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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE FILMES DE CARBOXIMETILCELULOSE OM
NANOPARTICULAS DE PRATA E AVALIACAO DE SUA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA E TOXICIDADE: Uma alternativa parambalagens é o
uso de materiais renovaveis como matéria-primaaservolvimento de filmes,
com o desafio de manter a qualidade do produtesf2a@larideos sdo abundantes
e de origem renovavel, e seus derivados, como moxiaretilcelulose, muito
utilizada na industria alimenticia, tem potencialu$o como novos materiais na
forma de filmes. Porém, ha desafios de adequac@oopeiedades mecanicas e
incorporacdo de novas funcionalidades (como amtohiano) a filmes de
carboximetilcelulose para tornar seu uso adequadmizalagens. Um sistema
promissor para a modificacdo das caracteristicesedefilmes € a incorporacao
de nanoestruturas aos mesmos. Contudo, no Bradd aido ha uma legislacéo
para nanomateriais e com o0 maior uso dessa tecaplmgna-se importante
avaliar o impacto destes novos materiais desdeuodesenvolvimento até o
consumidor final, visando direcionar melhor as pests. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes deboximetilcelulose com
PVA-nanoparticulas de prata e avaliar a sua atiedantimicrobiana e a
toxicidade. Nanoparticulas de prata foram sintddgae incorporadas em
carboximetilcelulose, via solucéo, obtendo-se fdnpercasting As seguintes
técnicas de caracterizacdo dos filmes/solucbesodiémicas foram utilizadas:
Espectofotometria na regido do UV-Vis, Andlise damBnho das Particulas,
Potencial Zeta, Permeabilidade ao Vapor de Aguaedmfotometria de
Infravermelho, Termogravimetria, Calorimetria Exlidria Diferencial,
Ensaios Mecanicos de Tracdo, Solubilidade dos $ile Agua, Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV/FEG) e Colorimetrian Ejeral, a adicdo das
nanoparticulas modificou as caracteristicas doseflde CMC, aumentando as

propriedades mecanicas em 66,7%. Avaliou-se adatié antimicrobiana do
Vil



sistema nanoestruturado por meio da Concentracaonislilnibitoria (MIC) e
halo de inibi¢do, utilizando-se bactérias Gramipas Enterococcus faecalis
e Gram-negativas E6cherichia col. Valores de MIC mostraram a alta
efetividade da incorporacdo de nanoparticulas @¢apem filmes de CMC
(0,12ug mLCY), mostrando seu potencial para o uso em embalagens
antimicrobianas. Na avaliacdo da toxicidade desstensa nanoestruturado,
foram realizados testés vivo em cultura de células (cito e genotoxicidade em
Allium cep3, ingestdo em ratos Wistar e ecotoxicidade em aoiostaceo
Daphnia Similis Em células meristematicas de Cepa,nenhum resultado
decitotoxicidade foi verificado. A analise das &ltges cromossdmicas indicou
uma predominancia de alteracbes como pontes crémasss em anafase,
verificando-se uma acéo clastogénica do PVA-naniopdas de prata. Testes
com ratos Wistar sugeriram toxicidade do sistemaoestruturado, causando
uma vacuolizacdo no figado e dilatacdo difusa dgsas no intestino, com
acumulo de nanoparticulas de prata no ileo. Rewdtade ecotoxicidade
sugeriram um potencial toxico das nanoparticulaprdéa para invertebrados
aquéaticos (CE24 e 48 horas iguais a 0,0015 e 0,9042 mL"
respectivamente)Os resultados deste trabalho indicam que, mesmbagxas
concentracfes, nanoparticulas de prata podem mdudianos celulares em
organismos expostos. Devido ao seu crescente sses dados reforcam a
importancia da realizacdo de estudos adicionaia panoparticulas de prata

como parte de sistemas nanoestruturados.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF CARBOXYMETHYLCELLULOSE FILMS WITH
SILVER NANOPARTICLES AND EVALUATION OF THEIR
ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND TOXICITY: One alternative for new
packagings is the use of renewable materials asmai&rialin the development
of films, with the challenge of maintaining the 4tya of the product.
Polysaccharides are abundant and renewable oagahjts derivatives, such as
carboxymethylcellulose, widely used in the foodustly, have potential use as
new materials in the form of films. However, thare challenges adequacies of
mechanical properties and incorporation of newuiest (as antimicrobial) in
carboxymethylcellulose films to make her suitabtr fpackaging use. A
promising system to modify the characteristics ¢fese films is the
incorporation of nanostructures. However, in Brdbkgre is no legislation to
nanomaterials and the increased use of this teogyolt is important to value
the impact of these new materials from developnmerthe final consumer, to
better direct the search. In this context, the ahje of this study was to develop
carboxymethylcellulose films with PVA-silver nanapelesand evaluate their
antimicrobial activity and toxicity. Silver nanopiates were synthesized and
incorporated in carboxymethylcellulose, via solatiobtaining films bycasting
The following techniques to characterize films/$siolns were used:
spectrophotometry UV-Vis, Analysis of Particle Siz&eta Potential, Water
Vapor Permeability, Infrared Spectrophotometry, rhied Analysis
(Thermogravimetry and Differential Scanning Calatny), Mechanical Testing
Tensile, Film Solubility in Water, Scanning ElectrtMicroscopy (SEM / FEG)
and Colorimetry. Generally, the addition of nandipbles modified the
characteristics of films, increasing mechanicalperties at 66.7%. Evaluated
the antimicrobial activity of the nanostructuredteyn by Minimum Inhibitory

Concentration (MIC) and inhibition zone, using Grpositive bacteria
X



(Enterococcus faecalisand Gram-negative E6cherichia col.MIC values
showed the high effectiveness of the incorporatibthe nanoparticles of CMC
fiims (0,12pug mLY), demonstrating the potential of this material fege in
antimicrobial packages. In valuation of the toxicidf this nanostructured
system, in vivo tests were performed in culturedsdeyto and genotoxicity in
Allium cepd, ingestion in Wistar rats and ecotoxicity in naicrustacean
Daphnia similis.In meristematic cells oA. cepa,no result of cytotoxicity was
verified in A. cepa The analysis of chromosomal aberrations indicated
predominance of abnormalities such as bridges obsome in anaphase,
verifying a clastogenic action of PVA-silver nandpaes. Tests with rats have
suggested the toxicity of nanostructured systemsiog vacuolation in the liver
and intestine crypt dilation, with accumulation PVA-silver nanoparticles in
ileum. Results of ecotoxicity have suggested a ctopotential of silver
nanoparticles to aquatic invertebrates {2& and 48 h equal to 0,0015 e
0,00121g mL*, respectively) The results of this study indicate that, eveloat
concentrations, PVA-silver nanoparticles can indeslular damage in exposed
organisms. Due to its increasing use, these damdoree the importance of

performing studies with silver nanoparticles ag pérnanostructured systems.
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1. INTRODUCAO

1.1. Justificativa

O revestimento de frutas e legumes com filmes tbamado a
atencao do seguimento de embalagens, principalnsente uma oportunidade
promissora para a criagao de novos mercados no €etdesenvolvimento de
embalagens a partir de materiais renovaveis tem sw@rteado por uma
crescente conscientizacdo ambiental devido as ypagdes ambientais com seu
descarte e acumulo (RAHEEM, 2012). Uma das solugie®ntradas para
amenizar este problema, particularmente na areanti@lagens de alimentos, é
o desenvolvimento de filmes com fontes renovawsis) o desafio de manter a
qualidade do produto, aumentando seu tempo dderatpor meio do controle
de suas propriedades mecanicas e de permeabi(8RiRHIVASA et al, 2007;
CAO et al,, 2009).

As embalagens sao imprescindiveis para consendcabmentos,
retardando a deterioracdo do produto, estendendldesepo de prateleira e
mantendo a qualidade e seguranca dos alimento$azko isso, a embalagem
proporciona protecdo contra trés principais clagdesinfluéncias externas:
quimicos, bioldgicos e fisicos (MARSH e BUGUSSUQ2ZD

Um dos sistemas promissores para a modificacaoatasteristicas
de filmes poliméricos na conservacdo de alimentoa écorporacdo de
nanoestruturas aos filmes (MOUR& al, 2009). Ha disponiveis no mercado
varios produtos com a aplicacdo de nanoparticulatilitas, envolvendo
diversas areas como: produtos com atividade antii@na, catalise, tecnologia
de displays, armazenamento de dados, deteccdoeacabt de imagens de
células cancerigenas e tumores entre outras (RACHEETHAM, 2001;
TEMPLETON et al., 2000; PITKENTHLY, 2003).



Dentre as nanoparticulas metalicas, as de ourata pdo as mais
estudadas, apresentando caracteristicas intrinsema® estabilidade quimica
(NOGUEIRA et al.,, 2004; VANDEN, 2002; PAN et al.0@5; IMAI et al.,
1998). As nanoparticulas de prata merecem destdquielo ao seu efeito
bactericida para uma vasta gama de microrganist@SNEERUNG et al.,
2008; SAVI et al., 2013; RAI et al.,, 2012; DURAN &, 2007), possuirem
propriedades antissépticas, sua relativa facilidadeformar estruturas pouco
convencionais, como nanoprismas (ANJANA SARKAR let2005; JIN et al.,
2001; SUN et al.,, 2003), bem como a possibilidadecdntrole de novas
morfologias, sendo alvo de estudo no desenvolvilneld aplicagcdes que
previnam a acao de microrganismos.

A Organizacao das Nacgdes Unidas para a Alimentazaa
Agricultura (FAO), em parceria com o movimento ‘8awod’, ambos com o
objetivo de reducao de perdas de alimentos e apsiestentabilidade, estimam
gque cerca de 1,3 bilhdo de toneladas de alimendogpesdem ou sé&o
desperdicados a cada ano, o que corresponde a lndo bie ddlares.
Infraestrutura, embalagem, transporte e armazertameeficientes s&o 0s
responsaveis pelas perdas pos-colheita. As novasltgias, melhores praticas,
a coordenacdo e os investimentos em infraestrutudasde a producao de
alimentos até o consumidor final - sdo fundamermtara a reducdo das perdas e
do desperdicio de alimentos (SOLEIMANPOUR et 4113).

Muita pesquisa tem sido realizada a fim de explorpotencial de
filmes, comestiveis ou ndo, para manter e estemdgialidade e a vida util de
produtos frescos. Os filmes sdo uma fina pelicatsm&da separadamente do
alimento e depois aplicada sobre ele. Esses filmeem sofrer modificacbes
com o intuito de melhorar suas propriedades e daseno (KROCHTA e DE-
MULDER, 1997).

Nesse contexto, o desenvolvimento da nanotecnoltegra sido

apontado como uma nova revolucdo tecnolégica, eoeritmo acelerado de
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crescimento, estd modificando a aplicacdo de digepsodutos e tém levado a
eventos de contato de nanoparticulas e nanoesisut@m organismos Vivos,
em situacbes ainda ndo compreendidas plenamentgosMdestes eventos
podem potencialmente ocorrer no meio agricola,ddeaio grande numero de
aplicagcbes da Nanotecnologia desenvolvido nestegaaf Atualmente, a
Embrapa Instrumentacdo coordena uma Rede de PasuidNanotecnologia
Aplicada ao Agronegoécio (Rede AgroNano), cujo abgeté explorar as

aplicacbes da nanotecnologia no agronegécio enosv&stagios, desde a
producdo agricola até o beneficiamento e desemieitio de produtos para o
consumo.

Assim, o presente trabalho busca a alteracédo dgmiguades de
filmes polissacarideos com potencial uso na in@dlstie embalagens de
alimentos pela insercdo de materiais nanoestruaaraklém disso, € importante
avaliar a atividade antimicrobiana desses filmesnde o crescimento
microbiano na superficie do alimento sua causa c@sum de deterioragao.
Torna-se importante também avaliar o impacto desse®s materiais em
organismos Vvivos, tanto em modelos animais quami@etais, colaborando
commetodologias de avaliagdo e com o conhecimeatpatencial impacto

destes materiais apds o descarte.

1.2. Obijetivos

O objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes de
carboximetilcelulose com nanoparticulas de prateadiar se, mesmo em baixas
concentracbes, a incorporacdo dessas nanoparticidasCMC apresenta
atividade antimicrobiana e toxicidade.

Para isto, 0s objetivos especificos deste tralfaltaon:



. Sintetizar de nanoparticulas de prata e incorporag@
matriz polimérica de carboximetilcelulose obtendosslucdes filmogénicas e
filmes (casting);

. Caracterizaras nanoparticulas e os filmes incodosraom
as mesmas;

. Avaliar a atividade antimicrobiana das solucbefineet de
carboximetilcelulose com e sem nanoparticulas deapatravés dos testes de
halo de inibicdo e Concentracdo Minima InibitoNEQ);

. Avaliar a toxicidadedos sistemas nanoestruturados e
modelo vegetal, através da investigacdo das pelatades citotoxicas (morte
celular e indice mitético) e genotodxicas (presatealteracfes cromossdémicas)
de solucdes filmogénicas de carboximetilceluloseconporadas com
nanoparticulas de prata, em células meristemateAlium cepa

. Avaliar a toxicidade dos sistemas nanoestruturados
modelo animal, através da Concentracdo Efetiva =0f% microcrustaceo
Daphnia Similis,e do estudo histopatoldgico e quantificacdo déapeen ratos

Wistar através da ingestdo em doses repetidastdiz@rtias.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Nanociéncia e Nanotecnologia

Na década de 90, na maioria dos paises ricos, atetamologia
destacou-se como area estratégica de investimend@sncos em pesquisas e
aplicacdes industriais, sendo suscetivel ao impdetwarias areas da ciéncia,
tais como quimica, fisica, biologia e engenhadd®NCADA, 2007)

Os conceitos de nanociéncia e nanotecnologianfprapostos pela
Royal Society and Royal Academy of Engineering @0Manociéncia é o
estudo dos fendbmenos envolvendo moléculas e matedm tamanho entre 1 e
100 nm; nanotecnologia baseia-se na utilizacdaedenateriais de modo a obter
estruturas com propriedades e funcdes especificas.

Um nanomaterial € definido como um material camawu mais
dimensdes externas em nanoescala (1 a 100 nmygmdariar em relacéo ao
seu tamanho, forma, area superficial e composicidmica (DURAN et al.,
2006). De acordo com a ABDI- Agéncia Brasileira Besenvolvimento
Industrial (2010) existem diferentes classes deomateriais: Nanomateriais
estruturais (nanocompasitos); Nanobjetos (nanotuta®ofios, nanoparticulas);
Revestimentos nanoestruturados (filmes finos) eoNwteriais semicondutores
e magnéticos (micro-filme) (CHAUDHRY et al., 2010).

Em relagdo ao termo ‘nanoparticula’, &€htmical Selection
WorkingGroupl, pertencente a Administracdo de Alimentos e Mmuientos
dos Estados Unido$¢od and Drug Administratior FDA), atualmente define
nanoparticulas como “"particulas com dimens6es rasngue um micrometro
que exibem propriedades ndo reconhecidas em pagimaiores" (SCOTT e
CHEN, 2012).

Os materiais em escala nanométrica apresentaouldédes de

caracterizacao em relacédo ao seu pequeno tamdrmdroageneidade. Com isso,
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o desenvolvimento da Nanociéncia e Nanotecnolagialee dominio cientifico
e tecnoldgico de ferramentas de pesquisa que possdit € manipular a
matéria na escala nanométrica, onde podemos destacaicas como
microscopia eletrbnica, espectroscopia, difracéo rdes-X, entre outras
(VINCENZO, 2005).

A descoberta de materiais com novas propriedad®sesmo
a melhoria de propriedades ja existentes em metenavencionais abriram um
imenso campo de aplicacdes tanto industriais, quachologicas e cientificas,
tornando-se cada vez maior a facilidade na obtedlgdomanomateriais € no

controle de suas propriedades.

2.2. Nanotecnologia na aplicacdo de embalagens

A aproximacdo cada vez mais estreita entre @éactecnologia
reporta a imagem de que esta por vir uma radiaabtormacdo no ambito da
agricultura e na industria agroalimentar, com eothicdo de novas praticas de
manejo no campo, inovag¢des na fabricacdo de insagraguimicos, melhoria
nos processos de transporte e embalagens de mqiMKRTINS e RAMOS,
2009).

Os alimentos mantém-se em constante atividaddodia,
manifestada por alteracdes de natureza quimidea féa1 microbiologica, que
levam a sua deterioracdo. A perda de qualidade Eevam limite de
aceitabilidade do produto, que esta associado widaale prateleira. Este termo
pode ser definido como o periodo de tempo decoriotbe a producédo e o
consumo de um produto alimenticio, no qual a doiéidade do produto pelo
consumidor € mantida, verificando-se um nivel ftsio de qualidade no
produto. Esta qualidade pode ser avaliada por teaiisticas gerais de aparéncia
e parametros organolépticos (sabor, odor, cor rEex(SARANTOPOULOS

et al., 2002). As embalagens de alimentos repraseb0% do mercado mundial
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de embalagens e sdo responsaveis por quase das tkr total de residuos de
embalagens (MARSH e BUGUSU, 2007). Para atendeneggssidades do
mercado consumidor, estdo sendo desenvolvidas aslagens ativas, que
mudam a condi¢cado do alimento embalado, de moddeades seu tempo de
vida, mantendo a qualidade do produto final.

Materiais de embalagens de alimentos é a maitegeaa de
aplicacOes e pesquisa da nanotecnologia para pamhenticio. Os principais
desenvolvimentos na area de embalagens/nanoteaatatuem: embalagens
ativas contendo nanoparticulas metalicas com moades antimicrobianas;
incorporacao de nanomateriais que modifiquem gsrigaades da embalagem e
embalagens inteligentes de alimentos com incorfor@g nanosensores para
monitoramento das condi¢cdes do alimento (GREINER92

O uso de materiais naturais para a embalageraloiosntos € uma
alternativa ambientalmente correta, pois reduz igéexia de utilizacdo de
plasticos como materiais de embalagem, apresentando modificacdo das
mesmas, protegendo o alimento e aumentando adaawi (RAHEEM, 2012;
CAO et al., 2009; YAKIMETS et al., 2007). Pesquisasarea nanotecnoldgica
vém sendo realizadas para melhoria das propriedbmemateriais para que 0s
produtos desacelerem sua deterioracdo e as emmslayesem quando 0s
produtos estiverem em deterioracdo. Mas até o mimnenmaior desafio é
produzir em escala industrial e minimizar os custia matéria-prima.

O setor de embalagens movimenta anualmente 50@ebillie
dolares, aproximadamente, e a estimativa de imiestbs em pesquisa na area
de nanotecnologia movimenta 385 milhdes de dol&es2015, estima-se que
0S investimentos na area da nanotecnologia ficarAdorno de 1 trilhdo de
dolares (GASPARIN, 2010).

Recentemente, tem aumentado a utilizacdo de ndfapas como
aditivos para melhorar o desempenho e as propesddd embalagens de

alimentos Entre os primeiros hanocompdsitos a emergir no aderdoram
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compésitos de polimeros contendo nanoparticulasglea (WANG et al., 2003;
SCRINIS e LYONS, 2007; BAE et al.,, 2009), apresedta excelentes
propriedades térmicas e mecanicas, estabilidadd@dade e resisténcia a agua e
ao calor.

Utilizacdo de nanofibras de celulose (MOHANTY at 2013) e
nanoparticulas de quitosana em matriz poliméric@YADA, 2009) também
tém sido estudadas. Segundo MOORE (2009), filmepatiamidas ja foram
comercializados com propriedades de barreira adgisdo a aditivos em

nanoescala.

2.3. Matrizes polissacarideas

Embora o uso de revestimentos, comestiveis ou erdgyrodutos
alimenticios possa parecer recente, sua aplicag@o e@correndo ha anos.
Durante os séculos Xll e XIlI, realizou-se o recwi@nto de frutos como limao
e laranja com cera, na China, com a finalidadeetirdar a perda de umidade
(DONHOWE; FENNEMA, 1994). No século XIX, outro pesso semelhante
foi desenvolvido com o recobrimento de alimento ageratina (GUILBERT,
1986).

S&o trés as principais classes de componentkzaddis como
matrizes: polissacarideos, proteinas e lipidioslissaxarideos incluem
derivados de celulose, alginato, amido, pectin&feeoutros. Os lipidios sao
compostos por ceras, glicerol e acidos graxos (CABlRt al., 2010).

A industria de alimentos € um dos principais comsgores de
polissacarideos, onde estes sdo aplicados prirtroatite como espessantes ou
agentes de suspensao e geleificantes.Os poligga@aigdo importantes tambéem
por seus efeitos secundarios, que incluem emuwdsdic, estabilizacdo de
emulsdes, controle de cristalizagcdo, inibicao deersise, encapsulacdo e

formacdo de filmes. Apresentando alta massa maecfibtrmam solugcdes
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coloidais, quando em contato com o solvente amdpri produzindo géis,

mesmo em baixas concentracfes, onde cada molérplaidsacarideo liga-se a
uma grande quantidade de agua, gracas ao alto almheegrupos hidroxila

presentes na molécula (RIBEIRO e SERAVALLI, 2007).

Os polissacarideos constituem uma matriz com rigadgdes
mecanicas moderadas. Sendo hidrofilicos, apreseuatamn barreira eficiente
contra compostos de baixa polaridade, como lipidiis entanto, apresentam
baixa barreira a umidade (PINHEIRO, 2010). A fim de resolver essa
deficiéncia, diferentes estudos envolvem a mistleaiferentes polimeros, a
modificacdo quimica da estrutura do polimero e &adad de materiais
hidrofébicos (TABELA 2.1).

TABELA 2.1: Resisténcia a tracdo de alguns filmes, comestdveisio, utilizados na
embalagem de alimentos.

Tipo de filme Resisténcia a Autor
Tracdo (MPa)
Polietileno de alta densidade 43 DOAK, 1986
Polietileno de baixa densidade 24 DOAK, 1986
Puré de manga 1,2 SOTHORNVIT e

RODSAMRAN (2008)
ROMERO-BATISTA et al.,

Amido manga (50% glicerol) 19 2005
Amido banana (50% glicerol) 25 ROMERO-ZBO%EISTA etal,
Blenda Pectina/Amido 1,8 MOREIRA, 2010
Blenda Pectina/Amido/Nanofibras 4.6 MOREIRA, 2010

de celulose

A utilizacdo de lipidios em matrizes poliméricasvelse a sua
excelente barreira a umidade; entretanto, aprasealigumas desvantagens no
gque se refere a estabilidade (susceptibilidade idag&o) e caracteristicas
sensoriais (sabor e textura, muitas vezes desagiailéOs revestimentos a base
de proteinas tém geralmente boas propriedades roasae de barreira;
entretanto, a baixa resisténcia ao vapor de agu#alia sua aplicacdo
(BOURTOOM, 2009).



As matrizes sintéticas tém originado sérios noials ambientais,
devido a sua eliminacao final, onde a producao malidg plastico chegou aos
265 milhdes de toneladas em 2010, sendo que O @esumO continua a
aumentar (PLASTICS EUROPE, 2011). Nesse contex$o,p@squisas em
matrizes oriundas de materiais renovaveis témistéasas.

Os polissacarideos representam a fracdo de Dograls mais
abundante, considerando-se o amido, a celuloseqgeit@ma em proporcoes
preponderantes (BRITO, 2011), além de serem digpmnem todo mundo,
acarretando baixo custo destas fontes renovaveisosgaradas a outras
matérias-primas. Essa classe de biomateriais @ miviérsa e altamente versatil
em virtude da facilidade em se fazer modificac@es suas moléculas naturais,
apresentando melhoria na sua aplicacao final.

A carboximetilcelulose (CMC) € um éter derivade cklulose,
normalmente apresentada na forma de sal de sédi@osum polimero
anionico, soluvel em agua em baixas concentrag@eslo facil a obtencéo de
filmes. Nas concentracdes nas quais € utlizada ca@isa interferéncia nas
propriedades organolépticas do produto a ser ediasendo fisiologicamente

inerte, atoxico e largamente aplicada nas ind@salianenticia e farmacéutica.

2.3.1. Carboximetilcelulose sédica (CMC)

A celulose é o polissacarideo mais abundante naezat sendo
normalmente considerado uma fonte quase inesgotdematérias-primas
(KOSCHELLA et al., 2012).A sua estrutura moleculanrma-se pela uniao de
moléculas de -glicose, através de ligactfsl,4-D-anidroglicose, levando a
formacdo de uma cadeia linear, na qual se estameleulltiplas ligacGes por
pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxila damlades de glicose
adjacentes. Estas ligacOes e a regularidade ebplsagrupos favorecem a
coesao entre as cadeias, permitindo a formacastdgugas supramoleculares
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altamente organizadas, traduzindo-se na insolabiédda celulose (REDDY
et al., 2013); WYMAN et al., 2005; KLEMM et al., @9).

A modificacdo quimica da celulose permite obterivéhdos
soltveis em solventes variados, de grande inteeessen inumeras aplicacoes,
como os éteres de celulose. Isto, aliado ao fagedebtida de fonte renovéavel,
faz com que a celulose seja considerada por mado® a matéria-prima do
futuro, ampliando os usos ja estabelecidos da @esapapel e celulose
(BARTHEL e HEINZE, 2006).

Os trés grupos hidroxila presentes na unidadeardéroglicose
podem ser parcialmente ou totalmente substituidasa @ formacdo de
derivados, fazendo com que o grau médio de suigdiity(GS) das hidroxilas
varie de 0 a 3. Como exemplos de derivados deasgluem-se os ésteres de
celulose (acetato de celulose, triacetato de Hulacetato de celulose e
butirato) e éteres de celulose (metilcelulose, dxighropilmetilcelulose,
etilcelulose, hidroxietilmetilcelulose, carboximeglulose, e
hidroxietilcelulose). Vérias destas formas moddies de celulose sao
importantes em embalagens de alimentos (PEELMAR. e2013; ALLSOPP et
al., 2004).

A carboximetilcelulose apresenta as seguintetagans: pode ser
produzida a pressdo atmosférica (diferentementemdebria dos éteres de
celulose); a presenca de grupos carboxilatos Inéem solubilidade em agua
quando o grau médio de substituic&S( € maior que 0,5 e pode ser obtida a
partir de biomassa abundante e barata, como o tagaccana-de-acucar
proveniente de usinas de acucar e alcool (MORAESAMPANA FILHO,
1999). A FIGURA 2.1 representa esquematicamente bdengdo da

carboximetilcelulose (CMC).
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FIGURA 2.1: Reacdo esquematica de obtencao da carboximelilselde sodio.
Fonte: CERRUTI, 2010.

A CMC foi sintetizada pela primeira vez em 1918 j@nsen, sendo
produzida comercialmente em 1920 na Alemanha, deguipelo
aperfeicoamento do processo tecnolégico com otghzadas condicbes de
sintese desse derivado (HEINZE e KOSCHELLA, 200®).Brasil, a CMC é
produzida comercialmente como sal de soédio pelaresapenver(Grupo
Formitex), sendo sua producdo destinada especHicem a industria
alimenticia. Apresenta propriedades sensoriaisrae@ geralmente é utilizada
como espessante em sorvetes, sucos e molhos. AcmeErcial normalmente
tem grau de substituicao (GS) entre 0,4 e 1,0 ezausuperior a 99,5%
(BARBA et al., 2002). Esse polimero pode aindausizado para confeccao de
filmes e revestimentos comestiveis.

BANKS (1984) aplicou um revestimento de éstersdearose e
carboximetilcelulose em bananas verdes, verificardaocao da permeabilidade
ao oxigénio e ao dioxido de carbono em 5 e 2 vaespectivamente, quando
comparados com bananas nao revestidas. Estesadesulindicam que o
revestimento é diferencialmente permeavel ao oxigémo didxido de carbono.
Resultados semelhantes foram encontrados por BADND¥!I al. (1995) em
laranjas e MEHERIUK & LAU (1988) em peras, com dizdcédo de filmes
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comestiveis de CMC, retardando o amadurecimento fddes atraves da
diminuic&o do transporte de gases.

GHANBARZADEH et al. (2010) estudaram os efeitesadlicdo de
carboximetilcelulose sobre as propriedades fistcadilmes de amido. O filme
composto por 15%, m/m, CMC/amido, mostrou uma rédu@ permeabilidade
ao vapor de agua e um aumento na resisténcia aotmm mais de 59%
(11,2 mPa) quando comparado a pelicula de amido [dr mPa), sem
decréscimo significativo na deformacéo do filme.

SU et al. (2010) observaram a melhoria nas pgdpdes mecanicas
e de barreira em blendas de proteina de soja/darbbicelulose em

comparacao a filmes contendo somente proteinajae so

2.4. Nanoparticulas

2.4.1. Conceitos“top-down” e“bottom-up”

Particulas de tamanho nanométrico, ao se companaparticulas
do mesmo elemento quimico de tamanho micrométacmaores, comportam-
se de forma distinta em relagcdo aos materiais ealeemacroscopica, chamado
de bulk (fase volume) (AHMADI et al., 2007). Devido ao tammo e razéo
superficie/volume serem muito elevadas, em nanopkas as propriedades dos
materiais nesta escala séo diferentes, como asiguages Oticas, resisténcia
dos materiais, condutividade elétrica, etc (TIERBO8; GREINER, 2009).
Assim, o tamanho das particulas é de suma impaat&@me relacdo aos efeitos
que podem surgir: mudando a natureza das interagégsforcas entre as
moléculas do material mudam os impactos que esedstps podem causar ao
meio ambiente e a sociedade como um todo.

Duas sdo as rotas de obtencdo de nanopartiades,variados

niveis de qualidade e velocidad€op-down (cima para baixo)éottom-up
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(baixo para cima)(FIGURA 2.2). A técnidap-downenvolve métodos fisicos,
como co-evaporacdo, sondlise, nanolitografia, emtiteos, e tem por objetivo
reproduzir algo, porém em menor escala que o @ligiguebrando-se as
particulas até sua escala nanométrica (YU et @L3;2PATTEKARI et al.,
2011; NATH e CHILKOTI., 2004; SINGH et al., 2002YRTENKO et al.,
2004). Os métodos quimicos ou coloiddisttom-up)proporcionam a formacao
de nanoparticulas atomo a atomo ou molécula a milalésendo os preferidos
por serem mais simples, possibilitarem um maiotrotasobre todo o processo
e a possibilidade de obtencdo de nanoparticulasmanho inferior em relacéo
ao processdop-down Tém como base a ocorréncia de reac¢bes quimicas e
utilizam precursores moleculares ou atdomicos paraoldencdo das
nanoparticulas desejadas (LELEUX e WILLIAMS, 2083NGH et al., 2011;
ZHANG e HAM, 2003).

iopl)oiwn> Bottom up
.}ﬁﬁ_’ﬁﬂﬁﬂ - % - O
- 00- 33 e s

Bulk Graos Nanoparticulas CIusters Atomos

FIGURA 2.2: Esquema ilustrativo dos métodos de obtencao depaaticulas: Top-down e
bottom-up.
Fonte: GORUP, 2010.

2.4.2. Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metélicas sintéticas encontramrsee ndés ha
muito tempo. Pesquisas mostram exemplos do seucasm pigmentos
decorativos em antigos artefatos, como o famosoecdé Lycurgus e esculturas

feito pelos romanos. Estes continham pigmentos sazubvenientes de
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nanoparticulas de 6xidos e metais, como ouro a BFREESTONE et al. 2007,
YACAMAN et al., 1996; LIZ-MARZAN, 2004).

Nanoparticulas de alguns metais, como ouro, peataobre,
mostram absorcfes bem definidas em regifes distitita espectro visivel,
denominadas bandaslasmon Estas bandas sao decorrentes da alta razdo
superficie/volume destas nanoparticulas e ocorevidd a oscilacdo coletiva
dos elétrons de conducdo emresposta a excitacdoa optomovida pela
aplicacdo de um campo eletromagnético. Os efeitododna, tamanho da
particula, distribuicio do tamanho e o meio ondenasoparticulas estao
dispersas afetam o comprimento de onda e a intmsidessas bandas (WANG
et al., 2010; GHOSH e PAL, 200viCCLARY et al., 2013).

Desde o século XIX, ocorreu um grande progressosintese,
modificacdo e caracterizacdo de nanoparticulasdosse uma ampla variedade
de solventes e substratos. Os cientistas procucempreender como a forma,
tamanho e organizacdo afetam as propriedades sfistcaquimicas das
nanoparticulas (SCHMID, 1992).

Um método utilizado na sintese de nanopartiqukeislicas, como
ouro, prata e platina € conhecido como o métodcCiiato ou Método de
Turkevich, reportado por alguns autores (GORUH.g2@11; CASSAGNEAU
e FENDLER, 1999; PILLAI e KAMAT, 2004; HE et al.023). TURKEVICH
et al. (1951) propuseram este método para o prejeroldides de ouro e foi
rapidamente aplicado para sintese de outros nmaaisprata, rédio e platina.
Este método tem como base uma reacao de Oxidode@ng meio aquoso entre
o citrato e o sal metalico. Para os sais de oureagdo pode ser realizada a
temperatura ambiente, enquanto para os demaiscea® prata e platina, é
necessario um incremento na temperatura. Na liierabutro método
comumente utilizado na sintese de nanoparticulaprd@ € o método do
borohidreto, em que este é utilizado como agendetoe de sais metalicos
(SUCHOMEL et al., 2011; BEN MOSHE e MARKOVICH, 2011
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2.4.3. Sintese de nanoparticulas de prata

No presente trabalho, utilizou-se na sintese depmticulas de
prata o métoddottom-upde reducdo quimica de um sal de prata (AgNOmM
borohidreto de sédio (NaB} A reacdo quimica pode ser expressa segundo a
Equacao 2.1.

—> ao 2.1
AgNO,  +NaBH, —> Ag, +NaNO,  +12H, +vBH, % )

Em geral, este método apresenta vantagens sobrétadondo

citrato, como podem ser observadas na TABELA 2.2.

TABELA 2.2: Comparativo entre os métodos do citrato e do bdreto na sintese de
nanoparticulas de prata-PVA.

Método / Nivel de Nivel de Estabilidade Estabilidade Tamanho

Topicos Dificuldade  controle em em meios das
(sintese) de solucao poliméricos particulas
variaveis aguosa de alta
(pura) viscosidade
Citrato Alto Alto Baixa Alta 35-50 nm
Borohidreto Baixo Médio Alta Alta 5-15 nm

Dentre as inUmeras rotas de sintese de nanopastidel prata, a
mais simples e convencional é a feita em solucZ&nwlve 0s seguintes
componentes: metal precursor, agente redutor e teagestabilizante. O
mecanismo de formacéo da solucao coloidal, a ghatgolucdo de ions prata (1)
consiste em duas etapas: nucleacao e crescimd@ORA 2.3). O tamanho e a
forma das nanoparticulas dependem da taxa relatitra esses processos, que
podem ser controlados por meio do ajuste de algam&metros da reacao:
concentracdo dos reagentes envolvidos, temperatargorocesso, relacéo

estequiométrica e pH (GARCIA-BARRAS# al., 2011)
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ions Ag” dtomos Ag’ livres Nanoparticulas de prata

FIGURA 2.3: Mecanismo de formacéo de nanoparticulas de pkafagér meio da reducéo
guimica utilizando o agente redutor borohidretsaldio.

Fonte: GARCIA-BARRASA et al., 2011

A sintese de nanoparticulas de prata em solucédorrequso de
métodos que permitam um controle de tamanho e fdamananoparticulas para
produzir um conjunto de nanoparticulas monodisgers@resentando uma
propriedade especifica. As nanoparticulas dispessasim solvente levam a
formacdo de uma solucdo coloidal, onde a fase whigpé formada pelas
particulas em escala nanométrica (BRUST e KIEL\XO2Z®PILLAI e KAMAT,
2004; PILENI, 1998).

Na sintese de nanoparticulas de prata, o pmassagregacao
pode competir com o crescimento, modificando ailistdo de tamanho das
particulas do sistema. Pode-se observar que a eglgdo de pequenas
particulas em uma solucéo é praticamente inevitavetmo a longas distancias,
estando sujeitas as forcas de atracdo, como falgagan der Waals. Este
crescimento visa a diminuicdo da energia total thberma. As diferentes
interacOes entre a fase sélida dispersa (partjcelasde fase liquida (solvente)
constituem um dos pontos criticos da estabilidame abloides (GUOZONG,
2004; MAFUNE et al., 2000; SONDI et al., 2003).

Devido a dificuldade em se isolar cada etapa doanismo de
formacao da solucao coloidal para seu estudo imdigpee, seus mecanismos
ainda n&o estdo completamente elucidados. Dese@,fa aglomeracdo de

pequenas particulas de uma solucdo pode ser evitada o uso de

17



estabilizantes, mantendo a estabilidade da solu@@ATYAKSHI e
CHAUHAN, 2009). Nanoparticulas produzidas por difges processos e para
diferentes propostas podem variar sua carga darfgipee seu estado de
aglomeracao (SANT et al., 2007).

A necessidade de uma maior estabilidade da solueo
impulsionado o desenvolvimento de alternativas tdese. Dentre essas,
destacam-se a utilizacdo de tiois, devido as fdigegbes covalentes que se
estabelecem entre a superficie metalica e estesitdig, introduzida por
SCHMID et al., (1981) que permitiram a obtencaondeoparticulas de ouro
estabilizadas com fosfinas em reacOes de trodgal@és.

Existem dois mecanismos de estabilizacdo de di@pg coloidais,
a fim de evitar o crescimento descontrolado dadgicoéas e produzir
nanoparticulas com boa dispersdo na fase liquids#abibzacdo de
nanoparticulas por interacdes eletrostaticas eefmto estérico. No primeiro
caso, as nanoparticulas repelem-se por possuiresupasficies eletricamente
carregadas e no segundo ha a presenca de grandésula® ligadas a
nanoparticula, conhecida como camada passivadeitan@o o contato das
mesmas (CUSHING et al., 2004; HYNING et al., 2001).

No caso de nanoparticulas metélicas, grande pasetrdbalhos
nesta area utiliza-se da estabilizacdo estéria® warios compostos podem ser
utilizados como passivantes, incluindo polimeros|éeulas contendo grupos
terminais -SH, -CN, -NHK A classe mais utilizada é a dos tidis de caawigd
(MURRAY et al., 2000; YONEZAWA et al., 2001; TAN eal.,, 2003;
MALLICK et al., 2004; PATAKFALVI et al., 2004). Algns trabalhos mostram
a sintese de nanoparticulas sendo estabilizadasns®mor meio de interacdes
eletrostaticas (EVANOFF e CHUMANOV, 2004; Li et,aR003), mas €
importante ressaltar que esse método para inilie&mglomeracdo ndo € o mais
indicado, sendo que tal inibicdo ndo é resistenteudancas em uma ampla

faixa de pH.
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Neste trabalho, utilizou-se o poli (alcool viniljc@PVA) como
agente de estabilizacdo. O PVA € um polimero deutasd quimica
relativamente simples com grupos hidroxila latereismforme a FIGURA 2.4. E
muito utilizado nas industrias alimenticias, fargg@a e cosmetica, devido as
suas propriedades de barreira contra umidade, mrigé outros agentes

externos e possuir risco nulo a saude.

[CH2-CHJx — [CH,-CH],
| |
OH OCOCH:

FIGURA 2.4: Estrutura do PVA: x corresponde a 88-99 mol% elyl2 mol%.

Alguns autores utilizaram o PVA como agente estaite na
sintese de nanoparticulas de prata (NETO, 2010; BHEHet al.,, 2003). A
interacdo de nanoparticulas de prata com o palb@alinilico)ocorre por meio
dos grupos —OH.

O PVA comercial € uma mistura de estruturas esgeiieucas
diferentes (isotatico, sindiotatico e atatico), dserobtido por hidrélise dos
grupos acetato do poli (acetato vinila).Suas pealadles fisico-quimicas séo
altamente dependentes dos métodos de preparaciimcinalidade dopoli
(a@lcool vinilico), ou seja, o numero de fungbes —frdsentes na substancia €
denominado grau de hidrélise. O grau de hidrélise fator principal que
determina a cristalinidade do PVA e suas caratimass de solubilidade
(BASSNER e KLINGENBERG 1998).

O PVA com grau de hidrélise de 98,5% ou maiorsposim
elevado numero de hidroxilas levando a formacadigigdes de hidrogénio
fortes entre grupos hidroxila intra e intermoleceda impedindo sua

solubilizacdo em agua a frio. Em contrapartidagrogpos acetatos residuais sao
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essencialmente hidrofébicos e enfraquecem as kgaitra e intermoleculares
dos grupos hidroxila vizinhos. Assim € necessari@qoiecimento de uma
solucdo de PVA para sua completa solubilizacdo (GQE 2012).

Com o aquecimento, durante a solubilizacdo, asclOem de
hidrogénio sé&o rompidas pela energia térmica, atando a solubilidade do
PVA. Embora este tipo de ligacado tenha uma forfgior as ligacées quimicas,
as varias ligacdes de hidrogénio formadas ao ldagtadeia possuem uma forte
energia de ligacdo associada a elas. Com o resfiamas ligacoes de
hidrogénio rearranjam-se, aumentando a viscosidadsolugcao e criando uma
estrutura de gel (WANGt al.,2004).

O PVA ¢é adicionado a fim de promover um aumento na
estabilidade da suspenséo coloidal. Este estatifizaontém &atomos de
oxigénio em sua estrutura, que atuam como centdscds de Lewis,
favorecendo a interacdo acido-base entre o polireeas nanoparticulas. As
cadeias organicas suficientemente compridas do EN& um impedimento
estérico quando adsorvido nas superficies das adimpas presentes no meio
reacional, evitando interacdes entre as mesmas.

As nanoparticulas de prata obtidas em solucéa, needucdo dos
ions prata, podem ser posteriormente utilizadaa phatencdo de solidos por
meio da sua incorporagdo em uma matriz poliménca, exemplo. Assim,

temos a formacéao de filmes, que esta descritawarseg

2.5. Formacéo de filmes

Os filmes séo peliculas pré-formadas que podemtdeados para
envolver o alimento. As caracteristicas requeridks filme dependem,
principalmente, da caracteristica do produto. Brug hortalicas frescas
requerem filmes que permitam uma transferéncia naddede vapor de agua
para reduzir a respiracao e evitar processos datiyasl (AZEREDO, 2003).
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Uma alternativa para a modificacdo das propriegatbs filmes a
base de biopolimeros é a utilizacdo de nanopaat@dmo reforgo, produzindo-
se dessa forma um tipo de material denominado wamo@sito. Assim como
acontece nos compdésitos tradicionais, um dos coemges serve como matriz,
na qual as particulas do outro material se enaontiiapersas (KUMARI et al.,
2010).Espera-se assim que cada fase contribua c@npropriedade do produto
final, sinergicamente a matriz.

Na maioria dos filmes, a matriz € constituida por polimero de
cadeia longa. Estruturas desse tipo sdo necesgaiasformar uma matriz
filmogénica com forca de coesdo apropriada quandpesa em solvente
adequado. Este poder coesivo do filme é descrita pstrutura quimica e
polimérica do sistema e do solvente e, quanto mai@ polaridade e o
comprimento da cadeia polimérica, maior a coesédeyidd a maior
probabilidade de ligacdes de hidrogénio intermdéges e interacdo ibnica
entre as cadeiaKESTER e FENNEMA,1986).

O filme pode ser formado em suportes prépriosn dorcas de
adesdo atuando entre o filme e o suporte. Entreadsriais que constituem os
suportes, os mais citados na literatura sdo: eriMOURA et al., 2011,
FONSECA, 2012), vidro (OUSSALAH et al., 2006) eipstireno (AUDIC e
CHAUFER, 2005).

Uma técnica muito utilizada para a formacao lec néo fixos € o
processo conhecido casting. Esta técnica consstapticacdo da solucdo
filmogénica em uma superficie ndo adesiva (superigsterior evaporacao do
solvente. Apos isso, o filme seco pode ser facitmelesprendido do suporte
(GONTARD et al., 1994).

As condicbes ambientais durante a formacdo dosedi podem
influenciar nas propriedades finais do filme. Aiegatdo da solucao filmogénica
em um suporte quente produz filmes mais coesogetd@nto, temperaturas

demasiadamente altas, resultando em excessivaléagaaporacao do solvente
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durante a secagem do filme, podem imobilizar dem&oprematura as moléculas
do polimero para se unirem num filme continuo. &tarretard na formacéao de
um filme defeituoso, com cavidades ou espessuasimérmes, aumentando a
permeabilidade do filme (BANKER, 1966).

A escolha do solvente na dispersdo do polimembéa pode
acarretar alteracdes estruturais nos filmes. Unestd é considerado adequado
guando os valores dos parametros de solubilidagmliimero e solvente forem
semelhantes. Neste caso, as moléculas polimériggesemtam-se em uma
conformacgao na forma expandida. Na fase de evagmdg solvente, ocorre um
aumento na concentragdo da dispersdo, fazendo coen ag forgas
intermoleculares das moléculas poliméricas tornemais eficazes, resultando
em um filme com estrutura resistente e densa, dea@ entrelacamento das
cadeias (AOUADA, 2009).

Para ter uma metodologia de comparacdo entreredifs
formulacdes de filmes, torna-se importante mardtems parametros constantes
no modo de preparacao do filme, como temperatwb/erste, tempo de
evaporagcao e suporte, pois 0 processamento pddenaiar nas propriedades

dos filmes.

2.5.1. Propriedades dos filmes

O uso de filmes em embalagens de alimentos deresentar os
seguintes requisitos: boa aceitabilidade sensqgui@priedades de barreira e
mecanicas adequadas, estabilidade térmica, sdiatbdi ndo-poluente, de
processamento simples, de baixo custo e apreseceem transparéncia. Os
flmes também ndo devem causar alteracbes no saloor alimento
(DEBEAUFORTEet al, 1998).

O conteudo de umidade em produtos alimenticiogle po

comprometer seriamente a qualidade, estabilidasiegaranca microbiologica
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dos mesmos. A perda de agua em produtos armazeregids em perda de
massa e, consequentemente, perda de qualidadelodevalteracdes na sua
textura. Uma quantidade minima na perda de agua pmobrrer, sendo
necessario evitar aquela que ocasione um enrugamermgroduto (DONHOWE
e FENNEMA, 1994).

A migracdo de vapor através de uma membrana poodeer de
duas maneiras: difusdo capilar e difusdo ativa. apilaridade ocorre em
materiais porosos ou com alguma imperfeicao (fesgurA difusdo ativa ocorre
pela absorcéo (solubilizacdo) do vapor penetramteum lado do filme, sua
difus@o e posterior dessorcdo do lado oposto dwefiEste Ultimo mecanismo
ocorre em filmes comestiveis e o parametro quaeefivelocidade do processo
€ a permeabilidade. Em um meio continuo homogémgmermeabilidade é o
produto da difusividade (D) e coeficiente de sdidade (S), que representam a
mobilidade das moléculas do permeado através dm@a e a concentracdo do
permeante no interior do filme, respectivamente, equilibrio com a
concentracdo da fase externa. No caso especificovagmr d'agua, a
concentracdo na fase gasosa € definida em termoessio parcial de vapor e
a solubilidade € obtida por meio de isotermas dgisade equilibrio (McHUGH
e KROCHTA, 1994).

As propriedades hidrofilicas dos filmes sintetzs a partir de
polissacarideos sdo responsaveis pela sua babarbdaro vapor de agua. Esta
hidrofilicidade é uma das desvantagens deste &edestimentos e filmes, ja
que muitas vezes € necessario um controle da érénsia de vapor de agua.
Dessa forma, torna-se necessaria a melhoria dastmptro.

Para preservar a integridade do filme, € nedesgée 0 mesmo
apresente boas propriedades mecanicas. Um filme deportar as tensdes
mecanicas encontradas durante sua aplicacdo, nnamusansporte. Assim, 0s
filmes devem apresentar uma certa resisténcia tureu@ flexibilidade, que

permitam sua deformac&o sem causar sua ruptura ADIRD, 2006).
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Algumas das propriedades mecanicas apresentaltssfiimes sao
a resisténcia a tracdo,deformacao na ruptura edolmde elasticidade (médulo
de Young). A resisténcia a tracdo é definida cormaaima tensdo suportada
pelo filme até o momento de sua ruptura, ou segafoéca maxima por unidade
de area de sua secdo transversal suportada poilniendurante o ensaio de
tracdo. A deformacdo na ruptura representa a Habdéi do fiime em se
distender, sendo expressa como a diferenca peatesitre o comprimento
inicial do material fixado para a realizacdo dotges o final (momento da
ruptura). A deformacéo na rupturaé um dado imptatgois alta deformacéao
indica que um material pode absorver uma grandatgiag@e de energia antes
do rompimento (ROBERTSON, 1993). O modulo de alakde (mddulo de
Young) representa a constante de proporcionalidatie a tensao aplicada e a
deformacé&o sofrida pelo filme e é determinada pelBnacdo da curva tensao
versus deformacao, na regido elastica (VAN DE VEIEDHEKENS, 2002).

A maioria dos filmes poliméricos sintéticos demomsuma
combinacdo dos comportamentos elastico e plastiepresentando
comportamento plastico logo apds o limite elassen atingido. Ambos os
comportamentos diferenciam-se mediante a aplicdeaona forca: os materiais
plasticos ndo retomam a sua forma original apogplisagdo de uma forca,
enquanto os perfeitamente plasticos demonstramadanmpento contrario.

A solubilidade dos filmes em &gua fornece infornescéobre a sua
integridade em sistemas aquosos e indica qual eesisténcia a agua. Quando
0 objetivo é proporcionar a preservacao de alinseoton grande quantidade de
agua sdo necessarios filmes de baixa solubilidddentanto, em alguns casos,
uma solubilidade moderada é desejada, podendoaséajesa. A estrutura dos
polissacarideos € um dos fatores que mais afetaiaaselubilidade em
agua.Também nesse caso, a incorporacdo de nanolzartiinfluencia a
solubilidade em agua, provocando a diminuicdo destdores. Em filmes

compésitos, onde sao incorporados uma segunda fasemo eles sendo
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hidrofilicos, a solubilidade tende a diminuir davido tamanho das particulas
gue esses compaositos apresentam (OZDEMIR e FLORSB).

PONCE et al. (2009) observaram a melhoria naprgdades
mecanicas e de barreira quando adicionaram naimmpast de prata a filmes de
Poli(caprolactona) (PCL), como embalagens ativas pecas.

A transparéncia de um filme pode ser um aspeaudiiyo, devido a
visualizacdo do material recoberto pelo filme. K@a&de alimentos esta é uma
propriedade desejavel, devido a importancia docspdo produto revestido

com o filme para o consumidor (RHIM et al. 2006).

2.6. Nanocompaositos antimicrobianos

Durante o transporte e armazenamento, os alimestés expostos
a inameras condi¢des fisicas, quimicas e micropicds, podendo causar
alteracbes na sua qualidade. O crescimento microbraa superficie dos
alimentos € a causa mais comum de sua deteriof@§&bS et al., 2005). O uso
de preservativos quimicos pode reduzir o crescilndesses microrganismos;
no entanto, esta concentracdo deve ser a mininmta def otimizar seu uso.
Alternativamente, o crescimento de microrganismassmperficie do produto
pode ser controlado por meio da incorporacao dategentimicrobianos nos
filmes (PIRES et al., 2008).

As embalagens com acao antimicrobiana, considem@mas uma
parte da area de embalagens ativas vem sendo dstudam o objetivo de
reduzir o risco do desenvolvimento de microrganspetogénicos e aumentar a
vida deprateleira de produtos alimenticios (SUPPAKUal., 2003).

O uso de nanocompdsitos antimicrobianos tem dogse 0 uso de
uma matriz polimérica e nanoparticulas (metalicaspoliméricas). Entre os

varios metais, a prata € amplamente conhecida gmloamplo espectro de
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atividade antimicrobiana e o metal que apresentaeaor toxicidade para
células animais (LARA et al., 2010, GORENSK e REQE2007).

O mecanismo de efeito inibidor dos ions prata @strcialmente
compreendido; no entanto, nanoparticulas de praggagem com uma vasta
gama de processos moleculares dentro dos micresrgasj resultando em uma
variedade de efeitos na morte desses, que depandenta (PAL et al., 2007),
tamanho (YEN et al., 2009), concentracédo das natiopias (ASHARANI et
al., 2009) e sensibilidade das espécies microbiamaata (BAKER et al., 2005;
ILLINGWORTH et al., 2000; RUPARELIA et al., 2008).

CHAUDRY et al. (2010) estudaram a efetividade aittiobiana de
nanocompaositos plasticos/nanoparticulas de pratestmo em embalagens de
alimentos. RODRIGUES et al. (2008) também obsemareesultados
semelhantes em filmes de poli-{estireno-co-aciddliac} impregnado com
prata nanoparticulada frente aos microrganisrStgphylococcus aureus
Escherichia coli.Também para esses mesmos microrganismos, ZAPERLON
et al. (2013) obtiveram boa atividade inibidoragpfiimes finos de PAH/PAA
decorados com nanoparticulas de prata no tratardergfiuentes industriais.

PAL et al. (2007) relataram que as nanoparticulmta com
formato triangular inibiram por completo o cresamwe de E. coli a
umaconcentracédo deud/L, enquanto as nanoparticulas com o formatoiesféer
causaram inibicdo total com uma concentracdo dé&udP'. Segundo
RUPARELIA et al. (2008), o efeito bactericida dasaparticulas diminui ndo
s6 com o formato da particula, mas também com as dimensdes e o tipo de
microrganismo estudado.

O pequeno tamanho das nanoparticulas em relagdmceérias
(tamanho médio de 1 a df) reflete na sua atividade contra 0s
microrganismos: com o0 aumento da area superfioiaior a facilidade da

interac&o entre esses e as nanoparticulas.
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As bactérias podem ser classificadas de aconost@ habilidade
de retencao do corante de Gram, sendo dividida&em-positivas e Gram-
negativas. A coloracdo de Gram € um teste facilodeso que permite
distingui-las. As bactérias Gram-negativas quantadfs pelo calor ou
desidratadas em uma lamina tornam-se violetas carsoodo corante cristal-
violeta, um corante que forma um precipitado conodo. Esse corante nao
retido e em excesso é removido por meio do usondesalvente a base de
acetona ou alcool. Um corante de contraste vermallsafranina, é adicionada
para a coloracdo de todas as células descolorigi@s.acontece pois estas
bactérias possuem uma fina camada de peptidogl{patissacarideo), que néao
retém o corante cristal-violeta. Em contrapartites bactérias Gram-positivas,
o corante violeta fica confinado, desde o0 inici@ grossa camada de
peptidoglicano que circunda a célula. Dessa foamdhyactérias Gram-positivas
apresentam uma parede celular mais espessa, dewdaior quantidade de
peptidoglicano presente (FIGURA 2.5) (GHOSH etz010).

Células ProcariGticas
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Bacténa Gram-negativa

FIGURA 2.5: Estrutura celular de bactérias Gram-positiva atieg
Fonte: BLACK, 2008.
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Uma bactéria muito utilizada em pesquisas antirbiaras é a
Escherichia coliGram-negativa) e como representante do grupo piEsitivo
as bactérias mais utilizadas s&oSthaphylococcus aureus Enterococcus
Faecalis (DESOUKY et al., 2013) Escherichia colisdo bastonetes Gram
negativos, ndo esporulados, anaerébios facultafn@s necessitam de oxigénio
para se desenvolver, embora crescam melhor em @i@bigcos em oxigénio),
crescem bem em meio de cultura sintético, contemabientes simples e
fermentam acucare€nterococcus Faecalixaracterizam-se por apresentar
cocos arranjados em cadeia, ndo esporulados edbieefacultativos (GHOSH
et al., 2010).

2.7. Nanotoxicidade

Embora os estudos disponiveis ndo provassem dedmiente
guais impactos imediatos 0os nanomateriais contpnata possam causar tanto
para a saude humana quanto para o ambiente, attadts obtidos até o
momento sugerem certa cautela relacionada ao usscerite desses
nanomateriais, (MARAMBIO-JONES e HOEK, 2010; SHUBRY et al.,
2009).

Para melhor prever e prevenir possiveis impaatobientais das
nanoparticulas de prata mais dados sédo necessahbos os efeitos bioldgicos
em modelos apropriados de organismos. Analisantieratura, ha trabalhos
que abordaram os efeitos adversos de nanopartidelggata em diferentes
niveis de interacdo bioldgica, incluindo testesitro ein vivo. Os resultados de
estudosin vitro indicaram um efeito possivelmente dose-dependedigzido
pelo estresse oxidativo como principal via possdeltoxicidade (JEYARAJ
et al., 2013; PARK et al., 2011).

Em 2009, mais de 70% dos trabalhos publicad@cicgiados a

nanociéncia utilizaram ensaiosvitro, sem qualquer comparacao com testes
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vivo (HAYNES, 2010). Estudos vitro em cultura de células podem muitas
vezes nao corresponder e substituir os resultadaso (CLIFT et al., 2010).

Testes em modeldn vivo permitem observar e avaliar os efeitos
em longo prazo, o acumulo em 6Orgdos e a biodistdlou Estudosin vivo
geralmente estdo focados em uma das trés areastesgalteracdo da quimica
do soro sanguineo, mudancas da morfologia dosote€&d biodistribuicdo das
nanoparticulas (MARQUIS et al., 2009).

O desenvolvimento da nanotecnologia levou a sintlesénovos
materiais e novos produtos que contenham nanoplagicOs produtos da
nanotecnologia ja estdo presentes em Varios ranwosmearcado, como
desodorantes, camisetas, panelas, revestimentadde tintas de parede, etc.
No entanto, ha possibilidade de liberacdo no membiente destas
nanoparticulas, o que aumenta as preocupacdes sadda e com o ambiente.
Ainda h& muitas perguntas a serem respondidas garahegar a uma
compreensao abrangente dos efeitos positivos divegdas nanoparticulas de
prata (YU et al., 2013).

Dessa forma, ndo se pode generalizar que a &wgesbu contato
com qualquer gquantidade de nanoparticulas de pejta prejudicial, sendo
totalmente evitados. Segunddavironmental Protection Agen¢izPA), doses
diarias de prata equivalentes a 5 pug kg massa corpérea sdo aceitaveis, com
improvaveis riscos a salde, sendo a dose limitetflg kg'dia® (EPA, 1987).

O uso generalizado de produtos que contenhanpagitulas pode
apresentar riscos para a saude humana devidoldbewao, acidental ou nao,
para o meio ambiente no final do seu ciclo de \@AMBARDELLA et al.,
2013). A administracdo oral € uma via relevantexjf@sicdo por causa do uso
de nanoparticulas de prata em produtos relacionamosalimentos e materiais
em contato com alimentos (LOESCHNER et al., 2011).

Ainda ha muitos questionamentos se a toxicidadeepiente do

ion prata ou das nanoparticulas desse metal. KIdl. €2009) sugeriram que a
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toxicidade referente a nanoparticulas de prataviglade@o estresse oxidativo e
independe dos ions prata; no entanto, a toxicigeme ndo ter origem nas
nanoparticulas em si, mas ser resultante da cauEcide liberarem ions
metalicos em solucdo (MUDUNKOTUWA e GRASSIAN, 20ldjas ha ainda
conflitos a serem elucidados.

Embora a toxicologia de prata e seus compostosatesuio
estudada, existem varias lacunas de conhecimentu@aliz respeito ao risco
referente a prata na forma de nanoparticulas, fEM0S seres humanos quanto
ao meio ambiente. Assim, € necessario um maiodegtara avaliar exatamente
gual o risco real que os nanomateriais podem cferdiante sua ingestao e/ou

descarte.

2.7.1. Testesin vivo: utilizagcao de sementes dallium

cepa

O numero crescente de agentes quimicos introdunigl@snbiente,
gue podem promover possiveis alteracdes genétisagrganismos, foi uma das
principais razdes que levou ao desenvolvimento deaologias de avaliagao
de genotoxicidade de substancias quimicas (BRUSIC$87). Dentre as
plantas, 0s vegetais superiores apresentam casfcgs que 0s tornam
excelentes modelos genéticos por responderememtiecnente, as substancias
quimicas ambientais. GRANT (1994) comparou sistetesies vegetais e nao
vegetais e demonstrou que testes com vegetais i@@ertém uma alta
sensibilidade, produzindo poucos resultados falsos.

Segundo HOUK (1992), resultados de bioensaio®typas sao
relevantes a saude humana porque o alvo toxicalogi® DNA, molécula
existente em todas as formas celulares vivas. Bededrapolar que compostos
que reagem com o DNA de uma espécie tém o potegoaral produzir efeitos

semelhantes em outras espécies.
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A espécidillium cepa(cebola) constitui um dos materiais pioneiros
e eficientes nos estudos de citotoxicidade e geimndade, apresentando boa
correlacdo com sistemas testes de mamiferos, alémamtesentar um
crescimento rapido de suas raizes, grande numeroélldgas em diviséao,
disponibilidade o ano todo, facil manuseio, boaétoa de proliferacdo e
cromossomos de numero reduzido (2n=16) (MATSUMOT@&L.€2006)

As diferencas bioquimicas e farmacocinéticas texiss entre
células de plantas e de mamiferos sdo as prindipgnsaveis pela falta de
reconhecimento dos testes de genotoxicidade rdabBzaom plantas. As
agéncias reguladoras consideram queda dos obtmlosngio de ensaios de
genotoxicidade realizados com plantas possuem uor Viaitado, quando
extrapolados para seres humanos, embora haja w@ndegaceitacdo de outros
sistemas testes em ndo mamiferos como bactériasofitis, neurésporas e
fungos. No entanto, resultados comparaveis entemtgd e animais sao
frequentemente registrados (GRANT et al., 1981).

A cultura de células apresenta vantagens sobneétsdosn vivo:
possibilidade de limitar o nimero de variaveis expentais, obtencdo de dados
significativos mais facilmente e periodos de expentacdo mais curtos
(ROGERO et al.,2003).

O termo citotoxicidade € designado para altesacoelulares
provocadas por um agente levando a célula a irseiamprocesso de morte. Um
dos métodos utilizados para a investigacdo daogitmtiade é a verificacdo da
frequéncia do Indice Mitético (IM) e a analise d#emmcBes celulares
morfoldgicas indicativas de morte celular (CUCHIARRaI., 2012).

Avaliando-se o IM, analisa-se a capacidade doarosgno
multiplicar suas células. A interrupcao da divis&tular impede a germinacao
da semente, caracterizando um efeito téxico quea éewndividuo a morte. A
inibicdo da divisdo geralmente ndo leva o organismonorte, mas pode

interferir no seu desenvolvimento devido a sigatiita quantidade de células
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em processo de morte, caracterizando assim unp efgdgtoxico (LEME e
MARIN-MORALES, 2009).

7

O termo genotoxicidade € designado para danos nieriala
genético, seja em estruturas cromossomicas ou uagde DNA, provocados
por um agente. No entanto, essas alteracdes poeerpassiveis de reparo.
Essas alteracfes podem ser as seguintes: C-metafatafases com aderéncia,
metafase com perda cromossémica, anafases como,at@eydas de
cromossomos e pontes cromossdmicas (FIGURA 2.6surAs-se esta
classificacao por nao se saber, com seguranca,ssedeavacdoes dessas
anormalidades levardo a efeito mutagénico (efeitamparaveis) ou se ha
possibilidade de correcdo desses erros, ndo nedaltam uma célula com
mutacdo. Contudo, a presenca dessas alteracOesngplocks que a substancia

teste tem acdo sobre o material genético (LEME &NAMORALES, 2009).
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FIGURA 2.6: Exemplos de células meristematicas normais e afieeacromossémicas em
células meristematicas daéllium cepa A:Nucleo interfasico normal, Al:Micronucleo na
intérfase, B:Profase normal, B:Profase com micrten)cC:Metafase normal, C1l:Metafase
com aderéncia cromossdmica, C2:C-metafase, C3:Mstapoliploide, C4:Metafase com
guebra cromossémica,D:Anafase normal, D1:Anafase monte cromossdmica, D2: Anafase
multipolar, D3:Anafase com perdas cromossomicasgyeE: Telofase normal, E1: Tel6fase
com atraso cromossomico, E2: Telofase com pont@massdmica, E3: Teléfase com ponte
(cabeca de seta) e perda cromossOmica (seta).

Fonte: adaptado de LEME e MARIN-MORALES, 2009.
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As alteracbes cromossdmicas sao induzidas por egent
clastogénicos (indutores de quebras no DNA) ouggantes aneugénicos, ou
seja, agueles gue interferem no fusomitético, rié@mado diretamente 0 DNA,
mas podem causar erros durante a segregacaocroamcsS@GRANT et al.,
1981).

Nos ultimos 30 anos, o teste de Alteracdes Cromaissd (AC) no
sistema teste deAllium cepa tem sido amplamente utilizado para o
monitoramento ambiental, atuando como um biomarcade efeitos
genotoxicos induzidos por agentes possivelmentedex Deste modo, esse
teste tem apresentado posicao de destaque en@stes recomendados por lei
para avaliacdo de agentes genotoxicos (MATEUCA. e2@06). Esse teste tem
sido satisfatério na correlacdo entre a avaliacd® AC e o subsequente
desenvolvimento de cancer: pessoas com elevadapéfreias de AC
apresentam risco significativo de desenvolvimemrtacd@hcer (OBE et al., 2002).

As AC sdo uma das consequéncias biolégicas dasedm aos
agentes quimicos genotéxicos, representando a pmiteel de uma grande
variedade de altera¢cfes induzidas no material igenéésultantes da atuacdo de
diferentes mecanismos de reparo das quebras do [HNyAsar de varios
mecanismos dereparo das cadeias de DNA estarentvielogp muitos deles
podem n&o ocorrer de maneira correta, induzinddtexaedes no DNA e,
consequentemente, a alteracdes cromossomicas (FEEIET al., 2000).

Embora existam poucos estudos sobre a citot@deid de
nanoparticulas em mamiferos e linhas de célulasahas) quase ndo existem
relatos sobre o comportamento genotdxico e citotdxie nanoparticulas em
células de plantas.

Dessa forma, KUMARI et al. (2009) investigaram ogpactos
citotoxicos e genotoxicos de nanoparticulas deapuiizando Allium cepa
como organismo indicador. Quatro diferentes comaedes (25, 20, 75 e 100

ppm) de nanoparticulas de prata (abaixo de 100 extardanho) e inferiram a
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partir desse estudo que as nanoparticulas de podtriam penetrar na planta
podendo prejudicar as fases de divisdo celular acaigs ponte, multiplas
guebras cromossémicas e desintegracao celulaesbkados também sugerem
que plantas, sendo uma importante componente @ssistemas, precisam ser
incluidas quando se avalia o impacto toxicologievah donanoparticulas no
meio ambiente.

E preciso avaliar o comportamento das nanop#atiale prata de
tamanhos e concentracdes diferentes a fim de camgam resultados da

literatura.

2.7.2. Testesin vivo: utilizacdo de ratos Wistar

A experimentacdo animal na pesquisa cientifieca t®ntribuido
para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologiamars de varias espécies tém
sido utilizados nos udltimos tempos, sendo o camogolee 0s ratos 0Ss mais
intensamente utilizados e os mais conhecidos ticartiente (CHORILLI et al.,
2007).

Os ratos representam cerca de 20% do numerodmtahimais de
laboratorio utilizados em pesquisas cientificast &rem animais pequenos
apresentam tamanho apropriado para criacdo e niacdioy além de
demandarem de pouco espaco; adaptam-se facilmemeoa ambientes e nao
demonstram estresse com mudancas; apresentam lmigty sdo de facil
manejo; possuem um breve periodo de gestacdo (lia&)l seu tempo de vida
€ estimado para no maximo 3 anos, permitindo ques/ageracdes sejam
estudadas em curtos periodos de tempo.

Além disso, os ratos possuem a genética muitecr entre si e
ISSO permite uma uniformizacdo dos resultados degeramentos. S&o
geneticamente e biologicamente parecidos com ass dammanos. Por este

motivo, substancias testes podem ser utilizadas lbastante eficacia, pois
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muitos de nossos sintomas podem ser aplicadosetpgepos roedores. Como
0os estudos com ratos ja acontecem ha décadas, nasquaudancas
comportamentais sao percebidas facilmente, poisasatomia, fisiologia e a
genética ja sdo bem conhecidas pelos cientistaRKWESS e WAGNER,
1993).

YU et al. (2013) demonstraram que nanoparticdéaprata podem
causar toxicidade potencial para modelos vivos.nAsoparticulas de prata
podem acumular-se na cadeia alimentar, o que anisco de um efeito direto
sobre os organismos vivos. Também pode provocaeaiose de tecidos
humanos e afetar a atividade de componentes elarasrgm células humanas
(PULIT et al., 2011).

KIM et al. (2008) mostraram que ratos toleraram edogle
1000mg Kg' de nanoparticulas de prata sem alteracées sifiifis na massa
corporal mas com aumento da fosfatase alcalinssentl@is de colesterol com

doses acima de 300mg kgndicando altera¢des funcionais do tecido hepatic

2.7.3. Ecotoxicidade em organismo aquatico

Os estudos de toxicidade de substancias no meétiegjlimitam-
se ao uso de organismos representativos de caelatmdifico como bactérias e
algas (ex.Chlorella pyrenoidosa, Microcystis aerugindsanicro-crustaceos
(ex. Daphnia sp, Gammarus lacusfri:2 peixes (ex.Carassius auratus,
Gambusia affinis Estes organismos sdo adequados para determinagao
exemplo, de letalidade, contudo carecem de avalidedutros aspectos, sinais
e sintomas, que podem ser encontrados em mam{ff6$EREGGER, 2007).

Os produtos contendo nanoparticulas estdo susisetd sua
liberacdo para o meio ambiente, podendo causacumadacao. Apesar da
maior parte da prata presente nas aguas de sugpedicoriginada da lixiviacao
natural, concentracdes elevadas desse metal pateassociadas a um descarte
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irregular. A biodisponibilidade e a bioacumulac&omnénoparticulas de prata por
todos os organismos dependem do tamanho, formestado de agregacéo da
particula.

O microcrustace®@aphnia Similistambém conhecido como pulga
d’agua, é amplamente utilizado em estudos de dcotogia aquatica para
avaliacdo da toxicidade aguda, devido a sua alsilikdade. Seu uso é
recomendado por varios 6rgaos internacionais (OEZ2I4; EUROPEAN
COMMISSION, 2002). Além disso, uma vez que esseauicstaceo esta na
parte inferior da cadeia alimentar nos ecossisteasgsticos de agua doce,
gualquer alteracdo na sua qualidade ou quantidagmpulacdo pode resultar
em alteracdes nas populacdes de outros organisuascs.

E um organismo plancténico com reproducéo partariog@atinge
no maximo 3,5mm e alimenta-se por filtracdo de nateorganico em
suspensdao. O teste de toxicidade aguda é um exgedrde curta duracdo que
proporciona rapida resposta por meio de paramebidgicos como
imobilidade dos organismos aquaticos. Seu prinapbgtivo € determinar as
ConcentracOes Efetivas ou Letais Médiass(@HE Clsg) em tempo reduzido de
exposicao, que geralmente varia entre 24 a 96 hdsas definidas e
padronizadas como a concentracdo do agente toxieo cqusa 50% de
mortalidade na populacdo de organismos submetiddeste. Os testes desta
natureza disponibilizam informacfes basicas pardaro®uestudos mais
criteriosos como os testes de toxicidade crbnicaavaliacdo de risco
ecotoxicolégico.

Testes de toxicidade crbnica sao experimentos mgalauracao,
que visam ao estudo dos efeitos ndo letais nosisrgas aquaticos, a partir da
sua exposicao prolongada a concentragdes sub-leimtes efeitos séo
geralmente avaliados por meio de andlises espexifi¢Chistoldgicas,
hematologicas, comportamentais, etc.), utilizadas @ deteccdo de alteracbes

cronicas, tais como: disturbios fisioldgicos, defmtades em tecidos somaticos
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e/ou gaméticos, alteracbes no crescimento e regdioddo organismo, dentre
outras (CRANE et al., 2008).

Embora a toxicidade de nanoparticulas de pratatsiolo estudada
em organismos aquaticos, tais como Daphnia e aldipts de peixes
(FABREGA et al., 2011; LABAN et al., 2010), as aamisticas distintas de
nanoparticulas (por exemplo, do método de prepayaginanho e forma)
podem alterar os seus efeitos sobre 0s organismos,\0 que leva alguns
cientistas a sugerir que a toxicidade destes nawateriais precisam ser
investigados caso a caso.

BILBERG et al. (2010) estudaram os efeitos in ovide
nanoparticulas de prata em peixes, indicando quépas entre 10 e 80 nm
afetaram o desenvolvimento precoce dos peixes.

Assim, com a presenca crescente de nanomatemajgodutos de
consumo, grande quantidade de nanoparticulas podem liberadas e
eventualmente entrar em sistemas aquaticos, sejecionalmente ou por acaso,
0 gue representa sérios riscos possiveis para eat@bPortanto, investigar o
potencial de toxicidade aquatica de nanomateriaisoti-se uma questao
importante, sendo um estudo complementar dos sfal@sses materiais

nanoparticulados

37



38



3. MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo sdo descritos os procedimentos miessi de
nanoparticulas de prata-PVA, filmes de carboximoelillose e
carboximetilcelulose/nanoparticulas de prata-PV@uas caracterizacdes, assim
como a avaliacdo da atividade antimicrobiana dg8es filmogénicas frente a
Enterococcus faecalis e Escherichia colvaliacdo da genotoxicidade e
citotoxidadein vivo em células de cebol&l{ium cepg, em ratos Wistar e
ecotoxicidade em microcrustacdaaphnia Similis

Durante o desenvolvimento deste trabalho de tesehdm foram
sintetizados sistemas de CMC/Nanoparticulas deospnta para avaliacdo da
atividade antimicrobiana. Como o foco deste trabdth o estudo de sistemas
com atividade antimicrobiana, os resultados destaiactes preliminares nao
foram apresentados nesta tese, pois nao houvdaatesiantimicrobiana para os

compostos CMC/Nanoparticulas de quitosana.

3.1. Materiais

Os reagentes utilizados nas sinteses de nanopastiforam de

pureza analitica e estdo listados a seguir:

3.1.1. Sintese de Nanoparticulas de prata e solucbes

filmogénicas

- Nitrato de prata (AgN¢) - Sigma Aldrich (St. Louis, USA);

- Poli(alcool vinilico) (PVA) - Mw = 78.000 g md) - 98%
hidrolisado - Sigma Aldrich (St. Louis, USA);

- Borohidreto de sodio (NaBji- Sigma Aldrich (St. Louis, USA);
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- Carboximetilcelulose sddica (CMC) Grau de subgtio 0,75 -
Denver Industria e Comércio Ltda (Cotia-SP).

3.1.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para a preparacdo do meio de cultura LB (LuriatBrdbram
utilizados:

- Triptona 10g [%; Extrato de levedura 5g™t Cloreto de sodio
5g L' e Agar-agar 15g L (para o meio sélido) - Hi-Media Laboratories Ltda
(Mumbai-india);

As bactérias utilizadas foram:

- Enterococcus faecalisCCCD E002) eEscherichia coli(ATCC
25922) - Cefar Diagnostica Ltda (Sao Paulo-SP).

3.1.3. Genotoxicidade e citotoxicidade em células de

Allium cepa

Os materiais utilizados nos ensaios foram:

- Sementes dallium cepaadquiridas comercialmente, sendo que
em todos o0s Dbioensaios foram utilizadas cebolas d®sma
procedéncia(variedade Baia periforme);

- HerbicidaPremerlin 600 (trifluralina) - Milénia Agrosciénsi&.A
(Taquari-RS);

- Reagente de ShiffSigma-Aldrich(St. Louis, USA);

- Acido acético P.A.; Acido cloridrico P.A. e Aldogtilico absoluto
- Chemco Industria e Comércio Ltda (Hortolandia:SP)

- Carmim em po Sigma-Aldrich(St. Louis, USA).
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3.1.4. Toxicidade em ratos Wistar

Os animais utilizados nos ensaios de toxicidadenfor

- Ratos Wistar jovens, com massas aproximadas 0el138 —

Embrapa Meio Ambiente (Jaguariina —SP).

3.1.5. Ecotoxicidade em microcrustaceoDaphnia

Similis

- Daphnia Similis com idade inferior a 24 horasEmbrapa Meio

Ambiente (Jaguaritina —SP).

3.2. Métodos

Na FIGURA 3.1¢ apresentado o fluxograma dos ensaalizados

nesse trabalho.

Sintese

/\

NPAg/PVA e Solucdes CMC 1% e CMC/NPAg/PVA Filmes CMC 1% e CMC 1%/NPAg/PVA

Caracterizagé’p: Espectro;copia UV-Vis; gra‘rézggesr::zéa"gnai?;sl’ s
;’artnanhol ;_n etc:o das particulas; Permeabilidade ao vapor de dqua;
Lashte Dot Propriedades mecanicas;
MEV FEG.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

I Testes de toxicidade, genotoxcidade e ecotoxicidade I

FIGURA 3.1: Fluxograma contendo os ensaior realizados dueaatecucao do trabalho.
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3.2.1. Preparacédo da solucdo de Nanoparticulas de

Prata-PVA e solucdes filmogénicas

As nanoparticulas de prata foram sintetizadasqaygao da reducéo
guimica de ions prata (AgNDpor um agente redutor (NaBHa presenca de
um agente estabilizante (PVA), seguindo metodolaggaptada de NETO
et al. (2008) e MBHELE (2003).

Foi necesséario o aquecimento a 80°C da solucaermmtPVA
para sua total solubilizacdo. Todas as solucOemnfgoreparadas com agua
ultrapura (grau Mili-Q).

Em seguida, 10 mL de solucéo de nitrato de pr&8gol. * foram
adicionados a 20 mL de solucdo de PVA 0,24 resfriado e sob agitacéo
constante de 1400 rpm. Em seguida, adicionou-semilde solucéo de
borohidreto de sodio 0,04¢'LA preparaco foi feita sob abrigo da luz, a fien d
se evitar a oxidacdo dos ions prata. Uma soluc&dalL de NPAg-PVA foi
obtida para posterior obtencao de cada filme.

A solucéao tornou-se amarelada imediatamente ap&s do agente
redutor, confirmando a formacdo das nanoparticulasndo mantida
sobconstante agitacdo a temperatura ambiente. dc&mlfoi estocada em
frascos ambar e mantiveram-se estaveis por 2 mdésesoncentracdo de
nanoparticulas foi 12,40ug ML Para obtencdo da solucéo filmogénica de
CMCl/nanoparticulas de prata (CMC/NPAg-PVA), adicioise 1% de CMC
(m/v) a solucéo de nanoparticulas de prata. A &oldilmogénica de CMC 1%
(m/v) puro também foi obtida por solubilizacdo dolimero em &agua. No
APENDICE 1 encontram-se os céalculos referentes &dengBo das
nanoparticulas de prata, solucbes filmogénicaslimedi A formacédo das
nanoparticulas foi acompanhada pela bgsidamonem aproximadamente 400

nm por espectroscopia UV-Vis.
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3.2.2. Preparacéo dos Filmes

Para o preparo dos filmes empregou-se a téccasting que
consiste no preparo da solucéo filmogénica demitzsiéen um suporte, seguida
da secagem do solvente. O controle da espessufénaes foi feito com auxilio
de um espacionamento.

ApoOs o preparo das solucdes, estas foram vertmare placas de
poliéster (30x30 cm) e secas por 24 horas a temyparaambiente
(FIGURA 3.2). Apos os filmes secos, estes foramragbs das placas e
alocados em sacos plasticos, para posterior caragi@o. Cada filme foi obtido
a partir do volume resultante da solucao contend®/a, AgNO; e NaBH.
Assim, cada filme continha 40 mL de solugcéo de parteculas de prata com
adicéo de 1% (m/v) de CMC.

CMC 1%

-

Solucdo NPAZ-PVA Filme CMC/(NFAZ-PVA)

agitacdo

FIGURA 3. 2: (A) Sintese de NPAg-PVA e filme CMC/(NPAg-PVA) e)(Bime CMC.
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3.2.3. Caracterizacado das Nanoparticulas de Prata-

PVA e das Solucgodes filmogénicas

3.2.3.1. Espectroscopia UV-Visivel (UV-Vis)

A caracterizacdo das nanoparticulas de prata-Pvangb a técnica
de espectroscopia no UV Visivel. Os espectros foodotidos a partir das
solucdes aquosas usando um espectrofotdmetro degab2JV-Vis (Shimadzu
UV-Vis 160-1PC), na regiao de 300 a 800 nm, em taubde quartzo com 1 cm

de caminho 6tico e utilizando-se dgua como branco.

3.2.3.2. Analise do Tamanho médio das particulas

O tamanho médio das particulas foi determinado mpero de
Espalhamento de Luz Dinamico (DLS), utilizando aiipgmento Zetasizer
Nano ZS, Malvern Instruments (Inglaterra), capazddeerminar tamanhos de
particulas entre 0,3 nm até 10 um. As analisesnfoi@tas nas solucdes
contendo nanoparticulas de prata, com medidasigndta.

Nesta técnica, o tamanho das particulas é medd
espalhamento de luz em um modelo de esfera difusg& movimenta em meio
aquoso, devido ao movimento Browniano, de modo gueelocidade da
particula no meio determina o0 seu tamanho (paa$coiaiores movem-se mais
lentamente e espalham mais o laser; particulas neenge movem mais
rapidamente e espalham menos o laser). Uma fosde ilacide sobre a amostra,
que espalha luz . A intensidade da luz espalhadarmoconjunto de particulas
sofre flutuacbes ao longo do tempo. Esta flutuagaointensidade de luz
espalhada ocorrera com maior velocidade quandspe&rsido contiver particulas

pequenas, devido ao fato de estas se movimentagsrapidamente que as
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particulas maiores. Assim, sdo analisadas essasdfies, estimando assim a
velocidade das particulas em solu¢do. Com ess&s,dagartir da equacao de
Stokes-Einstein (equacdo 3.1), obtém-se o tamanbkdiomdas particulas
(SCHARTL, 2007).

Equacédo de Stokes-Einstein

D= kT (equacéo 3.1)
onrug

Onde:

Dag= difusividade de A em solucéo diluida em B
k = constante de Boltzmann (1,38xf@rgs K

T = temperatura absoluta

r = raio da particula

M= viscosidade do solvente

3.2.3.3. Analise do Potencial Zeta

A anadlise do Potencial Zeta das solucdes filmogé&nioi realizada
para avaliar a estabilidade da solucéo. O equipametilizado foi 0 mesmo
para a determinacdo do tamanho das particulasiZatasodelo Nano ZS da
Malvern Instruments). As medidas foram realizadagrelicata.

A estabilidade total de um coldide vai dependeisele potencial
total (Potencial Zeta), que é a soma do potencisiidd ao solvente, do
potencial atrativo e do potencial repulsivo. Pa&® wcorrer o fendbmeno de
aglomeracao, o potencial repulsivo deve ser maierajpotencial atrativo. Esse
potencial é influenciado por mudancas na interfaoen 0 meio externo,
decorrente da dissociacdo de grupos funcionaiemeEs na superficie ou da
adsorcéao de espécies idnicas do meio de disp&lsaese uma camada ao redor
da particula (dupla camada elétrica) que diferebdik da solucdo. Sob

movimento Browniano, essa camada se move como [plart@articula. O
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potencial zeta é o potencial nesta camada e éndeteio por medidas de
mobilidade eletroforética, que correspondem a vwedoe das particulas em
suspensdao quando submetidas a um campo elétri@nt@unaior a carga
superficial, maior sera a velocidade com que asicodas se deslocam em
direcdo aos eletrodos de carga oposta. O potereial € relacionado com a
mobilidade eletroforética pela equacdo de Henrwdego 3.2) (SCHARTL,
2007).

A estabilidade de particulas ocorre quando o ddgpotencial Zeta
€ menor ou igual a -25mV ou maior ou igual a 25m¥so contrario, a
aglomeracao ira ocorrer (SCHARTL, 2007).

Equacéo de Henry

Ue = 2ezf(ka) (equacéo 3.2)
3

Onde:
EU= mobilidade eletroforética

€ = constante dielétrica

Z = potencial zeta

f(ka) = fator de correlacéo que depende da fongg@ddo meio e
do tamanho das particulas

n = viscosidade

3.2.4. Caracterizacéo dos filmes

3.2.4.1. Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV/FEG)

A morfologia das particulas no filme foi analisaolar meio da

Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV/FEG). P#&so, utilizou-se um
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microscopio JSM-6701F(Jeol). As amostras foram sliggadas em porta-
amostras de silicio contendo fita de carbono eb&tas com ouro e foram

analisadas a 1,5 KV.

3.2.4.2. Solubilidade dos filmes em agua

A percentagem de solubilidade dos filmes em agualitda por
meio do procedimento descrito por GONTARD et aP9). Para isso, 0s
filmes foram cortados em disco (2 cm de diamefeysados e secos a 100 °C
durante 24 horas. Os filmes foram entdo imerso$@mL de 4gua contendo
tracos de azida de sédio (0,02% m/v), para prev@giescimento microbiano,
sob lenta agitacdo por 24 horas (20 °C). A partBlme insoluvel foi separada
por centrifugacéo a 5000 rpm e posteriormente sd€HEs °C -24 horas) para a
determinacdo da massa seca que nao foi solubilizAdenassa de filme
solubilizada foi calculada pela diferenca da massdal de matéria seca e
massa da matéria seca néo solubilizada e repocmma a percentagem de

filme solubilizada em agua (equacéao 3.3):

Solubilidade filme em égua (%)iﬁ}:a inicial— M seca n3o solubilizada (x100) (equa(}éo 33)

M seca inicial

Todos os resultados foram submetidos ao testdstisiade Mann-

Whitney, seguindo o nivel de significancia de 0,05.

3.2.4.3. Analise de Espectroscopia de Infravermelho

com Transformada de Fourier FT-IR

Para analise da Espectroscopia de Infravermelholeansformada

de Fourier, as amostras secas foram pastilhadadmmeto de potassio (KBr).
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Os espectrosforam obtidos no espectrofotdmetroifPEtkner, modelo Paragon
1000 (USA), registrando 128 varreduras de 40000ac#®', com resolucdo de
2 cni.

A Espectroscopia no Infravermelho foi utilizadangrpalmente
para determinacdo das interacdes entre as namopastie prata e o polimero,

por meio de deslocamentos de bandas de gruposfagiespecificos.

3.2.4.4. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua € comumenteerafi@ada
como WVP (Water Vapour Permeability) e para a starchinacdo utilizou-se
o0 método ASTM E96-92 modificado (MCHUGH et al., 399 nicialmente, os
filmes tiveram suas espessuras medidas por pagoie@t 5 pontos diferentes
do filme. Cada filme foi cortado em formato cirau{d cm de diametro), sempre
em triplicata. Os filmes foram presos entre duasad de Teflon, onde foram
adicionados 6 mL de agua destilada na parte inganplaca inferior. O filme
foi colocado de forma a cobrir essa agua, semreatnacontato com a mesma,
sendo fixado na parte superior da placa. As pldossm colocadas em
dessecadores com silica gel, para controle de dmides quais foram alocados
com ventilagdo e temperatura de 25 °C. As massas cdulas foram
periodicamente medidas para calcular a percentagenumidade relativa
(equacdes 3.4 a 3.6) e, consequentemente, a pelidexib ao vapor de agua
(equacao 3.7) (AOUADA, 2009).

Velocidade transmissdo vapor de agua (WVTR) = perassa por tempo(equacao 3.4)
Area do filme

WVTR = MWxPxDxIn[(P-p)/(P-p1)] (equacao 3.5)
RXTxz

Umidade Relativa =jx 100 (equagao 3.6)
1p
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onde: MW (massa molecular da dgua 18 g'ingl P (presséo total do sistema
1 atm), D (difusividade do vapor de agua atravéardm 298K =0,102fs%), p,
(presséo de saturacdo do vapor de 4gua na tempetlatensaio = 0,0313%m),
p. (pressdo parcial na parte inferior do filme), Rn@ante dos gases ideais =
82,1x10° m* atm g' mol'* K™, z (altura média atingida pelo gés inerte).

Assim, por meio da pressdo parcial da parte deobde filme,
consigo calcular a velocidade de transmissdo doorvage agua e,

consequentemente, a permeabilidade ao vapor dg\AQLR).

WVP = WVTRxL (equacio 3.7)
(P2-p3)

onde L (espessura média do filme) ey (presséo parcial do vapor de agua do

lado superior do filme).

3.2.4.5. Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo, deformacéo na ruptura ithaed e modulo
de elasticidade foram obtidos segundo o método D@83TM, 1995),
utilizando uma maquina universal de ensaios mec&niEEMIC (modelo
DL3000). Os filmes foram cortados em corpos de pm@tangulares (2x10 cm)
e mantidos em dessecador durante 48 horas a 24té€ @o inicio dos testes. O
equipamento foi dotado de uma célula de carga d¥N5® velocidade de
tracionamento de 5mm niin

A resisténcia a tracdo foi calculada por meio daaego 3.8 e a

deformacao na ruptura de acordo com a equacéao 3.9.
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Resisténcia a Tracdo = F (egaa&;8)

w

onde F (valor da forca de ruptura) e S( area seatdo filme).

Deformacéo =L - b (equacéao 3.9)
Lo
onde L (comprimento de deformacao do filme duramtexperimento) e J-
(comprimento inicial do filme).
O modulo de elasticidade foi calculado por me# idclinacao

inicial da curva obtida tensao/deformacao.

3.2.4.6. Analises Térmicas

A Termogravimetria (TG) € uma técnica utilizadagpsaerificar a
mudanca de massa de uma substancia em funcao idedeada temperatura,
enquanto submetida a uma programacao controladapa@lho utilizado foi
TGA Q-500 (TA Instruments). Foram utilizados 3 mg dada amostra em
porta-amostra de platina. A programacaoutilizadafémxa de temperatura 10 a
600°C, com razdo de aquecimento del0°C'msob vazdo dindmica de
nitrogénio na balanca(40 mL miij e ar sintético no forno(60mL mith

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) isfga a energia
calorifica absorvida ou liberada pela amostra daram aquecimento ou
resfriamento , em relacdo a uma amostra de refaréAs curvas DSC foram
obtidas utilizando-se um equipamento DSC Q100 (figtruments), utilizando
porta-amostras de aluminio com tampa contendo asteas (aproximadamente
3 mg de amostra). A programacao utilizada parastedaanalises foi: faixa de
temperatura -50° a 230 °C, sob atmosfera dinangaatotbgénio (50 mL min)

e razdo de aquecimento de 10 °Chin
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3.2.4.7. Colorimetria

A coloracdo dos filmes foi determinada com um datetro
Minolta (CR 400) (Minolta, Jap&o). Os valoresld&, a *, b * e 4E de cada
filme foram avaliados por meio de medidas de r@fleila. Para a calibracao do
instrumento foi utilizado um fundo branco-padraérdeo.

A partir do espectro de reflectancia da amostrdeps-se obter os
parametros colorimétricos L*(luminosidade), a* ¢nsidade de vermelho e
verde) e b* (intensidade de amarelo e azul) detexdus pela CIEGomission
International de [I'EclairagCIE, 1986). Os valores de L* a* e b*
matematicamente combinados permitem medir a dorantdo a escala de cores
Hunter Lab. A diferenca total da coAH) foi calculada da seguinte forma

(equacao 3.10):

AE= (AL? + A& +Ab?%)°? (equac&o 3.10)

onde:AL (I—padréo_ Lamostre)y Aa (Ebadréo_aamostra eAb (bpadréo_ bamostra-

Os valores de branco-padrao medidos foram: L (96,%5)0,16) e b
(+1,96). Foram feitas 5 medidas em cada filme, saratia amostra realizada
em triplicata.

Por este sistema, uma cor tem uma unica localizas@ecifica
numericamente em um espaco tridimensional esfédetnido por trés eixos
perpendiculares como ilustrado na FIGURA 3.3.

O eixo L* (luminosidade) varia do preto (0) ao lar§100); o eixo

a*, do verde (—a) ao vermelho (+a) e o eixo b*adol (—b) ao amarelo (+b).
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L=100

L=0

FIGURA 3.3: Parametros do sistema de cores da CIELAB.
Fonte: YUAN et al., 2007.

3.2.4.8. Andlise estatistica

Para a realizacdo dos testes de caracterizacdom fteitas trés
medidas de cada sistema, a fim de se confirmaradesdobtidos. Todos os
resultados foram submetidos ao teste estatisticepaéamétrico de Mann-

Whitney, seguindo o nivel de significancia de 5%.

3.2.5. Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realzasseguindo a
metodologia do National Committee for Clinical Laskry (NCCLS,
2003).Inicialmente, na avaliacdo da atividade autihbiana, foram feitos os
testes de halo de inibicdo (método da difusdo eam).ayeste método, durante a
incubacado da placa de Petri a uma temperatura adaqara o crescimento do
microrganismo teste, o agente antimicrobiano sdiiegsao do disco de papel
para 0 meio solido. Um halo (zona transparentehidedo € formado em volta
do disco, onde nao crescem colbnias de microrgasis@® didametro do halo de

inibicdo é proporcional a capacidade de inibicaontyorganismo pelo agente.
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Todo o material utilizado foi inicialmente autock@o para
eliminacdo de contaminantes. Para padronizar aid#gles do inoculo
bacteriano, fez-se uma solucdo padréo de turbidezifato de bario, conhecida
como Solucéo Padrao de McFarland 0,5. Sua densfdaderificada utilizando
espectrofotometro UV-Vis, em comprimento de ondeli@g 625 nm.

Foram utilizados papéis de filtro, previamente rdstados,
embebidos nas solucdes filmogénicas, com 0,5 cdhateetro. Posteriormente,
quatro discos foram dispostos em placa de Pettendo o meio de cultura com
agar (pH 7,0) inoculado com as bactérias de irdere&®m uma concentracao de
bactérias igual a 20UFC mL* (Unidade Formadora de Colénias), relativo ao
padrdo de McFarland, para cada microrganismo aditizEm seguida, as placas
foram mantidas a 37 °C durante 24 horas (temper&deal de crescimento para
E. faecalise E. coli). As placas foram avaliadas pela formacao da phigkicao
microbiana ao redor do filtro e o didmetro totdl feedido. A area de inibicao
foi definida como a diferenca entre a area totata®a de inibicdo e a area do
filtro. Ensaios de Controle positivo e Controle a@gp foram feitos em
conjunto para a validacdo do método.

Se uma zona de inibicao observada for maior quaml onefeito
antimicrobiano é classificado como bom. Se a amo&ttotalmente coberta
pelas colbnias de bactérias, a propriedade angihach ndo € suficiente, como
pode ser visto na FIGURA 3.4.
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Zona de inibicio > Tmm 4l Bom efeito

Zonade inibi¢ao <1mm iy Bom efeito

Ausencia de bacteria .
Bom efeito

abaixo da amosta

Bac.terlas limitadas Limitada

abaixo da amostra

Amostra é parcialmente

(50%) reabitada por Insuficiente

bacterias

Amostra é totalmente

(100%) reabitada por Insuficiente

bacterias

FIGURA 3.4: Niveis de capacidade antibacteriana do compostduagéo da presenca do
halo de inibicéo.
Fonte: FEITOR, 2010.

Apo6s verificada a acdo antimicrobiana dos filmeslizou-se o
teste da Concentracdo Minima Inibitoria (MIC). Ess&todo tem como base a
minima concentracdo do agente capaz de inibir scicnento bacteriano. A
observacdo do crescimento ou inibicdo das bactfriagalizada por meio da
turvacao ou nao do meio.

Séo feitas adigcbes de solucdo filmogénica CMC/(NPX@) ao
meio de cultura (pH 7,0) previamente inoculados @oivactéria de interesse
(10° UFC mL"Y), totalizando um volume final de 10 mL, conform@ABELA
3.1. O controle positivo contém 10 mL do meio ddtuta com bactérias

inoculadas e o controle negativo é constituido ap@elo meio de cultura.

TABELA 3.1: Volume e concentracao das solucdes-teste CMC/(NPWA) no teste MIC.

Solucédo Volume Massa de Volume final Concentracéo final
CMC/(NPAg-PVA) (mL) prata (1Qg) (mL) Ag
(g mL?)
A 0,05 0,62 10 0,06
B 0,1 1,24 10 0,12
C 0,2 2,48 10 0,24
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Posteriormente, foram deixados para incubacao ‘C3urante 24

horas. ApOs esse periodo, analisou-se a turbidealdgao.

3.2.6. Avaliacao da Toxicidade

3.2.6.1. Testesin vivo utilizando sementes deAllium

cepa

A metodologia deste trabalho dos testegivo utilizando sementes
de cebola Allium cepa para avaliacdo de citotoxicidade e genotoxicidiade
baseada no trabalho de LEME e MARIN-MORALES, 20089.

A utilizacdo de testes controle é necessaria paeasg possam
estimar as variacfes naturalmente encontradasrgagismos testes e também
as respostas que estes possam apresentar diasitead®es experimentais. O
herbicida Trifluralina é comumente utilizado comontole positivo
(0,075g L)), devido a sua conhecida atividade mutagénica. cCaontrole
negativo utilizou-se apenas agua deionizada (mili-Q

As sementes deA. cepa sdo submetidas a germinacdo em
temperatura ambiente, em placas de Petri recobedas papel de filtro
umedecido com agua deionizada (mili-Q). Quandaadfculas atingiram 2 cm
de comprimento, foram transferidas para frascosbextos com papel aluminio
e expostas ao tratamento com as concentracfesodaotpra serem analisadas
por um periodo pré-estabelecido (24 horas). Cadadrcontinha 10 radiculas.

As solucdes teste foram: Controle positivo, Coetrokgativo,
solucao filmogénica CMC/(NPAg-PVA) com concentragd® prata igual a
1,24ug mL* (Cl= concentracdo 1 de nanoparticulas de prataplecdo
filmogénica com concentracdo de prata igual a {i8,4nL* (C2 = concentrac&o
2 de nanoparticulas de prata).
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Apobs as 24 horas de exposicao, as raizes foranhefixeom fixador
de Carnoy (alcool etilico: acido acético 3:1). Apostapa de fixacao, as raizes
foram removidas do reagente, lavadas com agualatkste submetidas a
hidrélise 4cida em uma solucdo de HCI 1M durantarfutos a 60 °C, a fim de
facilitar a coloracdo na etapa seguinte. Nesta etafaa, as raizes foram lavadas
e colocadas em contato com o Reativo de Schiffnderd horas em local
escuro. Lavam-se novamente as raizes até retdaraexcesso de corante. A
regido meristematica das raizes foi cortada, cdksasobre uma lamina
juntamente com 1 gota de carmim acético 2% e cabedm uma laminola, que
foi utilizada para pressionar levemente e causspalhamento das células. As
laminas foram examinadas em um microscépio Opiiarl(Zeiss Microscoy,
NewYork), com contagem meédia de 5000 ceélulas tqtara cada concentracéo
estudada.

Os resultados do teste foram calculados pelo inditético (ac&o
citotoxica) e indice de Alteracdes Cromossémicasddagenotoxica) das
solucdes filmogénicas com e sem nanoparticulagata.prodos os resultados
foram submetidos ao teste estatistico ndo-paramoéie Mann-Whitney,

seguindo o nivel de significancia de 5%.

3.2.6.2. Testesin vivo utilizando ratos Wistar

Todos os procedimentos do presente estudo forahzades de
acordo com o Comité de Etica da Embrapa Meio Antbieo uso de animais,
seguindo os principios dos cuidados de animaialzaatorio.

Ratos Wistar, pesando 230+ 15 g obtidos da coldaieeproducéo
(Embrapa Meio Ambiente- Jaguariina, S&o Paulognfoalojados em gaiolas
de policarbonato, com acesso total a comida (Nulitd Chow) e agua de
torneira. As diretrizes nacionais e institucionpera habitacdo e tratamento

foram seguidas. Os animais foram mantidos em umesrt@bcom temperatura
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controlada (22 + 2 °C) a 70% de umidade com unodel luz / escuridao de 12
horas.

Segundo &nvironmental Protection Agen¢iPA), como ja citado
anteriormente, doses diarias de prata equivalenfegg kg de massa corpérea
Sao aceitaveis, com improvaveis riscos a saudesaliesma, trabalhou-se com
3 concentracfes da solucéo filmogénica contendopaaticulas de prata: dose
1 (1pugy mL™Y), dose 3 (3ug mL™) e dose 5 (5ug mL™). Como controle
negativo utilizou-se solucado de CMC 1%.

As solucbes foram administradas via oral, diaridmeam doses
graduadas, aos grupos de animais, por um period8 das, segundo guia para
testes quimicos (OECD 407, 2008). As solucbes foemministradas por
gavage, em dose Unica para os animais utilizanda cénula de intubacao
adequada. 10 animais (cinco fémeas e cinco mabtbrash utilizados para cada
dose (controle, dose 1, dose3 e dose 5).

Animais adultos jovens e saudaveis foram aleat@nen
designados para os grupos controle e tratamentoanBu o periodo de
administracdo, os animais foram observados de ,peatta dia quanto a sinais
comportamentais e da massa corporal. Todos os @sniaram inspeccionados
duas vezes por dia durante o decorrer do estudém Alisso, eles foram
monitorados de perto durante o periodo da manh&i&@9, cada animal foi

pesado e depois sacrificados numa camara de gas CO

Todos os animais sobreviveram até a data da negyagumendada
apo0s o periodo de alimentacdo de 28 dias. Obsevaedexames fisicos
semanais detalhados mostraram nenhuma toxicidaeiomada com o

tratamento em animais de ambos 0s sexos em todpsgt® grupos de dieta.

Todos os animais do estudo foram submetidos a utdpsia geral
pormenorizada que incluia o exame da superficierrextdo corpo, cavidades

toracica e abdominal e seus conteudos.
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Para cada um dos animais sacrificados no final stade, os
seguintes tecidos e orgaos foram dissecados egsesaniebro, figado, intestino
e ileo (parte final do intestino delgado). Os tesifbram mantidos em formol
10%, resfriadas (- 20 °C) e encaminhados parasanBilstopatologica e andlise
de quantificacdo de prata. Para o0 exame microszoms tecidos foram
embebidos em parafina, seccionados em 2 um e K@D hematoxilina e
eosina (H.E.) para confeccéo das laminas (RUEHLIEERT et al., 2003).

O teor de prata nos tecidos foi determinado pefdissn|ICP-OES
(Espectrometria de emisséo Optica com plasma aboitautivamente)(Rkin
Elmer Optima 7000 DV)A digestdo das amostras foi feita utilizando-sel@&ci
nitrico e perclérico. Preparou-se as curvas debregldio do aparelho com
solucédo padrao de prata e procedeu-se a leiturantiastras.

Fez-se tratamento estatistico pela Analise de Neie§ ANOVA) e
Andlise de Covariancia (ANCOVA) (quando necessasayuida pelo teste de
comparacao multipla deTukey, usarsdtwarevalidado SAS/STAT 9.3) (SAS

Institute Inc. 2011)Considerou-se um nivel de significancia de 5%.

3.2.6.3. Ecotoxicidade emDaphnia similis

A toxicidade aguda (24 e 48 horas) das solucor®giéEnicas foi
conduzida de acordo com o guia OECD (OECD, 2004nlidu-se o efeito
toxicolégico de solugdes contendo nanoparticulagpmga sobreD. similis
mediante determinacao da Concentracdo Efetiva S0ES{-24 e 48h), por
meio da imobilidade dos microcrustaceos.

Neste estudo, cada solucdo teste foi realizada mgphicdta,
contendo ao todo 20 organismos. Foram utilizadosates de idade inferior a
24 horas, pois sdo 0s mais sensiveis. Os invedebréoram previamente
cultivados em aquéarios de 40 x 25 x 15 cm, com &tpaorinizada com as

seguintes caracteristicas fisico-quimicas: pH dBeza total 111,0mgLde
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CaCQ e condutividade 0,38mS &mOs organismos foram mantidos em sala
climatizada sob temperatura controlada a 20+2%@inlasidade de 1.000 lux e
alimentados com algas das espéPBiesudokirchneriella subcapita&Chlorella
pyrenoidosa

Cada amostra continha um volume final de 30 mL. €aontrole
negativo utilizou-se a prépria dgua de cultivo.dBganismos foram expostos a
diferentes concentracdes finais da solucéo filmmgérD,01; 0,001; 0,0005;
0,0001; 0,00005 e O,OOOOlMgnL'l. A exposicao foi analisada apés 24 e 48
horas do tratamento,pela imobilidade dos organismos

Os resultados de imobilidade dos organismos facdifasentes
concentracbes do agente quimico foram submetidosindlise para a
determinacao da50-24 e 48h, e seus respectivos intervalos de arogdi a
95%, utilizando-se o programa Statgraphics PlusNU&ISTICS, 200
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Caracterizacdo das solucdes de nanoparticulas de

prata-PVA e solucdes filmogénicas

4.1.1. Sintese de nanoparticulas de prata-PVA e

solucdes filmogénicas

Pela sintese descrita no item 3.2.1., a dispersidoidal de
nanoparticulas de prata-PVA foi preparada e canbetdicelulose foi adicionada
para obtencdo das solucfes filmogénicas além de sangdo de CMC 1%
pura. Enquanto a reacdo ocorria, alguns testeslomporam feitos para a
verificacdo da total reducéo de AgAg.

A formacdo das nanoparticulas de prata pode séectdda
visualmente devido a coloracdo amarelada da sokigéeacdo esta descrita na
equacédo 4.1. A solucao coloidal apresentou um vE@H igual a 8, efeito dos
produtos da hidrolise do BH(BH,(OH), e BG,).

AgNO,  + NaBH, —> Agaq + NaNO, + 1/2H, +%BH,  (egdo 4.1)

A cor amarelada caracteristica observada na poitédal € resul-
tado da absorcéo da radiacdo eletromagnética eson@scia com oglasmons
de superficie. Essa coloracdo varia conforme o atoytas nanoparticulas, indo
do amarelo até cinza (coloracdo caracteristicaata pm escala macroscopica).
Esse fendbmeno de ressonancia de plasmon de sigeandio ocorre com
qualquer nanoparticula, ja que ha a necessida@détiens livres de conducao

em sua superficie, sendo o caso das nanopartidellpsata. As nanoparticulas
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metalicas possuem alta energia superficial, fawmdo termodinamicamente
sua agregacao imediata para formacao de ligacteas metal.

O borohidreto de sodio foi adicionado na propor@il com o
nitrato de prata. Em grande excesso pode atuaetanasbmo estabilizante. I1sso
ocorre pois os ions borohidreto adsorvem-se nasrfécips das nanoparticulas,
envolvendo-as e carregando-as negativamente. Esi@gas geram uma repulsao
eletrostatica entre as nanoparticulas, evitandeagtegacdo. Essa condicdo de
reacdo assim como tempo de agitacdo, velocidadeartidades relativas de
reagentes, deve ser rigorosamente controlada paloéeacéo de prata coloidal
estavel. A adicdo de um excesso ainda maior dehlveto pode aumentar a
forca iGnica do meio, facilitando a agregacdo dasiqulas (HYNING et al.,
2001).

SILVA et al. (2013) determinaram a melhor condig&csintese de
nanoparticulas de prata como sendo a relacdo MABNO;3:1.

Neste trabalho, a escolha da proporcao NABENO; 2:1 foi feita
de tal forma a utilizar uma menor concentracacedgentes que proporcionasse

efeitos satisfatorios nos testes aplicados.

4.1.2. Andlise de espectroscopia UV-visivel da

disperséo coloidal de nanoparticulas de prata-PVA

A sintese das nanoparticulas de prata-PVA podemaprovada
por analise espectrofotométrica por meio da obgérvda banda de ressonancia
plasmoénica de superficie das nanoparticulas (FIGURIA. Pode-se observar
uma banda intensa centrada em 399 nm, caractariiginanoparticulas de prata
com formato esférico, fazendo com que haja apemasado de oscilagdo dos
plasmons superficiais. A largura da banda relatersm estreita e simétrica
indica uma pequena distribuicdo do tamanho dascpkas. Para comparacao, o

espectro da absorcéo dos ions prata também é dmsk@go apds o processo
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de formacédo dessas nanoparticulas, a solucdo temamarelada, conforme

descrito no item anterior.
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FIGURA 4.1: Espectros de absor¢cdo UV-Vis para nanoparticulggata estabilizadas com
PVA e ions prata livres.

Especificamente para as nanoparticulas existgapentre a banda
de valéncia e a banda de conducéao, diferente dawrstde bandas do material
em escala macroscoépica. Essa mudanca de caracdedisimetal para isolante é
observada se as particulas metéalicas se tornanemas|w suficiente para que
efeitos de quantizacdo ocorram. A energia da radiagletromagnética
necessaria para promover elétrons da banda decial@ara a banda de
conducdo torna-se maior, ou seja, desloca-se palares menores de
comprimento de onda. Com excesso de ion$, Ag particulas se tornam
maiores e, consequentemente, essa energia desl@aass valores maiores de
comprimento de onda. Esse efeito € conhecido cdeito ede confinamento
qguantico e é responsavel pela mudanca de cor tnsiscomo observado na
coloragdo amarela das nanoparticulas de pratarediée da cor prateada
observada quando esse metal possui dimensfes o@ums (SOLOMON
et al., 2007).

De acordo com a teoria de Mie apenas uma Unicaabadgthsmon

€ esperada no espectro de absorcdo de nanopartiesiéricas enquanto
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particulas anisotropicas podem dar origem a duamais faixas dgplasmon
dependendo das formas diferentes das nanoparti€ulesultado pratico dessa
teoria € que para particulas de prata menoresajaa de 40 nm de diametro ira
mostrar um forte pico acentuado que esta localizedfaixa entre 380 a 420
nm. Este pico € o resultado de uma combinacao slergo e espalhamento de
luz devido as interacBes com o camp@smon(XIA et al., 2009).

O valor obtido neste trabalho é condizente comrealdescritos na
literatura para nanoparticulas esféricas, entre 25 nm, onde o comprimento
de onda maximo esta no intervalo 396 + 5 nm (MELGle 2012). Quanto
maior a agregacao das nanoparticulas de pratatanfmy maior o seu tamanho,
a banda se torna cada vez mais larga e com o maenabsorcdo deslocado
para maiores comprimentos de onda.

Os meétodos de reducdo podem variar quanto ao tpagente
redutor como da quantidade e concentracao destescbmo a temperatura de
reacdo, velocidade de agitacdo e duracdo do pmdesseducao. Os diametros
das particulas de prata resultantes da sintesendlpedessas condi¢cdes. No
trabalho de LIMA (2011), foi observado um pico des@cao em 390 nm,
referente a solucédo de nanoparticulas de prat@ denXsintetizadas via reducao
com borohidreto de sédio, mas sem utilizacdo deagemte estabilizante. Sem
adicdo de estabilizante, as nanoparticulas apeesenim pico em menor
comprimento de onda quando comparado ao pico apeeke pelas
nanoparticulas com uso de estabilizante. Esse fatle estar associado a
interacdo polimero/nanoparticulas, gerando mudamgasanda plasmonica
resultante.

SABATINI (2007) sintetizou nanoparticulas de praitidizando
borohidreto de s6dio em meio alcodlico (2-propanahetanol) e verificou que
houve um deslocamento do maximo de absorcéo pagid do vermelho, ou
seja, regido de menor energia quando comparadagas@reparadas em meio

aguoso. As possiveis causas deste deslocamentm pedatribuidas a presenca
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de particulas apresentando anisotropia de fornas¢édes e nanobastdes) ou
também ao maior indice de refracdo dos alcoois dpua@omparados com o

indice de refracdo da agua.

4.1.3. Analise do tamanho das nanoparticulas de
prata-PVA

A andlise do tamanho das particulas foi realizadezando-se a
técnica de DLS. As nanoparticulas de prata aprasantum tamanho meédio de
8,12+1,72 nm (FIGURA 4.2). A vigorosa agitacao daugao para formacao das
nanoparticulas é um dos fatores para contribuiedmumenor tamanho.

Estimando-se a area superficial das nanopartipalasequacao 4.2
(HIEMENZ e RAJAGOPALAN, 1997) temos um valor igwaV?0,42 g™

Area superficial = 6 (equacio 4.2)

pxd

onde: p é a densidade da prata (10,49 g°cend o diametro da particula (8,12
nm). Sendo a massa de prata equivalente a 0,5IARPENDICE 1), a area
ocupada pelas nanoparticulas de prata-PVA € igoalp@duto da area
superficial pela massa, sendo igual a 3,56 cm

A distribuicdo do tamanho médio das particulas iénhoadal com
baixa polidispersividade.

A sintese utilizando borohidreto de sddio como sgeedutor
resulta em nanoparticulas de prata com menor taongnando comparada ao
método com citrato, para iguais condicfes expetiamnEstudos demonstram
gue o aumento da concentracao de citrato diminfarmacao de clusters e
promove simultaneamente o crescimento de particnéasres (PILLAI et al.,
2004).
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FIGURA 4. 2:Distribuicdo do tamanho médio das nanoparticulaprd&@a-PVA obtida pela
técnica de espalhamento dinamico de luz.

A literatura relata casos em que ocorre 0 aumeatdiminuicao do
tamanho das particulas com uso de diferentes aggateducao.

Neste trabalho foi utilizado borohidreto de sédmmo agente
redutor. PINTO (2008) obteve nanoparticulas deapeaitre 3 e 12 nm, por
reducdo com borohidreto e, no caso do citrato,vebparticulas entre 38 e 122
nM.SOLOMON et al. (2007) obtiveram nanoparticulaspdata de 12 nm de
didmetro utilizando borohidreto de sodio.

EMILIANE (2010) analisou o tamanho de nanopartisudea prata
sintéticas Sigma e nanoparticulas obtidas pelo doétio citrato: as sintéticas
apresentaram diametros médios de 180 nm e as sip@a método de citrato
de sodio apresentaram tamanhos variando entreybgg2¥0 nm.

BARIOTO et al. (2004) utilizaram formaldeido sufato de sodio
hidratado (1mM), nitrato de prata (ImM) e PVA 10 nm(#1:1 v/v) para
producdo das nanoparticulas de prata e observadiutas com distribuicdo
entre 60 e 300 nm.

No estudo de PANACEK et al. (2006) nanoparticulas pdata
foram sintetizadas pela reacdo de oxirreducdozamitio-se Ag(NB)?*. Os
autores observaram que o pH influenciou no tamatdsonanoparticulas. As
particulas obtidas no pH 11,5 foram menores quetérh2,5, variando entre 25
e 50 nm. Também houve reducdo da distribuicdo doartho com o

abaixamento do pH. Nesse estudo, a solucdo de auditopas apresentou pH
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igual a 9,0, corroborando o fato de menor tamana® pharticulas em pH

menores.

4.1.4. Analise do Potencial Zeta

A estabilidade das solucdes filmogénicas foi adalianalisando-se
o potencial zeta. Na FIGURA 4.3 € apresentada araiEmcia de valores de
potencial zeta com variacdo de pH. A estabilidamtal tde um coldide vai
depender de seu potencial total, que é a somaeatupak devido ao solvente, do
potencial atrativo e do potencial repulsivo.

Como carboximetilcelulose é comercializada como dgalsodio,
guando dissolvida apresenta-se como éter aniomamelilose e em toda faixa
de pH a solucéo apresentou potencial zeta neg&maneio alcalino, a solugao
apresenta grupos COG@issociados. Ja em pH acido, verificou-se uma grand
variacao no potencial, em relacdo a pHs basica® alguns grupos encontram-
se protonados e outros desprotonados.

O sistema CMC/(NPAg-PVA)apresenta uma carga sugberfi
negativa em toda a faixa de pH. Considerando dikdtale da amostra em
relacdo ao potencial zeta maior que 25 mV, em nodailservamos que os pHs
mais adequados séo os pHs acima de 2,0, sendadaxa de pH 7,0-8,0 esse
sistema continua estavel para ser trabalhado.Viakte geralmente enquadra-se
na faixa de pH ideal para a maioria dos sisten@edicos (NETO et al., 2008).

O aumento (em modulo) do potencial zeta € congide@mmo
indicativo da estabilidade da suspensdo, ja queresivalores positivos ou
negativos significam maior quantidade de cargaseim de mesmo sinal sobre
a superficie da particula, o que leva a maior sgmukletrostatica entre elas e,
consequentemente, maior estabilidade da suspeoksidead.

Dessa forma, a incorporacdo de nanoparticulas d&-PVA
manteve o sistema em estabilizac&o.
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FIGURA 4.3: Dependéncia do potencial zeta com variagéo de pkAgisolucao
filmogénica CMC e (B) Solucéo filmogénica CMC/(NRRYA).

4.2. Caracterizacao dos filmes

4.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV/FEG)

A analise morfolégica do filme contendo nanopatéisufoi
realizada por meio de Microscopia Eletronica der&tura/FEG (FIGURA 4.4).
Uma micrografia de MEV/FEG também foi realizada coanoparticulas de
prata-PVA pura.

Na micrografia das nanoparticulas de prata-PVA gsmdebservar

uma coalescéncia, onde particulas de maior tamaoldem ser cristais de
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NaBH,;, NaNG; e aglomerados. Nao foi possivel fazer um mapeanadtnico
das particulas, pois o equipamento ndo tinha csédesEDX (Espectroscopia
dispersiva de Energia por Raio-X).

A agitacdo mecanica e 0 processo de secagem pamit
morfologia observada na micrografia do flme CMG?®y-PVA). A adicédo de
CMC mudou o equilibrio do sistema, tendo melhopelisdo e distribuicdo
nanomeétrica. Pela concentracdo de PVA (0,98%),masie que seja
nanoparticulas de prata-PVA dispersas, 0 que ammaolos resultados
mecanicos. No artigo de FRANCO (2009) observou-sg€gologia de CMC,

apresentando aspecto homogéneo sem a presenqgaicidqms

FIGURA 4.4: Micrografias de MEV/FEG: (A) Nanopatrticulas de pr&@VA e (B) filme de
CMC/(NPAg-PVA).

4.2.2. Propriedades Mecanicas

Os filmes devem apresentar uma boa resisténciantdursua
manuseabilidade. Geralmente, uma alta resisténa@aamrca € requerida,
podendo variar de acordo com a sua aplicacdo. sepsedades mecanicas
dependem da interacdo entre seus componentes (BWAGMC e outros
inorganicos presentes na reacdo como Nadl®aBH, por meio de ligacbes

entre as cadeias.
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Os efeitos das nanoparticulas de prata-PVA, Nabl®aBH, nas
propriedades mecanicas dos filmes podem ser oltkeyva diagrama tensao-
deformacéo tipicos desse sistema na FIGURA 4.5re@dtados dos ensaios

mecanicos de tracao estdo presentes na TABELA 4.1.

CMC/{NPAg-PVA) _ar*

|'
L

Tensdo (mPa)

- ¥ =
3 & ] &

Deformacio (%)

FIGURA 4.5:Curvas tipicas tensdo-deformacgédo obtidas nos endaitracdo de filmes de
CMC na presenca e auséncia de nanoparticulas t@e pra

TABELA 4.1: Valores médios obtidos no ensaio tensao-deformpgéofiimes CMC e
CMC/(NPAg-PVA).

Filme Resisténcia a Médulo de Deformacéao (%)
Tracdo (MPa) Elasticidade (MPa)
CMC 15,82+2,91 402,15+35,00 3,69+0,41
*
CMC/(NPAG-PVA)  26,43+4,20* 655,13+31,86* R e

* Diferenca significativa (p < 0,05).

Observou-se que a adicdo de nanoparticulas de-Rv#&aaos
filmes aumentou significativamente a resisténciacanea do filme. A
resisténcia a tracao dos filmes CMC sem adicaadeparticulas de prata-PVA
apresentou um valor de 15,87+2,96 MPa. Com a ifieele nanoparticulas de

prata-PVA a resisténcia a tracdo aumentou para824,43, um aumento de
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66,7% na resisténcia a tracdo. Dessa forma, ooomraumento das interacoes
moleculares entre as cadeias polimeéricas de CMGIGNFPVA).

Uma adequada deformacdo dos filmes ativos € unbuddri
desejavel na embalagem de alimentos, pois o emoltantém maior area de
contato com o produto.

Os dados da tabela também mostram que a adicéndparticulas
de prata-PVAresultou em um acréscimo no médulolaieidade (Young) em
62,9%. Assim, uma maior energia € necessaria pairsac uma deformacéo nos
angulos e distancias de ligacdes entre os atomoadiaa polimérica, levando a
este aumento da rigidez do material.

Na literatura encontram-se resultados semelhantaandg
nanoparticulas foram adicionadas em uma matrizngoica para confecg¢ao de
embalagens. A modificacdo das propriedades mecrmaobservada por
MOURA et al. (2009), quando incorporaram nanopaldi de quitosana em
matriz HPMC e também por BAE et al. (2009), conpkcacdo de nanoargilas
em embalagens. A resisténcia mecanica a tracdoué&atnte a filmes
convencionais de polietileno de baixa densidad®PEDOAK, 1986).

Comparando-se as propriedades mecanicas dos filoes
CMC/(NPAg-PVA)com os materiais apresentados naldaBel, observou-se
gue é possivel aplicacdo do CMC/(NPAg-PVA) comoemal embalagem pois
as propriedades estdo na mesma faixa de grandezanhakeriais utilizados.
Assim, o aumento das propriedades mecanicas fadaeyv incorporagao do
sistema NPAg-PVA, apresentando boa dispersao dau®mos resultados de

microscopia eletronica de varredura.

4.2.3. Solubilidade do filme em agua

A solubilidade de um filme em agua é uma propriedatportante

gquando o objetivo desse filme é proporcionar agmegéo de alimentos com
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grande quantidade de agua, sendo necessarios finbaixa solubilidade. No
entanto, em alguns casos, certa solubilidade §adlessepodendo ser vantajosa
quando utilizadas, por exemplo, em alimentos red@stquando cozidos ou
alimentos com pouca quantidade de agua.

A TABELA 4.2 apresenta a solubilidade dos filmesnce sem
nanoparticulas de prata. Os valores reportados osdwalores médios de

triplicatas de cada filme.

TABELA 4.2: Solubilidade em agua de filmes: CMC e CMC/(NPAg-BVA

Filme Solubilidade (%)
CMC 96,48
CMC/(NPAg-PVA) 89,86

Os filmes contendo somente CMC apresentaram unubikdade
maior em agua. Assim, praticamente toda a pelidel&@MC deve desintegrar-
se quando imerso em solucéo aquosa, exibindo wewada solubilidade.

A solubilidade dos filmes decresceu significativatee quando
nanoparticulas foram incorporadas aos mesmos (®%).0As nanoparticulas
podem reduzir as interacdes entre o polimero edadécmias de agua, causando
um decréscimo na sua solubilidade.

Aléem da presenca de compostos hidrofilicos e hidiobs na
composicao dos filmes, a concentracdo dos polidsacs € um dos fatores que
afeta a sua solubilidade em agua. MOURA et al. 120dbtiveram maior
solubilidade de filme de CMC 2% (100%) quando comaga a CMC 1% deste
trabalho (96,48%) e a adicdo de nanoparticulasudesana aos filmes causou
um decréscimo na solubilidade.

CASARIEGO et al. (2009) verificaram que o aumenta d

concentracéo de quitosana de 1 % para 2 % levou @mento da solubilidade
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em agua. Os autores também observaram a dimind&8olubilidade em agua

quando incorporaram micro/nano particulas de angitses filmes.

4.2.4. Andlise de FT-IR

O estudo das interagdes entre as nanoparticulgsade, PVA e
CMC foi realizado pela analise de espectroscopi& FDs espectros dos filmes
CMC e CMC/(NPAg-PVA), assim como nanoparticulaspdeta-PVA e PVA
puros sédo apresentados na FIGURA 4.6. Uma proednblicdo dessas bandas
esta descrita na TABELA 4.3.

TABELA 4. 3: AtribuicGes das bandas no espectro de FT-IR m@iadas ao PVA e
CMC/(NPAg-PVA).

Numero de onda (c) Grupo

PVA

83 Vibracgéo fora do plano —CH alcool
1092 Estiramento assimétrico C-O alcool
1384 Acoplamento entre grupos -OH
1634 Estiramento C=0 acetato
2845 Alongamento simétrico -CH
2919 Alongamento assimétrico —-CH e —¢H
3335 Deformacao axial -OH

CMC/(NPAg-PVA)

1056 Estiramento assimétrico C-O-C
1167 Estiramento assimétrico C-O éter
1615 Estiramento assimétrico COO
3431 Deformacao axial OH (umidade)
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FIGURA 4.6:Espectro de FTIR dos filmes CMC e CMC/(NPAg-PVAganeparticulas de
prata-PVA e PVA puros.

O PVA puro apresenta uma banda em 3335, craferente ao
estiramento do grupo OH, e uma banda em 2919 devido ao estiramento
assimétrico do CHalifatico. A banda em 1634 ¢hiem intensidade baixa para
o PVA com alto grau de hidrdlise, indicando que qusugrupos acetato estédo
presentes no polimero. A regido em torno de 800 amresponde as vibracées
fora do plano do grupo OH. A banda em 1400 @uorresponde a vibragéo do
CH. O deslocamento e um pequeno alargamento daabpac 3411 cih
sugerem a interacao entre nanoparticulas com @ @tpdo PVA. A banda em
2845 cni é atribuida ao estiramento simétrico do grupo &Banda em 2919
cm® praticamente ndo sofreu deslocamento ou alargamentgerindo a
auséncia de interacdes entre nanoparticulas e @hpoBanda em 1145 ¢
refere-se a cristalinidade do PVA, onde ndo é obser no espectro de
CMC/(NPAg-PVA), devido a biocompatibilidade.
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Bandas na regido de 2361 trorrespondem ao G@tmosférico.
O espectro CMC/(NPAg-PVAmMostrou um pequeno deslocamento em relacéo
ao filme sem nanoparticulas, podendo indicar unberagdo polimero-metal.
Espectros semelhantes podem ser verificados panslgutores no estudo de
derivados de celulose (ROSCA et al.,, 2005; ADINUGIRRAe MARSENO,
2005).

Observamos um deslocamento em 1615, aeferente a interacdes
entre nanoparticulas e grupos COBandas em 1056 chtorrespondem ao
estiramento assimétrico de C-O do &lcool e em 1d®7 ao estiramento

assimétrico do C-O do éter.

4.2.5. Permeabilidade ao Vapor de Agua

Na TABELA 4.4 séo apresentados os valores de pdiihtzale ao
vapor de agua (WVP) para os filmes de CMC 1%, caame nanoparticulas. A
umidade relativa da parte inferior do filme foi s#hante para todos os filmes
(46,16 + 0,5%).

TABELA 4.4: Dependéncia da Permeabilidade ao Vapor de Aguiénuesfde CMC sem e
com a adi¢do de nanoparticulas de prata

Filmes WVP Espessura (MmM)  ymidade relative
(g.mm/KPa.h.nf) (%)

cMC 3,67 + 0,22 0,03+0,003 45 62+0 52

CMC/(NPAgG-PVA) 2,89 +0,12* 0,04+0,003 4671+ 0,66

* Diferenca significativa (p < 0,05).

Podemos observar que a permeacao de agua atrafiteed@MC
foi de 3,67+0,32 g.mm/KPa.h’mQuando houve a insercdo de nanoparticulas a

matriz do filme, a permeabilidade sofreu um dedndéscpara 2,89 + 0,12
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g.mm/KPa.h.rm valor significantemente diferente (p < 0,05). Uniotese que
pode ser atribuida a esse menor valor originado gaitao das nanoparticulas €
devido a presenca das nanoparticulas que ficarardepna matriz, dificultando
a permeacdo da agua através do filme. Com arrgngdabirinto na matriz, as
nanoparticulas atuam como barreiras que aumentéoniumsidade e o livre
caminho médio para a permeacdo, dificultando aagass do vapor de agua.

SOTHORNVIT e RODSAMRAN (2008) relataram valores
semelhantes para filmes de puré de manga, com emaegpbilidade ao vapor
de agua igual a2,6 g.mm/KPa.R,malor considerado para uma boa barreira de
vapor de agua quando comparado a outros filmesbem@mem puré de frutas.

MOURA et al. (2011) também obtiveram uma diminuici@ovalor
de WVP quando inseriram nanoparticulas de quitoadi@mes de CMC 2%.

O tipo de nanoparticula inserida em filmes pode irdim
significantemente os valores de WVP entre 20-30%deFse atribuir esse
decréscimo a presenca de camadas dispersas deartandgs na matriz
polimérica, aumentando assim a tortuosidade dordanpermeante da agua. A
insercao das nanoparticulas de prata em CMC caudearéscimo em 22%n0s
valores de WVP quando comparado ao filme sem natioplas, sendo uma

vantagem para a necessidade de filmes com efidiamnteira ao vapor de agua.

4.2.6. Analises térmicas

A caracterizacdo térmica dos materiais foi reabzadr meio da
Termogravimetria (TG) e da Calorimetria Exploraaddiferencial (DSC).

Os ensaios de Termogravimetria das nanoparticelgsada-PVA e
dos compostos envolvendo CMC séo apresentadosGiaRA 4.7 e TABELA
4.5.

76



Perda de massa (o)

T T T
1% 420 208 E0C

" Temperatura °C)
FIGURA 4.7: Curvas TG: (A) Nanoparticulas de prata-PVA; (Byrtél CMC e (C) Filme
CMC/(NPAg-PVA) em atmosfera de ar sintético (80%-120% Q v/v).

TABELA 4.5: Composicdo de volateis, organicos e residuosildosst

Tratamento Volateis Organicos Residuos
NPAg-PVA (25-100°C) — 8,90%  (150-450°C) — 83,50% 450°C- 7,60%
CMC (25-200°C) — 14,40% (200-595°C) —50,31% 595°C- 35,29%

CMC/(NPAgG-PVA)  (25-200°C) — 15,30%  (200-560°C) 0%  560°C — 11,70%

A faixa de temperatura entre 25 e 150 °C corregp@ngerda de
volateis nos filmes poliméricos, sendo esta perdgomtariamente de agua
adsorvida aos materiais. A perda de volateis rsteraas contendo CMC foi
maior em relacdo ao sistema nanoparticulas de-pkéda SENNA et al. (2014)
obtiveram curvas termogravimétricas de CMC, PVAeaendlas CMC/PVA, em
atmosfera de nitrogénio, e observaram resultadelbame ao deste trabalho,
com maior perda de voléateis para o CMC do que p@&®A. A maior perda de
volateis do CMC em relacdo ao PVA pode ser dewidnaior quantidade de
grupos funcionais por unidade de repeticdo que mothkzer ligacdes de
hidrogénio com a agua no CMC comparado ao PVA.

Com relacdo aos residuos, observou-se pela teamiogetria que

no sistema nanoparticulas de prata-PVA, os residoobase seca equivalem a
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7,60%, enquanto nos calculos tedricos baseadosteguéometria da reacao
(APENDICE 1), o valor estimado foi de 17,00%. Cow® mecanismos de
reacOes para a degradacdo termoxidativa nestemaistanda n&o foram
determinados na literatura, essa diferenca encafade estar relacionada a
processos fisico-quimicos como a volatilizacdocdepostos formados com
elementos que formariam sélidos (como prata e $6dio

Para as amostras de CMC, observou-se que a t&ton@eem que se
inicia a ultima perda de massa antes do residutefé05°C para o CMC e, para
o CMC/(NPAg-PVA), foi de 560°C. Também se obsermmior perda de massa
para o CMC/(NPAg-PVA), comparando-se ao CMC. EstdsicOes podem ter
ocorrido devido a reacfes de catalise de degradim@arte organica do CMC
e/ou a volatilizacdo de compostos formados com eos que formariam
solidos (como prata e sodio) proporcionados pehmsgénicos contidos no
sistema nanoparticulas de prata-PVA.

Os resultados dos ensaios de DSC s&o mostrado$shHRA 4.8.
Na faixa de temperatura de 0 a 150°C, observowaseElGURA 4.8 (A) uma
endoterma referente ao processo de perda de gld@joritariamente agua. Na
sequéncia, entre 150 e 220°C, verificou-se um gxcdermico (190 °C)referente
a degradacéo do PVA, como observado na curva T&JRA 4.7 (A).

Para os filmes de CMC, FIGURA 4.8 (B) e (C), obserge 0

processo endotérmico de perda de volateis, jaicalid na termogravimetria.
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FIGURA 4.8: Curvas de DSC: (A) Nanoparticulas de prata-PVA,RBhe CMC/(NPAg-
PVA).e (C) Filme CMC.

4.2.7. Colorimetria

Todos os filmes apresentaram luminosidade e tra@ispa
tendendo ao amarelo, com caracteristicas de tn@mspa. Essa transparéncia
(baixa opacidade) é importante em situacdes ondime é aplicado em
alimentos, possibilitando a visualizacdo da aratadia, além de permitir maior
aceitacdo comercial em virtude de sua boa qualigmt@l. Os resultados dos

parametros de colorimetria estdo apresentados B&TA 4.6.

TABELA 4.6: Leitura colorimétrica dos filmes de CMC.

Filme L* ar b* AE
CMC 90,1+0,2 -0,6+0,1 2,8+0,3 14,1+0,1
CMC/(NPAg-PVA) 79,3+0,3* 4.1+0,1* 20,3+0,7* 26,1+0,3*

* Diferenca significativa (p < 0,05).

Os filmes apresentaram uma transparéncia, sendéme tom
nanoparticulas um pouco menos transparente qlmedie CMC, apresentando

uma coloracéo tendendo ao amarelo.
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Com relacdo a luminosidade (L *) dos filmes é padsbbservar
gue estes valores estao dentro do padrao de lunhgespara filmes produzidos
quitosana, obtidos por RHIM et al. (2006), ondeator encontrado foi 85,8. Ja
para filme de quitosana com nanoparticulas de ,p@damesmos autores
encontraram um valor de 67, sendo um pouco abaixabtido neste trabalho. A
insercao das nanoparticulas de prata indicou umendicdo da luminosidade.

Os parametros de (a*) e (b*) descrevem a cor defilpartindo do
branco tomado como padrdao para calibracdo, sendas esoordenadas
cromaticas que influenciam a diferenca de cor .tdDd valores obtidos na
leitura de (a*) e (b*) revelam resultados estatsstente diferentes entre os
filmes com e sem a adicdo de nanoparticulas, meafido a intensificacdo da
cor amarela do filme contendo as nanoparticulgsate.

O calculo deAE nos fornecem a diferenca total de cores e o valor
encontrado para filme com nanoparticulas (26,13dperior ao encontrado para
o filme de CMC 1% (14,1). A diferenca observadaco#racédo dos filmes
sugere que a incorporacdo das nanoparticulas teeRV#& ao filme de CMC
interferiu na coloracdo final. Mesmo assim, os @& mapresentaram baixa

opacidade, atributo necessario para finalidaderd&kgens de alimentos.

4.3. Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

A fim de se avaliar a atividade antimicrobiana dagucdes
filmogénicas, fez-se ensaios bioldgicos contraaatdniasE. coli e E. faecalis
por meio do teste de halo de inibicéo.

A FIGURA 4.9 mostra o ensaio realizado para and@s@otencial
antimicrobiano das solucdes filmogénicas. Os ess&oam realizados em
triplicata para cada amostra.

Dessa forma, fez-se o teste de halo de inibicda yarificar se as

solucbes em suas concentracdoes totais apresentarianmao atividade
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antimicrobiana. Na amostra contendo apenas CMaoéwee formacéo de halo
e ocorreu o crescimento bacteriano sob as amostsagtando na incapacidade
do filme constituido apenas por carboximetilcelaloe concentracdo de 1%
atuar como agente antimicrobiano para as bactéstedas.

Para as amostras contendo nanoparticulas de pratagede-se
observar que houve a formacédo do halo de inibighote@no das amostras,
podendo afirmar que o tratamento foi eficaz, poisvie repeléncia das bactérias
pela superficie e ndo houve o0 seu crescimento.al@ses médios encontrados
para a zona do halo de inibic&o, tanto faraoli quanto pard&. faecalisforam
iguais a 3,0 mm e 2,8mm, respectivamente, sendelsantes. Dessa forma,

pode-se salientar o efeito antimicrobiano sobteaaserias em estudo.

CMC b

Escherichia coli Enterococcus fascalls

CMC/IMPAZ-PVA
E.I:fd:ﬁ‘fch?fcofr ] CME/[NPAZ-PVA)

nterococcs Foecalis

FIGURA 4.9: Teste do Halo de Inibicdo para as solucdes fiimmgénde CMC e
CMC/(NPAg-PVA).

A superficie do peptidoglicano de bactérias Grasitpas €
coberta, principalmente, por polissacarideos nswdracidos, grande numero de
diferentes proteinas e acidos teicoicos. Nas Gragativas, a camada de

peptidoglicano é mais fina (~10 nm) e a superisiterna da célula possui uma

81



membrana constituida de proteinas, fosfolipidelisopolissacarideos. Mesmo
com essa camada mais grossa na Gram-positiva, temais contendo

nanoparticulas de prata foi eficiente na mesma quode para ambas as
bactérias.

Nas bactérias Gram-negativas, ha uma distribuig8ongtrica dos
lipidios sobre as faces externa e interna da merabeaterna. A face interna
contém a maioria dos fosfolipideos e a face extecoatém todos os
lipopolissacarideos (LPS). Os LPS contém mais cpogaunidade de area que
os fosfolipideos e a maioria desta carga é anidéemapH neutro, devido a
exposicao de grupos carboxil e fosforil que podemi@nizados. Estes grupos
conferem & superficie celular uma densidade deacagativa (ARAUJO et al.,
2010).

Ha de salientar que este teste de halo apenastpelamer uma
avaliacdo qualitativa do efeito antimicrobiano dabstancia teste, sendo
necessarios testes quantitativos, como a Concénttdgnima Inibitoria (MIC)
para uma mais completa avaliacéo.

No teste de Concentracdo Minima Inibitoria (MIC)fedentes
concentracbes do agente inibidor foram utilizadasa pdeterminar qual a
concentracdo minima do mesmo € capaz de inibir escitnento dos
microrganismos. Neste trabalho, o0 agente antimianob testado -
nanoparticulas de prata — foi incorporado em matoltmérica, a fim de se
avaliar se ha a melhoria do efeito antimicrobianangio essas nanoparticulas
sao incorporadas na CMC.

As amostras foram adicionadas em tubos de 20 nde onvolume
final foi de 10 mL em cada tubo. Foram adiciona80s 100 e 200 pL da
solucao teste, contendo previamente meio de cutturauma concentracao de
10° UFC/mL juntamente com 10 pL da cultura bacteriaém dos controles
positivo e negativo. Os tubos foram incubados &3durante 18 h.
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Na TABELA 4.7 sao apresentados 0s ensaios reabkzado
turvacdo do Controle positivo, evidenciando o dmento das bactérias, e 0

Controle negativo com meio limpido validou o tespéicado.

TABELA 4.7: Concentracao Minima Inibitoria (MIC) da solucdo CNNPAg-PVA).

Solugao Escherichia Enterococcus Faecalis
Coli (CCCD E002) (ATCC 25922)
CMC/(NPAG-PVAY2 s0ug mi 0,12pgml* 0,12pg mL*

Os ensaios obtidos na triplicata de cada amostiamf
concordantes. Na FIGURA 4.10 podemos observat#&#&o do crescimento de

ambas as bactérias no tubo B, evidenciada pelacas#e turvacdo do meio.

FIGURA 4.10:Resultados obtidos visualmente nos ensaios paeteantinacdo do valor da
concentracdo minima inibitoria realizados para @@WuUCMC/(NPAg-PVA) (A)Escherichia
coli e (B) Enterococcus FaecalisA= solucdo (CMC/NPAg-PVA) 0,06 pg riLAg,,
B=solucdo (CMC/NPAg-PVA) 0,12 ug mitAg, C=(CMC/NPAg-PVA) 0,24 pg mt Ag,
D=Controle positivo e E=Controle Negativo.

Pode-se observar a eficacia da incorporacdo daspadiculas de
prata-PVA contra bactériagEscherichia coli e Enterococcus Faecalis,

apresentando um valor de MIC igual a 0,12ug'ngara ambas.
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Verificou-se a acdo das nanoparticulas de prata-€dMva os dois
tipos de bactérias, apresentando um mesmo valdMi@e Os resultados desse
estudo demonstram que as nanoparticulas inibiranestimento das bactérias.
Em um teste adicional, fez-se a analise do efeitnahoparticula de prata sobre
0S microrganismos, para verificar se essas possatno de inibicao
(bacteriostatico) ou eliminacéo (bactericida). Uatiguota de 15l das culturas
bacterianas que nao apresentaram crescimento lf@mtacia em contato com
novo meio de cultura e incubadas por 18h a 37 “@ngovou-se o efeito
bactericida, sem a formacao de crescimento mianobia

Na literatura ndo ha um consenso sobre os valoeedViC
relacionados as nanoparticulas de prata. Da mesmaaf o efeito de acéo
antimicrobiana dessas nanoparticulas nédo estamen& elucidado, mas
acredita-se que envolva diferentes mecanismos. $3@N\NBALOPEK-SONDI
(2004), VOLKER et al. (2013) e LEE et al. (2007nt#¢m sugerem que
nanoparticulas de prata podem reagir com grupdstéss e com ligacoes
sulfidicas (-SH)presentes na membrana celular. Asmoparticulas, ao
estabelecerem uma ligagdo com a membrana, podenocaro rupturas,
aumentando a permeabilidade da membrana, causamis tho processo de
respiracdo celular. Com isso, pode haver a liberalgh conteddo intracelular
para o exterior, e, consequentemente, sua moukacel

A composicdo quimica e o arranjo estrutural da igee celular
dos microrganismos também sdo muito complexosddeaipresenca de uma
grande variedade de grupos quimicos. Estudos mesestigerem que
nanoparticulas de prata estabelecem uma interagdtepkendéncia entre seu
tamanho e forma com as células bacterianas. Naimpas produzidas por
meio de diferentes processos e para diferente®gtiag podem variar na carga
de superficie e no estado de aglomeracao (SANIT, 2087).

A atividade antimicrobiana parg. coli de hidrogéis contendo

nanoparticulas de prata de diferentes tamanhos (@6 6,63 nm e 21,11 nm)
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foram examinados e comparados com nanoparticulapra@ (220 nm)
(MOHAN et al., 2007). Os resultados mostraram cgieanoparticulas de prata
de 2,67 nm protegidas por cadeias do polimero ep@®mm uma excelente
atividade antimicrobiana em relacdo as maiores paticulas. Estes autores
concluiram que as nanoparticulas de tamanho menbidrogel provavelmente
se difundem mais facilmente que as maiores, 0 gpkca a maior toxicidade
na cepa estudada.

FOUDA et al. (2013) avaliaram a atividade antimipama de
blendas poliméricas (carboximetilquitosana com (prido de etileno)) com
nanoparticulas de prata con8a Aureuse E. coli, pelo halo de inibicdo. Estes
foram iguais a 20 e 15 mm pe&BaAureu E. coli, respectivamente. O diametro
médio do halo de inibicdo para as nanoparticulasdé 12-18 mm a
concentracdo de 100 pg thLOs resultados indicaram uma excelente atividade
antimicrobiana do compésito contendo nanoparticotesparada as nanofibras
sem nanoparticulas.

KIM et al. (2007) sintetizaram nanoparticulas datgmpor meio de
nitrato de prata e borohidreto de sédio, com tamamiédio 13,5 nm. Eles
observaram quE. colifoi inibida a baixas concentracdes de nanoparsqds3
nmol LY, ao passo que a MIC pafa Aureudoi estimada em maior que 33
nmol L%, Este estudo sugeriu que a geracéo de radices lesta envolvida de
alguma forma com a atividade antimicrobiana de paritculas de prata. Na
verdade, o estresse oxidativo foi observado emla=tlapos a interacdo com
nanoparticulas de prata. No entanto, a explicagdoriia por LOK et al. (2007)
difere de alguma forma sobre o envolvimento decgaslilivres na atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de prata. Maisidest sGo necessarios,
portanto, a fim de esclarecer o papel exato deaediivres.

MORONES et al. (2005) estudaram a atividade antobiana de
nanoparticulas de prata de pequeno tamanho (5m) Zantra bactérias Gram-

negativas. Essas particulas foram encontradas nzbraga e no interior das
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células e apresentavam tamanhos semelhantes,rslmegue as particulas que
interagem com a membrana sdo capazes de penetridachéria. Assim, a
penetracdo é dependente do tamanho das nanoetiéld que apresentam
tamanho entre 1 e 10 nm interagem preferencialnoemea bactéria.

Ao interagir, as nanoparticulas podem penetrar pairgerior da
célula bacteriana. Neste caso, as bactérias maotéBNA compactado,
comprometendo a sua replicacdo, ja que esta depkndecessidade que o
DNA se encontre no estado relaxado (FENG et adQ20I et al., 2011).

KIM et al. (2011) reportaram valores iguais de Mide
nanoparticulas de prata patacoli e S. aureug100pugmL?). Neste estudo, os
autores relataram o efeito das nanoparticulas ae pa liberacdo de proteinas
pelo aumento da permeabilidade da membrana -cellNatavelmente,
guantidade mais elevada de proteinas que atragessamembrana da. coli
comparada com &. aureuso que sugere a menor sensibilidade da bactéria
Gram-positiva. Essa diferenca € possivelmentewatitha maior espessura da
camada de peptidoglicaa S. aureus

CHO et al. (2005) investigaram a atividade antiohana de
nanoparticulas de prata preparadas com PVA comaotegestabilizante e
encontraram valores de MIC iguais agsmL* e 1Qug mL" contra Gram-
positiva . aureuse Gram-negativaH. coli), respectivamente. J& JAIN et al.
(2009) sintetizaram nanoparticulas de prata (7-20 anvolvendo reducao
fotoassistida da prata. Obtiveram MIC iguais a gL 'paraE. colie 12,59
mL'para S. Aureus.NETO (2010) obteve MIC de 1§ mL' para
nanoparticulas de prata, de 8-10 nm, coBtreoli.

Os resultados de inibicao deste trabalho obtidos coenor
concentragcdo comparando-se com a literatura masirgue a incorporagao de
nanoparticulas de prata-PVA de 8,12 nm em uma znptiiimérica (CMC)
proporcionou caracteristicas antimicrobianas aders@ promovendo a

possibilidade de utiliza-la como embalagens compgsiio antimicrobiano.
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Assim, particulas menores possuem uma maior aresuplerficie disponivel
para interagcdo com a bactéria sendo, dessa fofibazes no combate a esses
microrganismos. Os valores diferentes de algurslinas da literatura, com

nanoparticulas de tamanhos semelhantes, podera\sdosl as cepas utilizadas.

4.4. Nanotoxicidade

4.4.1. Testesin vivo utilizando sementes deAllium

cepa

Testar a citotoxicidade é a primeira etapa pardisava potencial
toxico de uma substancia teste e pode ser feitaneor de testes vivo.Este
teste € feito por meio da exposicdo do organisreméate-raiz) ao agente em
estudo.

4.4.1.1. Efeitos citotdxicos

Os resultados do teste Adium cepaforam utlizados para calcular
o Indice Mitotico (IM) (equacdo 4.3), o Indice Kfico Relativo (IMR)
(equacdo 4.4), indice de Alteracbes Cromossomis@) ((equacio 4.5) e o
indice de Alteracdes Cromossdmicas Relativo (IAQ&Rjuacdo 4.6). O indice

Relativo € obtido em relacdo com o controle negativ

IM = Numero de células em divisdox 100 @arfio 4.3)

Numero total de células

IMR = M 00 (equacao 4.4)
indice Mitético do Contralegativo
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IAC = Numero de células alteradas  x 10@equacéao 4.5)
NuUmero total deutés

IACR = IAC x 100 (equacéao 4.6)
indice de Alteracdes Crondosisas

do Controle Negat

Todos os testes realizados néo levaram a inducaoode celular.
Pelos céalculos do Indice Mitdtico Relativo, verdicse que ndo houve uma
acao citotoxica das amostras contendo nanopadiculdo havendo uma
diminuicao significativa dos indices (TABELA 4.8 6GURA 4.11).

TABELA 4.8:IM e IMR de células meristematicas Alecepapara as duas concentracdes da
substéancia teste, Controle Negativo e Controletivosi

Amostras NUmero de células MédiaxDP IM IMR
analisadas
Controle Negativo 5235 132,1+35,3 13,3 1,0
Controle Positivo 5182 148,2+28,8 14,2 1,1
C1(CMC/NPAg-PVA) 5157 114,1+35,1 11,1 0,8
1,24pg mAg
C2(CMC/NPAg-PVA) 5203 97,4+20,3 9,28 0,7

12,40ug mC'Ag

1.2

1
0.8
.8
0.4
0.2

o
Controle negative Controle positivo

[ndice Mitotico Relativo

Tratamento

FIGURA 4.11: Efeito dos diferentes tratamentos no Iindice MittRelativo (IMR) em
células deA. Cepa(Cl= CMC/NPAg-PVA 1,24ug nmitAg e C2= CMC/NPAg-PVA
12,40pg mCAQ).
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4.4.1.2. Efeitos genotdxicos

A analise dos efeitos genotdxicos apontou resuitadmificativos,
apos exposicdo das sementeAdeepaao herbicida trifluralina e para a maior
concentracdo testada da substancia contendo né#oofzer de prata-PVA
(TABELA 4.9 e FIGURA 4.12). Os tipos de alteracbeomossomicas

encontradas estéo apresentados na FIGURA 4.13.

TABELA 4.9:1AC e IACR de células meristematicasAlecepapara as duas concentracdes
da substancia teste, Controle Negativo e Contros#iko.

Amostras Numero de células  MédiatDP IAC IACR
analisadas
Controle Negativo 5235 8,4+3,9 0,82 1,0
Controle Positivo 5182 16,8+4,1 1,61* 2,0*
C1(CMC/NPAg-PVA) 5157 7,5+3,4 0,72 0,9
1,24pg mAg
C2(CMC/NPAg-PVA) 5203 19,6+4,5 1,92* 2,3*

12,40ug mC'Ag
* estatisticamente significativo (p < 0,05) em ¢éla ao controle negativo.

i
| I I
o I

Controle negative Controle positivo

Indice de Alteragdes
o

Cromossdmicas Relativo

Tratamento

FIGURA 4.12: Efeito dos diferentes tratamentos no indice deratiées Cromossémicas
Relativo (IACR) em células dA. cepa(Cl= CMC/NPAg-PVA 1,24ug miAg e C2=
CMC/NPAg-PVA 12,40pug mttAg).
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Utilizando-se a espéciéllium cepacomo organismo teste para
deteccdo dos efeitos citotdxicos e genotoxicos dkeic8es filmogénicas
CMC/(NPAg-PVA), encontramos resultados significativ para a maior
concentracdo de nanoparticulas de prata-PVA, indoza um maior indice de
Alteracdo Cromossdmica. Ja a menor concentracdmameparticulas de prata-
PVA ndo causaram alteracdes significativamente, relacdo ao controle
negativo, indicando que esses materiais foram mExosos para as células de

A. cepa

FIGURA 4.13:Alteragbes cromossdmicas encontradas em célulastaereéaticas déllium
cepa apés a exposicado ao herbicida trifluralina e difiées concentracbes das solucdes
filmogénicas contendo nanoparticulas de prata: Aotd interfasico; B: C-metéafase; C:
Anéafase com ponte; D: Anéafase poliploide e E: Tadéfcom ponte.

Dentre as aberracbes registradas, as pontes -cromoas
anafasicas foram as que apareceram em maior freéqu@mara todos os
tratamentos. As pontes cromossdmicas que apareeeandfase podem ser
decorrentes de trocas estruturais ocorridas, antegnte, entre as cromatides de
dois cromossomos diferentes ou entre as cromat@lesn mesmo cromossomo.
Os mecanismos da inducao de pontes cromossémiaslelas com telomeros

normais, por agentes que causem danos no DNA, admlado bem entendidos,
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mas sugere-se que estejam relacionados com defeitsstema de reparo de
quebras de fita dupla do DNA (ZHU et al., 2002).

Uma vez que a formacéo de pontes cromossémicadsicead foi o
tipo de alteracdo cromossémica mais encontradamalsses, pode-se sugerir
que nanoparticulas de prata-PVA com concentracd® deg mL* atuem como
um agente com propriedades clastogénicas.

PULATE et al. (2011) avaliaram o potencial genatoxidas
nanoparticulas de prata dagsmL* em células deA. cepae o tratamento
induziu a uma diminuicdo gradual no indice mitétecaumentou a taxa de
alteracbes cromossdmicas tais como fragmentos denossomos, ponte
cromossOmica em anéafase, anafase multipolar, etc.

PANDA et al. (2011) investigaram a inducao de maetilar de
células de cultura dallium cepaincubadas com ions de prata {Agomplexos
de prata (AgCl), nanoparticulas de pratabiolégicagmerciais (obtidas via
reducdo quimica). Os resultados mostraram que aahodas de prata, tanto
biolégicas quanto comercial, exibiram efeitos bjdds similares originando
menor extensdo em efeitos citotdéxicos e maior s&emos efeitos genotoxicos
guando comparadas aos ions prata. O composto AgGb imenos cito e
genotoxico. Os resultados demonstraram envolvimeetaadicais livres na
morte celular e nas quebras cromossomicas indupelas nanoparticulas de
prata.

Por este estudo, pode-se verificar que as célidaalldim cepa
foram eficazes em detectar efeitos genotdxicosam@particulas de prata-PVA
com concentracao igual a 1ggmL™*, induzindo a danos celulares.

Esta observacao reforca a necessidade de estudosietalhados,
sobre os efeitos de baixas concentragcbes de agegmésncialmente
toxicos.Dessa forma, fez-se a andlise dos efedosmdoparticulas de prata-PVA

em animais para o estudo do acumulo de prata rg#o®re histopatologia,
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assim como em microcrustacddaphnia similis para avaliacdo de uma

toxicidade na liberacdo em ambiente.

4.4.2. Testesin vivo utilizando ratos Wistar

4.4.2.1. Andlises histopatologicas

As analises microscopicas foram feitas a fim deasalisar os
tecidos dos 6rgaos dos animais submetidos a salugEMC/(NPAg-PVA).

Essas analises ficaram um pouco prejudicadas dewis@rtefatos
encontrados nas laminas que podem ser decorrerdescoteta e/ou
processamento do material. No figado, ndo foranerebdas alteracbes no
grupo controle, mas seobservou uma vacuolizacde tky citoplasma dos
hepatdcitos, sugerindo degeneracéo celular. A Vizagéo ou degeneracdo dos
hepatocitos ocorre devido a interferéncia de ummt@geo metabolismo dos
acidos graxos da célula, dificultando a utilizac@i@nsporte ou excrecdo
causada pela solucéo contendo nanoparticulas te(ptaHO, 2004).

Quanto ao intestino, todos 0s grupos apresentardgefatas
(dilatacao difusa das criptas), que sao modifica¢@esuperficie do intestino.

Na literatura, encontram-se resultados semelhaoele células
espermatogobnicas de ratos apresentaram reduzibididaee celular em testes
in vitro com nanoparticulas de prata de 5 ggliL * (BRAYDICH-STOLLE
et al., 2005).

KIM et al. (2010) avaliaram a toxicidade de nantipatas de prata
(56 nm) por um periodo de 90 dias e observaram al@a incidéncia de
hiperplasia no figado, para ratos machos e fénmagerindo relacdo efeito-
tratamento. No intestino, houve pigmentacao dassidades nos ratos machos
submetidos as maiores doses de nanoparticulase(526mg Kd), sendo esse

efeito menos pronunciado nas fémeas.
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O estudo histopatologico feito por JI et al. (2008velou
vacuolizacdo citoplasmatica no figado de ratosmmbéos os sexos, com um
aumento dependente da dose em fémeas, quando Eldsmatinalacdo de
nanoparticulas de prata. Resultados semelhant® f@portados por SUNG et
al. (2009), sugerindo uma concentracdo sem efal®sl00ug ni , para
nanoparticulas administradas por inalacéo.

Assim, a solucdo contendo nanoparticulas de phNfa-P
demonstrou a possibilidade de alteragGes, mesmonendose bem abaixo das
observadas acima, apresentando uma toxicidadeorsdaa a histopatologia.

Ainda ha muitos questionamentos se a toxicidadeepiente do
ion prata ou das nanoparticulas desse metal. KIM. €2009) sugeriram que a
toxicidade referente a nanoparticulas de pratavielal@o estresse oxidativo e
independe dos ions prata; no entanto, a toxicigemt ndo ter origem nas
nanoparticulas em si, mas ser resultante da cauEcide liberarem ions
metalicos em solucdo (MUDUNKOTUWA e GRASSIAN, 20ldjas ha ainda

conflitos a serem elucidados.

4.4.2.2. Andlise da concentracdo de prata nos orgaos

Apo6s a quantificacdo de prata nos orgdos, apemas) fdetectadas
concentracfes no ileo dos animais (FIGURA 4.14)le® € a parte final do
intestino delgado (FIGURA 4.15) que mais absorvbstncias vindas do
produto da digestdo anterior. Essa absorcdo édeitaneio de vilosidades, na
mucosa interna, sendo drenadas posteriormente ganaente sanguinea.

No ileo, hda presenca das placas de Peyer que estdo prasesties
parte do intestino. Sdo agregados de ndédulos itofatsituados na parede
delgada do ileo com a funcdo de protecdo contexgbkes/agentes nocivos. O
efeito protetor dessas placas quando submetidasfeacdes experimentais
estimulam os macréfagos, linfocitos B, células noewompetentes e um
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aumento do nivel de IgA (anticorpos imunoglobulina} secrecdes intestinais.
Pode haver uma dificuldade das nanoparticulas a@-p\VA, incorporadas na
CMC, de atravessar a mucosa dessa regido, queansasel pela absorcédo de
parte das substancias, ficando retidas. Em conféimja na andlise da
distribuicdo de prata no ileo, LOESCHNER et al1@0verificaram a presenca
da prata nas células da submucosa.
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FIGURA 4.14: Concentrac6es médias de prata no ileo dos an{maishos e fémeas) e seus
respectivos desvios.

FIGURA 4.15: Vista ventral da cavidade abdominal de rato Wistafigado, 2: estbmago,
3:ceco (removido), 4: baco, 5: pancreas, 6: ileoplobn, 8: duodeno, 9: Utero.

Fonte: Atlas Basico de Morfologia Animal — Univelaie Federal Fluminenese. Disponivel
em: http://www.escolademorfologia.uff.br/index.html
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O modelo usual de Andlise de Variancia (ANOVA) calois
fatores assume erros com distribuicdo normal epienidentes. A andlise grafica
dos residuos fornece bons indicativos para a vacgfio dessas suposicoes.

Foi ajustado um modelo de Analise de Variancia e oS
efeitos fixos de sexo, dose e interacdo sexo/dosesiderando variancias
heterogéneas, uma vez que rejeitou-se a hipétesariincias homogéneas
(p<0,05). Ao rejeitar essa hipdtese, concluiu-s& @o menos 2 dessas
variancias diferem entre si. Nao houve diferengaicativa entre os modelos
com variancias diferentes para cada dose (3 vaag&ne o modelo com apenas
2 variancias diferentes (uma para a dose 1 e pateas doses 3 e 5); logo este
altimo foi escolhido pelo principio da parciméngifcipio pelo qual o modelo
a ser escolhido deve ser o que tiver menor nunmeepgacimetros).

A interacao sexo/dose foi significativa (p=0,00&7assim sendo,
foram feitos os desdobramentos paraestudar os®flais doses em cada sexo e
os efeitos dos sexos em cada uma das doses dongustio (TABELA 4.10).

Houve diferencas, a 5% de significancia, entre @scentracoes
médias nos ileos de machos e fémeas, que recehsrdases 1 (p=0,0485) e 5
(p=0,0010). O que possibilitou detectar essa difaeeom relacao a dosel foi 0
fato de ter sido considerado o0 modelo com varignogierogéneas. Esse modelo
possibilitou obter um intervalo de confianca mamscpso para as concentracoes
médias relacionadas a essa dose, resultando erferi@ieias mais eficientes

dos efeitos fixos do modelo.

N&o houve diferencas significativas entre as canaedes médias
encontradas nos ileos das fémeas que receberamfeasntés doses do
nanocomposto (p=0,1373); jA com relacdo aos maahosncentracdo média
encontrada na dose 1 foi diferente das demais.

Para os machos, a tendéncia crescente das cogéestracdias de
nanoparticulas em relacdo as doses do nanocomipostescrita por uma reta

com inclinacdo igual a 1,88; assim, a um aumentdjgg mL* na dose do
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nanocomposto corresponde um aumento de 1,88 pprmoneentracdo de

nanoparticulas encontrada no ileo.

TABELA 4.10: Concentracdes médias e comparagdes multiplas.

Sexo\Dose 1 3 5
F 0 aB 2,208 aA 1158 aB
M 0,21 b A 41440 a A 7,642 aA

(letras mindsculas compararam as colunas (dodespe mailsculas as linhas (sexos)).

O formato da particula é considerado um dos fatoassnteracoes
celulares e na distribuicdo sistémica das nanapéat, porém os resultados
ainda séo discrepantes, ndo sendo possivel tireusdes gerais. O tamanho
das nanoparticulas também pode influenciar nas ripogules cinéticas
(absorcao, distribuicdo, difusdo, metabolismo erexéo) e, portanto, nas
propriedades toxicas da particula. O fator tamaainda causa conflitos em
relacdo a nanotoxicidade: estudos comprovam qu&dgua superficie da
particula esta estavel a toxicidade é relativeaamhho; outros comprovam que
nanoparticulas de prata entre 15 e 30 nm sdo m@isas que as de 55 nm
(BAEZA-SQUIBAN et al., 2013).

Um trabalho de revisdo mostrou possiveis rotasam®particulas
sob diferentes formas de administracdo, dentre elagestdo. A ingestao de
nanoparticulas permite a absorcdo pelo trato gatgstinal, podendo ser
eliminada pelas fezes ou entrar na corrente saagudmde sdo distribuidas para
os diferentes oOrgaos, tais como figado, rim, baistema nervoso central,
medula 6ssea, musculo e coracdo. Apos a passadefilgaeo, podem retornar
ao trato gastrointestinal e serem eliminadas gdelaes ou apos a passagem pelo
rim podem ser eliminadas na urina (OBERDORSTER.g2@05). Estas rotas
nao consideram quantitativa nem qualitativamentef@isos de nanoparticulas.

Assim, podemos sugerir que as nanoparticulas da-BkA deste

trabalho incorporadas a carboximetilcelulose ficgram parte retidas no ileo,

96



sendo distribuidas no figado (causando vacuolidag@&ornando ao trato
gastrointestinal, sendo em parte eliminada pelassfeou entdo, passar pelos
rins, podendo ser eliminadas na urina.

KIM et al. (2008) estudaram o efeito de doses rdastde
30mg Kg' nanoparticulas de prata de 60 nm em solucdo Hexiaretilcelulose
0,5% em ratos. Um aumento dose-dependente da doagim de prata foi
observado, com as maiores concentracdes no irdestime figado. Esse padréao
de distribuicdo e concentracdo de prata nos Orf@d@en semelhantes aos
obtidos por LOESCHNER et al. (2011), quando dosesl8mg Kg de
nanoparticulas de prata (15 nm) foram administradanente por 28 dias,
obtendo a maior concentracao de prata no ileo.

Em relacdo a esses autores, mesmo com as conéestrac
tamanhos diferentes, esses resultados semelhardespser explicados pela
menor taxa de absorcédo de prata a partir de urngd&oinais estabilizada pela
carboximetilcelulose.

No mesmo trabalho, LOESCHNER et al. (2011) obtinetan alto
indice de excrecdo de prata nas fezes de ratogegaberam nanoparticulas
(70%), estando de acordo com os menores valorggada encontrados nos
orgdos desses mesmos ratos, em comparacdo comadatosistrados com
acetato de prata. Assim, a possivel dissolucédo alerral nanoparticulado no
sistema gastrointestinal deve ser levada em caoaside.

DZIENDZIKOWSKA et al. (2012) observaram a maior
concentracdo de prata nos tecidos oriundas de adimpas de 20 nm, em
relacdo a nanoparticulas de 200 nm. Além disso,altaaoncentracdo de prata
foi encontrada na urina 1 dia apés o inicio deetasiantendo-se elevado durante
14 dias, com diminuicdo nos 13 dias finais. Jafeass, a quantidade de prata
foi maior nos 2 primeiros dias, com posterior decir@o.

KIM et al (2010) obtiveram um aumento dependenteddse na

concentracao de prata no intestino e no sanguieamtb que a prata absorvida
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oralmente é capaz de entrar na corrente sanguiseadistribuida nos 6rgaos.
Houve uma diferenca relacionada ao género no acidauprata nos rins, com o
dobro de prata encontrada nos rins das fémeas, atadp aos machos,no
estudo da toxicidade de nanoaprticulas de 56 nantki0 dias.

Como consequéncias que a dosagem excessiva dgpdataausar
ao ser humano estdo problemas neuroldgicos, nes irdigestdo, dores de
cabeca e a Argyria, patologia que causa o azulamdat pele (FUNG e
BOWEN 1996).

4.4.2.3. Andlise da massa corporea dos animais

Com o objetivo de verificar possiveis alteracGesnagsa corporea
dos ratos devido ao efeito das doses, foram adaBsas perfis de massas
diarios dos ratos por meio do ajuste do modelaatimaisto, que possibilitou
modelar os perfis médios. O modelo que melhor @jusé aos dados apresentou
os efeitos de sexo, dose, sexo*dose, dia, sexoddee*dia e sexo*dose*dia na
parte fixa, efeitos aleatérios de intercepto eediariancias dos erros diferentes
em cada dia (SAS/STAT 9.3 - mixed models).

De acordo com testes de efeito fixo, ndo houveaceta interacao
dose/sexo (p= 0,9245), nem de sexo (p=0,1761) paaco de dose (p=0,1671)
no ganho de massa diario. Assim sendo, ndo houdémmias para rejeitar a
hipotese de paralelismo entre as retas dos costeatias doses 1, 3 e 5 dos dois
sexos, como também entre as retas médias dosedois s entre as retas medias
das 4 doses. Ainda, sendo o efeito de idade sghifo (p<0,05), as retas
médias apresentaram uma mesma inclinacdo. Quasiotacceptos, ndo foram
significativos os efeitos da interacdo dose/sex®,419) e de dose (p=0,6685),
sendo somente significativo o efeito de sexo (59,0 que equivale dizer que

as retas das doses em cada sexo sdo além degsaratebém coincidentes.
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De acordo com o modelo escolhido, apenas os efédtaka e sexo
foram significativos, ou seja, ndo houve diferergatse os ganhos de massas de
machos e fémeas nas diferentes doses, havendotsadiferenca entre 0os sexos
com relacdo as massas inicias dos animais.

Depois de escolhida a estrutura de covariancias, numaelo
reduzido com relacdo a parte fixa foi ajustado,deeas perfis médios das
massas corporeas descritos por apenas duas redbedgsa uma para cada sexo.

Foi possivel obter um bom ajuste, usando modegatimisto, que
descreveu de forma apropriada os perfis médios agsas, assim como as
variancias e as correlacdes ao longo do tempo smmmeato e entre eles.

A FIGURA 4.16 apresenta os perfis médios de nsa@isacejados)
e os perfis individuais, separados por doses &G8RIA 4.17 apresenta os perfis

meédios ajustados pelo modelo reduzido e os pedisiduais.
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FIGURA 4.16: Perfis individuais e médios das massas corpéresasadimais ( Macho em
azul e Fémea em vermelho).
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FIGURA 4.17: Perfis individuais e perfis médios ajustados petaleho reduzido.

KIM et al. (2010), no estudo relatado anteriormerteambéem
relataram que ndo houve mudancas significativacimladas a dose na massa
corporal de fémeas; no entanto, também observamardacréscimo na massa
dos machos na quarta semana de exposicdo a nacwipartde prata, néo
havendo diferencas significativas no consumo deid@m agua entre todos 0s
ratos dos grupos controle e tratamento.

SLEIMAN (2012) estudou a evolugcdo da massa corpogl
avaliacao dos efeitos reprodutivos de nanoparSoddaprata (60 nm) em ratos
Wistar expostos durante a puberdade e constatoungaehouve diferenca
estatistica significativa na evolucdo da massaotalglos animais, ao longo do
experimento, entre 0s animais do grupo tratadograao controle.

Sendo assim, houve relativa linearidade e simiésedvolvimento
dos animais de ambos 0s grupos. As nanoparticé@asausaram alteracées no
crescimento dos animais que pudessem prejudicasengolvimento corporal

normal destes.
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4.4.2.4. Andlise da massa dos orgaos

Como a hipétese de normalidade dos erros nos nmeodel@nalise
de variancia (ANOVA) néo foi rejeitada, o mais iratio é usar os testes
parameétricos. Na analise paramétrica um unico modehjustado aos dados
sendo os resultados analisados conjuntamente, mque analise nao-
paramétrica as comparacfes sdo feitas separadam@ntsubconjuntos dos
dados.

Para aumentar a precisao na verificacdo dos efdgtaise, sexo e
interacdo sexo/dose nas massas dos orgaos, fastadds modelos incluindo a
covariavel massa corpoérea inicial.

A relacdo massa do figado e dose encontra-se naRAG.18.
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FIGURA 4.18: Relacdo massa do figado dos machos e fémas coettigap doses.

Na andlise da massa do figado dos animais, houwe ratacao
linear significativa entre a massa do animal noiegndlo experimento e a massa
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do figado, tanto para os machos como para as fétogas a covaridvel massa
inicial foi incluida nos modelos, para explicartpatta variabilidade da resposta.
N&o foram testadas outras covariaveis como, panplke massa do animal no
final do experimento pois ndo pode haver efeittraimmento nas mesmas.

Nos machos, a Analise de Covariancia (ANCOVA) destramu que
o efeito de dose foi significativo, pois rejeitcela hipotese deigualdade entre as
massas médias dos machos que receberam as d#erdosagens do
nanocomposto (p=0,0027), ou seja, pelo menos 2rdasas médias diferem
entre si (FIGURA 4.19).

A massa média estimada dos figados dos machosigdo gontrole
foi igual a 16,949 (+ 0,62g), considerando machesapdo 443g no inicio do
experimento. Ao aumento de 10g na massa inicighrdmal corresponde um
aumento de 0,49g na massa do figado.

De acordo com os resultados dos testes de Tukeydoade
significancia, concluiu-se que a massa media dslfis dos machos do grupo
controle diferiu das massas médias dos figadosrdahos que receberam as

doses 3 e 5.
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FIGURA 4.19: Massas médiasestimadas dos figados de machodoger e respectivos
intervalos de confianca.
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A tendéncia decrescente das massas médias dosdigesl machos
com o aumento das doses do nanocomposto foi degmwit uma reta com
inclinacdo igual a -0,83; assim, um aumento dg InL' na dose do
nanocomposto corresponde a uma diminuicdo de M&88gnassas médias dos
figados.

Para as fémeas, o efeito de dose também foi sigtifo, pois se
rejeitou a hipotese de igualdade entre as massakasnélas fémeas que
receberam as diferentes dosagens do nanocompaesi@@t0), ou seja, pelo
menos 2 das massas meédias diferem entre si (FIGURA.

A massa media estimada dos figados das fémeasigdo gontrole
foi igual a 9,67g (+ 0,28g), considerando fémeasapdo 253g no inicio do
experimento. Ao aumento de 10g na massa inicighrdmal corresponde um
aumento de 0,27g na massa do figado.

De acordo com os resultados dos testes de Tukeydoade
significancia, conclui-se que a massa média daxlfig das fémeas do grupo
que recebeu a dose 1 difere das massas médiasgddesf das fémeas dos
demais grupos, ou seja, 0 nanocomposto diminunifgigtivamente o tamanho
do figado nessa dose.

Para explicar o tipo de relacdo entre as massadigidos das
fémeas em funcéo das doses seria necessario undrpadi de grau 3 (e esse

passaria exatamente por todos os pontos).
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FIGURA 4.20: Massas meédias estimadas dos figados de fémeasoper edrespectivos
intervalos de confiancga.

A analise da relacdo da massa do intestino e dosaEmtra-se na
FIGURA 4.21.
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FIGURA 4. 21: Relacdo da massa do intestino e doses.
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A parte que cabe ao intestino nesse caso € aqné&@ileo foi
retirado, constando entdo do restante do érgalimdo intestino grosso. Na
analise dos machos, quando todas as observacaes ¢onsideradas, a analise
de diagndstico do modelo destacou uma observagd@ioaaha dose 1 (apontada
no grafico) como sendo bastante influente. Nesse, daram feitas as analises
incluindo e excluindo a mesma, apresentando os nwesesultados. Nesse caso,
seguimos com o0s testes sem o ponto atipico.

A relacao linear entre a massa do intestino e aands animal no
inicio do experimento foi significativa (p=0,0022) desse modo, a covariavel
massa inicial contribuiu para reduzir a variabtidadas observacdes e das
estimativas das variancias e erros padroes.

Pela Andlise de Covariancia (ANCOVA) nao houve réifigas
significativas entre as massas médias dos intaestine machos que receberam
as diferentes doses do nanocomposto (p=0,17) (FEGUR2).

A massa média estimada dos intestinos dos machogrujm
controle foi igual a 12,229 (£ 0,519).

L5-Means for trat
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FIGURA 4. 22: Massas médias estimadas dos intestinos dos mpohdgse e respectivos
intervalos de confianca.
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Assim como para 0os machos, nao houve diferencagisadivas
entre as massas medias dos intestinos das fémeasapberam as diferentes
doses do nanocomposto (p=0,77) (FIGURA 4.23).

A massa média estimada dos intestinos das fémeagrugm
controle foi igual a 8,359 (+ 0,48Q).
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FIGURA 4. 23: Massas médias estimadas dos intestinos das fémedege e respectivos
intervalos de confiancga.

A andlise da massa do cérebro dos animais relatmsnas doses
esta na FIGURA 4.24.
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FIGURA 4. 24: Relagdo entre a massa do cérebro dos animaises.do

Para os machos, a covariavel massa inicial naorilcont para
explicar parte da variabilidade das massas dodm&ralos machos, e assim
ajustou-se o modelo de ANOVA e, de acordo com omesao houve efeito
das doses nas massas dos cérebros dos macho823QBIGURA 4.25). A
massa media estimada do cérebro dos machos do gompmle foi igual a
1,889 (+ 0,13Q).
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FIGURA 4.25: Massas médias estimadas dos cérebros dos macha®gme respectivos
intervalos de confianca.

Para as fémeas, observamos um ponto atipico (azoma
FIGURA 4.24). Foram feitas as analises incluindexeluindo-a. Nas duas
situacles, a relacdo entre a massa do cérebroassarmo animal no inicio do
experimento nao foi significativa e assim ajusteles modelos de ANOVA. A
massa média do cérebro das fémeas do grupo coritiolgual a 1,899
(£0,079).

Em ambas as observacdes, considerando 5% deicigoif, 0s
testes de Tukey ndo detectaram diferencas sigtvtisaentre as massas médias
nas diferentes doses (FIGURA 4.26).
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FIGURA 4.26: Massas médias estimadas dos cérebros das fémeaeg®e respectiv
intervalos de confianca.

A relacdo entre a massa dos ileos dos animaisdeses esta na
FIGURA 4.27.
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FIGURA 4.27: Relacéo entre as massas do ileo dos animaiss. dose
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Ao analisar os pontos relativos aos machos, pod@&mssrvar um
ponto atipico. Da mesma forma como feito acimaarforfeitas as analises
considerando e eliminado esse ponto.

Nas duas situacdes, a relacdo entre a massa de demassa do
animal no inicio do experimento ndo foi signifivatie assim ajustou-se 0s
modelos de ANOVA. Em ambos os casos, ndo houvéoeflais doses nas
massas médias dos ileos dos machos (FIGURA 4.28)agsa média estimada

do ileo dos machos do grupo controle foi iguale8@(+0,07 g).
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FIGURA 4.28: Massas médias estimadas dos ileos dos machos peredmespectivos
intervalos de confianca.

Para as fémeas, assim como para os machos, nae tliberencas
significativas entre as massas médias dos ileodédasas que receberam as
diferentes doses do nanocomposto (FIGURA 4.29).a8sa média do ileo das

fémeas do grupo controle foi igual a 0,69 (x0,079).
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FIGURA 4.29: Massasmédias estimadas dos ileos das fémeas per edosspectivos

intervalos de confianca.
Podemos observar que o Unico 6rgdo analisado quesesytou

dose-dependéncia ao tamanho foi o figado, sendargdoda apresentar

vacuolizacdo dependente da solucao teste.
Na literatura, h& relatos de ndo ocorrerem muakasgnificativas

na massa dos orgaos analisados (baco, figado, @ut@ébro e coracdo) nos

ratos machos e fémeas.

4.4.3. Ecotoxicidade emDaphnia similis

No presente trabalho, a solucao filmogénica comtend

nanoparticulas de prata-PVA apresentou uma maiaicidade para o
microcrustaced. similis em relacdo as bactérias e aos ratos. O contwole f

valido, com uma sobrevivéncia minima de 90% doarmsgnos.
Os valores da G224 e 48 horas encontram-se na TABELA 4.11.
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TABELA 4.11:Parametros de toxicidade aguda p&ra Similis expostas a diferentes
concentragdes de solucdo filmogénica/nanoparticidgsata durante 24 e 48 horas.

Tempo CEso (ug mLY) Intervalo de Modelo de R (%)
exposicao (h) Confianca (g mt) regressao
Y=normal
24 0,0015 0,0011-0,0026 -1,08057 + 70,46
678,297x
48 0,0012 0,0008-0,002 -0,768212 + 75,52
603,564x

Apoés a exposicao dBaphniaa solucdo contendo nanoparticulas,
alguns pigmentos foram visiveis em partes inted@asarapaca, que néo foram
observados nalaphniasdo grupo controle (FIGURA 4.30). Essa pigmentacéao
€ relativa ao acumulo das nanoparticulas sob aagaiadevido a sua ingestao.

ASGHARI et al. (2012) obtiveram Gg48h (0,002pg mt) da
mesma magnitude que as obtidas neste trabalhol@u@OmL') em testes de
toxicidade de nanoparticulas de prata esféricasl@lem comparadas a
nanoparticulas de outros tamanhos e a ions prat®aghnia magnalém

disso, um fenbmeno notavel foi o aparecimento dgugmeas bolhas sob a

)

FIGURA 4.30: (A) Daphnia do grupo controle e (BDapnhia exposta a solucao
contendonanoparticulas de prata.

carapaca dBaphnia

De um modo geral o tamanho de particula é um dumefa

determinantes da toxicidade de nanomateriais, Qa, sgianto menor a
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nanoparticula, maior o seu efeito toxico (FARBEal. 2008). Assim, a alta
toxicidade da solucéo contendo nanoparticulas @@ piode ser justificada pelo
pequeno tamanho das particulas (8 nm).

Da mesma forma, MARCONE (2011) obteve sgHyuais a
0,00061g mL* e 0,0221g mL?, referentes a solucdo de nanoparticulas de prata
(18 nm) esféricassem aglomeracdo e nanoparticdésioas aglomeradas,
respectivamente.

Em oposicéo a isso, GRIFFITT et al. (2008) reaéimaum estudo
no qual nanoparticulas de prata esféricas de 26apmsentaram menos
toxicidade (CEs= 40g L) aD. pulexdo que os ions AgCEs, = 8g LY.

Embora o tamanho da particula seja importante,osutatores
podem ser relacionados a diferentes toxicidades. éxemplo, diferentes
agentes de estabilizacdo e reducdo podem inteni@rioxicidade de particulas
com tamanhos similares. KENNEDY et al. (2010) nmsta toxicidade de
varias nanoparticulas de prata sintetizadas cao@taitEDTA e PVP obtendo
diferentes valores de GHO0,005 — 0,097g mL™).

NEWTON et al.(2013) relataram que a toxicidade a®oparticulas
de prata par®. magnapode ser mediada pela liberacéo de ion's Ag

Geralmente, os valores da §HEndicam uma linha de base para
testes de toxicidade. De acordo com a legislacddnifzo Européia, substancias
com CEg48h menor que [ig mL*, paraDaphniag podem ser classificadas
como categoria 1 — muito téxicas para organismositamps (ASGHARI et al.,
2012).

Assim, a solucdo filmogénica contendo nanopartécula prata-
PVA mostrou ser um produto deleeada toxicidade para invertebrados
aquaticos. Considerando as Daphnias como partelimantacdo de outros
organismos, incluindo peixes, ha certo potenciah @bsorcdo e subsequente

transferéncia de nanoparticulas para organismasagealtos niveis tréficos.
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5. CONCLUSOES

Obteve-se, com éxito, nanoparticulas de prata-P¥/8,42+1,72
nm de diametro, por meio do método de reducido gqaimdia prata com
borohidreto de sodio.

Os filmes de CMC/(NPAg-PVA) foram obtidos e a irgser destas
aumentou as propriedades mecanicas e de barraisasdélmes, apresentando
também certas luminosidade e transparéncia, rémgiignportantes quando
filmes sao utilizados como embalagens de alimentos.

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana, os filneesmtendo
nanoparticulas de prata-PVA apresentaram a formagdon halo de inibicéo,
sendo o tratamento eficaz contra ambas as bacti&stzdas. No teste da
Concentracdo Minima Inibitoria, a solugcdo filmog@nicom nanoparticulas
apresentou um valor de MIC igual a Qut2mL*, valor este relativo a um
sistema com alta atividade antimicrobiana.

No teste de toxicidade em células vegetais, apissansercao de
nanoparticulas na solucdo filmogénica de CMC néoesaptar efeitos
citotoxicos sobre as células ddlium cepa os testes de genotoxicidade
realizados neste trabalho indicaram que uma coraggit de nanoparticulas
igual a 12,4QgmL" apresenta propriedades clastogénicas (induciaeteras
no DNA) sobre 0s organismos expostos, sugerindcoqueo de nanoparticulas
de prata-PVA foi capaz de induzir danos nas célldégses organismos, mesmo
em baixas concentracoes.

Os testes de exposicdo de ratos Wistar a nanapagide prata-
PVA indicaram uma degeneracao celular no figadotaglas as concentracdes
utilizadas de prata da substancia teste (1,00; 8 8@0ug mL). Nao houve
diferencas significativas entre as concentracoean@le prata encontradas nos

ileos das fémeas, submetidas a diferentes dosesrdmomposto. Ja para 0s
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machos, verificou-se uma diferenca significativacoacentracao encontrada no
ileo na menor dose de exposicao.

J4 nos testes de ecotoxicidade, uma ConcentragétoveE0%
igual a 0,012ug mt (48 horas) de nanoparticulas de prata indicou attaa
toxicidade para solucéo filmogénica, quando expastaganismos aquaticos.

Dessa forma, os resultados desse trabalho indiagmoquso de
nanoparticulas de prata, mesmo em baixas concéafagesulta em toxicidade
para 0s organismos expostos, reforcando a necdssta estudos adicionais
que avaliem os efeitos de baixas concentracéesagiessmoparticulas, quando

ingeridas ou liberadas no ambiente.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As seguintes sugestdes para trabalhos futuros sao:

- Fazer novos estudos de propriedades mecanicasneds para
avaliar o efeito dos reagentes isoladamente;

- Fazer testes com filmes de diferentes espesgaias avaliar a
permeabilidade ao vapor de agua;

- Fazer testes adicionais de toxicidade para peissivsos desse

sistema nanoestruturado com outras finalidades.
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APENDICE 1
A. Sintese de Nanoparticulas de Prata-PVA

AgNO,  + NaBH, ;™ Aduq + NaNO,, . + 1/2H,  + ¥BH,

Utilizou-se 10 mL de AgN©0,08g L' (8x10%g), 10 mL de NaBki 0,04g L*
(4x10-4g) e 20 mL de PVA 0,2¢'1(4x10°).

AgNOz: 1 mol - 1699
x - 8x1ly x=4,70xI®mol

NaBH;: 1 mol - 37,89
X - 4x19 x= 1,05xI0mol

Formaréa 4,70x1®mol de Ag: 1 mol - 107,99

,7410° mol - x x=5,08x19
Esse valor em 40 mL. Assim, [Ag] = 12,40ug oL
Relacdo molar AgN©NaBH, € 1:2,2.

A massa de PVA utilizada foi igual a 4,00 mg. Asgpara um volume final de
40 mL tem-se [PVA] = 100 pg mL

Da mesma forma, serdo formados 4, 7%l de NaNQ, 2,35x1& mol de
B,Hs e 2,35x10 mol de H.

BoHs: 1 mol - 27,69

2,35x18 mol - x x=0,06mg
H,: 1 mol - 2¢g
2.35x1F mol - x x= 4,7xFMhg

A massa total de solidos € igual a 5,13mg:

(0,80 mg de AgN@+ 0,40 mg de NaBlt 4,00 mg de PVA) — (0,06mg de
B,Hs+ 4,7x10°mg de H).
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NaNQO;: 1 mol - 85g
47x1®mol - x x=0,40mg

Em 5,13 g da massa total de sélidos, tem-se:
0,51mg de Ag + 0,40mg de Nah® 4,00mg de PVA = 4,91mg.

O restante desse valor é devido ao NaBid excesso:
1,05x10° mol — 4,7x1¢ mol = 5,8x1¢ mol = 0,22mg.

%Na em relacado ao total de Nap&160% (239/37,89). Entédo, de 0,40mg
iniciais de NaBH 0,24g sé&o equivalentes ao soédio.

Na formacao das nanoparticulas de prata-PVA, reepga de @ ha 2
possibilidades dos seguintes residuos esperados:
Possibilidade 1: Todo sédio vai a 6xido de sédiwata vai a 6xido de prata:

Ag+NaNOy+PVA+NaBH+O, __ AgO + 1/2NaO
+CO+NO,+H,0+1/2BHg

Inicio: 1 mol Na (0,24mg) (23g mid)
Final: ¥ mol NaO (62 g mot") = 0,33mg = 6,37% de residuo

Inicio: 1 mol de Ag (0,51mg) (107,9 g i)l
Final: %2 mol de AgD (231,8 g mal) = 0,54mg = 10,62% de residuo

Total de residuos: 16,99%.
Possibilidade 2: Todo sédio vai a 6xido de sédivata como prata:

Inicio: 1 mol Na (0,24mg) (23g mid)
Final: ¥ mol NaO (62 g mot") = 0,33mg = 6,37% de residuo

Inicio: 1 mol de Ag (0,51mg) (107,9 g ri)l

Final: 1 mol de Ag (107,9 g mid) = 0,51mg = 9,94% de residuo
Total de residuos: 16,31%.

Assim, a massa total de soélidos é igual a 5,13rg:on

Massa Ag = 0,51mg 9,94%(m/m)
Massa NaN@=0,40mg 7,80%
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Massa PVA =4,00mg 77,98%
Massa NaBhR =0,22mg 4,28%

B. Obtencdo da solucdo filmogénica CMC/(NPAg-PVA) e ddilme
CMC/(NPAg-PVA)

A solucdo de nanoparticulas de prata-PVA obtidii@uwbu-se 1% de CMC
(m/v). Assim, 0,40g de CMC foram adicionados aosml0 de solugéo de
nanoparticulas de prata-PVA.

Dessa forma, no filme, temos uma massa soélidadetal
5,13mg (demonstrado anteriormente) + 400,00mg d€ GM405,13mg
Assim, no filme solido CMC/(NPAg-PVA):

CMC =400,00mg 98,73% (m/m)
Ag =0,51mg 0,13%
NaNG; = 0,40mg 0,10%
PVA = 4,00mg 0,98%
NaBH; = 0,22mg 0,06%
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