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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos e avaliados revestimentos antimicrobianos contendo latex
poli(estireno-co-butadieno) SB, nanocristais de celulose (CNC) e nanoparticulas de prata (AgNPs)
biogénicas, produzidos por solution blow spraying (SBSp) e avaliados em substrato de vidro e papel, com
o intuito de oferecer recobrimento de fécil aplicagdo. As AgNPs biogénicas foram produzidas por reducéo
quimica do nitrato de prata com extrato de orégano (Origanum vulgare L). As nanoparticulas
apresentaram concentracao igual a 0,00017 g/mL, diametro médio igual a 60 nm obtido via espalhamento
dindmico de luz (DLS) e concentracéo inibitéria minima (MIC) para E. coli e S. aureus igual a 27,8 pg/g.
Apos secagem em condicGes ambiente, as AgNPs apresentaram morfologia de bastonetes e semi-esferas
com tamanho de 10 pm, observado via microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo
acoplada a espectrometria de energia dispersiva de raios-X (MEV-FEG/EDS). Os revestimentos foram
obtidos a partir da mistura de 20 %m/m do latex de SB com 3 %m/m de CNC (SB/CNC) e as condic¢des
de aspersdo por SBSp foram ajustadas para ambos os substratos obtendo SB/CNC com boa uniformidade
e espessura média da ordem de 0,7 um e 1,6 um sobre os substratos de vidro e papel, respectivamente.
Os revestimentos SB/CNC/AgNPs, SB/CNC/AgNPslx e SB/CNC/AgNPs2x foram produzidos,
utilizando-se trés variacdes de processamento SBSp e foi avaliada a incorporacdo das AgNPs
(ancoramento na superficie externa, ou incorporacao na dispersdo do nanocompdsito polimérico) e o
efeito da concentragdo de AgNPs na superficie do revestimento (SB/CNC/AgNPslx e
SB/CNC/AgNPs2x). No caso do substrato de papel foi estabelecida uma gramatura maxima do
revestimento igual a 17,8 g/m? e os valores inferiores a 30 mg/g para capacidade de absorcdo de agua
(COBB), tendo como referéncia o papel cartdo revestido com o SB/CNC/AgNPs por laminacdo. As
imagens de MEV-FEG/EDS revelaram aglomeragdo de prata na superficie do SB/ICNC/AgNPs2x. O
SB/CNC/AgNPs1x apresentou atividade antimicrobiana similar ao revestimento SB/CNC/AgNPs.
Apesar da inibicdo do crescimento de biofilmes ter sido menor para S. aureus (63%), todos 0s
revestimentos com AgNPs tiveram acdo antimicrobiana contra as duas cepas estudadas, E. coli e S. aureus
0 SB/CNC/AgNPs atende os limites exigidos pelos 6rgaos reguladores, estando apto para aplicacdo em

embalagens para contato direto com alimentos.

Palavras-Chave: dispersdo polimérica, nanotecnologia, prata coloidal, antimicrobiando, sintese verde,

orégano, papel cartdo, solution blow spraying
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ABSTRACT

In this work, antimicrobial coatings containing poly(styrene-co-butadiene) SB latex, cellulose
nanocrystals (CNC) and biogenic silver nanoparticles (AgNPs) produced by solution blow spraying
(SBSp) on two substrates, glass and paper, were developed and evaluated in order to provide easy-to-
apply coating. The biogenic AgNPs were produced by chemical reduction of silver nitrate with oregano
extract (Origanum vulgare L). The nanoparticles presented a concentration of 0.000 17 g/mL, an average
diameter of 60 nm, determined by dynamic light scattering (DLS), and a minimum inhibitory
concentration (MIC) detected for E. coli and S. aureus of 27.8 pg/g. After drying under ambient
conditions, the AgNPs acquired the shape of rods and semi-spheres with micrometric size, observed by
scanning electron microscopy with field emission coupled to energy dispersive X-ray spectrometry
(SEM-FEG/EDS). The coatings were produced by mixing 20% by mass of SB latex with 3% by mass of
CNC (SB/CNC) in relation to the dry mass of SB and the SBSp spraying conditions were adjusted for
both substrates obtaining uniform SB/CNC and thickness of the order of 0.7 um and 1.6 um on the glass
and paper substrates, respectively. The SB/CNC/AgNPs, SB/CNC/AgNPs1x and SB/CNC/AgNPs2x
coatings were produced using three variations in the SBSp processing and also the form of incorporation
of AgNPs was observed (anchoring on the external surface, or incorporation in the dispersion of the
polymeric nanocomposite), in addition to the effect of the concentration of AgNPs on the coating surface
(SB/CNC/AgNPs1x and SB/CNC/AgNPs2x). In the case of the paper substrate, a maximum coating
weight of 17.8 g/m2 and values lower than 30 mg/g for water absorption capacity (WBC) were established
as a target, taking as reference the cardboard coated with the SB/CNC/AgNPs nanocomposite by
lamination. The SEM-FEG/EDS images revealed silver agglomeration on the surface of the
SB/CNC/AgNPs2x. The SB/CNC/AgNPslx showed antimicrobial activity similar to the
SB/CNC/AgNPs coating. Although the inhibition of biofilm growth was lower for S. aureus (63%), all
coatings with AgNPs had antimicrobial action against the two strains studied, E. coli and S. aureus, and

showed minimal silver migration content, being suitable for use in food packaging.

Keywords: Poly (styrene-co-butadiene), nanoparticles, coating, renewable resources, oregano,

cardboard, solution blow spray
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1. INTRODUCAO

A embalagem de alimentos é meio de protecdo importante para manter a integridade
dos alimentos contra danos bioldgicos e quimicos (SARFRAZ et al., 2024). A seguranga
alimentar é fundamental para garantir a saide humana caracteristicas tais como: praticidade,
integridade e facilidade de transporte que sdo indispensaveis as embalagens (CAMARELLE et
al., 2021). A vida util do alimento acondicionado pode ser ampliada com o uso de agentes
antimicrobianos na producao da embalagem (PERREIRA et al., 2020). Os polimeros sdo um
material interessante na fabricacdo das embalagens podendo ser adicionado de ativos que
prolongam a vida de prateleira do alimento.

Os polimeros sintéticos possuem 42% de lideranca no mercado de embalagens flexiveis
para alimentos. As embalagens poliméricas apresentam custo baixo, alta resisténcia mecénica,
rigidez, boas propriedades de barreira, baixa densidade, ndo contaminam o alimento e podem
ser reciclados (BURROWS et al., 2022).

Os nanocristais de celulose (CNC) séo fonte renovavel, biodegradavel e abundante na
natureza (MEDEIROS et al., 2008; MEDEIRQS, et al., 2014). Geralmente sdo obtidos por
hidrélise acida de diversas fontes vegetais, contendo celulose (YANG et al., 2011,
VARTIAINEN et al.,, 2016). O revestimento polimérico para embalagem é um elo entre
embalagem e alimento podendo atuar na maior protecdo do alimento quando incorporados em
matrizes poliméricas ampliam propriedade de barreira e pode ser usado em diversas areas de
aplicacdes (WANG et al., 2022).

A utilizacdo de revestimentos poliméricos ativos promove a interacdo
embalagem/produto e contribui para a seguranca alimentar da populacdo. Além disso, o
revestimento polimérico amplia a protecdo de barreira a gases. Absorvedores de oxigénio ou

etileno, controladores de umidade e os agentes antimicrobianos ja sdo usados na fabricacdo de
embalagens e revestimentos ativos (CHI et al., 2020). Os agentes antimicrobianos quando
adicionados nas embalagens ampliam a vida util do alimento (AZARBANI et al., 2020) e as
nanoparticulas de prata (AgNPs) possuem atividade antimicrobiana em pequenas concentracdes
(CHUNG et al., 2016) contra um vasto espectro de bactérias gram-negativas, gram-positivas,
fungos, protozoarios e alguns virus (ONITSUKA et al., 2019). As nanoparticulas podem ser
obtidas utilizando, por exemplo, extrato de orégano e assim minimiza o uso de ativos quimicos.
O nanocompdsito a base de poli(estireno-co-butadieno) com CNCs e AgNPs
(SB/CNC/AgNPs) é um revestimento que agrega acdo antimicrobiana e melhora a propriedade

de barreira da embalagem, aumenta a vida util dos alimentos e pode expandir os nichos de



mercado do SB. A técnica de SBSp € uma opcao versatil e econbmica, capaz de produzir
revestimentos finos, com alta atividade biocida de forma rapida e com teores reduzidos de
AgNPs.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo produzir revestimentos
antimicrobianos composto por SB/CNC/AgNPs para aplicacdo em embalagens de alimentos
contendo 0,17 mg/ml de AgNPs e ampla protecao contra as principais cepas contaminantes nos
alimentos E.Coli e S.aureus. Além de avaliar sua durabilidade frente a maltiplos enxagues e
sua capacidade de atender aos limites de migracdo especifica exigidos pela ANVISA para
alimentos armazenados em condicdo ambiente. Os revestimentos foram testados em substratos
de vidro e papel, sendo esse ultimo um dos principais segmentos de aplicacdo do SB, polimero

base desse trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Embalagens para alimentos

A embalagem protege o alimento contra contaminantes externos e internos dependendo
do tipo de tecnologia aplicada (KUSTER et al., 2020; BOU-MITRI et al.,2020). Transparéncia,
flexibilidade, resisténcia mecanica e estabilidade dimensional séo requisitos almejados em
embalagens de alimentos (AHMED et al., 2022). As principais fun¢des da embalagem incluem
contengdo, protecdo, conveniéncia e comunicacdo. O papel da embalagem de alimentos é
ampliar a conservagdo, manutencdo da seguranca e da qualidade dos alimentos até o consumo
(KUSTER et al., 2020; AMHED et al., 2022).

O aumento da vida util do alimento facilita a comercializagdo reduz perdas que ocorrem
em toda a cadeia (KUSTER et al., 2020). Varios processos sdo utilizados para garantir a
seguranca alimentar, porém existem limitaces como, por exemplo, no uso de conservantes
(HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2019). As embalagens ativas usam ativos antimicrobianos que
promovem a reducdo de conservantes, atuam como barreira de prote¢do contra contaminantes
e aumentam o tempo de vida de prateleira (BOU-MITRI et al., 2020). No entanto, este tipo de

desenvolvimento envolve conhecimentos especificos na area de engenharia de materiais (Figura

1).
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Figura 1: Funcbes da embalagem de alimentos. Fonte: Autora




2.1.1 Embalagens com nanotecnologia

A nanotecnologia atua no desenvolvimento de embalagens ativas e inteligentes, melhora
as propriedades mecanicas, de barreira e aspectos associados a qualidade e seguranca dos
alimentos (HAN et al., 2018).

Diversos tipos de materiais podem ser preparados e aplicados em escala nanomeétrica
com formas e estruturas particulares. As nanoparticulas sdo desenvolvidas com composicao,
morfologia, estrutura, cristalinidade e razdo de aspecto que definem as caracteristicas
intrinsecas do produto final (BAIG et al., 2021).

Como exemplo de nanoparticulas e nanofibrilas utilizadas em matrizes poliméricas,
tem-se os nanocristais e nanofibrilas de celulose (CNC e NFC), nanofibrilas de quitina (ChNF),
nanofibrilas de seda (SNF) e nanofibrilas de colageno (CoNF), nanoplaquetas de argila,
nanoparticulas metalicas, de diéxido de titanio, éxido de zinco e de silica (SiO), haloisita
(HAL), grafeno (TRIPATHI, et al., 2018), entre outras. Muitos desses nanomateriais de fontes
renovaveis sdo abundantes na natureza e possuem biodegradabilidade e biocompatibilidade
(LING et al., 2018; YOU et al., 2018).

As nanoparticulas de celulose podem aprimorar as propriedades mecanicas e de barreira,
a atividade antimicrobiana, a biodeteccdo e as propriedades de captacdo de oxigénio e gas
etileno, por exemplo (KARGARZADEH et al., 2017; DARIE-NI et al., 2018). O uso dessas
nanoparticulas de forma combinada na producdo de nanocompdsitos hibridos permitem
interacdes interfaciais ao substrato (XIONG et al., 2018). A nanotecnologia e 0s nanomateriais
sdo meios importantes no desenvolvimento de materiais avancados podem produzir embalagens
com maior tempo de conservacdo dos alimentos (MANOU et al., 2022). Nos mercados dos
EUA e da Asia, as embalagens de alimentos com nanomateriais ja sdo utilizadas. Entretanto
nos paises da Europa ainda estdo em estudo (TSAGKARIS et al., 2018).

No Brasil tem sido realizados bons investimentos no desenvolvimento de embalagens
ativas e inteligentes, usando nanotecnologia. Espera-se inovagdes no mercado nacional nos
proximos anos com tecnologia voltada a conservacdo de alimentos (BAIG et al., 2021) e
publicacdo de legislacdo especifica pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Independentemente, as embalagens com nanotecnologia devem atender aos limites de migragéo
especifica nacional e internacional, além de garantir a seguranga dos produtos embalados
(JONG et al., 2005; SIEGRIST et al., 2007; SIEGRIST et al., 2008; YANG et al., 2011,
VARTIAINEN et al., 2016; SIEGRIST et al.,, 2017; SHEN et al.,2019). Os componentes



migrantes ndo podem provocar contaminacdo toxicolégica ou sensorial ao produto
acondicionado (SOUZA e FERNANDO, 2016).

2.1.2 Embalagens Antimicrobianas

Na industria de alimentos, varios métodos de conservacdo sdo utilizados de forma a
manter a qualidade do produto e aumentar o tempo de prateleira, controlando o crescimento
microbiolégico. A adicdo de agentes quimicos exerce efeito sobre o crescimento
microbioldgico, porém aumenta o risco de doencas causadas por intoxicacdo alimentar
(KARGARZADEH et al., 2017).

A embalagem antimicrobiana promove maior seguranca contra possiveis contaminacoes
indesejadas em varios tipos de alimentos como carnes, massas, queijos etc. A contaminacao
destes alimentos se inicia na superficie devido ao manuseio apds o corte (ATTA et al.,2022).
Ela interage ao alimento acondicionado, reduzindo a taxa de crescimento de microrganismos
patdgenos minimizando reacbes de degradacdo oxidativa (KARGARZADEH et al., 2017;
ANUKIRUTHIKA et al., 2020).

A técnica de aspersdo de um agente antimicrobiano adicionado diretamente na
superficie do alimento promove beneficio limitado devido a possibilidade de neutralizacdo da
substancia ativa pela sua difusdo, da superficie para o interior da massa do produto (NASSER
et al.,2020).Desta forma, a utilizacdo de embalagens contendo agentes antimicrobianos na sua
formulacdo pode ser eficiente devido a lenta migragdo do composto ativo do material da
embalagem para a superficie do produto, comparado a tecnologia de aspersdo direta. Se a
embalagem antimicrobiana mantiver a liberacdo do ativo por longo periodo podera garantir sua
acao até o consumo final e reduzir o uso de conservantes (GHAZVINI et al., 2022).

Entre os varios agentes antimicrobianos e antioxidantes que podem ser incorporados nas
embalagens, existem dois grupos: agentes quimicos e agentes naturais (KECHICHIAN, 2010;
DOBRUCKA & CIERPISZEWSKI, 2014). Ativos antimicrobianos naturais podem ser
encontrados em Gleos essenciais, como 6leo de alecrim; alguns extratos de plantas, em frutas e
ervas como, tomilho, cravo, tea tree, folhas de espinheiro (Hippophaé rhamnoides L.) e casca
interna de pinheiros (Pinus silvestris); acidos organicos e compostos fenolicos (BRAGA et al.,
2010; LIRA, 2018; MOSER et al., 2018; MORAIS et al., 2019;CARNEIRO et al., 2020), como
extrato de propolis, acido acético e cafeina; peptideos e enzimas (BROBBEY et al. 2017).

Estudos com enzimas como nisina, lisozima e lactase mostram efeito antimicrobiano contra



algumas bactérias, quando dispersas no polimero e/ou quando imobilizadas na superficie do
filme (BEGONYA et al., 2012; BARBIROLI et al., 2012).

Estudo recente realizado com o poli(adipato de butileno) funcionalizado com grupos
fosfénio quaternario mostrou atividade antimicrobiana. Houve vantagem de ndo necessitar de
liberacdo de nenhum composto para o produto embalado garantindo o desempenho da
embalagem (ANTHIERENS, 2012). Isso € possivel, pois o crescimento microbiano no alimento
é predominantemente superficial (CABANAS-ROMERO et al., 2020).

Estudos da literatura relatam filmes antimicrobianos, utilizando biopolimeros, como a
quitosana, devido a sua intrinseca caracteristica antimicrobiana (HIGAZY et al.,2010). Um
trabalho utilizando o complexo quitosana-glucose foi publicado e mostrou atividade
antimicrobiana e antioxidante superior a quitosana pura (KANATT et al., 2008).

Os polimeros também podem ser formulados com AgNPs, MgO, CuO, Cu, ZnO,
seleneto/telureto de Cd, quitosana, nanotubos de carbono (VASILE et al. 2017). Embalagens
de alimentos podem ser aprimoradas usando compostos aromaticos e fendlicos que combatem
a acdo de microrganismos deteriorantes e apresentam atividades antioxidantes
(HOSEINNEJAD et al., 2018).

Os diversos compostos com atividade antimicrobiana geralmente exibem atividade para
uma determinada classe de microrganismos e quando destinados a entrar em contato direto com
0 alimento devem ser considerados como aditivo aprovado para uso em alimentos e/ou em
embalagens de alimentos (CABANAS-ROMERO et al., 2020).

Considerando as condicdes de processamento dos termoplasticos no estado fundido ha
possibilidade de perda da atividade antimicrobiana, devido ao uso de altas temperaturas,
cisalhamento e pressdo. A estabilidade quimica do ativo pode ser reduzida por perdas de
compostos volateis e compostos antioxidantes durante o processamento, diminuindo, assim, seu
teor ativo na aplicacdo (HEIRLINGS et al., 2004).

2.1.3 Embalagens antimicrobianas com nanoparticulas metélicas

O tocoferol foi usado na sintese das AgNPs e aumentou a estabilidade térmica no filme
PBAT (CABANAS-ROMERO et al., 2020). O uso das nanoparticulas conferiu efeito cidal ao
material contra Escherichia coli e Listeria monocytogenes. O mecanismo antimicrobiano
combina a acdo da nanoparticula metalica com o grupo tiol (-SH) da proteina, desnaturando a
proteina (PULIT & KOWALSKI, 2011). Shankar e Rhim (2016) avaliaram o poli(adipato de

butileno-co-tereftalato) (PBAT) combinado com AgNPs e tocoferol. O efeito antimicrobiano



contra Escherichia coli e Listeria monocytogenes foi comprovado e as nanoparticulas
melhoraram a permeabilidade ao vapor de 4gua da matriz polimérica.

Youssef et al. (2014) desenvolveram embalagem biodegradével a base de quitosana e
nanoparticulas de prata e ouro, a qual apresentou efeito cidal contra as bactérias gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa), gram-positivas (S. aureus), fungos (Aspergillus niger) e leveduras
(Candida albicans). Abdelghany et al. (2016) também desenvolveram um material ativo ao
combinar AgNPs com blendas de quitosana e poli(alcool vinilico), obtendo efeito cidal contra

Escherichia coli e Listeria monocytogenes.

2.1.4 Seguranca nas embalagens com nanoparticulas metalicas

O teste de migracéo é usado em embalagens que contem nanoparticulas metalicas para
comprovar que a quantidade de migrantes presentes nao exceda o nivel de tolerancia permitido
(HANNON et al., 2018). O ensaio permite identificar riscos de toxicidade e de alteragdo nas
propriedades organolépticas do alimento acondicionado (SZCZEPANSKA et al., 2018).
Deshwal et al. (2019) explicam que os materiais para contato com alimentos podem conter
alguns componentes e/ou contaminantes que podem oferecer risco a saide humana no longo
prazo, se migrarem para o alimento em teores superiores aos permitidos (1AL, 2008; MERCEA
et al., 2020).

2.1.5 Migracao de compostos quimicos

A migracdo de compostos quimicos presentes nas embalagens para o alimento tem
influéncia de fatores como: tempo de armazenamento, temperatura, composicao dos alimentos,
percentual de gordura e pH (WANG, XIUJUAN et al., 2020). A migracdo das nanoparticulas
do revestimento para o interior dos alimentos ainda é pouco elucidada. Segundo Geueke et
al.,2018 a toxicidade da prata é associada a quantidade transmitida para as células humanas a
concentracdo acima de 10 mg/L é considerada toxica.

Algumas diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revelam que altos niveis
de prata, de até 0,1 mg / L, podem ser tolerados sem risco para a saude (WHO, 2003).

De acordo com Hussain et al., (2006) o contato das nanoparticulas ao organismo
humano em quantidade excedente pode ocasionar alteragdes indesejaveis promovendo
desajuste em processos vitais tais como a ligacao e reagdo com proteinas, fagocitose, deposicéao,

depuracdo etc. Desta forma a avaliacdo da concentracdo de prata nos alimentos torna-se



necessario, visto que alimentos e bebidas € a principal rota de entrada destas particulas no
intestino (ECHEGOYEN; NERIN, 2013).

Simon et al. (2008) realizaram um estudo teorico sobre o risco potencial de migracéo de
nanoparticulas para embalagens de alimentos. Este estudo revelou que nanoparticulas
extremamente pequenas (cerca de 1 nm) em matrizes poliméricas de baixa viscosidade, como
por exemplo, polietileno de baixa densidade (PEBD), polietileno de alta densidade (PEAD) e
polipropileno (PP) podem promover risco toxicologicos ao organismo humano quando migrado
ao alimento acima de 10 g/L. Becaro (2014) realizou estudos de migragdo das AgNPs em
embalagens para acondicionar cenouras em rodelas. Para o teste, as rodelas de cenoura, foram
embaladas nas amostras de filmes com diferentes concentracdes (2,3 e 5%) e deixadas em
contato por 10 dias, a 10 °C e UR a 90%. Para detectar a presenca de nanoparticulas nas
amostras, a técnica de ICP-OES (espectrometria de emissdo Optica por plasma acoplado
indutivamente) foi utilizada. Nenhuma quantidade de prata foi encontrada nas rodelas de
cenoura embaladas. Alguns fatores podem ter contribuido para a contencdo nas nanoparticulas
a embalagem, como: temperatura, tempo de contato entre o alimento e a embalagem. Outro
fator a ser considerado é o limite de resolucdo da técnica empregada de 10 ppb.

Contudo, este fato ndo comprova que nao exista a possibilidade de migracdo em outras
condicdes de teste, como demonstrado por Cushen et al (2014) que obteve valores médios de
prata de 0,0041 mg/dm? em amostras que tiveram contato com composito de polietileno (PE)
e nanoprata, valor significativamente diferente das amostras controle. A concentragdo de
particulas presente nos compdsitos é considerada o parametro importante na influéncia da
migracdo de particulas, quando comparado aos parametros de tamanho de particulas, tempo e
temperatura (CUSHEN et al, 2013). Portanto, outra possibilidade a ser considerada para a ndo
deteccdo de prata nas amostras, pode ser relacionada a baixa concentracdo de nanoparticulas
utilizadas nos filmes.

Siqueira et al. (2013) analisaram a toxicidade oral aguda de nanoparticulas de prata em
ratos foi observado que a concentragdo de 1 mg/L ocasionou degeneracdo celular no figado,
indicando que essa concentracdo somente deve ser utilizada na funcdo de embalagem, sem
ingestdo como embalagem comestivel.

Ja Zhou, Lv, He, He e Shi (2011) investigaram o0 escoamento de prata da sacola de
PE/Ag20 a fim de classificar o potencial risco a saude quando utilizado como embalagens de
alimentos. As analises de prata foram realizadas utilizando um espectrdmetro de plasma
indutivamente acoplado (ICP). A maior concentracdo de ion prata encontrada, liberada da

sacola de PE/Ag20, foi inferior a 10 mg/L, estando de acordo com a exigéncia da OMS e da



USEPA. Além disso, foram digeridas fatias de maca para analise de Ag a fim de verificar a
migragdo de prata ao tecido interno, o valor encontrado foi inferior a 2x10™* mg por grama de
macé, sugerindo uma presenga insignificante de prata no tecido interno das fatias de maca.
Todas as observacgdes indicam que a sacola PE/Ag20O pode ser usada para embalagens de
alimentos com seguranca aceitavel (ZHOU; LV; HE; HE; SHI, 2011).

Estudos desenvolvidos por (GAILLET; ROUANET, 2015) observaram que as
nanoparticulas de prata ingeridas por via oral sdo distribuidas a todos os 6rgédos. O figado e o
intestino aparecem como principais alvos. A excrecédo é realizada por meio da bile e da urina.
A perda de peso é relacionada a reag&o inflamatdria ocorrida nos rins, alterando o equilibrio do
corpo. A quantidade de AgNPs depositada ao organismo influéncia a resposta biolégica do
mesmo.

Portanto, estudos de migracao devem ser conduzidos para avaliar os riscos da exposi¢éo
do consumidor, quanto & ingestdo de nanoparticulas de forma a disponibilizar a propor¢édo em
que as NPs podem causar efeitos indesejaveis a longo prazo na barreira gastrointestinal e se

acumulam em certos 6rgaos.

2.2 Poli(estireno-co-butadieno) (SB)

O poli(estireno-co-butadieno) é um copolimero aleatério de origem sintética, obtido
pela polimerizagdo em emulsdo dos mondémeros de estireno e 1,3-butadieno. A Figura 3
apresenta sua estrutura quimica estireno (CeHsCH = CH2) e do 1,3-butadieno
(CH2=CHCH=CHp>). Ele é um latex sintético muito utilizado como ligante em revestimentos no
Brasil e na Europa (FARDIM 2002).

A dispersdo polimérica aquosa a base de poli(estireno-co-butadieno) (SB), usada nesse
trabalho, é comumente aplicada na fabricacdo de papel. Apresenta baixo custo, possui alta
elongacdo na ruptura, baixa densidade, bom isolamento elétrico, alta transparéncia, boas
propriedades oOticas, facilidade de pigmentacdo, é aplicado em embalagens flexiveis e apresenta
resisténcia a choque e vibracdes e ao desgaste elevado (BAUER, 1978; MATONIS, 1975).

CH; —CH, == CH-—— CH; 1 1CH; — CHT

Figura 3: Estrutura quimica do SB. Fonte: Matonis, 1975
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A configuracdo dos meros presentes na estrutura polimérica (Figura 3) pode classifica-
los em: dibloco, tribloco, multi-bloco, estrela ou enxertado/graftizado. O tipo de mondmero, as
condicbes de sintese, a composicdo quimica e/ou processamento sdo importantes na
determinacédo final da estrutura configuracional do copolimero (TATE, 1986). A forma de
organizacdo dos meros nos copolimeros em bloco resulta em diferentes morfologias e em
propriedades mecénicas especificas, devido a mobilidade molecular encontrada em cada
estrutura configuracional dos meros (LYNCH et al., 2001).

No caso dos copolimeros de estireno e butadieno, por exemplo, as formas comerciais
existentes sdo: a borracha de butadieno estireno (SBR) e a emulsdo aquosa (SB) de

poli(estireno-co-butadieno) e o poli(estireno-bloco-butadieno) (SBS).

2.3 Celulose

Payen e Hebd (1838) descreveram a celulose como sendo um material fibroso resistente,
fruto do tratamento de diversos tecidos vegetais com acidos e amdnia, consecutivo a extracao
com &gua, alcool e éter (KLEMM et al., 2005; NG et al., 2015; ROMLING e GALPERIN,
2015). Na andlise elementar de Payen foi demonstrada a formula molecular CeH100s, além de
constatar o isomerismo com a molécula do amido (KLEMM et al., 2005). A celulose é
sintetizada em sua maior parte no reino vegetal, sendo a biomassa mais abundante do planeta e
grande constituinte do ciclo do carbono. ROMLING e GALPERIN (2015) relataram em seus
estudos que as enzimas do complexo de celulose sintase tém origem bacteriana e foram
herdadas pelas ancestrais cianobactérias e seus cloroplastos.

A celulose apresenta longas cadeias encontradas em varios elementos naturais, tendo
férmula empirica [CeH100s]n, com n tipicamente variando de 300 a 700. A celobiose é a unidade
repetitiva composta pela jungdo de duas moléculas de glicose através de ligagdes B-1, 4
glicosidicas, apresenta estrutura linear ou fibrosa contendo seis grupos hidroxilas, que formam
ligagdes intermoleculares do tipo hidrogénio (SCHOULLER 2016). A Figura 4 apresenta a

estrutura quimica da celulose.

OH OH

HO | HO OH HO OH

" @
Figura 4- Estrutura quimica da celulose. a) Fonte: SCHOULLER (2016).
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A Associacdo Técnica da Industria de Celulose e Papel (TAPPI) padronizou a
nomenclatura de acordo com abreviacdo e dimensfes aplicadas aos materiais provenientes da
celulose (Tabela 1). A celulose pode ser produzida em escala nanomeétrica e ser classificada em
subcategoria de celulose bacteriana (CB) sintetizada de glucose por bactérias (KHALIL et al.,
2014).

Tabela 1: Nomenclatura padronizada de materiais celul6sicos. Fonte: Autora.

Nomenclatura Sigla Largura L/D Comprimento
Nanocristais de celulose CNC 3-10 nm >5 -
Nanofibrilas de celulose CNF 5-30 nm >50 -
Microcristais de celulose CMC 10-15 um <2 -
Microfibrilas de celulose CMF 10-100 um - 0,5-10 um

As fibrilas contidas na celulose contém tamanho nanométrico e podem ser classificadas
em fase cristalina (nanocelulose) e amorfa contida na matriz (CHING et al., 2015). As regifes
ordenadas, chamadas de cristalinas, sdo resultantes da polimerizac¢do por processo enzimatico
e sdo estabilizadas com ligacGes de hidrogénio intermoleculares possibilitando orientacéo
preferencial das cadeias (SCHOELER, 2016).

As regibes desordenadas sdo conhecidas como fase amorfa, provocam altera¢fes no
processo de cristalizacdo durante a polimerizacdo. As caracteristicas dimensionais do cristalito
encontrado na celulose sdo variaveis e esta relacionada ao grau de cristalinidade do material
(SCHOELER, 2016; SILVA et al., 2009).

2.3.1 Nanocristais de celulose (CNC)

Os CNC sdo biopolimeros derivado da celulose, sdo considerados monocristais
perfeitos, transparentes, atoxicos, ndo abrasivos, biodegradaveis e apresentam dimensdes
nanométricas, proporcionando propriedades unicas (BRANDES et al., 2018). Sdo dominios
cristalinos encontrados nas nanofibrilas celulésicas unidas por regides amorfas (Figura 5) e sdo
utilizados em diversas aplicacGes nas areas de ciéncias dos materiais, engenharias, catalise,
industria de alimentos, farmacéutica, entre outras (ABITBOL et al., 2016; BRANDES et al.,
2018).
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Moléculas de
cehilose

Regides amorfas
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Figura 5: Nanocristais de celulose unidos, constituindo as nanofibrilas. Fonte: SILVA et al., (2009),
adaptada.

Os dominios cristalinos isolados podem ser extraidos de polissacarideos por métodos
quimicos, como hidrolise acida ou oxidacdo, ou hidrolise enzimética que degradam a fase
amorfa (KLEMM et al., 2018). A cinética de hidrdlise é eficiente, rapida na remocéo das regides
amorfas pelo uso do acido desagregando as microfibrilas e tornando estruturas nanomeétricas
alongadas conhecidas como nanocelulose, ou nanocristais de celulose (BARROS, 2017). A
nanocelulose também pode ser obtida por desintegracdo mecanica (RABEMANOLONTSOA
& SAKA, 2016; KARGARZADEH et al., 2017a; PLACKETT et al., 2013). Os ions sulfato
presentes nos CNCs obtidos com acido sulfarico promovem repulsdo eletrostatica entre os CNC
em pH neutro, aumentando a estabilidade das dispersdes em meio aquoso (KLEMM et al., 2011;
PANAITESCU et al., 2011). Contudo, a influéncia dos grupos sulfato diminui a estabilidade
térmica dos cristais entre temperaturas de 150 e 270 °C e esse efeito pode comprometer o
processamento com termoplasticos (VANDERFLEET et al., 2019).

Os grupos hidroxilas presentes nos nanocristais de celulose facilitam a formacao de
interagcBes de hidrogénio e interacbes de van der Waals entre particulas vizinhas através de
interacBes intermoleculares, promovendo a construcdo de rede rigida dos nanocristais
aprimorando propriedades de barreira, elétricas e mecanicas dos filmes de CNC (PLACKETT
etal., 2013). O modulo elastico e a resisténcia a tragdo dos CNC estdo entre 150 GPa e 10 GPa,
respectivamente, comparavel a materiais avancados como kevlar e fibras de carbono (JAHAN
et al., 2018). Em funcdo disso, os nanocristais podem ser utilizados como agente de reforgo
para varios polimeros sintéticos. Além disso, podem ter acdo antimicrobiana, associada a
fatores como: estresse oxidativo através de lesbes as paredes celulares de bacterias disfuncdes
na transferéncia de energia e inibi¢do de atividade enzimatica e sintese de DNA das bactérias
(KARGARZADEH et al., 2017).
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2.3.2 Nanocompdsitos com CNC

A adicdo de CNCs em varias matrizes poliméricas vem sendo amplamente estudada,
pois sdo capazes de aumentar as propriedades mecénicas e reduzir a permeabilidade ao
oxigénio, didxido de carbono e vapor de 4gua de matrizes poliméricas (BARBASH et al., 2017;
WULANDARI et al., 2016; KARGARZADEH et al., 2017; XIONG et al., 2018). Contudo, o
desafio de aplicacdo é manter a dispersdo homogénea das particulas na matriz (ANIRUDAH et
al., 2015; JAHAN et al., 2018), visto que nanocristais de celulose tém tendéncia a aglomeracéo,
devido as fortes interacdes entre os grupos hidroxilas superficiais. O potencial de reforco dos
CNCs em nanocompositos poliméricos pode ser inclusive comprometido, quando 0s mesmos
séo usados em concentragdes elevadas (DUFRESNE, 2013).

O processamento em meio aquoso é muito utilizado, uma vez que promove dispersao
coloidal estavel em agua e ap0Os evaporacdo da agua, o revestimento sélido pode ser obtido,
preservando o estado individual das nanoparticulas (MARIANO et al., 2014). Gonzalez et al.
(2014) mostraram que compositos de PVOH com CNCs preparados por meio da evaporagdo do
solvente (a4gua) apresentaram melhoras nas propriedades mecanicas e de barreira, devido as
excelentes propriedades de reforco dos CNCs. Além disso, os CNC apresentarram uma boa
dispersdo e distribuicdo no PVOH, como também uma boa adesao interfacial.

Liu et al. (2011) desenvolveram filmes compoésitos de CNC/PVOH, onde as
concentracdes de CNC variavam de 2 a 8%. Foi observado que a insercdo de CNC teve um
forte efeito de reforgo para os filmes, e a utilizacdo de CNCs em menores quantidades ocasionou
0 aumento do modulo de armazenamento. Foi observado também que para quantidades mais
elevadas de CNCs, a opacidade dos filmes aumentou.

Cho e Park (2011) analisaram as propriedades térmicas e mecéanicas de filmes de
nanocompositos de PVOH e CNC (1, 3, 5 e 7% m/m), obtidos por meio de casting. Observaram
que os CNC foram eficientes para melhorar as propriedades analisadas de PVOH, no entanto,
os melhores resultados foram observados para aqueles compdsitos contendo 3 e 5% de CNC.

Jasmani e Adnan (2017) desenvolveram filmes compositos de PLA/CNC onde as
concentragOes de CNC variaram de 2 a 10% m/m. Foi observado que uma adic¢éo de apenas 2%
de CNC ocasionou aumento na resisténcia a tracdo, bem como no modulo elastico dos filmes.
No entanto, o alongamento na ruptura diminuiu com o aumento da quantidade de CNC,
indicando aumento da rigidez do nanocompdsito com o aumento do teor de CNC.

Popescu (2017) realizou estudo relacionado com a estrutura e propriedades de sorcao de
filmes de PVOH reforgcados com CNC, obtidos por meio de casting. Os resultados mostraram
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que ocorreu a formacdo de ligacdo de hidrogénio entre os nanocristais de celulose e 0 PVOH,
ocasionando boa interacdo entre ambos. Além disso, a absor¢do de agua diminuiu com a
insercdo dos CNC devido ao envolvimento dos grupos hidroxila em novas interagdes de
ligacBes de hidrogénio formadas entre 0 PVOH e os CNC. Ocorreu também variagdo da
estrutura cristalina dos filmes com a inser¢do de CNC, onde baixo teor (5% de CNC) induziu a
uma diminuicdo do grau de cristalinidade, enquanto o aumento do teor para 10 e 15% de CNC,
ocasionou aumento do grau de cristalinidade, uma vez que o CNC puro apresenta maior grau

de cristalinidade do que o PVOH puro.

2.4 Nanoparticulas metélicas

Acredita-se que efeitos do confinamento quantico e as grandes areas de superficie ativa
disponiveis sejam os fatores relevantes a propriedades Unicas e incomparaveis. Essas
propriedades despertam aplicacdes em varias areas biomédicas, quimicas, téxteis entre outras
(PELGRIFT et al., 2013; RAZA et al., 2016; BOHARA et al., 2015).

Michael Faraday produziu a primeira sintese de nanoparticulas metélicas NPs de ouro
(AuNPs) em emulsdo coloidal em 1957 (DOS SANTQOS, 2020). Desde entdo, estudos
demostraram que nanomateriais tém aplicacGes antimicrobianas, quando em contato com
células (ALBUQUERQUE, 2017). Além das propriedades antimicrobianas, as nanoparticulas
metalicas possuem propriedades 6ticas, condutoras e magnéticas diferenciadas, sendo utilizada
em catéalise, aléem de sensores, conversdo de energia, biomedicina e embalagens com
propriedades de barreira (DESIREDDY et al., 2013; HOSEINNEJAD et al., 2018; XIONG et
al., 2018). As NPs de cobre, por exemplo, sdo uteis na producdo de sensores eficientes contra
umidade e capazes de melhorar a resisténcia a abrasdo da matriz polimérica (AHMED et al.,
2018).

Caracteristicas interessantes das NPs para uso em embalagens sdo capacidade biocida e
alta area superficial. Dessa forma, quando expostos a biorganismos, 0s ions metalicos tém
habilidade de conectar-se com membranas celulares e interagir, impedindo a replicacdo do
DNA (LAKHAN et al.,, 2020; MACIEL, 2019). As nanoparticulas metalicas podem ser
utilizadas em cateteres, embalagens alimenticias, na agricultura com fertilizantes, na
odontologia e outras areas (LAKHAN et al., 2020; PINTO, 2013). Diferentes tipos de
nanomateriais, como cobre, zinco, titdnio (RETCHKIMAN- SCHABES et al., 2006),
magnésio, ouro (GUO et al., 2013), alginato (AHMAD et al., 2005) e prata vém sendo utilizados
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como agentes antimicrobianos. Existe uma escala de potencial antimicrobiano de metais, do
mais ativo para 0 menos ativo:
Ag>Hg>Cu>Cd>Pb>Co>Au>Zn>Fe>Mn>Mo>Sn

Essa classificacdo evidencia a prata como melhor metal em relacdo a toxicidade a
microrganismos (BARBASH et al., 2017) e o estanho como menor potencial. Os ions de prata
podem atingir inimeros tipos de bactérias, incluindo E. coli, Shigella flexneri, Bacillus
anthracis subtilisi e Cereus, Proteus mirabilis, Salmonella enterica typhmurium, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus e Epidermidis, Vibrio cholera, Pseudomonas aeruginosa e
putida e fluorescens e oleovorans, Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes e Klebsiella
pneumoniae (LAKHAN et al., 2020). ions de cobre também destroem microrganismos, porém
sdo toxicos a alimentos quando aplicados em alto percentual, além de serem catalisadores de
reacOes de oxidagdo, podem acelerar outras reacdes de degradacdo. E importante lembrar que
esses metais ndo possuem alta toxicidade em células animais (BEZERRA, 2015).

2.4.1 Nanoparticulas de prata

A prata metalica amplia a protecdo é inerte e pode utilizada na prevencéo de deterioracdo
de liquidos e alimentos (DAKAL et al., 2016). A acdo antisséptica dos ions age em bactérias,
como Staphylococcos aureus e Streptococcus pneumoniae (CHOPRA, 2007). Inumeros estudos
nas areas de engenharia, farmacos entre outras, comprovam sua eficiéncia na reducdo de
infecgBes, prevencdo contra colonizacdo bacteriana em superficies de protese e cateteres, além
de ampla aplicagdo em materiais odontoldgicos, materiais téxteis e da inddstria de alimentos,
como aplicacdo em superficies de aco inoxidavel (GUZMAN et al., 2009).

As nanoparticulas de prata com tamanhos entre 44, 50, 25 e 35 nm foram utilizadas com
de glucose, galactose, maltose e lactose, respectivamente no estudo do efeito tamanho das
particulas, foi descoberto que particulas de prata menores (25 nm) apresentaram maior atividade
antimicrobiana, enquanto as maiores (50 nm) esse efeito € reduzido (PANACEK et al., 2006;
HOSEINNEJAD et al., 2018). O formato das particulas pode influenciar o desempenho
microbiano, sendo que o formato triangular apresenta melhor atividade antibacteriana (SEIL &
WEBSTER, 2012). Logo, as caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas como solvatagédo
das nanoparticulas tém influéncia direta na sua atividade antimicrobiana (MOHAMMADI et
al., 2010; SEIL & WEBSTER, 2012; SILVA et al., 2019).

O método da reducdo quimica pode preparar o AgNPs atraves de dispersdes coloidais

estaveis em agua e solvente organicos (TAO et al., 2006). Os citratos, boridretos, ascorbatos e
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hidrogénio elementar, sdo agentes redutores comumente utilizados (AHMADI et al., 1996). A
reducdo dos ions de prata em solucdo aquosa produz prata coloidal com diferentes diametros
em ordem nanometrica. A reducdo dos fons de Ag® para (Ag°) geralmente ocasiona
aglomeracg0es das nanoparticulas (KAPOOR et al., 1994).

Vérias aplicacGes podem ser produzidas com essa tecnologia: superficies de contato
com alimentos (tdbuas de corte, bancadas, contentores, transportadores), téxteis (vestuario,
roupa interior, meias, estofados, forros internos em frigorificos, maquinas de lavar, cosméticos
ou produtos de higiene (cremes, logdes, sabonetes, desodorantes, escovas de dente, pasta de
dente, etc.), téxteis (vestuario, roupa interior, meias, estofados), sistemas de purificacdo de agua
(RAND et al., 2004; LAGARON et al., 2011).

Em tempos recentes, as AgNPs vém sendo alvo de pesquisas para o uso em diagndstico,
tratamento e prevencdo de cancer devido a sua elevada capacidade de destruir células tumorais
sem a necessidade de alta poténcia de irradiacdo. As abordagens baseadas na fototerapia no
infravermelho proximo (NIR) séo utilizadas. Wu et al. (2013) desenvolveram AgNPs e AuNPs
do tipo casca-carogo, capaz de atingir as células tumorais de pulmdes com alta afinidade,
permitindo boa atuagao no processo de cura.

Justamente em funcdo dessa constatacdo que o desenvolvimento de nanocompositos
com acao antimicrobiana a base de AgNPs vem sendo explorado no decorrer dos anos. Além
de ser um 6timo agente bactericida e virucida em diversos trabalhos, as AgNPs sdo consideradas
também agentes biocida de “baixo” custo (BOTELHO et al., 2020). A necessidade de materiais
com propriedades antibacterianas tem aumentado devido a capacidade de alguns
microrganismos de sobreviverem por muito tempo em superficies inanimadas.

O efeito antimicrobiano dos ions de prata ainda néo € totalmente compreendido, porém
a acao dos ions nas bactérias pode ser observada nas estruturas e morfologias. Os ions de prata
tém capacidade de ancorar a parede celular bacteriana e penetrar, provocando mudancas
estruturais na membrana celular, aumentando a porosidade e permeabilidade podendo ocasionar
a morte da célula (LAGARON et al., 2011). Esses ions também podem interagir com grupos
tiol de muitas enzimas e proteinas tornando-as inativas (PRABHU et al, 2012).

As AgNPs atuam de forma diferente em bactérias gram-positiva e gram-negativa,
devido a susceptibilidade de uma bactéria a prata depender da espessura e composicao da parede
celular. As gram-positivas contem a camada peptidoglicana mais espessa, dificultando a
penetracdo e ancoragem das nanoparticulas (RAI et al., 2012) Este fato deve-se a diferencas na
organizacdo de um componente-chave da membrana celular, o peptidoglicano. Nas bactérias

Gram-positivas, a parede celular é composta por uma camada de peptidoglicano com carga
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negativa (30 nm de espessura) e a quantidade de peptidoglicano é comparativamente maior nas
bactérias Gram-positivas do que nas Gram-negativas (3-4 nm de espessura). A parede celular
mais espessa das bactérias Gram-positivas, bem como a carga negativa do peptidoglicano,
deixam os ions de prata presos a parede celular. Por esta razdo, S. aureus, uma bactéria Gram-
positiva, que possui uma parede celular espessa e mais moléculas de peptidoglicano, impede a
acao dos ions de prata e torna a bactéria comparativamente mais resistente a terapia
antimicrobiana das AgNPs (FENG et al., 2000).

Em contrapartida, as bactérias Gram-negativas sdo mais susceptiveis a terapia
antimicrobiana baseada em AgNPs devido a uma parede celular menos espessa € menos
peptidoglicano (PAL et al., 2007).

Além disso, as bactérias Gram-negativas contém lipopolissacaridos (LPS) na membrana
celular, que contribuem para a integridade estrutural da membrana e protegem a membrana de
ataques quimicos. No entanto, a carga negativa do LPS promove a adesdo das AgNPs e torna
as bactérias mais susceptiveis a terapia antimicrobiana. Varios estudos demonstraram a adesao
e deposicdo pronunciadas de AgNPs na superficie celular, em particular, das bactérias Gram-
negativas devido a presenca de LPS na sua membrana celular (PAL et al., 2007). Estas
diferencas na estrutura, espessura e composi¢do da célula podem explicar porque é que as
bactérias Gram-positivas S. aureus sdo menos inibidas e as Gram-negativas E. coli mostram
uma inibicdo substancial mesmo a baixas concentraces de antibidticos (KIM et al., 2007).
Nesta perspetiva, pode ser excluido que exista uma correlacdo entre a concentracdo (dose
efectiva) das AgNPs e a classe das bactérias tratadas devido a diferencas na estrutura, espessura
e composi¢do da parede celular.

Apesar da dificuldade de penetracdo, as nanoparticulas de prata ainda conseguem ter
toxicidade eficiente tanto em bactérias gram-negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, quanto em gram-positivas, como Staphylococcus aureus (MELO, 2015).

Os principais parametros das nanoparticulas de prata que podem influenciar sua
toxicidade séo: (a) tamanho das AgNPs, pois quanto menor o tamanho, maior a area superficial
disponivel para interagdo (BEZERRA, 2015; BERNARDO, 2020); (b) morfologia, uma vez
que essa vai interferir na interacdo e possibilidade de penetracdo na célula (SANTANA et al.,
2015) e (c) estabilidade quimica e dimensional (BERNARDO, 2020).

Ahmed et al. (2016) em seu estudo demonstraram que as AgNPs sintetizadas utilizando
extrato de Azadirachta como agente redutor infere na atividade antimicrobiana para S. aureus

e E. coli. As nanoparticulas de prata incorporadas em poliestireno por Bezerra (2015)
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apresentaram valores de concentragdo inibitéria minima de 7,33 mg/mK para a S. aureus e de
12,83 mg/mK para E. coli e S. typhimurium.

Outro mecanismo revela que seus ions ligam com o enxofre e fosforo do DNA e com
isso, a molécula de DNA muda para a forma condensada e perde sua habilidade de divisao
celular, levando a morte celular (FENG, 2000; MORONES et al., 2005; DAMM et al., 2008;
LEVIN et al., 2009).

Carneiro et al. (2020) descreve 0 mecanismo de acdo da prata em trés etapas, adsorgéo
da superficie da membrana ocasionando alteragdo da sua permeabilidade e ao mau
funcionamento da respiracdo, induzir a formacdo de radicais livres provocando danos a
membrana ou penetrar no interior das bactérias e subsequentemente liberar ions de prata. Se 0s
ions de prata forem liberados eles podem inativar as proteinas. A Figura 6 representa o
mecanismo da acdo antimicrobiana para os dois tipos de bactérias. A atividade antimicrobiana
das AgNPs é otimizada, quando a nanoparticula adere a superficie celular danificando o DNA
da célula e liberando ions Ag+ aos grupos doadores de elétrons em moléculas contendo enxofre,
oxigénio ou nitrogénio (HAJIPOUR et al,2012).

Os métodos quimicos e fisicos podem ser usados na obtencdo das nanoparticulas. O
quimico utiliza grande quantidade de reagentes toxicos ja o fisico requer muita energia e
manutencdo sob pressdo controlada. Embora existam outros métodos convencionais usados na
obtencdo da AgNPs (por exemplo: solucdo, reacdes quimicas / fotoquimicas em micelas
reversas, decomposicdo térmica de diferentes compostos de prata, rotas eletroquimica,
sonoquimica, radiacdo e assistida por microndas) a obtencdo envolve produtos quimicos
perigosos, conversdes de baixa composicdo, altos requisitos de energia e purificacdes
desnecessarias (KUMAR, INDRAMANI; MONDAL; SAKTHIVEL, 2019; SORESCU e NU,
2016).
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Figura 6: Representacdo esquematica da atividade antimicrobiana da prata. Fonte: HAJIPOUR et al,
(2012)

Desta forma, alternativas menos ofensivas podem ser usadas na obtencdo das AgNPs.
A sintese usando organismos biologicos é compativel com os principios da quimica verde. A
"sintese verde" das nanoparticulas usa uma pequena quantidade de reagentes quimicos de forma
a ndo poluir o meio ambiente, além de promover o desenvolvimento de biossintese dos
nanomateriais. Nanoparticulas sintetizadas utiliza técnicas biol6gicas com materiais ecolégicos
capazes de produzir estabilidade e dimens6es apropriadas, € um método de reducao biologica
em uma Unica etapa capaz de sintetizar materiais ecologicos (PRABHU et al, 2012). A sintese
verde apresenta multiplas vantagens em relacdo as rotas classicas economiza: tempo, energia,

temperatura e custo do processo, além de reduzir a poluicdo ambiental (BARROS, 2017).

2.4.2 Sintese Biogénica

A sintese verde, ou sintese biogénica € capaz de reduzir ions de prata a baixa temperatura
minimizando o uso de solventes (LAKHAN et al., 2020; MACIEL et al., 2019; BERNARDO,
2020). Agentes redutores bioldgicos como fungos, bactérias, polimeros naturais, plantas, bem
como seus extratos e 6leos essenciais, sdo utilizados tornando o processo simples, rapido
envolvendo baixo custo em relacdo aos demais (SRIKAR et al., 2016; DOS SANTOS, 2020).
Os principais metabélitos secundarios envolvidos na sintese verde de AgNPs sdo: flavondides
(SAHU et al., 2016), alcaloides (SANTOS et al.,, 2017), terpenos, especificadamente
triterpenos, saponinas e taninos (SAHU et al., 2016).

A reacdo de sintese utiliza um sal de prata como precursor nitrato de prata (AgNOs3) em

solucdo aquosa, onde, apds incorporado o agente redutor, ocorre a reducdo dos ions Ag+
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promovendo a formagéo dos atomos (Ag®) conforme mostra a Figura 7 (KOUVARIS et al.,
2012). Os clusters ou embrides sdo formados pelo favorecimento termodinamico da agregacao
dos &tomos, favorecendo o crescimento desses nucleos obtendo as nanoparticulas (BARROS,
2017; SANTOS, 2015). No processo de biorreducdo ndo € necessaria a adicdo de
estabilizadores, pois o proprio agente bioldgico, no caso de extratos de plantas consegue exercer
essa funcdo (SRIKAR et al., 2016). A mudanca de coloracdo para tons amarelados indica a
formagdo das nanoparticulas (SHARMA et al., 2009; MELO, 2015). As sinteses obtidas pelo
extrato de planta apresentam boa estabilidade, porém fatores bioticos e abidticos podem
interferir nas concentrac@es desses metabdlitos e alterar caracteristicas fisico-quimicas (SILVA
etal., 2019).

Alguns parametros interferem na sintese verde sdo eles: (a) temperatura de reacéo entre
40 e 100°C (SRIKAR et al., 2016); (b) concentracdo do precursor, concentracfes baixa leva a
menor formacdo de nucleos e aumentando o crescimento das NPs, resultando em tamanhos
maiores (KOUVARIS et al., 2012); (c) tempo de reacdo: curto pode ndo promover o ciclo
completo de reducéo, nucleacéo e crescimento, porém tempos longos pode ocorrer crescimento
exacerbado (SRIKAR et al., 2016); (d) natureza e composic¢ao do agente redutor: extratos com
grande concentracdo de grupos funcionais como polifendis, cetonas, proteinas e terpendides

auxiliam na reducédo (LAKHAN et al., 2020). A Figura 7 apresenta as etapas da sintese.

Meio de cultivo Biorredugio Nucleagio
Moléculas ativas

‘@ Ions de prata
SEN
é Meio Lié'do B

Crescimento das Atividade bioldgica
nanoparticulas

Figura 7: Etapas da sintese biogénica de AgNPs.Fonte: SILVA (2014), adaptada autora.

2.4.3 Extrato de planta como agente redutor das nanoparticulas de prata biogénica

Agentes redutores obtidos de plantas sdo fontes renovaveis, de baixo custo e de facil
acesso capazes de produzir nanoparticulas de prata por sintese verde (GOUR e JAIN, 2019).
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Além disso, 0 método de preparacdo da sintese é relativamente simples, rapido, apresenta baixo
custo e envolve apenas uma etapa. A Figura 8 ilustra 0 mecanismo de reducdo da prata. S&o 0s
componentes a base de poliois heterociclicos, alcadienos e fenois, 0s quais sdo soliveis em
agua, que sdo responsaveis pela reducdo dos ions prata. Logo, plantas ricas em compostos
fenolicos, terpenos e flavonoides apresentam compostos antioxidantes que favorecem a reducgéo
dos ions Ag+ em Ag® (MACIEL et al., 2020). Os compostos bioativos das plantas também tém
acdo estabilizante e induzem a estabilizacdo estérica (SRIKAR et al., 2016; BERNARDO,
2020).

Algumas plantas podem ser usadas na sintese de prata biogénica por meio de extrato
que contém biomoléculas ativas (por exemplo: enzimas, polissacarideos, alcaléides, taninos,
fendis, terpindides e vitaminas). O processo de obtencdo é simples e tem uma Unica etapa, em
que os flavonoides e terpendides do caldo foliar sdo capazes de estabilizar a formacdo de
AgNPs, enquanto os componentes poliois heterociclicos e sollveis em agua sdo responsaveis
pela reducdo dos ions prata conforme ilustrado na Figura 8. O uso de plantas em sintese de
AgNPs é répido, apresenta baixo custo e ndo polui 0 meio ambiente. Além disso, € sabido que
0s AgNPs obtidos a partir do extrato da planta exibem uma cor acastanhada em solugdes
aquosas devido a excitacdo das vibragcdes plasmaticas na superficie (LOGESWARI et al.,
2015).

AgNOs;(aq) Ag + NO7;
OH OH
i ) I
O ) + Ag” ‘ g 0
OH © OH OH

Figura 8: Possivel mecanismo de acdo dos flavonoides para reducdo de AgNO; em Ag°. Fonte:
LOGESWARI et al., 2015, adaptada autora.

AgNOs(aq) Ag® + NO; 2Agt + 2¢ AgNPs' + Ag°

O mecanismo da sintese ainda precisa ser elucidado. O modelo proposto relaciona o uso
de proteinas, aminoacidos, &acido organico, vitaminas e metabdlitos secundarios, como
flavonoides, alcaloides, polifendis, terpendides, compostos heterociclicos e polissacarideos,
desempenha papel importante na reducdo de sal metélico e, além disso, atuam como
tamponadores e agentes estabilizadores para nanoparticulas sintetizadas conforme mostra a
Figura 9 (SINGH et al., 2016).
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A combinacdo de NPs utilizando plantas é pratica e rapida, dessa maneira a produgdo
em larga escala pode promover o uso das nanoparticulas. Tendo em vista essa tendéncia de
busca por novas rotas de obtencdo de nanoparticulas de prata, se faz necessario um estudo de
obtencdo utilizado o orégano (Origanum vulgare L) erva usada mundialmente como simples
tempero realcador de sabor aos alimentos, revela-se eficiente como antimicrobiano na reducao
dos ions de prata.

A andlise da atividade antioxidante dos extratos de plantas é importante na avaliacéo do
potencial de reducdo dos ions de prata na sintese das AgNPs e pode monitorar 0 consumo de
radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Outro método de analise dos extratos para
avaliar o potencial de reducdo dos Ag" é a quantificacdo de compostos fenolicos totais
(PITARO et al., 2012).

A reacdo da sintese ocorre de forma espontanea pela mudanca de coloracdo do extrato
perceptivel do inicio ao término do experimento. A cor acastanhada no fim da reacdo demonstra
a excitacdo das vibragbes plasmaticas na superficie comprovando o fim do evento
(LOGESWARI et al., 2015). Alguns compostos como: aminoacidos, vitaminas, proteinas, acido
organico e metabolitos secundarios, como flavonoides, alcaldides, polifendis, terpendides,
compostos heterociclicos e polissacarideos, desempenham papéis significativos na reducéo do
sal metélico e, ainda atuam como tamponadores e agentes estabilizadores das nanoparticulas
sintetizadas (SINGH et al., 2016).

PEREIRA et al. (2013) otimizaram a producdo de nanoparticulas de prata variando a
concentracdo do emulsificante na dispersdo e observaram gue a medida em que aumentava a
concentracdo do emulsificante, o rendimento da sintese das nanoparticulas aumentava. Eles
avaliaram e comprovaram ainda a eficiéncia do uso das AgNPs como sanitizantes na inddstria
de alimentos.

HUSSAIN et al. (2017) observeram que presenca de flavondides na biossintese de
AgNPs desenvolveram tamanho de particulas atrativo e uniforme. Por meio da analise de FTIR
foram identificados os principais grupos funcionais dos flavonoides. As AgNPs apresentam
aplicacdes industriais, médicas e agricolas, porém seu uso em alta concentracdo pode prejudicar
a saude humana. Eles também verificaram auséncia de artigos que discutam o papel dos
flavonoides vegetais na sintese verde de AgNPs coloidais.

SAHU et al. (2016) avaliaram efeito bactericida contra patdgenos comuns e a
citotoxicidade das nanoparticulas de prata sintetizadas em celulas leucémicas promielociticas

humanas (HL-60), comprovando melhor estabilidade e melhor atividade antibacteriana e
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citotoxicas na sintese realizada com naringina, flavonoide encontrado em frutas citricas.
Microorganismos gram-positivos e gram-negativos (Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus) tiveram atividade microbiana reduzida ao
entrar em contato com nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do suco de limdo, uva e
laranja (SORESCU e NU, 2016).

AHMED et al. (2018) obtiveram resultados rapidos de etapa Unica em tempo de 15
minutos na sintese de nanoparticulas de prata, usando extrato aquoso de folhas de Azadirachta
como agente redutor a temperatura ambiente. O residuo de acafrdo (Crocus sativus L.) foi usado
na sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) e testado contra seis bactérias, compravando sua
acao antibacteriana contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia,
Shigella flexneri e Bacillus subtilis (BAGHERZADE et al., 2017).

2.4.4 Orégano

O orégano (Origanum vulgare L) pertence a familia Lamiaceae é nativa de regides
montanhosas do sul da Europa é uma erva comumente utilizada na culinaria, promove sabor e
cheiro caracteristico além, de aumentar a conservacdo dos alimentos contem substancias
antimicrobianas naturais, possui propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antifingica e
antiviral, sendo tratamento para indigestdo, artrite reumatoide e dificuldades respiratdrias
(SANKAR et al., 2013). Sua composicao é rica em compostos como flavonoides, alcaloides e
terpenoides, como principalmente o timol e o carvacrol (SHAIK et al., 2018; BLANK et al.,
2016).

Shaik et al. (2018) utilizaram extrato de orégano para realizar sintese verde de AgNPs e
seus resultados mostraram que o extrato de orégano atuou ndo somente como agente redutor,
mas também como estabilizante, comprovado pela sua presenca nos espectros de FTIR. Foram
obtidas nanoparticulas com tamanho médio igual a 12 nm.

O estudo de Sankar et al. (2013) reportou a sintese de AgNPs por rota verde utilizando
extrato de orégano como agente redutor do nitrato de prata (AgNO3), obtendo nanoparticulas
com tamanho médio de 136 nm e potencial Zeta potencial em torno de -26 mV, que pode ser
considerado uma dispersdo coloidal estavel.

A estabilidade da sintese com orégano foi investigada quanto ao seu poder de reducéo
apresentando intensidade 6tima quando armazenada em refrigerador. O envolvimento das
AgNPs pelos compostos bioativos do orégano, provoca estabilizacdo estérica (BERNARDO,
2020; FIZER et al.,2021).
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Assim, o extrato de orégano provou ser um bom agente redutor que contém agentes
estabilizantes naturais. A sintese obtida pelo extrato produziu nanoparticulas em dispersédo

coloidal estavel e com a agdo antimicrobiana eficaz ao longo do tempo.

2.4.5 Estabilidade das AgNPs

Durante o processo de sintese, ocorre aglomeracdo dos atomos de prata ocasionada pela
instabilidade termodindmica da alta area superficial das nanoparticulas coloidais. Ha dois tipos
de mecanismos que podem ser usados para controlar o tamanho das NPs, sdo eles: adigdo de
cargas superficiais, moléculas com efeito estérico pronunciado ou a op¢do mista que abrange
dois tipos de estabilizacdo (BEZERRA, 2015; BARROS, 2017). As formas de estabilizacao

eletrostatica e estérica ao redor da particula estao representadas na Figura 10.

Estabilizagdo eletrostatica Estabilizagdo estérica

Figura 9: Estabilizacdo eletrostatica e estérica. Fonte: BEZERRA (2015), adaptada autora.

A estabilizacdo afeta o tamanho das nanoparticulas, ja& que impede a aglomeragdo
excessiva dos a&tomos de prata. Normalmente, sdo desejados 0os menores tamanhos de particula
(<100 nm), uma vez que é a alta area superficial que favorece as propriedades antimicrobianas,
Oticas e de condutividade (SRIKAR et al., 2016). Na literatura encontra-se sintese de AgNPs
com tamanhos variados entre 9 nm (BEZERRA, 2015) a 420 nm (RAFIQUE et al., 2017) e
com diferentes valores de pH. Além de apresentar estabilizacdo durante a sintese, & importante
0 monitoramento do tamanho dessas particulas com o tempo. Alguns métodos de avaliagdo da
estabilidade das NPs podem ser aplicados pela medicdo da carga superficial e dos grupos
funcionais presentes na disperséo.

A carga superficial das nanoparticulas é medida por meio da mobilidade eletroforética
das particulas e pode ser medida via potencial Zeta, a qual permite avaliar a estabilizacéo
eletrostatica da dispersdo. Havera repulsdo entre as particulas quando a carga superficial das
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AgNPs ¢é grande em modulo, impedindo a agregacdo (MOFIJUR et al., 2022; DOS SANTOS,
2020).

Através da espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) €
possivel verificar os grupos funcionais do estabilizante e correlacioné-los com a estabilizacdo

estérica das nanoparticulas (SHAIK et al, 2018).

2.4.6 Toxicidade das nanoparticulas de prata

O efeito toxicolégico de nanomateriais age de forma diferente nos diversos tipos de
sistemas biologicos, incluindo células, tecidos e organismos vivos (SELVARAJ et al., 2018).
A interacdo dos nanomateriais com células, animais, seres humanos e meio ambiente sao
extremamente complexas (GERLOFF et al., 2017). No momento presente, o entendimento das
propriedades fisico-quimicas e morfolégicas dos nanomateriais pode ocasionar impacto na
salde e no meio ambiente, se a quantidade usada for excessiva (DURAN et al., 2014). A
toxicidade das nanoparticulas de prata ocorre pela inducdo do estresse oxidativo nas células
(LIM et al., 2012).

As toxinas podem agir nos sistemas biologicos interferindo seu funcionamento e
podendo gerar efeitos adversos ou danos na saude do organismo vivo. Por isso, a dose da toxina
ingerida por unidade de peso corporal (g/kg de peso corporal) do organismo humano deve
cumprir o limite de tolerancia permitido por lei (SINGH et al., 2015).

Nos Estados Unidos tem-se encontrado niveis de prata sobre 80 ppb (80 pg/L ou 80
Hg/kg) em agua potdvel conforme Conferéncia Americana de Higienistas Industriais
Governamentais. O consumo diario de prata numa dieta tipica (US) chega a 27-88 ug por dia
ou 5-18 pg/L/dia ou 5-18 pg/kg/dia na agua potavel. No Brasil a legislacao estabelece nas dguas
potaveis um limite de 0,010 mg L ou 10 pg L%, conforme Resolucéo n° 357/05- CONAMA.

A toxicidade das nanoparticulas esta relacionada ao método de preparacao devido a suas
caracteristicas fisico-quimicas resultantes. O tamanho da nanoparticula produzida é Unico e esta
relacionado a cada método de sintese utilizado, a morfologia é Unica sendo relacionada ao tipo
de material natural utilizado, quanto menor a particula maior a penetracdo na célula e
consequentemente, maior o efeito citotoxico (DURAN et al.,2016).

As propriedades fisico-quimicas (composicéo, area superficial e quimica da superficie,
por exemplo) e morfologicas (aglomeracdo/agregacdo e tamanho) dos nanomateriais s@o
importantes e determinantes no seu efeito no sistema celular, no meio bioldgico e dessa forma
impacta na sua toxicidade (GRUMEZESCU et al.,, 2017). Embora os AgNPs em baixa
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concentracdo sejam praticamente atdxicas, o possivel acimulo em células de mamiferos pode
causar infeccdes como argirose e argiria por interacdo com diferentes organelas e componentes
subcelulares do corpo (GREULICH et al., SHAO et al., 2015; YANG et al., 2017). Portanto, a
remocdo de nanoparticulas de Ag do corpo é um desafio importante. Além disso, 0 uso de
AgNPs aumentam a tendéncia de potenciais efeitos citotoxicos em uma célula humana por
penetracdo (MA et al., 2018).

2.5 Revestimentos antimicrobianos

Os revestimentos antimicrobianos controlam a bioincrustacdo e tem acgdo biocida e/ou
bioestatica contra microrganismos (ROSENBERG et.al., 2019; GOUVEIA et al., 2018). Podem
ser usados em diversas areas como: farmacéutica, alimentos, téxteis funcionais e biotecnolégica
de nanoparticulas. Geralmente, sdo produzidos usando agentes eluentes ativos (nanoparticulas
de prata, cobre, zinco etc.), moléculas imobilizadas ativas (polimeros ou peptideos de quitosana/
amonio quaternario), ou moléculas/particulas ativadas por luz, por exemplo, TiO2 ou
fotossensibilizadores (DESHWAL et al., 2019; ROSENBERG et.al., 2019).

O revestimento pode conter a deposi¢do direta do agente antimicrobiano na superficie
do polimero. Este método é amplamente utilizado em préaticas médicas (La Porte, 1997). O
agente antimicrobiano € depositado na superficie do polimero alterando sua estrutura quimica
e novos grupos funcionais formados e sdo responsaveis pela imobilizacdo e liberacdo gradativa
do agente antimicrobiano (ASADINEZHAD et al., 2010).

A modificacdo direta baseada na incorporacdo do agente antimicrobiano na matriz
polimérica também pode ser realizada na producdo do revestimento. O agente antimicrobiano
é misturado na massa do polimero e segue ao processamento conforme a matriz utilizada. A
vantagem deste método é que ndo requer modificacBes significativas nos parametros de
processo e baixas concentragdes do agente antimicrobiano pode ndo promover alteragdes
significativas nas propriedades mecénicas do composto final.

Os revestimentos hibridos a base de polimeros com particulas metalicas tém sido
desenvolvidos por promover liberacdo de ativos antimicrobianos (DREW et al., 2016). O
polimero PET foi avaliado com revestimento antimicrobiano a base de acido
poliacrilico/AgNPs depositado por polimerizacdo de plasma (GOUR et al., 2019). As
superficies ndo revestidas ndo reduziram o crescimento bacteriano, enquanto as revestidas com

material antimicrobiano apresentaram halo de inibigdo visivel contra S. aureus e E. coli.
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2.6 Durabilidade do revestimento em condi¢des de reuso

A durabilidade do revestimento é relacionada ao tipo de ativo usado, ao processo de
aplicacdo/deposicédo do revestimento e ao condicionamento atuante na sua superficie (PARK et
al., 2020). O método de fixacdo e/ou incorporagdo das nanoparticulas no material influenciam
diretamente a durabilidade do revestimento (GOUVEIA et al., 2018), pois a lavagem do
material durante sua reutilizacdo pode levar a perda do ativo antimicrobiano. Se a lixivia¢éo da
camada superficial agentes antimicrobianos for minima, a atividade antimicrobiana pode ser
efetiva por longo periodo (APPENDINIA, 2002).

A adicdo do agente antimicrobiano durante a producéo de fibras téxteis deve permitir
acdo prolongada mesmo depois de varias lavagens (APPENDINIA, 2002). Trés fatores
influenciam a durabilidade: a dosagem das nanoparticulas inorganicas, eficacia contra
microrganismos e adesdo a superficie da fibra (APPENDINIA, 2002). O uso de ligantes
poliméricos adequados e do ultrassom para remover as possiveis particulas soltas pode
intensificar a durabilidade dos tecidos antimicrobianos (YAN et al.,2016). No entanto, as NPs
inorganicas dificilmente conferem aos téxteis, boa durabilidade devido a falta de ligacGes
covalentes para fixa-las a superficie do tecido. O aumento do teor de prata na reacdo ndo é
viavel, pois favorece a lixiviacdo dos ions metalicos (WINDLER et al., 2013). Aumentar a for¢a
de aderéncia entre as NPs inorganicas e a superficie da fibra é uma estratégia prética e eficaz
no aumento da durabilidade e possibilita maior tempo de atuacdo do antimicrobiano.

Recentemente, varios tipos de nanoparticulas inorganicas (NPs), incluindo prata, cobre,
AQ20, CuO, TiO2 e ZnO, tém se mostrado promissoras em aplica¢fes antimicrobianas por
conter alta area de superficie especifica, baixo custo e atender as legislacbes ambientais e/ou de
protecdo da satde da populacao.

Em seus estudos Wei et al. (2017) observaram a acdo antimicrobiana dos filmes
revestidos em papel dispersos em solucdo aquosa de cloridrato de poli(hexametileno guanidina)
com éter poli (propilenoglicol-diglicidilico) (PHGH-PPGDE), os papéis foram submersos em
agua destilada a temperatura ambiente e trocados 12 vezes a cada duas horas simulando
multiplos enxagues, apds este procedimento foi avaliado a agdo antimicrobiana do filme. Este
trabalho foi escolhido como referéncia no ensaio de durabilidade da acdo antimicrobiana dos
revestimentos produzidos.

Shilpa et al., (2023) no seu estudo comparou a agdo antimicrobiana em tecidos de
algodéo utilizando apenas 0 AgNPs com a acdo de tecidos revestidos com AgNPs verdes e

polimetilmetacrilato (PMMA) contra cepas E. coli gram-negativa e S. epidermidis gram-
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positiva. Foi constatado que as AgNPs apresentam atividade antibacteriana nas cepas testadas.
A eficacia antibacteriana dependia da quantidade da porcdo de AgNPS utilizada. Foi constatado

pelos autores que o tecidode algodéo revestido com PMMA foi eficiente e duravel.

2.7 Técnicas de producao de revestimentos poliméricos

O revestimento é definido como um material aplicado por um processo adequado
(mecénico ou manual) para proteger, preservar, decorar, selar ou alisar uma superficie (ACI
116R, 1985). A boa adesdo entre 0 revestimento e a superficie € um requisito necessario para
utilizacdo de um material como revestimento, em caso de superficies porosas, uma boa
penetracio nos poros do material é indispensavel (JOSE e PRADO, 2004). Essa definigio tem
sido ampliada para materiais funcionais capazes de alterar algumas caracteristicas da superficie
dos materiais, dando a eles propriedades antimicrobianas, auto- limpantes e auto-esterilizantes
(ELFAKHRI, 2014).

Os revestimentos poliméricos se destacam dentro da engenharia de superficie. Materiais
poliméricos com nanoparticulas de prata tém atraido a atencdo de muitos pesquisadores devida
sua gama de aplicacbes promissoras no campo de embalagens e na area de salde para evitar o
risco de transmissdo de infeccBes pelo contato com superficies infectadas (JOSE e PRADO,
2004).

Muitas doencas se tornam epidémicas, resultando em perdas pessoais e econémicas
significativas. Logo, superficies antimicrobianas desempenham um papel importante em
diversas areas para controlar a propagacao de doengas e infec¢fes e combater o desperdicio de
alimentos e problemas de salde associados ao consumo excessivo de conservantes. Algumas
técnicas de revestimentos de superficie tém sido utilizadas na criacdo de superficie
antimicrobiana. Os polimeros sdo comumente usados como elo entre o agente antisséptico e a
superficie. A incorporacdo de nanoparticulas metalicas na matriz polimérica é um dos métodos
pelos quais as propriedades antimicrobianas podem ser alcancgadas. A seguir os métodos de
producdo de revestimentos poliméricos por laminagéo e solution blow spraying, adaptacdo da
técnica de solution blow spinning (SBS), desenvolvida por Medeiros et al. (2009), sdo
apresentados.

A. Laminacgéo
A laminacdo € um processo de acabamento utilizado para revestir superficies planas que

podem ser um filme polimérico flexivel ou papel simples, duplex, triplex, couché, glossy, por
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exemplo. Nele a superficie plana recebe uma camada de polimero, geralmente transparente, e
fina (SARANTOPOLUS et al., 2021). Existem diversos acabamentos do revestimento: brilho,
fosca, hologréfica entre outros. A laminacdo de um material impresso é feita com os seguintes
objetivos: acrescentar brilho ou outros efeitos especiais a superficie do papel ou embalagem
plastica flexivel, como no caso da laminagdo fosca ou com glitter por exemplo. Aumentar o
brilho de materiais que ja possuem um certo brilho, como o papel couché. Fornecer uma
protecdo mecanica e evitar o desgaste da impressao causado por “esfregamento” ou manuseio
pastas, agendas e cadernos quase sempre sdo laminadas com esta finalidade. Proteger o material
contra desbotamento ou desgaste causado pelo ambiente.

Existem trés processos para a aplicacdo de laminacédo: laminacdo a quente, laminacédo a
frio e aplicacdo liquida. Na laminacéo a quente o material é fornecido em bobinas e é aplicado
com a ajuda de uma termolaminadora e o calor dela faz o material aderir ao papel. A laminacgéo
a frio o material deve ja possuir uma camada e o papel tipo contact transparente € um exemplo
disso. Como ndo envolve o uso de calor, a laminacéo a frio pode ser feita a mao, simplesmente
com uma régua, ou através de uma méaquina de laminagdo de forma simples, aplica-se o adesivo.
J& a laminac&o liquida € realizada logo apds a saida do papel da impressora offset, ou em linha
com a producdo de filmes plasticos, por exemplo.

B. Solution blow spraying (SBSp)

O método de aspersdo por sopro de solucao (SBSp) foi desenvolvido por FERREIRA et
al. (2018), o qual consiste em uma modificacdo da técnica de fiacao por sopro em solucéo (SBS)
desenvolvida por Medeiros et al. (2009) conforme mostra a Figura 11. A principal diferenca
entre ambas é que o SBS é utilizado na fabricacdo de fibras poliméricas e o SBSp € usado na
fabricacdo de revestimentos poliméricos (BHARDWAJ & KUNDU, 2010).

O SBSp utiliza os mesmaos principios de deposicao por pulverizacao/spray, sendo capaz
de produzir revestimentos finos a baixo custo de aplicacdo, economizando energia e tempo.
Esta técnica é muito atrativa devido ao baixo custo do equipamento e flexibilidade dos
parametros do processo (distancia de trabalho, taxa de injecao, pressdo do ar, configuracdo do
bocal etc.).

Além disso, possui liberdade para controlar a incorporacdo das nanoparticulas de forma
isolada, possibilitando seu ancoramento na superficie externa do revestimento ainda em
processo de solidificacdo. Outra vantagem do SBSp em relacdo ao spray convencional e/ou

laminac&o é a possibilidade de produzir filmes finos e uniformes, economizando material.



Gas

1™ =
omba de
limjegio |

== B

Distancia de
trabalho

/

\

Coletor

[

i

30

= |
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os revestimentos poliméricos antimicrobianos sdo utilizados para preservacdo e
aumento da vida util dos alimentos, atuando na reducao, inibicdo ou retardacao do crescimento
de microrganismos que podem estar contidos no alimento (ARAUJO, 2019). Um grande
interesse em revestimentos antimicrobianos surge devido a diversidade de materiais
poliméricos utilizados, aos diferentes métodos de aplicagdo e a variedade de produtos que
podem ser embalados. A medida que a tecnologia inova as embalagens de alimentos a qualidade
e seguranca alimentar deve ser mantida e cada vez mais prolongada aumentando assim a vida
util dos alimentos. Revestimentos para embalagens de alimentos facilitam a conservacao dos
alimentos e é elo de implantagdo de ativos antimicrobianos aos alimentos ampliando sua
conservacdo de forma inteligente (DAVOODI, DAVACHI, GHORBANI GOL-KHAIJEH,
SHEKARABI e ABBASPOURRAD, 2020; ROY, KIM E RHIM, 2021), e assim por diante tém
sido usados para alimentos embalados seguros e de alta qualidade produtos.

Iswarya et al., (2024) produziu em seu estudo um nanocompdsito em filme & base de
poli(alcool vinilico) (PVA) utilizando nanoparticulas de prata (Ag NPs) preparadas pelo
método de reducdo quimica. A presenca de nanoparticulas nos filmes aumenta a condutividade
elétrica e mostram uma alta zona de inibicdo para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
do que os filmes de PVA/AgNPs. Filmes compostos de poli (alcool vinilico) PVA/AgNPs com
significativa atividade antibacteriana podem ser usados para curativos e embalagens ativas de
alimentos.

Srikhao et al., (2023) produziram embalagens ativas utilizando papel revestido com
nanoparticulas de prata obtidas da sintese verde (AgNPs) com extrato de casca de mangostéo
(ex-Garcinia mangostana (GM)) e &cido citrico como agente de reticulacdo para uma matriz
de amido/ poli (&lcool vinilico).. Seu estudo investigou efeitos de diferentes concentracdes de
nitrato de prata (AgNO3), contendo 50, 100, 150 e 200 mM (AgNPs-50, AgNPs-100, AgNPs-
150 e AgNPs-200). As propriedades do papel revestido foram investigadas e revelaram que o
AgNPs-150 apresentou inativacdo completa do virus em 1 min além de melhor resisténcia a
traccdo do papel revestido estd na mesma gama que a de um papel de embalagem comum. O
resultado revelou que o papel obtido revestido com AgNPs provou ser eficaz nas atividades
antibacteriana e antiviral.

Pena & Torres (1991) argumentaram que 0s revestimentos podem atuar como

carregadores de agentes com fungéo especifica, como: antioxidante, aromética, antimicrobiana,
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corante, entre outras para acdo direta ao alimento aumentando sua vida Util e intensificando
suas propriedades organolépticas.

Damm et al. (2008) compararam a efic&cia de nano e microcompdsitos de poliamida 6
com prata e perceberam que nanocompaositos contendo baixo teor de prata exibiram eficacia
maior contra Escherichia coli, do que microcompositos com um teor de prata mais elevado.

Del Nobile et al. (2004) produziram revestimento de poli(6xido de etileno) contendo
prata sobre uma camada de polietileno. Aglomerados de prata foram formados com tamanho
de 90 nm depositados por plasma exibiram alta capacidade bactericida contra Alicyclobacillus
acidoterrestris, prolongando a vida de prateleira do sumo da maca.

Sondi & Salopek-Sondi (2004) observeram a atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de prata contra E. coli. A partir das imagens do MEV, foi possivel observar
formacdo de agregados constituidos por nanoparticulas de prata e células bacterianas mortas.
Notou-se também que as nanoparticulas de prata reagem com os elementos de construcdo da
membrana bacteriana promovendo danos a célula. A analise MET e estudos EDAX verificaram
aincorporacéo de nanoparticulas de prata na membrana celular, revelado por formacéo de covas
na superficie da célula. Estabelecendo que a simplicidade dos nanomateriais seja eficaz e
adequado para a formulagdo de novos tipos de materiais antibacterianos.

Radheskumar & Munstedt (2006) produziram nanocomposito polipropileno (PP) -
PP/AgNPs contendo prata e observaram que a liberacdo de ions de prata ndo é apenas um
fendmeno de superficie, mas ha contribuicdo também das AgNPs contidas na massa polimérica.
Assim, as caracteristicas da liberacdo de Ag+ depende das caracteristicas das AgNPs e da matriz
polimérica utilizada.

Fayaz et al. (2009) sintetizaram nanoparticulas de prata para usar em filmes de alginato
de sddio. Os filmes foram moldados e analisados com relacdo a sua atividade antibacteriana
contra S. aureus e E. coli utilizando o método de difusdo em disco em placas de 4gar Muller-
Hinton. As culturas foram diluidas com NaCl e aplicadas as placas, juntamente com o filme de
alginato-AgNPs e o filme de alginato de sédio puro. Apds o periodo de incubagdo a 37°C
durante 24 h, foram observadas zonas de inibigédo nitidas em torno das amostras de pelicula de
alginato-AgNPs e ndo em volta das amostras de pelicula puras, mostrando eficicia
antibacteriana da pelicula de alginato-AgNPs contra microrganismos Gram-negativos e Gram-
positivos. Os revestimentos de alginato puros e contendo AgNPs foram aplicados as peras e
cenouras previamente esterilizadas e aumentaram a vida util de 8 a 10 dias, para as peras € 6 a

10 dias, para as cenouras.
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Zhou et al. (2011) desenvolveram filmes nanoestruturados LDPE/Ag20, 0s quais
também foram capazes de diminuir deterioracdo microbiana em fatias de maca.

Cheng et al. (2006) modificou nanoparticulas comerciais de Ag-TiO2 (teor de cerca de
0,4 % em massa de Ag+) em um processo desenvolvido em duas etapas: como primeiro passo
a densidade de grupos hidroxilas superficiais sobre as nanoparticulas foi aumentada por
dispersdo em &cido metanosulfénico e em seguida, na segunda etapa as nanoparticulas foram
modificados por enxertia de y- aminopropiltrietoxisilano (APS). O poli (cloreto de vinila)
(PVC) em p6 foi misturado as nanoparticulas e moldado por compressao na forma de filmes. A
concentracdo minima inibitéria (MIC) de nanoparticulas de Ag-TiO2 modificadas e nao
modificadas contra S. aureous e E. coli indicaram que ambos os tipos de nanoparticulas foram
igualmente eficazes contra as bactérias (principalmente contra a bactéria Gram-positiva
S.aureous) indicando que a modificacdo da superficie ndo prejudicou a atividade antibacteriana
das nanoparticulas. Os nanocompositos de PVC com Ag-TiO> modificadas apresentaram
atividade antimicrobiana e foram mais eficazes contra S. aureous que contra E. coli.

Nanocompdsitos de polietileno (PE) com AgNPs contendo nanoprata (5% em massa)
exibiram maior liberacdo de ions de prata e apds 24 h atingiram 99,99% de eficacia contra a
bactéria E. Coli, em relacdo ao PE puro. A microscopia eletrénica de transmissdo (MET)
realizada revelou boa dispersdo das nanoparticulas em toda a matriz de polietileno (ZAPATA
etal., 2011).

AgNPs também foram utilizadas por Mbhele et al. (2003) para aumentar a resisténcia a
tracdo, mddulo de elasticidade e as propriedades térmicas aumentando a estabilidade térmica e
a Tg, de uma matriz de poli (alcool vinilico) (PVOH).

Zaporojtchenko et al. 2021 utilizou co-sputtering de metais nobres e de
politetrafluoretileno (PTFE) para produzir revestimentos de filmes finos de Ag/PTFE e Ag-
AU/PTFE resultaram em propriedades antimicrobianas contra S. aureus e S. epidermidis. A
liberacdo de ions de prata pode ser controlada pela espessura do revestimento, fracdo em volume
e composicdo das nanoparticulas de prata, tendo o revestimento Ag-Au/PTFE apresentado
maior capacidade antibacteriana do que o Ag/PTFE.

Desta forma, este trabalho propds desenvolver um revestimento polimérico
termoplastico capaz de ancorar as AgNPs na superficie externa do revestimento, sem remover
0 polimero durante sua aplicacdo e ao mesmo garantir que ela fique ancorada na matriz
polimérica antes dela secar. As AgNPs utilizadas foram obtidas por rota verde, utilizando
extrato de orégano. Propositalmente, para comprovar a eficiéncia e vantagens da técnica de

SBSp em duas etapas em relacdo as técnicas convencionais relatadas nessa reviséo bibliografica
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e que focam na encapsulacdo das nanoparticulas dentro da matriz polimérica, revestimentos
com as AgNPs incorporadas na emulsdo polimérica e aplicadas por SBSp e por laminacéo
também foram preparados e comparativamente caracterizados em relagdo ao revestimento por
SBSp em duas etapas. Revestimentos nas embalagens demonstram maior compromisso com a
seguranca alimentar permitindo identificar tendéncias futuras no mercado de embalagens para

alimentos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver revestimentos de poli(estireno-co-butadieno) (SB) com nanocristais de
celulose (CNC) e nanoparticulas de prata (AgNPs) biogénica por solution blow spraying

(SBSp) em substratos de vidro e papel para aplicacdo em embalagens de alimentos.

4.2 Objetivos especificos

* Ajustar as condi¢Oes de aspersdo por SBSp para ambos os substratos modificando a taxa de
aplicacdo e distancia de aspersdo de forma que o revestimento possua impermeabilizacéo e
contenha a gramatura obtida no papel laminado.

* Realizar caracterizagdes dos revestimentos produzidos nos dois tipos de substrato.

« Identificar a incorporacdo da AgNPs na superficie dos revestimentos e contida na dispersao
aquosa nos substratos de vidro e de papel.

* Investigar a acdo antimicrobiana contra E. coli e S. aureus nos revestimentos em fungéo do
potencial de inibig&o da formagé&o de biofilme por absorbéncia.

*Determinar o teor das nanoparticulas de prata nos revestimentos € no extrato de migragao
especifica por espectrometria de emissdo atdmica com plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES) referente aos dois substratos e observar sua acdo quanto ao risco de contaminagdo ao

alimento.
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5. MATERIAIS E METODOS
Os fluxogramas descrevem as etapas envolvidas da preparacdo dos materiais do

revestimento e suas caracterizacGes realizadas nas (Figuras 11, 12 e 13) todas as amostras e

caracterizagdes foram realizadas em triplicata.

Sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs)

Preparacgao do extrato Preparacao das

de orégano AgNPs
Orégano Solucéo 1M
comercial de AgNO3
desidratado
A
Extrato Solugéo
Infuséo por aquoso de > coloidal de 5
1h orégano AgNPs Caracterizacdes
* DLS
* UV-vis
* FTIR
A4 *« CIM
Filtragcdo i ]
(poros de 8 Aguecimento a
pm) 45 °C por 70
minutos

Figura 11: Fluxograma da sintese verde com extrato de orégano. Fonte: Autora.
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Figura 12: Fluxograma da producéo e aplicagdo dos revestimentos em substrato de vidro. Fonte: Autora.
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Figura 13: Fluxograma producéo e aplicacdo dos revestimentos em substrato de papel. Fonte: Autora

5.1 Materiais

O algod&o comercial da marca YORK S.A e 0 &cido sulfurico (Quimica Moderna) com
pureza analitica foram utilizados na producdo dos CNC como fonte de celulose e catalisador da
reacao de hidrolise, respectivamente.

Na producgdo das AgNPs foram utilizados: nitrato de prata (AgNO3) (Sigma-Aldrich),
com 99% de pureza analitica, dgua deionizada e folhas de orégano (Origanum vulgare)
desidratado da marca Tempero Gomes, lote- 0904, validade (23-08-23), adquirido em comércio
local na cidade de Jodo Pessoa-PB. Também foi utilizado corante alimenticio Soft Gel do Mago,
na cor azul, para pigmentar a emulsdo polimérica e permitir a visualizagdo do polimero
depositado sobre o papel cartéo.

O SB, Styrofan BD 660, foi doado pela BASF S.A., contendo 51% de sdlidos,
viscosidade 700 mPa.s, Tg de 20°C e pH 8 conforme dados da BASF (BASF, 2004).
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Nos ensaios microbioldgicos foram utilizados Agar BHI (brain heart infusion), Mueller
Hinton &gar e kit de LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability L13152 (Invitrogen,
Molecular Probes, Eugene, Estados Unidos).

O papel utilizado nos ensaios foi do tipo papel cartdo adquirido em comércio local no

municipio de Jodo Pessoa-PB, possuindo gramatura 115 g m™.

5.2 Extracéo dos CNC

Na extragdo dos CNC, via hidrolise acida, as fibras de algoddo foram imersas em
solucdo aquosa de acido sulfurico a 64% (v/v) por 1 h a 45°C sob agitacdo constante,
promovendo a quebra das cadeias de celulose da fase amorfa. A razéo de fibras de algod&o por
solucdo utilizada foi de 5 g por 100 mL. Apoés a extracao, as amostras foram imersas num banho
de gelo e centrifugadas a 3000 rpm na centrifuga Centerium Scientific K3 em periodos de 15
minutos para remog&o do &cido, repetido o processo por trés vezes. As amostras de CNC foram
entdo submetidas a dialise para eliminacao dos residuos do processo de extracdo até atingir pH
neutro e, em seguida, armazenadas sob refrigeracdo com gotas de cloroférmio. Essa
metodologia com as caracteristicas dos CNC obtidos pode ser consultada tabalhos do grupo
(JESSICA et al., 2023; GOIS et al., 2019).

5.3 Producéo do extrato de orégano (Origanum vulgare L)

Foram pesados 20 g do orégano (Figura 15) em um béquer, em seguida foi adicionado
500 mL de &gua destilada e a mistura foi mantida sob aquecimento por 20 min. a 95 °C sob
agitacdo em placa marca Fisatom, modelo 503. O extrato foi duplamente filtrado em peneira de
nailon e seguiu-se nova filtragdo a vacuo, utilizando papel de filtro com poros de ~ 8 um. As
caracterizagcbes realizadas foram: espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-vis) e
espectrofotometria de infravermelho por transformada de fourier (FTIR).

Figura 14: Orégano desidratado comercial utilizado para sintese
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Extrato

Oregano Filtrado em filtro

de papel 8 um

1h, 100°C

Figura 15: Obtencéo do extrato de orégano.

5.4 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de prata biogénica (AgNPs)

A obtencdo das AgNPs seguiu metodologia proposta por Murugan et al. (2014). Um
volume de 10 mL do extrato recém-obtido do orégano (Origanum vulgare L) foi misturado com
90 mL de uma solucdo aquosa de 1 mM de AgNOs em &gua deionizada e mantidos sob agitacao
magnética constante de 5 rpm e temperatura de 45 °C por aproximadamente 70 min.

0,0153g AgNO,
|

Extrato

\
- | o

5RPM, 45°C
70 min

Filtrado em filtro
de papel 8 um

90 ml agua deionizada

Figura 16: Obtencdo da sintese do orégano.
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O término da reacdo foi constatado pela mudanca de coloracdo amarela para acastanhada
(Figura 17). Foram realizadas analises de espalhamento dinamico de luz (DLS), espectroscopia
no ultravioleta visivel (UV-Vis), espectrofotometria de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e determinacéo da concentracéo inibitoria minima (CIM).

>
-~

-

Figura 17: Inicio (a) e término da sintese verde (b)Fonte: Autora.

5.5 Preparagéo dos revestimentos ativos

5.5.1 Processo de laminacéo

A partir do teor de sélidos da dispersdo de SB (51%), esta foi diluida em &gua destilada
para 20 % (v/v). Em seguida, conhecendo o teor de CNC na disperséo coloidal, os dois
componentes foram misturados para obter um nanocompoésito com 3% (m/m) de CNC. A
dispersdo polimérica preparada (SB/CNC) foi homogeneizada com o auxilio da placa agitadora,
mantendo-se a 5 rpm durante 30 min. e acondicionada em recipiente de vidro a temperatura
ambiente. Também foi preparada uma amostra adicionando 1 mL da dispersao de AgNPs recém
preparada adicionada a 1 mL na dispersao polimérica SB/CNC. A homogeneizagdo das AgNPs
junto a dispersdo SB/CNC ocorreu em temperatura ambiente em placa agitadora a 5 rpm por 10
min. Apds a homogeneizacdo de todos os componentes (SB/CNC/AgNPs), a dispersao foi
transferida para um frasco de vidro e utilizada de imediato.

Na sequéncia, as suspensdes poliméricas SB/CNC e SB/CNC/AgNPs foram aplicadas
sobre folhas de papel cartdo tamanho A4 por laminacéo, utilizando-se uma mesa laminadora da
marca SHEEN (Figura 19) mantida a velocidade de 150 m/s. Ap0s o processo de laminagéo, os
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revestimentos foram secos em estufa de circulacao de ar por 10 min. a 60°C e armazenados em
sala climatizada a temperatura de 24 °C e umidade relativa de (52 £ 5) %. Essas amostras foram
identificadas como: P-SB/CNC-L e P-SB/CNC/AgNPs-L, sendo a letra “P” e “L” referentes ao
substrato de papel e processo de laminacéo, respectivamente. As amostras P-SB/CNC-L e P-
SB/CNC/AgNPs-L foram caracterizadas quanto a absorcdo de dgua ( COBBeo) € gramatura
aplicada. Os valores obtidos foram utilizados como referéncia de desempenho para determinar

a condicao 6tima de aspersdo dos revestimentos sobre substrato de papel por SBSp.

ge!
!
i
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Figura 18: Mesa laminadora da marca SHEEN utilizada no revestimento do papel.

5.5.2 Processo de aspersao por sopro em solucéo (SBSp)

5.5.2.1 Determinacéo das condicBes de aspersao do revestimento polimérico

A dispersdo SB/CNC (subitem 5.5.1) foi aplicada por aspersdo em dois tipos de
substratos: folhas A4 de papel tipo cartdo (gramatura 115 g/m?) e laminas de vidro com
dimensbes (26x76) mm. Os revestimentos aplicados sobre o substrato de papel foram
identificados com o prefixo “P”. Os substratos foram fixados com o auxilio de fita dupla face
ao coletor (Figura 18) e a dispersdo polimérica aspergida pela técnica de solution blow spraying
(SBSp), ou aspersao por sopro em solucéo, a qual consiste no ajuste dos parametros do aparato
de solution blow spinning (SBSp) para obter filmes finos e uniformes.

As condicOes de aspersdo da dispersdo polimérica para o substrato de vidro foram
ajustadas para 800 pL/min, distancia 15 cm, rotacdo 1200 rpm, pressdo 30 psi e tempo de
aplicacdo de 1 minuto, seguido de mais 4 minutos com o coletor girando para uniformizar o
revestimento, conforme diretrizes gerais da metodologia proposta por Ferreira et al. (2018;
2019).
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Preliminarmente, essas mesmas condi¢fes foram utilizadas para o substrato de papel
cartdo, visando obter revestimentos finos com acdo antimicrobiana de facil aplicacdo a baixo
custo. Depois, foi realizado um estudo de variaveis para determinar a condi¢do Otima de
aspersdo do SB/CNC sobre o substrato de papel, ou seja, aquela que resultasse na maior e mais
uniforme area revestida, com valores de COOB semelhante ao papel revestido por laminagéo e
com gramatura menor ou igual a do papel laminado. A condicdo otima foi determinada
mantendo fixa a distancia entre coletor e o bico em 20 cm, a presséo do equipamento em 15 psi,
velocidade de rotacdo do rotor em 180 rpm e variando os demais parametros, como: |. tempo
de aplicacdo: 3,5 e 4 min; e Il. taxa de aplicagdo: intervalo de 600 a 1200 uL/min. Como forma
de facilitar a visualizacdo do revestimento sobre o substrato de papel foram adicionadas duas
gotas do corante alimenticio, na cor azul da marca Arcolor, e misturados por agitacdo magnética
constante na emulsdo aquosa contendo 20% (m/m) do polimero e 3% (m/m) de CNC. Os
revestimentos produzidos em cada condicdo de aspersdo foram caracterizados por microscopia
Otica, medidas de COOB e gramatura, tendo como referéncia os valores de gramatura e COOB
obtidos para o revestimento obtido por laminagédo (subitem 5.5.1). A Tabela 2 apresenta as
condicBGes de aspersdo testadas. Definida a condi¢cdo 6tima do processo de SBSp para o
revestimento do papel cartdo, na nomenclatura das amostras preparadas nessa condic¢do foi
incluido o sufixo “0”.

Tabela 2: Variaveis de aspersdo testadas (taxa de aspersdo e tempo de aplicacdo) para determinar a
condigdo 6tima do SBSp para substrato de papel.

Condicoes de aspersdo do SB/ICNC

Teste A Teste B Teste C

800pL/min, | 800uL/min, | 1000pL/min, | 1000pL/min, | 1200puL/min, | 1200puL/min,
3,5 min 4 min 3,5 min 4 min 3,5 min 4 min

Buscando o ancoramento das AgNPs na superficie externa do revestimento, ap0s
definicdo da condicéo de aspersédo da dispersdo SB/CNC sobre substrato de vidro (FERREIRA
etal., 2018; 2019) e das duas condic¢des de aspersédo sobre substrato de papel, e condi¢éo 6tima,
as amostras revestidas foram inseridas numa estufa de circulagdo de ar Quimis, modelo
Q314M223, a 60°C em intervalos de 1 minuto (FERREIRA et al., 2019) para avaliar a secagem
do revestimento polimérico.
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A partir do teste de toque para avaliar alteragdes na consisténcia do revestimento e do
tempo equivalente a ¥ do tempo total de secagem (FERREIRA et al., 2018), o tempo de
secagem parcial do revestimento polimérico foi definido em 3 minutos. No caso das amostras
de SB/CNC, P-SB/CNC e P-SB/CNC-0, sem AgNPs, as mesmas foram inseridas numa estufa
Quimis, marca Q314M223, e secas a 60°C por 4 minutos. No caso do substrato de papel, logo
apos a aplicacao do revestimento, os mesmos foram armazenados a temperatura ambiente e em
dessecador com solucdo salina para garantir uma atmosfera com umidade relativa de (52 + 5)

%, registradas por meio de termo-higrémetro.

5.5.2.2 Determinacdo da condicdo de aspersao das AgNPs

A aspersdo da AgNPs foi realizada com o polimero parcialmente seco a 60°C por 3
minutos em estufa de circular de ar com o intuito de permitir a fixacdo das nanoparticulas na
superficie externa do revestimento. O volume de AgNPs aspergido entre as aplicacbes na
superficie do revestimento parcialmente seco foi 0 mesmo utilizado por Ferreira (2019), ou seja,
1 mL. A secagem parcial entre aplicacOes de prata foi estabelecida em 1,5 minuto a temperatura
ambiente, mantendo o coletor girando a 1200 rpm. Esse tempo foi determinado por meio de
avaliacdo visual da textura do revestimento durante aplicacdes em intervalos pré-definidos nos
testes preliminares. A (Figura 18) apresenta a simulacdo da aplicacdo. Uma breve descri¢do dos
revestimentos preparados com AgNPs esta descrita a seguir:

- SB/CNC/AgNPs, P-SB/CNC/AgNPs e P-SB/CNC/AgNPs-0: 1 mL da dispersdo
coloidal de prata, recém preparada, incorporada em 1 mL da dispersdoSB/CNC. agitada por 10
min a 5 rpm em temperatura ambiente e, em seguida, aspergida nas mesmas condic¢bes do
revestimento SB/CNC correspondente.

- SB/CNC/AgNPsl1x, P-SB/CNC/AgNPslx e P-SB/CNC/AgNPslx-o0: dispersao
SB/CNC foi aspergida e parcialmente seca nas condi¢des descritas no (subitem 5.5.2.1) para
cada tipo de substrato, seguida da aspersao de 1 (uma) camada de 1 mL da dispersédo coloidal
de prata aplicada a distancia 30 cm, vazdo 1200 pL/min rotagdo 1200 rpm, pressdo 30 psi e
tempo de aplicacédo de 1 minuto.

- SB/CNC/AgNPs2x, P-SB/CNC/AgNPs2x e P-SB/CNC/AgNPs2x-0:
dispersdoSB/CNC foi aspergida e parcialmente seca nas condi¢fes descritas no (subitem

5.5.2.1) para cada tipo de substrato, seguida da aspersédo de 2 (duas) camadas de 1 mL/cada da
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dispersdo coloidal de prata com intervalo de 1,5 min entre cada aplicacéo, seguindo as mesmas

condicdes supramencionadas para as aplicacdes de apenas uma camada de AgNPs.

Alimentacao de a :
Dispersao ar Comprimido }
Polimérica \ L}

- e !
N
Distancia

de trabalho

Figura 19: Aplicacdo dos revestimentos com AgNPs do extrato de orégano por SBSp. Fonte: Autora.

O substrato vidro foi escolhido como superficie modelo por ser lisa, uniforme e inerte.
Os revestimentos aplicados sobre substrato de vidro foram armazenados em condigOes
ambientes temperatura 30 °C e umidade 65% mantidos em recipiente fechado para evitar a
contaminacdo com particulas estranhas. Ja os revestimentos sobre substrato de papel cartdo
foram armazenados a temperatura ambiente e em dessecador, contendo solugédo salina para

garantir uma atmosfera com umidade relativa de (52 £ 5) %, registrada por meio de higrometro.
5.6 CaracterizacOes

5.6.1 Determinacéo do teor de sélidos

O teor de CNC na dispersdo coloidal e o teor de solidos da emulsdo de SB, foram
determinados em triplicata em estufa de circulacdo de ar Quimis, marca Q314M223, a 60 °C
por 24 h e balanca analitica. Nesse procedimento, copos de plastico (Mr) foram secos nas
mesmas condi¢Oes de secagem das amostras, resfriados em dessecador e pesados em uma
balanca analitica Shimadzu, modelo AUY?220. Na sequéncia, uma aliquota (v) de 10 mL de
cada amostra foi inserida nos copos de plastico e pesada (Mu). Apos a secagem na estufa com
circulacdo de ar, os copos de plasticos foram resfriados em dessecador e pesados (Ms)
novamente, seguindo as diretrizes gerais da norma ABNT- NBR 8877. Os resultados de solidos
(Ts) em cada tipo de amostra foram determinados em triplicata pela Equagéo 1.

Ts = =100
(eq. 1)
Onde: Ts = teor de sélidos ( %);
Mr = massa do recipiente
Ms = massa do material seco no recipiente (Q);

Mu = massa da amostra no recipiente (g).
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5.6.2 Caracterizacgdes do extrato de orégano e das AgNPs

5.6.2.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O extrato de orégano antes e apds a sintese das AgNPs foram secos sobre o substrato do
acessorio de ATR do espectrofotometro SHIMADZU IRAFINNITY. Na sequéncia, foram
obtidos os espectros no modo transmitancia no intervalo de 4000-400 cm™ e resolugéo de 4 cm

1 e 64 varreduras.

5.6.2.2 Determinacéo da concentracgdo inibitéria minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada com cepas bacterianas de
Escherichia coli ATCC 8739 e Staphylococcus aureus ATCC 19095, pertencentes ao
Laboratorio de Biologia Bucal — LABIAL do Departamento de Odontologia da Universidade
Federal da Paraiba. As culturas bacterianas foram mantidas em BHI (brain heart infusion) e
20% de glicerol em criotubos a -20 °C, para sua conservagdo. Foram realizados controles de
microrganismos (BHI+bactérias) para comprovacao da viabilidade das cepas, meio de cultura
(BHI) para comprovacdo da esterilidade e controle com antimicrobianos clorexidina a 0,12%.

Para preparacdo do indculo, as cepas bacterianas foram cultivadas em BHI (brain heart
infusion) a 37°C por 24 horas, seguindo para leitura de densidade Odptica a 625 nm
correspondente a densidade de obtencdo de uma massa celular corresponde a - 2 x 108 UFC/ml
para ambos 0s tipos de cepas. As AgNPs recém-sintetizadas foram diluidas de maneira a se
obter diferentes concentracdes a serem testadas. A concentracdo inibitéria minima (CIM) das
nanoparticulas de prata contra as bactérias testadas Escherichia coli e Staphylococcus aureus
foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo seguindo normas do instituto de
padrdes (CLSI). Para tanto, utilizou-se microplaca de 96 pocos contendo BHI, o in6culo das
cepas teste e os diferentes AgNPs em diferentes concentrac6es. Foi considerada a CIM como a
menor concentracao de prata capaz de inibir o crescimento visivel das cepas testadas em BHI.
A CIM ¢ expressa em pl de Ag por mL de solvente, sendo o resultado a menor concentragao

em que foi possivel a inibig&o de crescimento das cepas (CLSI).

5.6.2.3 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

O didmetro médio e a distribuicdo de tamanho das AgNPs foram determinadas pela

técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS), em um equipamento da marca Malvern
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modelo Zetasizer Nano. As amostras foram diluidas em agua 1:10, analisada em cubeta de
quartzo com angulo de 90° e temperatura de 25°C. As andlises foram realizadas em triplicata

com a amostra de AgNPs recém-preparada.

5.6.3 Determinacdo da condicdo 6tima de aspersdo do SB/CNC sobre substrato de papel

cartdo

Nessa etapa os revestimentos de SB/CNC, preparados nas condi¢fes reportadas na
(Tabela 2), foram analisados comparativamente as amostras de papel cartdo preparadas por
laminacdo, ou seja, P-SB/CNC-L e P-SB/CNC/AgNPs-L. A seguir estdo descritos 0s ensaios
de referéncia utilizados para determinar a condi¢cdo do SBSp que resultasse em revestimento
uniforme, com resisténcia a agua equivalente ao método de laminagdo, sem implicar em
aumento de gramatura. Visando garantir a cobertura de uma area média de 10 cm de diametro,
0 substrato de papel foi deslocado 2 vezes, em relacdo ao seu centro, de 5 cm/cada. Somente
apos ter toda a area desejada revestida com a dispersdo SB/CNC, o papel foi seco a 60°C por 4

min. em estufa de circulacdo de ar (Quimis, modelo Q314M223).

5.6.3.1 Microscopia otica

As amostras dos papéis revestidos por SBSp foram observadas em um microscépio 6tico
MTM1A, da BEL Equipamentos. O aumento foi fixado em 500x observando a uniformidade

do revestimento aplicado sobre o substrato de papel.

5.6.3.2 Determinacéo da gramatura

Para determinacdo da gramatura do revestimento polimérico aplicado no papel, o
substrato, armazenado em temperatura ambiente com (52 + 3) % de umidade por 24h, foi
previamente pesado em balanca analitica e identificado (Pi). Apds a aspersdo por SBSp, o papel
revestido foi levado para estufa a 60°C por 4,5 min. para secagem do polimero e deixado em
temperatura ambiente por 24 h para reestabelecer a condi¢do de umidade do armazenamento,
para ser pesado novamente (Pf). A gramatura (G), dada em g/m?, foi calculada de acordo com

a equacdo 3, levando em consideragéo Pi, Ps e a area do papel aspergido (Ap).

(eq. 3)
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5.6.3.3 Determinacdo do COBB

A capacidade de absorcdo de agua do revestimento polimérico foi determinada de
acordo com a norma ABNT NBR NM-ISSO 535-2014. As amostras de papel revestido foram
cortadas em quadrados de (12,5 x 12,5) cm e a area revestida colocada em contato com agua
por 120 seg., utilizando um anel de contencdo de 10 cm de diametro. O excesso de agua, logo
apos a exposicdo da face revestida, foi retirado com papel toalha. O ganho de massa das
amostras foi monitorado por balanca analitica e 0 COBB, calculado a partir da equacéo 2.

C = (Mz-M1)x100
(eq. 2)

Onde: C = capacidade de absorcéo de agua em (g/m?),

Ms = massa final da amostra; Mi = massa inicial da amostra.

5.6.4 CaracterizacOes dos revestimentos sobre substrato de vidro e papel cartéo por SBSp

5.6.4.1 Espessura dos revestimentos

A analise da rugosidade de superficie foi detecta com o auxilio de um perfilometro
optico (CClI MP, Taylor Hobson, Inglaterra) utilizando lente com ampliacdo de 50x e
velocidade de escaneamento de 1x no modo xy. Realizou-se cinco medidas para cada corpo-
de-prova (n=20), sendo uma na area central e as demais de acordo com a movimentacao da
lente 2 mm para a direita, esquerda, para baixo e para cima. A rugosidade final dos
revestimentos foi obtida através da média dos cinco pontos de cada corpo-de-prova em pum. Na
preparacdo dos corpos-de- prova os revestimentos foram aplicados com metade de cada corpo
foi coberto por fita adesiva, de forma a manter metade com revestimento e metade sem

revestimento para precisdo da leitura.

5.6.4.2 Molhabilidade por angulo de contato

O teste de molhabilidade foi realizado a temperatura 28°C e umidade ambiente de 52%.
Os revestimentos foram postos sobre substrato de vidro e papel foram analisados pelo método
da gota séssil, usando software Image J em gonidometro HTM Reetz GmbH (modelo DSAHT-

12, KRUSS), conforme norma D 7334 — 08. As medidas foram realizadas apds o gotejamento
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de 2 uL de &gua deionizada na superficie da amostra com auxilio da micropipeta fixada a 3 mm

em temperatura ambiente. As medidas foram realizadas triplicata para cada amostra.

5.6.4.3 Preparacao das amostras para determinacgédo do teor de prata no revestimento

a) Substrato de vidro

Os revestimentos nas condicdes de aspersdo padronizadas para substrato de vidro foram
preparados sobre placas de acrilico com 1,2 mm de espessura nas dimensdes de (26x76) mm.
Depois, as regides das placas de acrilico revestidas uniformemente com SB/CNC,
SB/CNC/AgNPs, SB/ICNC/AgNPs1x e SB/CNC/AgNPs2x foram cortadas com o auxilio de
uma serra Starrett BS 1280 com tamanhos variando entre 3 e 2 cm de comprimento e largura,
tendo suas respectivas areas determinadas. Aproximadamente 2 g desses pedagos com
revestimento uniforme de cada amostra foram inseridos em cada cadinho de porcelana,
totalizando 3 cadinhos por amostra. Depois foram picados em tamanhos menores com cerca de
1 cm para facilitar sua queima em bico de Bunsen, abafando o cadinho com sua tampa sempre
gue necessario para ndo permitir a ignicdo do material polimérico. O material resultante foi
calcinado em mufla a 400 °C por 6 h, visto que a temperatura de decomposicdo dos
componentes da formulagdo esta na faixa de 360°C (LEE et al., 2002; HOLDEN et al., 1996).
As cinzas de cada amostra foram dissolvidas em 10 mL de &cido nitrico a 65 % (v/v), medidos
por meio de proveta. A solucéo resultante dos 3 (trés) cadinhos de cada amostra foi unificada
em um Unico recipiente de vidro para posterior analise por ICP-OES (subitem 5.6.4.5).

Como branco analitico uma amostra da placa de acrilico sem revestimento foi cortada,
gueimada e calcinada nas mesmas condic¢es supramencionadas, as cinzas foram dissolvidas
em acido nitrico e armazenadas nas mesmas condi¢es das amostras de revestimentos para
posterior analise por ICP-OES (subitem 5.6.4.5). Antes da analise, o branco analitico e as
amostras foram diluidos em agua deionizada numa proporg¢éo de 1:20 e filtrados em papel filtro
marca Unifil com espessura de 0.2 mm e porosidade de 2 um.

b) Substrato de papel

Os revestimentos nas condi¢des de aspersdo padronizadas adotados para as amostras de
papel revestidos nas condicdes de Ferreira et al. (P-SB/CNC, P-SB/CNC/AgNPs, P-
SB/CNC/AgNPs1x e P-SB/CNC/AgNPs2x) e 6tima (P-SB/CNC-o0, P-SB/CNC/AgNPs-0, P-
SB/CNC/AgNPs1x-0 e P-SB/CNC/AgNPs2x-0). No caso, as amostras foram cortadas com
tesoura nas dimensdes aproximadas de (1,3 x 3,8) cm e foram inseridas em cadinhos

individuais, mantendo fixa a mesma area de revestimento equivalente aos 2 g de pedacos de
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placa de acrilico utilizados anteriormente. O procedimento também foi realizado em triplicata
para cada amostra e seguiu as mesmas condi¢cdes de queima em bico de bulsen, calcinacéo,
solubilizacdo das cinzas em &cido nitrico, diluicdo em &gua deionizada e filtracdo. O branco
analitico foi uma amostra de papel cartdo, conforme recebida.

5.6.4.4 Preparacdo das amostras para determinacdo da migracéo especifica da prata

O ensaio de migragdo especifica foi realizado conforme as diretrizes da Resolu¢do RDC
n. 51/2010 (que corresponde ao Regulamento Técnico MERCOSUL GMC 32/10) e Resolugéo
N° 88 de 2016 da ANVISA para materiais celul6sicos e obedecendo ao limite do Regulamento
Técnico MERCOSUL GMC 56/92) estabelecido em 50 mg/kg ou 8 mg/dm?.

Segmentos dos revestimentos sobre substrato de vidro e de papel foram cortados com o
auxilio de cortador de vidro e tesoura, respectivamente, em dimensdes variando entre (2 x2) cm
e (3x3) cm. Esses segmentos de revestimentos numa proporcao de aproximadamente 600 cm?/L
foram adicionados em frascos reagentes vidro tampa azul marca vidro Labor. Estes
revestimentos foram totalmente submersos e mantidos em contato em contato direto com
aproximadamente 16 mL de simulante aquoso &cido, solucdo de &cido acético em agua destilada
a 3 % (v/v), medidos volumetricamente com auxilio de proveta. Esse ensaio foi mantido a 40
°C durante 10 dias em estufa de circulacdo de ar Quimis marca Q314M223, conforme a RDC
n 51/2010. O volume da solucao do simulante foi calculado e adequado em funcédo da area dos
segmentos de revestimentos em cada recipiente, de forma a manter toda a area revestida
submersa e garantir a relacdo entre area superficial do revestimento e volume de simulante igual
a 600 cm?/L.

As amostras foram mantidas em recipientes fechados com tampa vedada com o-ring e
rosca, deixadas em repouso pelo periodo de 10 dias a 40 °C em estufa de circulacdo de ar
Quimis, modelo Q314M223. Elas foram preparadas em triplicata e os extratos obtidos,
unificados em recipiente de vidro e secos em estufa de circulagéo de ar a 60 °C até a completa
evaporacdo do simulante. Em seguida, o recipiente foi enxaguado mdaltiplas vezes com &cido
nitrico até atingir o volume de 10 mL (ISMET et al., 2015). Antes da anélise, o branco analitico
e as amostras foram diluidos em agua deionizada numa proporcdo de 1:20 (devido o
equipamento ndo utilizar o acido puro na obtencdo da leitura), filtrada em papel filtro marca
Unifil com espessura 0,2 mm e 2 micras de porosidade para maior eficiéncia na filtragem e

encaminhado para analise por ICP-OES (subitem 5.6.4.5).
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O branco analitico foi uma amostra do vidro limpo e do papel cartdo sem revestimento,
preparadas seguindo o mesmo procedimento analitico dos revestimentos para constatar eventual

traco de prata nos solventes, reagentes e substratos utilizados no ensaio.

a) Calculo da migracéo especifica

O célculo da migragdo especifica foi obtido utilizando a Equacgéo 5. O calculo da massa
da substancia em mg no extrato foi multiplicando o resultado do ICP (mg/L) pelo volume total
do é&cido nitrico (L) utilizado apds evaporacdo total do simulante (subitem 5.6.4.3.a),
multiplicado pelo fator de diluicdo (20x). Esse valor divido pela area total de contato da amostra
com simulante (subitem 5.6.4.3.a) em dm?, seguido da multiplicacio do resultado pela relacéo
6 dm?/kg (Resolucdo no. 88 de 2016 da ANVISA e Resolucdo N° 51 de 2010 da ANVISA)
fornecera o valor da migracéo especifica.

m-5
A-M

ME =

(eq.5)

Onde: ME: migracdo especifica de substancia ou elemento por quilograma de alimento,
expresso em mg/kg; m: massa de substancia ou elemento no extrato de migracdo, kg; A: area
total de contato da amostra com simulante, expresso em dm?; (S/M): relacio da area de contato

do revestimento polimérico (S) pela massa de alimento (M), expresso em dm?/kg, utilizando 6
dm?/kg (Resoluco no. 88 de 2016 da ANVISA e Resolucdo N° 51 de 2010 da ANVISA).

5.6.4.5 Determinacdo do teor de prata por espectrometria de emissdo optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES)

A determinacdo do teor de prata foi realizada por espectrometria de emisséo optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), utilizando o aparelho modelo ICP OES Optima
7000 DV (Perkin Elmer, EUA®) com configuragio axial. O sistema de introdugio de amostra
utilizou nebulizador de fluxo cruzado e camara de nebulizacdo Scott (Optima 7000 DV ICP-
OES Specifications). Os parametros instrumentais e as linhas analiticas utilizaram poténcia RF
(kW) - 1,3; vazdo do gas de nebulizagdo (L.min™?) - 0,8; vazdo do gas auxiliar (L.min) - 0,2;
vazdo do gas do plasma (L.min?) - 15; taxa de aspiracdo da amostra (mL.min?) - 1,0;
comprimento de onda de detec¢do (nm): Ag: 328,068. Cada determinacdo foi realizada em
triplicata, a partir do extrato em &cido nitrico preparado conforme (subitens 5.6.4.3 € 5.6.4.4).
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5.6.4.6 Microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo acoplada a

espectrometria de energia dispersiva de Raios-X (MEV-FEG/EDS)

Micrografias e mapeamento de prata da superficie dos revestimentos foram obtidos por
microscopia eletronica de varredura com emissao de campo acoplada a espectrometria de
energia dispersiva de Raios-X, usando o MIRA 3 TESCAM OXFORD INSTRUMENTS-
ULTIM-MAX em modo dindmico de elétrons secundarios a 20 KeV com o objetivo de verificar
os diferentes tipos de superficies. Antes da analise, os diferentes tipos de revestimentos sobre
substratos de vidro (SB/CNC, SB/CNC/AgNPs, SB/CNC/AgNPs1x e SB/CNC/AgNPs2x) e
papel na condicdo Otima (SB/CNC-0, SB/CNC/AgNPs-o, SB/CNC/AgNPslx-o e
SB/CNC/AgNPs2x-0) foram cortados em dimensdes aproximadas de (2x2) cm com o auxilio
de um cortador de vidro ou tesoura, respectivamente. Além dessas amostras também a
morfologia das AgNPs pura foi observada. As AgNPs pura foram diluidas na propor¢éo 1:10
(AgNPs:agua destilada, v/v), em seguida houve o gotejamento no substrato de vidro quatro
vezes, seguido de secagem realizada em estufa de circulacdo de ar a 60 °C por 4 minutos,
reproduzindo as condicdes de secagem do revestimento polimérico. O CNC foi preparado de
forma similar as AgNPs na proporcdo 1:10 (CNC:agua, m/v).

No caso dos revestimentos aplicados sobre substrato de vidro e papel submetidos ao
ensaio de reuso (subitem 5.6.4.8), a analise da superficie das amostras antes e apés teste de
reuso foi realizada no MEV-EDS da marca Tescan, modelo VEGA LMS, a 20 KeV com o
objetivo de verificar a dispersdo e lixiviacdo das nanoparticulas de prata antes e ap6s as lavagens
com agua deionizada do teste de reuso.

Por fim, todas as amostras supracitadas foram aderidas ao stub (porta amostra) por meio
de fita de carbono duplas face e revestidas com ouro em Sputter Coater de plasma de argénio
modelo EMITECH K550X. As amostras do substrato papel na condicdo Otima seguirdo o
mesmo método de preparacdo, apenas sendo diferenciado o objeto de corte das amostras para

tesoura.

5.6.4.7 Determinacao da formacéao de biofilme por absorbancia

Esse ensaio foi realizado para corpos de prova na forma de discos de inox de 8 mm de
didmetro e 3 mm de espessura, revestidos apenas em uma das faces, utilizando as condigdes do
SBSp para substratos de vidro e de papel. Os corpos-de-prova foram colocados imersos em
placas de 24 pogos imersos em 1,6 mL de &gar BHI (Brain Heart Infusion caldo HiMedia™) e
0,4 mL de in6culo bacteriano padronizado para 0,5 na Escala de Mcfarland (CLSI M-07). As
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placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. As espécies bacterianas testadas foram
Staphylococcus aureus ATCC e Escherichia coli ATCC. Concluido o periodo de incubacéo, os
corpos de prova foram imersos em solucdo salina estéril a 0,9% por 30 segundos até a remocao
do excesso de células planctdnicas sobre a superficie. Para remocao do biofilme, 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. A solucdo contendo o
contetdo celular do biofilme desorganizado ou desagregado foi quantificada por absorbancia
as quais foram analisadas em aparelho Espectrofotometro UV-VIS digital microprocessado,
modelo M51, marca Bel Photonics. A partir da leitura espectrofotométrica foi determinada a
viabilidade microbiana para cada microrganismo, que foi calculada através da porcentagem de
inibicdo do crescimento microbiano, em diferentes substancias testadas, para cada

microrganismo.

5.6.4.8 Teste de reuso: avaliagédo da lixiviacao

Esse ensaio foi realizado em triplicata para os revestimentos preparados sobre laminas
de vidro e também foi realizado revestimentos preparados na condi¢do étima do substrato de
papel, seguindo a mesma metodologia. Os revestimentos aplicados sobre lamina de vidro foram
cortados nas dimensdes de (2x2) cm? com o auxilio de cortador de vidro. O mesmo
procedimento também foi adotado para os papeis revestidos na condicdo 6tima com o auxilio
de uma tesoura. Cada amostra foi entdo depositada individualmente no fundo de béckeres com
didmetro aproximado de 43 mm e totalmente submersos com a face revestida voltada para cima
e em contato direto com 10 mL de &gua deionizada, resultando na relagéo da area de contato do
revestimento pela massa de fluido de 4 dm?/Kg. Os béckeres foram vedados com filme plastico
e mantidos em repouso por 2 horas em temperatura ambiente. Em seguida os corpos de prova
foram retirados para secagem em condic¢des ambiente por 15 minutos. Esse procedimento foi
repetido por 4 vezes, imergindo 0s mesmos corpos de prova sempre nas mesmas condi¢cdes em
agua deionizada pura, totalizando 8 horas de imersédo e 40 mL de &gua deionizada ao final do
experimento, conforme as diretrizes gerais da metodologia descrita por Wei et al. (2017). Apds
esses multiplos enxagues, os revestimentos foram inspecionados visualmente e caracterizados
com relacédo a integridade morfologica da superficie e lixiviagdo das AgNPs por microscopia
eletrobnica de varredura acoplada a espectrometria de energia dispersiva de Raios-X
(MEV/EDS) (subitem 5.6.4.6).

A avaliacdo da a¢do antimicrobiana dos revestimentos na superficie de vidro apos reuso

foi verificada pelo ensaio de absorbancia, seguindo a metodologia descrita no (subiten 5.6.4.7).
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Todas as amostras revestidas e secas foram analisadas. Apenas a amostra com AgNPs aspergida
sobre a superficie do revestimento parcialmente seco que exibir maior acdo antimicrobiana nas
laminas de vidro, ou na condicdo 6tima do papel comparativamente ao revestimento com as

AgNPs incorporadas diretamente na dispersdo polimérica serdo caracterizadas.

5.6.5 Caracterizac0es especificas dos revestimentos sobre substrato de papel cartao

5.6.5.1 Determinacdo do COBB

A capacidade de absorcao de agua do revestimento polimérico avaliada por COOB foi
realizada conforme descrito no (subitem 5.6.3.1). A amostra do papel P-SB/CNC foi verificada
nas condigbes: P-SB/CNC-0, P-SB/CNC/AgNPs-0, P-SB/CNC/AgNPslx-o e P-
SB/CNC/AgNPs2x-0.

A avaliacdo da acdo antimicrobiana dos revestimentos na superficie de vidro apos reuso
foi verificada pelo ensaio de absorbancia, seguindo a mesma metodologia descrita no (subiten
5.6.4.7). Apenas a amostra com AgNPs aspergida sobre a superficie do revestimento
parcialmente seco que exibir maior agdo antimicrobiana nas laminas de vidro, ou na condi¢do
Otima do papel comparativamente ao revestimento com as AgNPs incorporadas diretamente na

dispersdo polimérica serdo caracterizadas.

5.6.5.2 Taxa de transmissao de vapor de agua (WVTR)

O experimento seguiu a norma ASTM E 96-00 (ASTM, 2000) e GATTO et al. (2019)
para o0s revestimentos de papel P-SB/CNC, P-SB/CNC-o0, P-SB/CNC/AgNPs, P-
SB/CNC/AgNPs-o0, P-SB/CNC/AgNPs1x, P-SB/CNC/AgNPs1x-o0, P-SB/CNC/AgNPs2x e P-
SB/CNC/AgNPs2x-0 e foi realizado em triplicata. As amostras em forma de disco foram
fixadas no topo das células de permeabilidade, sendo com 3 (trés) contendo pentéxido de
fosforo (P20s) e outras 2 (duas) vazias, mantidas como branco. As celulas foram
acondicionadas em dessecador com umidade relativa de (50 = 5)%, mantida por solucdo salina
saturada (cloreto de sodio) em estufa a temperatura constante de (45 + 2) °C.

O ganho de massa do sistema (célula e amostra) foi determinado em intervalos de tempo
regulares, durante 168 horas. A taxa de transmissdo de vapor de agua (WVTR) (gH20 / m? h)
foi calculada conforme equacdo 6, onde G (g) € o peso ganho pelo sistema, A (m?) é a area

exposta a transmissao de vapor e t (h) é o numero de horas que a amostra passou na camara.
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WVTR =

A-t

(€q.6)

5.6.6 Caracterizacao especifica dos revestimentos sobre substrato de vidro: microscopia
de forga atbmica (AFM)

A topografia dos revestimentos SB/CNC, SB/CNC/AgNPs, SB/CNC/AgNPs1Xx,
SB/CNC/AgNPs2x aplicados sobre substratos de vidro e os respectivos brancos dos
revestimentos SB/CNC/AgNPs1x e SB/ICNC/AgNPs2x utilizou o microscépio de forca atdmica
SPM 9600 da Shimadzu com o intuito de verificar a diferenca de rugosidade no revestimento
em funcdo da incorporacdo das nanoparticulas de prata na superficie e/ou condi¢es de
aspersdo. Os brancos dos revestimentos SB/CNC/AgNPs1x, SB/CNC/AgNPs2x denominados
SB/CNC1x e SB/CNC2x, foram preparados aspergindo o extrato de orégano sem a
incorporacgdo do nitrato de prata, porém submetido as mesmas condigdes da sintese das AgNPs
e mesmas condicBes de aspersdo. Os revestimentos foram cortados em quadrados 2 cm? com o
auxilio de cortador de vidro, sendo seccionado a partir da regido central. As imagens foram
obtidas no modo dindmico utilizando uma taxa de varredura de 1Hz com ponta de Si de raio de
curvatura inferior a 10 nm. Os revestimentos no substrato de papel ndo foram analisados, devido

a irregularidade da superficie.

5.6.7 Potencial Zeta

A analise da carga superficial das particulas dos extratos foi realizada em equipamento
ZETASIZER NANO, MALVERN com especificacGes para analise do potencial Zeta. O extrato
e os revestimentos com e sem AgNPs foram diluidos numa proporc¢édo de 1:10 e uma aliquota
de aproximadamente 1 ml foi colocada na célula de anélise do Zeta, as medicfes foram

realizadas a 25 °C, em triplicata.
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6. RESULTADOS

Todos os resultados foram tratados pelo programa Statistica verséo 7.0, todos os testes

realizados nas amostras foram obtidos em triplicata.

6.1 CaracterizacGes do extrato de orégano e das AgNPs

Os espectros de FTIR das AgNPs e do extrato puro esta representado na (Figura 20). As
modificagdes quimicas sdo observadas atraves das bandas caracteristicas da estrutura AgNPs
na regido entre 1600-802 cm™ sdo apresentadas interagGes quimicas tipicas do Ag* presentes
nos fitoquimicos do extrato. Além disso, embora o extrato atue como agente redutor, 0s
fitogquimicos tendem a mudanca estrutural alterando sua intensidade nos componentes (SHILPA
et al., 2023). As bandas similares observadas entre 3300 cm™ correspondem a vibragéo do
alongamento das ligacdes N-H (TAGAD et al., 2017) e dos grupos hidroxilas (O-H) presentes
em compostos fendlicos (AHMED et al., 2016). A banda presente em 2115 cm™ ¢ atribuida aos
compostos fotoquimicos caracteristicos do extrato de orégano. O Alcino é encontrado em 2121
cm é presente em algumas plantas (AHMED et al. 2016). O alongamento vibracional das
ligagBes C-C e C-O ¢ encontrado em 1151 cm™ corresponde a &cidos organicos presentes no
extrato do orégano (COELHO et al. 2020).

Extrato de oregano

3330 = —

AgNPs/Orégano

802

3330
1
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Comprimento de onda (cm™)

Figura 20: Espectro de FTIR das AgNPs e do extrato de orégano.

O pico semelhante percebido em 1630 cm™ indica a intensidade do alongamento das
ligacGes carbonila das amidas (C=0) (ZHAN et al. 2020; AHMED et al. 2016; TAGAD et al.
2017).
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A Tabela 3 consta a concentracdo inibitoria minima (CIM) das AgNPs contra as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os resultados ndo diferiram entre as
bactérias gram-positivas e gram-negativas. A maior espessura da camada peptidica na bactéria
gram-positiva ndo influenciou na inibigdo (MELO, 2015). O estudo realizado por Shilpa et al.,
2023 relata que a atividade antibacteriana das AgNPs é dependente da concentracéo e maiores
quantidades de AgNPs exibem maior a¢ao antibacteriana.

Nesse caso, outros fatores como morfologia, cargas superficiais ou composi¢éo do
extrato podem ter influenciado na atividade biocida das AgNPs (SANTANA et al., 2015;

PINTO, 2013).
Tabela 3: Concentracéo inibitéria minima das AgNPs frente a E. coli e S. aureus.

Cepas E.coli S.aureus

AgNPs/Orégano 27,80 ug Ag/mi 27,80 ug Ag/mi

A curva de distribuicdo do tamanho de particulas das AgNPs sintetizadas esta
apresentada na Figura 22. O diametro médio foi igual a 65,52 nm distribuicdo das particulas
igual a 0,398, confirmando dimensGes nanométricas e uma distribuicdo de tamanho de
particulas relativamente estreita. A polidispersividade aparece com frequéncia nos compostos
fitoquimicos (SHILPA et al., 2023). Vérias sinteses foram realizadas com o mesmo lote do

orégano até a reprodutibilidade ser confirmada.
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Figura 21: Curva da distribuicdo do diametro das particulas de prata (AgNPs) produzidas via sintese
verde. Fonte: Autora
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6.2 Caracterizagdes dos revestimentos sobre substrato vidro

6.2.1 Espessura dos revestimentos

A Tabela 4 apresenta a média das espessuras obtidas por perfilometria. O
SB/CNC/AgNPs obteve maior espessura devido a sua maior viscosidade de 0,03 Pa.s, ja a
viscosidade do SB/CNC foi de 0,010 Pa.s , este efeito pode ser atribuido a maior viscosidade,
além da associacdo dos ions da prata as hidroxilas livres dos CNC presentes na dispersao
polimérica antes da aspersdo (RAMAN et al., 2021). A maior adesdo entre as nanoparticulas
presentes na massa polimérica antes da aspersdo promove aumento na viscosidade e maior
ancoramento dos ions de prata na superficie como foi observado. A literatura relata que quanto
maior a concentracdo de solidos da dispersdo polimérica maior espessura é o revestimento
(LATHE et al., 2009). As amostras preparadas com adi¢do da AgNPs na superficie obtiveram
menores espessuras indicando possivel arraste do revestimento polimérico devido a sua
secagem parcial e a tendéncia fluida das AgNPs deve ter contribuido com esse efeito de perda
de adesdo das nanoparticulas ao substrato. Por Gltimo, como esperado, a perda de espessura do
revestimento foi mais intensa na amostra SB/CNC/AgNPs2x devido as duas aspersdes do

AgNPs resultando em maior perda de adeséo.

Tabela 4: Espessura dos revestimentos depositados sobre substrato de vidro retiradas da leitura do
equipamento.

Espessura dos revestimentos em pm

Amostra Média
SB/CNC 0,195+ 0,10
SB/CNC/AgNPs1x 0,181 + 0,03
SB/CNC/AgNPs2x 0,160 £ 0,17
SB/CNC/AgNPs 2,137 £ 0,32
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6.2.2 Molhabilidade por &ngulo de contato

A Figura 22 apresenta os angulos de contato das formulagGes de testes obtidas pelo
método de gota séssil nas amostras de revestimentos no substrato vidro. A matriz polimérica
SB/CNC ¢ hidrofobica apresenta baixa energia de superficie dificultando a molhabilidade
(RYNTZ, 1994; WU et al., 2019). E percebido que ambas as amostras SB/CNC/AgNPs1x e
SB/CNC/AgNPs2x apresentaram superficies de carater mais hidrofilico em relacdo 8 SB/CNC
percebida pela reducdo do angulo de contato, resultado inferior a 90° com a adi¢do da AgNPs
na superficie. As AgNPs apresentam caracteristica hidrofilica, ja observada em estudos
anteriores (BERNI et al., 2018; FERREIRA et al, 2018). O SB/CNC/AgNPs1x apresenta angulo
de 76° equivale a 18% de perda em relacdo ao SB/CNC. J4 0 SB/CNC/AgNPs2x exp6e angulo
igual a 65° evidencia reducdo de mais intensa na hidrofobicidade da matriz polimérica de 29
%. Apenas 0 SB/CNC/AgNPs aumentou a hidrofobicidade com a adi¢do das AgNPs devido ao
aumento da viscosidade. A adi¢do das nanoparticulas de prata altera as propriedades da matriz
polimérica (NIMRODH et al., 2011) e revela melhor reticulacdo (MOURA et al., 2012). O
carater hidrofdbico é obtido pela interagdo intermolecular dos ions de prata Ag*™ com 0s grupos
hidrofilicos —OH e SO4 presentes nos CNC (GOIS et al., 2019; WU et al., 2019), reduzindo
grupos hidroxila ativos dificultando a ligacdo com a agua, melhorando assim a hidrofobicidade
do revestimento. Esse resultado corrobora com os resultados de espessura ja apresentados

(Tabela 8).
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Figura 22: Resultado da anélise do &ngulo de contato dos revestimentos depositados sobre 1dminas de

vidro.
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6.2.3 Microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo acoplada a

espectrometria de energia dispersiva de Raios-X (MEV-FEG/EDS)

A Figura 23 apresenta a morfologia das particulas da prata verde e dos cristais de
celulose puros e também a superficie dos revestimentos produzidos. Além disso, a imagem do
EDS é apresentada na Figura 23. As nanoparticulas de prata estdo identificadas pelos pontos
brancos Figura 23 e mapeadas na Figura 24 é possivel observar boa dispersdo das
nanoparticulas de prata. Apenas o0 SB/CNC/AgNPs2x Figura 23c apresenta irregularidades na
superficie acompanhada de aglomeracdes das nanoparticulas). A boa disperséo das particulas
metalicas contribui para que a acdo antimicrobiana do material seja efetiva e isotrdpica
(SARWAR et al., 2018). Na Figura 23b boa dispersao das particulas € observada. No entanto €
notado na Figura 23c que duas aspersdes de AgNPs sobre a superficie leva a adesdo preferencial
das nanoparticulas nas mesmas areas anteriormente aspergidas, levando a uma deposicdo nao
uniforme das nanoparticulas na superficie apresentando irregularidades tipicas da deformacéo

do revestimento parcialmente seco (Figura 23c).

Figura 23: Morfologia dos revestimentos aplicados por SBSp, a) SB/CNC/AgNPs, b)
SB/CNC/AgNPs1x, c) SBICNC/AgNPs2x, d) SB/CNC, e) AgNPs e f) CNC. O circulo vermelho destaca
particulas esféricas do polimero precipitadas durante a aspersdo da emulsao polimérica.

No revestimento SB/CNC Figura 23d, o circulo vermelho identifica a presenca do
polimero coberto com AgNPs detectada com o auxilio do EDS durante a analise, as quais
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apresentam coloracdo mais escura. A existéncia de particulas esféricas pode ser ocasionada
devido a instabilidade e precipitacdo das nanoparticulas do SB durante o processo de asperséo.
Essas particulas esfericas e com coloragdo semelhante ao revestimento polimérico estdo
presentes em todos 0s revestimentos, apresentada circulada em vermelho também na amostra
SB/CNC/AgNPs e, provavelmente, correspondem as microparticulas de polimero precipitadas
(Figura 23a).

Na Figura 23e € possivel observar uma morfologia alongada no formato de bastonetes
diferente das tradicionais AgNPs esféricas, comumente encontradas encontrada na literatura
(SARWAR et al., 2018; ZHANG et al., 2016). O formato alongado pode ter contribuido
inclusive na alta atividade antimicrobiana (Tabela 3) dessas nanoparticulas. Observando a
morfologia do revestimento com Unica aspersdo das AgNPs na superficie do revestimento
SB/CNC parcialmente seco (Figura 23b) e o revestimento com aspersao Unica das AgNPs na
dispersdo do nanocompdsito polimeérico (Figura 23a), pode-se observar que as particulas

esféricas também estdo maiores em relacéo ao tamanho obtido pela analise de DLS (Figura 21).

Outra constatacgdo esta relacionada ao tamanho micrométrico do comprimento dos CNC,
indicando que houve aglomeracdo das nanoparticulas. Na Figura 23f, o tamanho do aglomerado
de CNC no formato de agulhas é mais acentuado que nos revestimentos poliméricos (Figuras
23a-d). A dimensdo micrométrica do comprimento dos CNC e das AgNPs pode ser relacionada
a sua instabilidade durante o processo de aspersao e/ou secagem do revestimento, podendo ser
observada em todos os revestimentos poliméricos, independente da sua incorporagdo na
dispersdo polimérica, ou aspersao isolada (Figuras 23a-c).

A distribuicdo homogénea da prata e diferencas na intensidade do branco entre as
imagens de EDS sugerem diferencas de recobrimento das AgNPs pelo polimero durante o
processo de aspersdo e secagem do revestimento por SBSp apresentada na Figura 24.
Aparentemente, a aspersdo por SBSp acaba por expor as nanoparticulas na superficie do
revestimento, mesmo quando aspergidas em conjunto com a matriz polimérica. No estudo
realizado por Sarwar et al foi revelado por imagens de MEV que a incorporacdo dos
constituintes e em algumas situacdes contendo dispersao do material ocorre a ndo incorporagado
total das nanoparticulas (CNC/AgNPs) (SARWAR et al., 2018).



43

— r L
Aprn 1004 ' 100m

Figura 24: Imagens de EDS referente ao mapeamento de prata nos revestimentos: a-SB/CNC/AgNPs,
b-SB/CNC/AgNPs1x e c-SB/CNC/AgNPs2x. A prata esta identificada pelos pontos brancos em cada
revestimento.

6.2.4 Andlise de inibicao da formacao de biofilme por absorbancia

A Tabela 5 apresenta os padrdes de inibi¢do do crescimento microbiano contra as cepas
S. aureus e E. coli, realizado por ensaio de absorbancia. As amostras SB/CNC/AgNPs e
SB/CNC/AgNPs1x apresentaram potencial inibidor contra a formacao do biofilme para ambas
as bactérias, apresenta-se mais intenso contra a E. coli (Gram-negativo) devido essa bactéria ter
a parede celular menos espessa que a S. aureus (Gram-positivo), permitindo maior penetracao
dos ions na membrana (DAKAL et al., 2016; GUZMAN et al., 2012).

Ha indicios que as hidroxilas livres da parede celular, composta por peptideosglicanos
e acidos teicdicos ajam como sequestrador de ions metalicos, favorecendo o ancoramento dos
ions da prata (PRYSHCHEPA et al., 2021).

Os resultados apresentados na Tabela 5 indicam também que a acdo antimicrobiana das
AgNPs ndo foi prejudicada pela atracdo eletrostatica entre as AgNPs (positiva) e os CNC
(negativos) na emulséo polimérica (SB/CNC/AgNPs) e a possivel repulséo eletrostatica entre a
membrana plasmatica das bactérias Gram-negativas e 0s grupos sulfatos carregados
negativamente na superficie dos CNC, relacionada a extragdo com acido sulflrico
(GRISHKEWICH et al., 2017). A aspersao das AgNPs junto a dispersdo polimérica (Figura
23b), apresenta o maior teor de prata e a natureza hidrofobica (BAHRAM I et al., 2020) (Figura

22) do revestimento SB/CNC/AgNPs contribuiram para esse desempenho.
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Tabela 5: Resultados do ensaio de inibicdo da formacédo de biofilme por absorbéncia.

E. coli S. Aureus
Amostra
Antes Apos Antes Apos
SB/CNC 0% 0% 0% 0%
SB/CNC-1x-AgNPs 88% 7% 63% 51%
SB/CNC-2x-AgNPs 78% 67% 36% 25%
SB/CNC/AgNPs 92% 81% 50% 40%

O SB/CNC/AgNPs2x, obteve inibicdo inferior as demais amostras. Esse comportamento
pode ser atribuido a aglomeracdo das nanoparticulas na superficie do revestimento, conforme
evidenciado por MEV-FEG/EDS (Figura 23c).

Independentemente, foi comprovado a eficdcia da incorporacdo das AgNPs na
superficie do revestimento SB/CNC por SBSp e sua atividade antimicrobiana, em relagdo ao
revestimento com as AgNPs incorporadas na dispersdo polimérica, visto que nem toda as
AgNPs contidas no volume aspergido aderem a superficie do revestimento. Esses resultados
indicam que multiplas aspersbes e/ou maior teor de AgNPs ndo significam maior acao

bactericida, pois depende da dispersao ou acessibilidade das AgNPs no revestimento.

6.2.5 Teste de reuso: avaliacdo da lixiviagdo

6.2.5.1 Analise por MEV/EDS

A Figura 25 apresenta as imagens do mapeamento da prata (pontos na cor branca) de
MEV/EDS caracteristicas de cada revestimento em substrato de vidro antes e apds teste de reuso
com aumento de 500 vezes. As micrografias da morfologia da superficie do revestimento antes
e apls o teste de reuso apresentaram contaminagdo superficial com material particulado
inorganico e esse ensaio sera repetido oportunamente.

De qualquer forma, as imagens da Figura 25 mostram como ja evidenciadas por
MEV/FEG/EDS apresentadas na (Figura 23) que a prata estd uniformemente distribuida em
toda a superficie do revestimento. A presenca de prata na amostra SB/CNC/AgNPs é menos
acentuada na superficie do revestimento mesmo antes do ensaio de reuso observada em (Figura

23a), exibindo claramente a diferenca de acessibilidade das nanoparticulas. Os pontos brancos
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maiores na amostra com duas aspersdes de AgNPs confirmam a natureza aglomerada das
nanoparticulas nesse revestimento.

O teste de reuso promoveu uma leve reducgdo da prata sobre a superficie, observada pela
reducdo do contraste/intensidade dos pontos brancos nas imagens. Essa redugdo foi mais
acentuada para a amostra com as AgNPs misturadas com a dispersao polimérica (Figuras 25c¢ e
25f). A diferenca do contraste/intensidade dos pontos brancos antes e apds ensaio de reuso
indica que a aspersdo e a secagem da disperséo polimérica sobre o substrato de vidro favorecem
o afloramento de parte das nanoparticulas na superficie do revestimento MEV/FEG/EDS,

conforme pode ser visualizada na Figura 25.

ﬁ ﬁ

Figura 25: Imagens de MEV-EDS dos revestimentos antes e apds ensaio de reuso: a) SB/ICNC/AgNPs1x
antes, b) SB/CNC/AgNPsl1x apés, ¢) SB/CNC/AgNPs2x antes, d) SB/CNC/AgNPs2x depois, €)
SB/CNC/AgNPs antes, f) SB/ICNC/AgNPs ap0s.

Destaca-se ainda que a lixiviagdo da prata ocorreu de maneira uniforme, sobre a
superficie apresentada em (Figuras 25a e 25d; 25b e 25e; 25c e 25f). Além disso, todas as
amostras apresentaram AgNPs na superficie apds ensaio de reuso indicando uma boa
ancoragem e bom resultado antimicrobiano apds o reuso exibindo assim que os revestimentos

produzidos podem ser reutilizaveis e/ou retornaveis.
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6.3 Analise de inibicdo da formacao de biofilme por absorbancia apds ensaio de reuso

A Tabela 6 apresenta a inibi¢ao do crescimento microbiano contra as cepas S. aureus e
E. coli. E possivel perceber a boa inibicdo contra as duas cepas indicando que a ag&o
antimicrobiana foi mantida com perda minima. O uso das AgNPs revela-se promissor para
aplicacOes reutilizdveis. A perda observada no ensaio de MEV/FEG/EDS favorece o
afloramento de parte das nanoparticulas na superficie do revestimento visualizada em Figura

26 mantendo assim a acdo antimicrobiana.

Tabela 6: Resultados do reuso quanto a inibicdo da formacéo de biofilme por absorbancia.

E. coli S. Aureus
Amostra
Meédia Inibi¢do Media Inibicdo
SB/CNC 0.02 +0.01 0% 0.05+0.02 0%
SB/CNC/AgNPs1x 0.04 +0.02 T7% 0.06 + 0.01 51%
SB/CNC/AgNPs2x 0.07 +0.01 67% 0.05+0.01 25%
SB/CNC/AgNPs 0.02 +0.02 81% 0.04 +0.02 40%

6.4 Definicdo da condicdo 6tima de aplicacédo do revestimento em substrato papel

Testes de aspersdes foram realizados com a dispersdo SB/CNC. O corante azul da marca
Arcor foi adicionando para facilitar a visualizacdo por microscopia 6tica e delimitar o intervalo
de taxas de aplicacdo e tempo de aplicacdo que resultasse num papel totalmente revestido com
o polimero. Definido taxas de aplicacdo de 800, 1000 e 1200 pL/min e variagdo do tempo entre
3,5 e 4 min, todas resultando em revestimentos uniformes, seguiu-se com a determinagéo da
gramatura e do COBB comparativamente as amostras de papel laminado: P-SB/CNC-L e P-
SB/CNC/AgNPs-L.

6.4.1 Microscopia Otica

A microscopia Otica auxiliou na observacéo da uniformidade do revestimento sobre o
substrato, considerando as diferentes condi¢cdes de aspersdo por SBSp. A Figura 26 apresenta
os revestimentos produzidos por SBSp utilizando taxas de 800, 1000 e 1200 pL/min e tempos
de asperséo de 3,5 € 4 min.

A taxa de 1200 uL/min ¢é percebida mais uniforme indicando maior homogeneidade na

superficie. Este resultado revela que em concentragdes elevadas o revestimento pode interferir
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negativamente as propriedades finais, conforme ja observado esse efeito de aglomeracdo das
nanoparticulas (YOUSAF et al., 2020). A maior taxa de aplicacdo da dispersdo polimérica e 0
maior tempo aumenta o teor de sélidos incorporados ao substrato ap6s o processo de secagem
(HOSSEINGHOLIAN et al., 2023). Esse resultado corrobora com o resultado de gramatura e
do COBB.

Testes realizados com Tempo de aspersao: 3,5 min. | Tempo de aspersao: 4 min.
SB/CNC

A - 800pL/min

B - 1000puL/min

C - 1200pL/min

Figura 26: Analise de microscopia 6tica do papel cartdo revestido com SB/CNC com aumento de 500x,

utilizando diferentes taxas e tempo de aplicagao por SBSp.
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6.4.2 Determinacéo da gramatura

A Tabela 7 apresenta os resultados da comparacdo de gramatura dos revestimentos
SB/CNC produzidos pela laminacdo e SBSp a partir de diferentes condi¢cdes de asperséo,
também apresenta os resultados do teste da interacdo dos revestimentos em relagdo a absorcao
de agua apresentada pela analise de COBB.

E possivel perceber que a gramatura dos revestimentos aplicados pelo SBSp, exceto
para as amostras P-SB-800 estdo proximas ao método de laminacdo. Nenhuma amostra
ultrapassou os resultados de gramatura dos revestimentos laminados. Porém, o limite superior
para a taxa de aplicacdo é 1200 mL/min, visto que os valores de gramatura dos revestimentos
P-SB-1200 mL/min-3.5min e P-SB-1200 mL/min-4 min ficaram préximos a gramatura do
revestimento SB/CNC obtido por laminacdo e apresentou bom recobrimento na superficie
observado na microscépia (Figura 27). A laminacdo é um método muito utilizado
industrialmente. A gramatura é um parametro importante que deve ser investigado ao produzir
papéis revestidos, pois, impacta diretamente nas propriedades mecéanicas e de barreira do
produto final. As gramaturas dos revestimentos inferiores a 20 g/m? afetam positivamente as

propriedades mecanicas e negativamente as de barreira (ROMAO et al., 2022).

Tabela 7: Resultados obtidos do ensaio de gramatura e COBB do papel cartéo revestido com SB/CNC

por laminag&o e diferentes condi¢Ges de asperséo por SBSp.

Amostra Gramatura (g/m?) COBB (g/m?)
P-SB/CNC-L 14,52+ 1,06 1,45+ 0,67
P-SB/CNC/AgNPs-L 17,98 +£ 1,08 1,98+ 0,70
P-SB-800 mL/min-3.5min 8,93 £ 1,02 10,34 + 0,98
P-SB-800 mL/min- 4min 9,43+1,04 10,92+ 1,14
P-SB-1000 mL/min-3.5min 11,16 £ 1,02 9.67+ 1,23
P-SB-1000 mL/min-4min 11,49 +1,07 9,95+ 1,32
P-SB-1200 mL/min-3.5min 14,04 + 1,02 7,98+ 0,70
P-SB-1200 mL/min-4min 14,68 £ 1,07 7,62 £0,92

Nos resultados obtidos pelo teste de absorcdo de agua é possivel observar que quanto
maior a gramatura do resvestimento menor é a absorcdo de agua devido a maior barreira
protetora (RHIM et al., 2006; TYAGI et al., 2021).


https://www.tandfonline.com/author/Rom%C3%A3o%2C%2BEduardo%2BMartins%2BGouveia
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722054274#bbb1285
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A amostra P-SB-1200 mL/min- 4 min, apresentou melhor propriedade de barreira
estando adpta para aplicacdo em embalagens de alimentos. Esse resultado revela que o SBSp é
capaz de ser usado a nivel industrial devido a sua simplicidade de aplicacéo, baixo custo e
versatilidade. A adicdo da AgNPs na dispersdo polimérica aumentou a gramatura da amostra,
devido ao maior teor de solidos contido (TYAGI et al., 2018). Esse efeito foi observado em
relacdo a amostra P-SB/CNC-L. A gramatura muito alta pode ocasionar falhas mecanicas (CHI;
WANG; CATCHMARK, 2020). Além disso, os revestimentos produzidos apresentaram, em
geral, uma boa homogeneidade, exceto para 0 SB/CNC/AgNPs2x e gramatura promissora. O
SBSp ¢ eficiente para aplicacdo dos revestimentos conforme resultados expostos produzidos
em laboratorio, a melhor condicdo do papel foi: 1200 puL/min, distancia 30 cm, rotacdo1200
rpm, pressdo 30 psi, tempo 1 min, uniformizagdo 4 min com o coletor girando, tempo entre

aplicacdes: 1.5 min.

6.4.3 Teste de COBB

Pode-se observar na (Tabela 6) os resultados de molhabiliddae superficial investigados
pelo teste de COBB realizado no papel revestido com SB/CNC por laminagéo e por SBSp. A
amostra P-SB/CNC-L apresentou menor absorcdo de 4&gua, revelando assim maior
impermeabilizacdo. Este resultado corrobora ao com o angulo de contato, revela-se assim a
tendéncia hidrofébica do revestimento. A amostra P-SB/CNC/AgNPs-L obteve maior absor¢ao
de &gua em relacdo a P-SB/CNC-L. Conforme estudo na literatura a prata apresenta
predisposicdo hidrofilica na dispersdo polimérica (ZHANG et al., 2016). O aumento na taxa de
aplicacdo do nanocomposito promove maior gramatura devido ao aumento de concentracdo dos
componentes ao substrato. Quanto maior a espessura e gramatura menor a absorcao de agua
(FORSSELL et al., 1999). Desta forma conforme os resultados na Tabela 7 o P-SB-1200
mL/min- 4 min apresentou maior impermeabilizacdo e gramatura proxima ao da laminacao.

A condi¢do Otima de aspersdo dos revestimentos SB/CNC no papel foi definida
seguindo os parametros: distancia de aplicacdo ao coletor de 30 cm; rotacdo 180 rpm; taxa de
aspersdo de 1200 pL/min; e tempo de aplicagdo de 4 minutos obtendo melhor propriedade de
barreira. A aspersdo das AgNPs seguiu essas mesmas condigdes, exceto com relacdo ao tempo
de aspersao que foi reduzido de 4 minutos para 1 minuto. O intervalo entre aspersoes de AgNPs
foi mantido em 1,5 min, ou seja, igual aquele utilizado na producéo do revestimento sobre
substrato de vidro. As demais condi¢cdes de secagem e armazenamento estdo descritas na

metodologia.
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6.5 Caracterizagdes dos revestimentos no substrato papel

6.5.1 Espessura dos revestimentos

A Tabela 8 apresenta dados obtidos da perfilometria para as condi¢des testadas no papel
por SBSp (subitem 6.3.3). Pode-se observar que o revestimento produzido com AgNPs na
dispersdo polimérica SB/CNC/AgNPs promoveu maior concentracdo de solidos e
consequentemente maior espessura. Esse resultado corrobora com aquele previamente
observado para substrato de vidro, confirmando a hipotese da associacdo dos ions da prata as
hidroxilas livres dos CNC presentes na dispersdo polimérica antes da aspersdo (RAMAN et al.,
2021). A maior adesdo entre as nanoparticulas presentes na massa polimérica antes da aspersao
promove maior numero de solidos na dispersdo aumentando a viscosidade, resultando, como
observado, na maior espessura (BERTAN et al., 2005).

As amostras preparadas com duas aspersdes seguida da secagem parcial apresentaram
menor espessura. Provalmente, devido as AgNPs estarem em dispersdo aquosa € 0
nancomposito estar parcialmente seco ocorrendo assim um sutil arraste do material. A dispersdo
polimérica sem a AgNPs apresentou menor viscosidade. Essa tendéncia é observada em outros
estudos na literatura (SOBRAL 1999; BERTAN et al., 2005).

Tabela 8: Andlise da espessura dos revestimentos no substrato papel na condicdo de aspersdo do
substrato de vidro (FERREIRA et al., 2018) e na condicéo 6tima.

Espessura (um)
Amostra _
Ferreira et al. Otima
P-SB/CNC 1,62 +0,51 1,90+ 0,31
P-SB/CNC/AgNPs1x 157 +0,72 1,78+ 0,61
P-SB/CNC/AgNPs2x 1,48+ 0,62 1,69 + 0,54
P-SB/CNC/AgNPs 1,87+ 0,39 2,27 + 0,67

Por ultimo, como esperado a perda de massa polimérica devido a reducdo da espessura
do revestimento foi mais intensa na amostra SB/CNC/AgNPs2x. E possivel observar que a
condigcdo otima obteve valores de espessura superiores, devido a maior taxa de aspersdo da
dispersdo polimerica, apesar desse aumento a espessura de revestimentos permanece com a

tendéncia de revestimentos finos no geral. Esses resultados indicam boa adesdo do revestimento
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e boa espessura, uma vez que o papel € hidrofilico e poroso absorvendo melhor o revestimento
(ASPLER, 1993).

6.5.2 Molhabilidade por angulo de contato

Para avaliar o comportamento superficial e a hidrofobicidade dos revestimentos os
angulos de contato foram obtidos nos papéis revestidos obtidos pelo método de gota séssil
apresentados na (Tabela 9 e Figura 27). De acordo com os resultados obtidos na condicao 6tima
(1200 pL/min, 4,5 min, 30 psi, 1200 rot.) a adi¢do da AgNPs na dispersdo aumentou a
hidrofobicidade. Como j& mencionado a matriz polimérica de referéncia SB/CNC apresenta
caracteristica de polimero hidrofobico (RYNTZ, 1994; WU et al., 2019). A adicdo da AgNPs
na dispersdo polimérica aumenta a concentracdo de solidos. Essa predisposicdo é semelhante
ao que foi relatado em estudos anteriores (BOHARA et al., 2018; FERREIRA et al, 2018). E
percebido que a adicdo de AgNPs na superficie reduziu o angulo de contato devido a
caracteristica hidrofilica do material e possivel arraste de massa polimérica.

Tabela 9: Anélise do angulo de contato dos revestimentos no substrato papel na condicéo 6tima.

Angulo de contato (°)
Amostra _
Ferreira et al. Otima
P-SB/CNC 92,07+ 0,71 99,09+ 0,39
P-SB/CNC/AgNPs1x 76,07+ 0,61 88,64+ 0,62
P-SB/CNC/AgNPs2x 65,13+ 0,81 76,04+ 0,56
P-SB/CNC/AgNPs 108,37+ 0,76 124,64+ 0,95
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Figura 27: Resultado da anélise do angulo de contato dos revestimentos depositados sobre substrato de

papel cartdo na condicdo Ferreira et al. 2018.
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Figura 28: Resultado da analise do angulo de contato dos revestimentos depositados sobre substrato de

papel cartdo na condicao Otima.

Avaliando os resultados das amostras SB/CNC/AgNPs1x e SB/CNC/AgNPs2x é
possivel observar uma sutil reducdo no angulo de contato do revestimento em ambas as
condig@es indicando que a morfologia superficial do revestimento foi alterada. Esse resultado
revela a tendéncia hidrofilica da AgNPs quando aspergida a superficie. O aumento do teor de
prata com a segunda aspersao, reduz a hidrofobicidade do revestimento devido a exposicao do

ar pressurizado em conjunto a dispersdo aquosa AgNPs (FERREIRA et al., 2018).

6.5.3 Taxa de transmissdo de vapor de agua (WVTR)

Os resultados da taxa de transmissdo de vapor de agua para substrato papel revestido
por SBSp na condicdo de aspersdao do substrato de vidro e na condi¢do 6tima do papel
(FERREIRA et al., 2018) estdo apresentados na Tabela 10. O aumento na umidade torna
produtos alimenticios mais suscetiveis ao crescimento microbiano e pode levar as altera¢Ges na
textura e aparéncia, reduzindo assim a vida Util do alimento (AHMED et al., 2022). A barreira
a umidade das embalagens pode ser avaliada pela taxa de permeabilidade ao vapor d’agua
(JUNIOR, 2009). O desempenho dos materiais revestidos para embalagens correlaciona as
propriedades de transporte de massa do material, influencia a composicao, tipo e espessura do
revestimento conforme contatado em estudo na literatura (ZHANG et al., 2014).

O revestimento no papel agiu como barreira protetora ao vapor de agua reduzindo a
absorcdo de agua quando comparado ao papel sem revestimento conforme observado em
estudos anteriores Cho e Park (2011).
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O ancoramento superficial das AgNPs nos revestimentos contribuiu em sutil aumento
para a reducdo da taxa de transmissdo ao vapor de dgua. Esse comportamento também foi
observado por Shankar et al. (2018) e pode ser explicado pela propriedade de barreira fornecida
pelo polimero em conjunto com as nanoparticulas favorecida pela acéo da rugosidade sendo
mais intensa na aspersao na superficie.

A incorporacdo das AgNPs na dispersao polimérica, revelou sutil aumento na WVTR e
esse efeito pode ser associado a interacdo entre as AgNPs e a matriz polimérica antes da
aspersao do revestimento e possivel instabilidade dimensional das nanoparticulas, reduzindo a
tortuosidade do caminho da difusdo do vapor de agua no nanocompésito. A diferenca entre as
condicdes de Ferreira et al. e a tima foram semelhantes.

Tabela 10: Anlise da taxa de transmissdo ao vapor de agua realizada no substrato papel na condicéo de
aspersdo do substrato de vidro (FERREIRA et al., 2018) e na condigao 6tima.

WVTR (g/m?h) + o
Amostras .
Ferreira et al. Otima
P-Branco 17,11+ 0,1 17,11+ 0,1
P-SB/CNC 14,25+ 0,1 15,43+ 0,2
P-SB/CNC/AgNPs1x 13,04+ 0,1 14,07+ 0,3
P-SB/CNC/AgNPs2x 11,77+ 0,2 12,98+ 0,2
P-SB/CNC/AgNPs 15,41 +0,1 15,92+ 0,1

6.5.4 Determinagéo do COBB

Os ensaios de COBB para todos os revestimentos de papel, condigdo de Ferreira et al

(2018) e condicdo 6tima sdo apresentadas na (Tabela 11).

Tabela 11: Anélise do COBB no substrato papel condicéo de Ferreira et al (2018) e na condicdo 6tima.

Ferreiraetal COBB Condicéo 6tima COBB

Amostra 2 2

(9/m?) (9/ m%)
P-Branco 10,98 £ 0,67 10,98 + 0,67
P-SB/CNC 9,14 £ 0,70 9,82+0,92
P-SB/CNC/AgNPs1x 8,32 £ 0,58 8,84 £ 0,48
P-SB/CNC/AgNPs2x 7,72 £ 0,36 7,98+0,14
P-SB/CNC/AgNPs 6,10 £ 0,58 5.27+0,23
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E possivel observar que na condicdo Otima o0s revestimentos apresentaram
impermeabilizacdes proximas em relacdo a condicdo de Ferreira et al. devido a maior taxa de
dispersdo polimérica aspergida. Esses resultados corroboram com aqueles obtidos por
perfilometria e angulo de contato.

6.5.5 Determinacao do teor de prata no revestimento

A Tabela 12 apresenta os teores de prata presente nos revestimentos em ambos os
substratos. A baixa quantidade de AgNOs utilizada na producdo da sintese e introduzida ao
revestimento ndo fornece risco a salde do consumidor. O teor de prata variou conforme a
quantidade de vezes que a prata foi aplicada. Como esperado, 0 SB/CNC/AgNPs obteve maior
teor de prata para ambos os substratos devido as nanoparticulas ficaram ligadas a dispersao
polimérica antes da aspersao contendo maior proporc¢éo da prata. O teor de prata obtido no vidro
foi superior em relacdo ao revestimento no papel, provavelmente o acrilico que foi usado como
corpo de prova conteve mais as nanoparticulas aglomeradas no ensaio em relacéo ao papel.

Os dados toxicologicos apresentados na literatura revelam que a toxicidade das
nanoparticulas de prata esta relacionada ao seu tamanho, particulas menores sdo capazes de

penetrar com maior facilidade na célula.

Tabela 12: Analise do teor de prata dos revestimentos produzidos nos dois substratos.

Resultados teor de prata
Amostras (mg/cm?)
Papel Vidro
Papel Puro/Placa pura < 0,005 < 0,005
SB/CNC < 0,005 < 0,005
SB/CNC/AgNPs1x 0,02+0,01 0,12+0,01
SB/CNC/AgNPs2x 0,03+0,01 0,16+0,01
SB/CNC/AgNPs 0,01+0,01 0,01+0,01

6.5.6 Determinacdo da migracéao especifica da prata no substrato papel

A Tabela 13 apresenta os resultados da migracdo especifica. Todas as amostras
atenderam o limite de tolerancia permitido conforme RDC N 51/2010 da ANVISA e da Federal
Drug Administration da FDA de 0,05 mg/kg (ppm), ou seja, 50 ppb (MACKEVICA, OLSSON
e HANSEN, 2016). A SB/CNC/AgNPs apresentou menor indice de migracdo devido a maior
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quantidade de prata ligada ao polimero antes da aspersao promevendo melhor encapsulamento.
O SB/CNCs/AgNPs2x apresentou maior migracao com sutil diferenca ao SB/CNCs/AgNPs1Xx.
As duas aspersdes de prata ao substrato aglomeram as nanoparticulas e consequentemente
promovem perda de adesdo aumentando a migracdo das nanoparticulas.

Ntim e colaboradores (2015) revelam em seus estudos que a concentracdo de
nanoparticulas de prata é reduzida na presenca de acido acético 3 %, devido a oxidacdo das
particulas em prata dissolvida, o que justifica também o baixo teor da migracao.

E importante ressaltar que as nanoparticulas observadas no ensaio de migragdo podem
ter sofrido acdo de ionizacdo causada pela presenca do simulante alimentar. As nanoparticulas
de prata liberam ions ocasionados pela oxidacdo, envolvendo efeitos combinados de O e
H*dissolvidos, e sob algumas condicdes, prossegue até dissolucéo total (LIU; HURT, 2010).

Todas as amostras analisadas, no presente estudo apresentaram baixo indice de migracéo
das nanoparticulas de prata dissolvida. As amostras contendo a prata na superficie apresentaram
maior migracdo. O limite de migracdo especifica de prata (total) estabelecido pela ANVISA
permiti 50 ppb. O P-SB/CNC/AgNPs2x obteve maior indice de migracdo devido a maior
quantidade de exposicdo da prata na superficie resultando em menor adesdo das nanoparticulas,
ja o P-SB/CNC/AgNPs1x apresentou sutil indice de migracdo. O P- SB/CNC/AgNPs obteve
menor indice de migracdo sendo este a melhor opcéo de uso.

Tabela 13: Migracdo especifica dos revestimentos no substrato papel.

Amostra Migracao especifica de AgNPs
(mg/kg)
P-SB/CNC <0,005
P-SB/CNC/AgNPs1x 0,011+ 0,01
P-SB/CNC/AgNPs2x 0,027 £ 0,01
P- SB/CNC/AgNPs <0005

6.5.7 Microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo acoplada a

espectrometria de energia dispersiva de Raios-X (MEV-FEG/EDS)

A Figura 29 apresenta as morfologias do SB/CNC puro e com AgNPs aplicados no
substrato papel. Os revestimentos apresentam boa adeséo a superficie devido a sua hidrofilidade
(FENGEL e WEGENER 2003). E possivel notar em todos os revestimentos a estrutura
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assimétrica ocasionada pelo método spray. A presenca de emaranhados na Figura 29a é
perceptivel devido a rede polimérica interligada ao CNC. O SBSp utiliza o ar pressurizado
durante a aspersdo ocasiona assim a tendéncia de microvazios na superficie (DOMINGOS et
al., 2018). Na Figura 29b nota-se uma estrutura mais uniforme promovida pela maior
viscosidade do nanocompdsito devido a presenca da AgNPs antes da aspersao ao substrato
(FENGEL e WEGENER 2003). Esses resultados corroboram aos resultados da gramatura e da
espessura para ambos os substratos. Na Figura 29c¢ a aspersdo da AgNPs na superficie indica
arraste de massa polimérica. Em concentragdes mais altas da AgNPs Figura 29d é possivel

observar a diminuicdo do polimero na superficie devido as duas aspersdes das AgNPs.

Figura 29: — Imagens da microestrutura do papel cartdo revestido a) SB/CNC, b) SB/CNC/AgNPs, c)
SB/CNC/AgNPs1x, d) SB/ICNC/AgNPs2x.

6.5.8 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

De acordo com as imagens obtidas por AFM (Figura 30) pode-se observar que o
revestimento mesmo sem a incorporacdo de AgNPs possuem grande rugosidade revela assim
ser uma caracteristica do processo de aspersdo, corrobando com os resultados obtidos na
literatura (GOIS et al., 2019). A formacao de grandes “poros” presentes nas amostras ¢ e d
revela que a adicdo de AgNPs por SBSp aplicadas direta ao substrato tende a esta formacao.

Este comportamento revela que a aspersdo da prata diretamente ao revestimento parcialmente
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seco e também, com a pressao exercida pelo ar do sistema de SBSp, apresenta grandes realces
em sua morfologia. A morfologia de picos e vales podem ser as AgNPs aspergidas, que favorece
a acdo antimicrobiana da nanoparticula ao revestimento. Pode-se observar que a superficie da
amostra de SB/CNC apresenta algumas irregularidades superficiais livre de protuberancias.

137 26
)

a) SB/CNC

b) SB/CNC/AgNPs

c) SB/CNC/AgNPs 1x

d) SB/CNC/AgNPs2x
Figura 30: Imagens da area 2D e 3D por AFM da amostra: a) SB/CNC/AgNPs, b)SB/CNC, c)
SB/CNC/AgNPs 1x, d) SB/CNC/AgNPs
As protuberancias sdo percebidas nas amostras que contém AgNPs, provavelmente,

provocou essas depressdes na superficie do revestimento. Em todos o0s casos, essas
irregularidades apresentam-se como pontos mais claros nas imagens 2D e protuberancias nas
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imagens 3D. O SB/CNC/AgNPs2x apresenta varias depressdes e muitas protuberancias,
ocasionadas pelo método de aplicacdo com AgNPs na superficie.

Na amostra SB/CNC/AgNPs as depressdes foram menores e pode-se observar uma
diminuicdo nas protuberdncias em relacdo as amostras contendo AgNPs na superfiicie.
Analisando as demais imagens, tem-se que a quantidade de irregularidades superficiais e
coloracdo mais escura aumenta com a aplicacdo da AgNPs independentemente do numero de
aplicacdo das nanoparticulas. Uma vez que o teor de AgNPs também aumenta seguindo essa
mesma tendéncia, conforme previamente constatado por MEV/EDS e ICP/OES, os pontos mais
claros, correspondentes as irregularidades na superficie do revestimento.

Assim a (Figura 30b), apresenta AgNPs bem dispersa devido a mesma estar unida a
dipersdo polimérica antes da aspersdo ao substrato. Ja na amostra com a prata aspergida 2x
(Figura 30d), apresenta dispersdo das AgNPs ndo homogénea e ha aglomerados mais
acentuados devido as duas aspersdes no substrato.

No entanto, esses pontos mais claros e/ou irregularidades superficiais apresentam-se na
sua minoria, indicando que nessa amostra, a prata estaria mais exposta na superficie do
revestimento e com mais aglomeragdo, conforme ja observado por Azrina et al., 2017. E
possivel observar que 0 método com mais de uma aspersao migra mais prata ao alimento devido
a possuir maior quantidade de prata livre na superficie (Tabela 13) e ter uma disposicdo das
nanoparticulas de prata intermediaria em relacdo as de Unica aplicacdo, favorecendo assim o

contato dos microrganismos com as nanoparticulas.

6.5.9 Potencial Zeta

Os valores contidos na carga superficial das nanoparticulas sao apresentados na Tabela

14 medida por Potencial Zeta (PZ). Cargas com mddulos maiores tendem a se repelir, ja

particulas com cargas menores em modulo, ndo possuem essa repulsdo tdo acentuada. O valor

de Potencial Zeta esta diretamente ligado a estabilidade das nanoparticulas, visto que quanto

maior o seu modulo, mais estaveis serdo conforme ja observados na literatura (BARBOSA,

2018; GUIMARAES et al., 2014). A dispersdo SB/CNC é comparada com e sem AgNPs é
possivel perceber que a prata ndo alterou a instabilidade coloidal do SB/CNC.
Tabela 14: Valores obtidos pelo potencial zeta das AgNPs.

Amostra PZ (mV)
AgNPs -19,82 + 0,00
SB/CNC -51,67 £ 0,21

P-SB/CNC/AgNPs | -56,23 + 0,23
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7. CONCLUSAO

Revestimentos de poli(estireno-co-butadieno) (SB) com nanocristais de celulose (CNC)
e nanoparticulas de prata (AgNPs) biogénica foram desenvolvidos via solution blow spraying
(SBSp) para aplicacdo em embalagens de alimentos. Fica claro a eficiéncia de aplicacdo nos
revestimentos obtidos, assim como também da metodologia utilizada na sua producdo. O
orégano agiu como agente redutor eficiente nas AgNPs apresentando nanoparticulas
diferenciadas devido a sua estabilidade na dispersdo coloidal e alta atividade antimicrobiana.

O SBSp foi eficiente no recobrimento total e uniforme dos substratos avaliados
comprovado por analises de MEV e &ngulo de contato. A gramatura dos revestimentos foi muito
préxima para os dois métodos de aplicacdo estudados, o que mostra que nao houve diferenca
significativa no gasto de material entre os métodos.

A atividade antimicrobiana dos revestimentos foi comprovada para todas as formas de
aspersao, nao apresentando indice toxicologico quando em contato com o alimento. As
particulas de AgNPs incorporadas na dispersdo polimérica aumentou a espessura do
revestimento, independentemente do tipo de substrato aplicado devido ao aumento do teor de
solidos na dispersdo polimérica antes da aspersao.

O SB/CNC/AgNPs2x apresentou aglomeracdo das nanoparticulas devido a adesdo
preferencial das nanoparticulas nas regides ja aspergidas. A lixiviacdo observada no teste de
reuso ocorreu levemente ndo alterando a distribuicdo da prata sobre a superficie do revestimento
e manteve a agdo antimicrobiana eficiente. O SB/CNC/AgNPs apresenta boa opcdo para
aplicacbes em embalagens multicamadas sem a necessidade de tratamento superficial para
adesdo, devido sua alta molhabilidade.

Assim, conforme os resultados apresentados nesta tese, o SB representa um polimero
eficiente para ser utilizado como revestimentos antimicrobianos para aplicagdo em embalagens
de alimentos. Os aspectos discutidos nesse trabalho contribuem significantemente para o

desenvolvimento de revestimentos ativos produzidos a baixo custo.
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