 148,37 £ 5,19
L-Far/IBOMA/AgNP 8,89 £0,10 213,22 £1,58
S-Far/IBOMA 12,57 £1,09 301,8 + 26,16
S-Far/IBOMA/AgNP 6,95 + 0,68 166,97 + 16,29
S-Far/IBOMA/AgNP1x 12,04 £ 0,35 289,00 £ 8,55
S-Far/IBOMA/AgNP2x 14,65 £ 0,46 351,67 £11,27

5.3.7 Ensaio de biofilme

A atividade antimicrobiana dos revestimentos foi analisada a partir da inibicdo de
crescimento percentual das bactérias E. coli e S. aureus, tanto para as amostras produzidas pelo
método de laminacdo, quando pelo método de SBSp (Figura 25). Os papéis revestidos com o
polimero puro séo as amostras de controle positivo, sem o agente antimicrobiano. Todas as

amostras contendo AgNP apresentaram grau de inibicao das bactérias com relagdo as amostras
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de controle (Gudifia et al., 2010). Isso mostra estabilidade das nanoparticulas no revestimento,
uma vez que continuam apresentando propriedades antimicrobianas provadas pelo método de
concentracdo inibitéria minima (Sec¢do 5.1) mesmo depois da aplica¢do, por laminacgdo ou
SBSp, possibilitando aplicagdes em embalagens antimicrobianas (Amini et al., 2016; Carbone
et al., 2016).

As amostras com AgNP incorporada na massa polimérica, tanto por laminacgéo quanto
por SBSp apresentaram alta agdo contra E. coli, assim como a amostra de SBSp com 2 camadas
de Ag na superficie, a inibicdo mais eficiente para essa bactéria é devido a sua natureza gram-
negativa, pois possui a camada peptidoglicana fina e lipossacarideos na superficie que facilitam
a interacdo da AgNP com a bactéria. Esse comportamento foi diferente para a amostra com 1
camada de Ag na superficie, sendo menor até que para a bactéria S. aureus, que por ser gram-
positiva, possui uma camada peptidoglicana espessa na superficie da parede celular, o que
dificulta a interacdo da prata com o microrganismo (More et al., 2023; Ajlouni et al., 2022;
Ferreira, 2015).

Quanto ao grau de inibicdo do crescimento da Staphylococcus aureus, 0 revestimento
laminado apresentou 54%, alta porcentagem de inibicdo comparado com a amostra controle.
Para as amostras produzidas por SBSp, o comportamento foi contrario do que para a E. coli,
sendo o revestimento com 1 camada de AgNP na superficie mais eficaz contra o crescimento
da S. aureus. A explicacdo é que como ha maior dificuldade de penetracdo nessa bactéria, a
presenca de AgNP na superficie, e ndo incorporada ao latex, facilitou a interacdo e penetracao
das nanoparticulas na parede celular, para que seja possivel a formacéo de ROS e outros danos
causados na célula (Nie, Zhao e Xu, 2023).

A amostra com 2 camadas de Ag, apesar de ter a prata na superficie, o que facilitaria a
interacdo, a grande quantidade de AgNP livre, comprovada no ensaio de migragéo, pode ter
causado aglomeracéo, que impacta diretamente na atividade antimicrobiana, tamanhos maiores
diminuem a agdo antimicrobiana e/ou bacteriostatica de AgNP (Arshad et al., 2023). O que ndo
necessariamente tem mesmo impacto na bactéria Escherichia coli, uma vez que com uma
parede celular mais fina, AgNP de tamanhos razoavelmente maiores conseguem penetrar,

portanto as 2 camadas de AgNPs na superficie aumentam a inibic&o.



Figura 25: Inibic8o do crescimento bacteriano dos revestimentos para E. coli e S. aureus.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho investigou a utilizacdo dos metodos de producdo de revestimentos
antimicrobianos via laminacdo e SBSp para utilizagdo em embalagens de papel para alimentos.

Nanoparticulas de prata foram obtidas pelo método de sintese biogénica com extrato
aquoso de orégano e apresentaram atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e
Staphylococcus aureus que permite sua utilizacdo como agente antimicrobiano no revestimento
proposto para fabricagdo de embalagens ativas.

Com as técnicas de laminacdo e SBSp foi possivel o recobrimento total e uniforme dos
papéis utilizados como substrato provado por analises de MEV e angulo de contato. A
gramatura dos revestimentos foi muito préxima para os dois métodos de aplicacdo, o que
mostra que ndo ha diferenca significativa no gasto de material entre os métodos.

O revestimento produzido por SBSp apresentou uma alta rugosidade devido aspersao
do polimero, o que tornou a superficie mais hidrofilica que os revestimentos laminados, essa
propriedade o favorece para aplicages onde seja necessaria uma superficie com alta adeséo,
sem ter a necessidade de passar por tratamentos superficiais adicionais.

As amostras produzidas por laminacao apresentaram suas particulas bem dispersas pela
superficie do revestimento, analisada por MEV-FEG. Ja os revestimentos produzidos por SBSp
apresentaram formacao de nanofibras poliméricas vistas nos revestimentos com e sem AgNP,
essas nanofibras podem aumentar a resisténcia mecénica desse revestimento pela sua alta razao
de aspecto.

Para a utilizacgio em embalagens alimenticias, os revestimentos com AgNP
incorporadas na dispersdo do latex sdo mais indicadas, pois pelo teste de migracao, essas
demonstraram uma perda de < 0,05 mg de prata por kg de alimento, o0 que se encontra dentro
aceito pela norma liberada pela ANVISA para comercializagdo no Brasil.

O resultado de taxa de transmissdo ao vapor de agua indica que, por ndo haver uma
diminuicdo significativa da permeabilidade, esses revestimentos sdo indicados para utilizagdo
em alimentos estocados em ambientes secos, fora de geladeiras e freezers.

O ensaio de biofilme dos revestimentos confirmou a atividade antimicrobiana das
AgNP mesmo ap0s passar pelos processos de aplicacdo por laminacdo e SBSp. Os papéis
revestidos com a presenca das nanoparticulas se mostraram eficazes na inibicéo do crescimento
de E. coli e S. aureus, bactérias causadoras de doencas transmitidas por alimentos.

As duas técnicas se mostraram eficientes para a aplicacdo de revestimentos

antimicrobianos em papel, sendo indicadas para utilizacdo em embalagens de papel que
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acondicionam graos, cereais, farinhas e alimentos secos. Os revestimentos por SBSp séo aptos
a aplicacdes em embalagens multicamadas sem a necessidade de tratamento superficial para
adesdo, devido sua alta molhabilidade. Os laminados sdo mais adequados para utilizagdo em
embalagens de uma camada, pois para aplicacdo em multicamadas pode ser necessario um

tratamento superficial adicional.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A seguir sdo apresentadas as sugestdes para trabalhos futuros:

e Investigar da acdo do spray no SBSp e da interacdo do polimero com as fibras do papel

na permeabilidade ao vapor d’4agua do papel.

e Determinar a absorcdo de agua (Teste Cobb) dos papéis revestidos.
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