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SANTOS, I. A. Obtenção de nanopartículas de prata através da síntese verde e sua incorporação 

em filmes de nanocelulose para aplicação como revestimento em frutas. Itapetinga – BA: UESB, 

2024. 170p. Tese (Doutorado em Engenharia e Ciência de Alimentos).* 

RESUMO 

A aplicação de revestimentos e filmes com nanomateriais em frutos vem sendo utilizada para 

promover o aumento da vida útil. A celulose nanofibrilada (NFC) pode melhorar a flexibilidade, 

durabilidade, estabilidade, resistência à temperatura e umidade, além de aprimorar as propriedades 

de barreira contra trocas gasosas, aumentando assim a eficiência das embalagens. As nanopartículas 

de prata (AgNPs) podem conferir aos materiais alta atividade antimicrobiana contra uma ampla gama 

de microrganismos. No entanto, os métodos tradicionais da síntese de AgNPs envolvem o uso de 

solventes tóxicos e a geração de resíduos prejudiciais ao meio ambiente. A síntese verde consiste na 

aplicação de princípios da química verde como uso de solventes e reagentes não tóxicos, gasto 

reduzido de energia e uso de matéria-prima renovável. Nesse contexto, objetivou-se obter AgNPs 

através da síntese verde e realizar sua incorporação em filmes com NFC para aplicação como 

revestimento em frutas. Para isso, inicialmente investigou-se a utilização da casca da amêndoa do 

cacau (Theobroma cacao L.) para a produção de AgNPs, além de sua caracterização e avaliação 

contra patógenos de origem alimentar. Posteriormente, foi avaliada a influência da adição de AgNPs, 

e de diferentes concentrações de NFC de eucalipto nas propriedades de bionanocompósitos à base de 

amido. Em seguida, laranjas foram utilizadas para averiguar a eficácia do bionanocompósito com 

30% de NFC na manutenção da qualidade pós-colheita. O extrato proveniente da casca da amêndoa 

do cacau produziu AgNPs eficientemente com alta área superficial (74,51 ± 0,38 nm) e estabilidade 

(-17,97 ± 0,12 mV) além de apresentar ação contra Escherichia coli, Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Cronobacter sakazakii e Klebsiella pneumoniae. Por 

outro lado, a adição máxima de NFC (50%) estudada e AgNPs em bionanocompósitos promoveu um 

aumento na resistência à tração em aproximadamente 283,93%, enquanto o módulo de Young 

também apresentou um aumento significativo de 303,03%, indicando maior rigidez. Já a 

permeabilidade ao vapor de água foi reduzida em cerca de 47,89%. As curvas de fluxo indicaram um 

comportamento pseudoplástico e todos os bionanocompósitos apresentaram efeito inibidor contra 

Botrytis cinerea e Fusarium semitectum. Em relação à aplicação em laranjas, os resultados mostraram 

que o bionanocompósito aderiu bem aos frutos, reduzindo a perda de massa e mantendo a firmeza e 

a integridade estrutural ao longo do armazenamento. Além disso, o bionanocompósito apresentou 

propriedades antimicrobianas, inibindo o crescimento de microrganismos e preservando a qualidade 

das laranjas, superando os tratamentos com cera de carnaúba e sem revestimento. Conclui-se, 

portanto, que é viável utilizar uma abordagem ambientalmente amigável na produção de AgNPs 

usando a casca da amêndoa do cacau. A combinação de amido, AgNPs e NFC resultou em 

bionanocompósitos com propriedades melhoradas, sobretudo em termos de resistência a tração, força 

de punção e eficácia antimicrobiana. O bionanocompósito com 30% de NFC foi eficaz como 

revestimento para a manutenção da qualidade pós-colheita de laranjas. Esses materiais podem ser 

empregados em futuros estudos para explorar diferentes metodologias de aplicação e diversas 

matrizes alimentares, visando ampliar suas possibilidades de uso. Essas inovações não apenas 

melhoraram a eficiência dos bionanocompósitos, mas também promovem a utilização de subprodutos 

agroindustriais, contribuindo para a sustentabilidade ambiental. 

PALAVRAS-CHAVE: Nanopartículas metálicas, Theobroma cacao L., filmes nanoestruturados.  
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ABSTRACT 

The application of coatings and films with nanomaterials on fruits has been used to extend their shelf 

life. Nanofibrillated cellulose (NFC) can enhance flexibility, durability, stability, and resistance to 

temperature and humidity, as well as improve barrier properties against gas exchange, thereby 

increasing packaging efficiency. Silver nanoparticles (AgNPs) can impart high antimicrobial activity 

to materials against a broad spectrum of microorganisms. However, traditional methods for 

synthesizing AgNPs involve the use of toxic solvents and the generation of environmentally harmful 

waste. Green synthesis employs green chemistry principles, such as the use of non-toxic solvents and 

reagents, reduced energy consumption, and renewable raw materials. In this context, the objective 

was to obtain AgNPs through green synthesis and incorporate them into NFC films for use as a 

coating on fruits. To achieve this, the use of cocoa bean shells (Theobroma cacao L.) for AgNP 

production was initially investigated, along with their characterization and evaluation against 

foodborne pathogens. Subsequently, the impact of incorporating AgNPs and varying concentrations 

of eucalyptus NFC on the properties of starch-based bionanocomposites was evaluated. Oranges were 

then used to assess the effectiveness of the bionanocomposite with 30% NFC in preserving 

postharvest quality. The extract from cocoa bean shells efficiently produced AgNPs with a high 

surface area (74.51 ± 0.38 nm) and stability (-17.97 ± 0.12 mV), demonstrating action against 

Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, 

Cronobacter sakazakii, and Klebsiella pneumoniae. Additionally, the maximum NFC content studied 

(50%) and AgNPs in bionanocomposites led to a tensile strength increase of approximately 283.93%, 

while Young's modulus also showed a significant rise of 303.03%, indicating greater stiffness. Water 

vapor permeability was reduced by approximately 47.89%. The flow curves demonstrated 

pseudoplastic behavior, and all bionanocomposites exhibited inhibitory effects against Botrytis 

cinerea and Fusarium semitectum. Regarding application on oranges, the results showed that the 

bionanocomposite adhered well to the fruit, reducing weight loss and maintaining firmness and 

structural integrity throughout storage. Furthermore, the bionanocomposite exhibited antimicrobial 

properties, inhibiting microorganism growth and preserving orange quality, outperforming treatments 

with carnauba wax and no coating. It is therefore concluded that an environmentally friendly approach 

using cocoa bean shell for AgNP production is feasible. The combination of starch, AgNPs, and NFC 

resulted in bionanocomposites with enhanced properties, particularly in terms of tensile strength, 

puncture resistance, and antimicrobial efficacy. The bionanocomposite with 30% NFC was effective 

as a coating for maintaining the postharvest quality of oranges. These materials can be applied in 

future studies to explore different application methods and various food matrices, aiming to expand 

their uses. These innovations not only enhanced bionanocomposite efficiency but also promoted the 

use of agro-industrial by-products, contributing to environmental sustainability. 

KEYWORDS: Metallic nanoparticles, Theobroma cacao L., nanostructured films. 
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1. INTRODUÇÃO  

A crescente demanda por materiais biodegradáveis tem estimulado estudos que visam à 

obtenção de materiais que além de apresentarem excelentes propriedades tecnológicas também não 

prejudiquem o meio ambiente (Gutiérrez & Alvarez, 2018). Nesse contexto, o setor de embalagens 

para alimentos tem investido na realização de pesquisas voltadas para o desenvolvimento de 

revestimentos comestíveis e filmes, uma vez que as embalagens convencionais levam milhares de 

anos para degradar (Gutiérrez & Alvarez, 2018; Qasim et al., 2020). Atualmente, a celulose se destaca 

na obtenção de materiais biodegradáveis devido ao seu baixo custo, excelentes propriedades 

mecânicas, neutralidade sensorial e não toxicidade (Li et al., 2015a). A celulose, portanto, se qualifica 

como um material altamente promissor para a substituição de polímeros não totalmente recicláveis e 

não biodegradáveis (Tkacheva et al., 2013; Li et al., 2015a).  

A utilização da celulose em escala nanométrica, comumente denominada de nanocelulose, 

vem se destacando na área de polímeros pela sua ampla aplicabilidade (Flores-López et al., 2016). 

Entre os tipos de nanocelulose existentes, destaca-se a celulose nanofibrilada (NFC), também 

conhecida por outros termos genéricos como celulose nanofibrilar, nanofibras de celulose e celulose 

microfibrilada (Qasim et al., 2020). Esses termos são utilizados para descrever nanoestruturas de 

celulose com pelo menos uma de suas dimensões, em escala nanométrica, com diâmetros inferiores 

a 100 nm e comprimentos de vários micrômetros em que alternam domínios cristalinos e amorfos 

(Phanthong et al., 2018), geralmente produzida por delaminação da fibra por meio de pressão 

mecânica (Lago et al., 2020; Silva et al., 2021). 

As nanofibrilas de celulose são muito utilizadas para reforço de compósitos como 

revestimentos de alimentos (Jafari et al., 2018) e, na produção de filmes (Pacaphol et al., 2019), pelas 

excelentes propriedades físicas e mecânicas (Tayeb et al., 2018). As nanofibrilas também tem sido 

aplicadas em papéis com o objetivo de melhorar suas propriedades físicas (Taipale et al., 2010; Kose 

et al., 2015), na produção de embalagens para aumentar o tempo de prateleira de alimentos 

(Guimarães et al., 2016; Jafari et al., 2018; Pacaphol et al., 2019) e como reforço em matrizes 

poliméricas a base de amido (Abreu et al., 2015). Um dos sistemas promissores para a melhoria das 

características dos materiais obtidos utilizando a nanocelulose é a incorporação de nanoestruturas 

(Brinchi et al., 2013). Algumas nanoestruturas como as nanopartículas metálicas, podem conferir às 

embalagens nanocelulósicas uma atividade antimicrobiana que quando aplicada a alimentos, pode 

culminar em uma maior durabilidade do produto (Errokh et al., 2019). 

As nanopartículas de prata (AgNPs), dentre as nanopartículas metálicas existentes, se 

destacam em razão de suas propriedades particulares como as altas atividades catalíticas e 

antimicrobianas (Rasheed et al., 2017). O uso de AgNPs apresenta como principal vantagem a sua 
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alta eficácia contra microrganismos deteriorantes sendo mais seguro que fungicidas carcinogênicos 

(Mathew et al., 2019). Devido a essas propriedades, as AgNPs começaram a ser investigadas quanto 

ao uso em embalagens de alimentos, com o objetivo de prolongar a vida útil dos produtos (Vieira et 

al., 2020).  Vários métodos para a síntese de AgNPs tem sido relatados, incluindo o método 

eletroquímico (Nasretdinova et al., 2015) ou redução química, evaporação induzida por calor 

(Bahiraei et al., 2017), micro-ondas (Sökmen et al., 2017) e o uso da luz solar (Bhaduri et al., 2013). 

A maioria desses métodos é oneroso, requer alto consumo de energia, envolve a utilização de produtos 

químicos perigosos e alguns deles produzem quantidades substanciais de subprodutos (Güzel & 

Erdal, 2018; Alkhulaifi et al., 2020; Gomathi et al., 2020). Em contraposto aos métodos 

convencionais, a síntese verde de nanopartículas oferece algumas vantagens que incluem o uso de 

solventes ecológicos e agentes redutores não tóxicos extraídos de plantas, bactérias e fungos, que 

adicionalmente promovem uma estabilidade aprimorada às nanopartículas (Li et al., 2015b; Soto et 

al., 2019). 

A síntese verde de AgNPs foi alcançada usando extratos de plantas e frutas como Melissa 

officinalis (Ruíz-baltazar et al., 2017), Artemisia vulgaris (Rasheed et al., 2017), tamarindo 

(Jayaprakash et al., 2017), amora andina (Kumar et al., 2017), pitaya (Phongtongpasuk et al., 2016), 

entre outros. A síntese de AgNPs com extratos de plantas ou frutas envolve a redução química de Ag+ 

a Ag0 por metabólitos secundários (terpenoides, flavonoides e ácidos fenólicos). O uso de resíduos 

agroindustriais como fonte de produtos químicos redutores tornou-se cada vez mais atraente, trazendo 

benefícios econômicos consideráveis, especialmente porque esses materiais, são ricos em compostos 

bioativos como os compostos fenólicos (Kaderides & Goula, 2017). Diferentes resíduos têm sido 

usados para a síntese de AgNPs, como casca de banana (Ibrahim, 2015), casca de mamão 

(Balavijayalakshmi & Ramalakshmi, 2017), resíduos de chá (Qing et al., 2017) e casca de laranja 

(Soto et al., 2019). 

As cascas da amêndoa do cacau constituem cerca de 20% da amêndoa do fruto e, portanto, 

corresponde a uma parte significativa dos resíduos gerados pela indústria cacaueira. Costumeiramente 

as cascas da amêndoa do cacau são subutilizadas, sendo que na indústria é empregada principalmente 

como combustível para caldeiras (Arlorio et al., 2005). Dos produtos e subprodutos obtidos a partir 

do cacau, a casca da amêndoa apresenta elevada concentração de compostos fenólicos com efeito 

antioxidante significativo e tem demonstrado ser uma fonte rica destes biocompostos (Vásquez et al., 

2019).  Através da avaliação do potencial bioativo das cascas da amêndoa do cacau, fica evidente que 

este material é rico em metabólicos secundários (Vásquez et al., 2019), compostos essenciais para a 

síntese verde de AgNPs. Até o presente momento, não foram encontrados estudos que abordassem a 

utilização das cascas da amêndoa do cacau para produção de nanopartículas de prata. 
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A produção de materiais biodegradáveis com diferentes constituintes, como NFC e AgNPs, 

dá origem a bionanocompósitos que oferecem melhorias significativas devido à escala nanométrica 

dos constituintes (Puiggalí & Katsarava, 2017). Isso se deve à combinação sinérgica entre os 

diferentes materiais, onde as características de um podem complementar as limitações do outro. A 

sinergia entre os constituintes dos filmes e revestimentos pode melhorar características como 

permeabilidade ao vapor de água, resistência à tração e compressão, e propriedades antimicrobianas 

(Lago et al., 2020). Essas características são particularmente benéficas para frutas e hortaliças, como 

as laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck), que enfrentam diversos desafios pós-colheita, como perda 

significativa de massa, danos mecânicos, podridão, estresses oxidativos e outros distúrbios 

bioquímicos e fisiológicos (Lu et al., 2023; Barros et al., 2024). 

Posto isso, essa tese visa estudar a obtenção de nanopartículas de prata através da síntese verde 

e realizar sua incorporação em filmes reforçados com nanocelulose para aplicação como revestimento 

em frutas. A estrutura deste trabalho está organizada em quatro capítulos principais sendo que neste 

primeiro é apresentado o referencial teórico utilizado como base para a execução do estudo e os 

objetivos norteadores da presente pesquisa. No segundo capítulo investigamos o uso da casca da 

amêndoa do cacau para obtenção de nanopartículas de prata, por meio de síntese verde, além de sua 

caracterização e posterior avaliação de seu efeito contra patógenos de origem alimentar.  O terceiro 

capítulo é dedicado à avaliação da influência da adição das nanopartículas de prata, obtidas por síntese 

verde com a casca da amêndoa do cacau, e de diferentes concentrações de celulose nanofibrilada de 

eucalipto nas propriedades de bionanocompósitos à base de amido. Por fim, o quarto capítulo estuda 

a eficácia do bionanocompósito na manutenção da qualidade pós-colheita de laranjas. Ademais, os 

resultados apresentados nesta tese possibilitaram o depósito de um pedido de patente, que está 

anexado ao documento. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Embalagens de alimentos 

As embalagens de alimentos desempenham um papel crucial, não apenas para embrulhar, 

proteger e conservar os alimentos durante o armazenamento, transporte e venda, mas também para 

atender às exigências regulatórias de segurança e fornecer informações nutricionais aos consumidores 

(Jorge, 2013; Kusuma et al., 2023). Elaboradas a partir de uma variedade de materiais, como plástico, 

vidro, papel, metal, madeira e tecidos, essas embalagens são especialmente adaptadas para proteger 

e preservar as características específicas dos diferentes tipos de alimentos (Alamri et al., 2021). 

Dado seu papel crucial na preservação e segurança dos alimentos, as embalagens devem 

cumprir rigorosos requisitos regulatórios de segurança, garantindo a integridade e a qualidade dos 

produtos, além de fornecer informações nutricionais aos consumidores (Kusuma et al., 2023). Dentre 

suas funções destacam-se: a proteção física, que possibilita a formação de uma barreira contra danos 

mecânicos, impactos, umidade, luz e temperatura excessiva, bem como impedir a entrada de água, ar 

ou microrganismos; a preservação, que ajuda a prolongar a vida útil dos alimentos, mantendo por 

mais tempo seu frescor, sabor, textura e valor nutricional; a informação, que possibilita a obtenção 

de dados nutricionais do produto, ingredientes utilizados, prazo de validade, instruções de 

armazenamento e preparo, e informações sobre potenciais alérgenos; e a identificação, que por meio 

de elementos visuais diferencia o produto dos demais existentes no mercado e influencia a decisão de 

compra do consumidor (Paula & Alves, 2023). 

O setor de embalagens faz uso dos diversos materiais já mencionados, dentre estes destacam-

se os plásticos devido à sua capacidade de serem moldados em uma ampla gama de produtos (Dhanraj 

et al., 2022). Os plásticos são polímeros formados por carbono, silício, oxigênio, hidrogênio, 

nitrogênio e cloro, derivados de fontes como carvão, gás natural e, mais predominantemente, petróleo 

(Hasan et al., 2016; Dhanraj et al., 2022). Características como a facilidade de processamento, o baixo 

custo, a robustez mecânica, a eficácia como barreira, a leveza, a transparência e a resistência à tração 

são amplamente reconhecidas nesses materiais (Attaran et al., 2017). Exemplos de plásticos à base 

de petróleo utilizados na fabricação de embalagens alimentícias incluem o polietileno tereftalato 

(PET), o polietileno (PE), o poliestireno (PS) e o polipropileno (PP) (Jorge, 2013; Attaran et al., 2017; 

Dhanraj et al., 2022). 

Apesar das vantagens dos materiais plásticos de fonte petrolífera, eles também apresentam 

desafios significativos. A fabricação e o descarte inadequado desses materiais resultam na liberação 

de uma série de compostos tóxicos, como monóxido de carbono, ácido clorídrico, cloro, dioxinas, 

aminas, furanos, nitretos, benzeno, estireno, butadieno e acetaldeído, que podem prejudicar o meio 

ambiente e representar riscos à saúde humana (Mangaraj et al., 2018). Há, ainda, a preocupação com 



21 

 

a possibilidade de contaminação dos alimentos por compostos químicos provenientes das embalagens 

(Sid et al., 2021). 

Nos últimos anos a produção de plásticos experimentou um crescimento, alcançando um 

marco significativo em 2021 com uma produção global totalizando 390,7 milhões de toneladas 

(Plastics Europe, 2024). Este aumento ocorreu apesar de uma desaceleração temporária em 2020, 

provocada pelos desafios impostos pela pandemia de Covid-19 ao setor. Dentre a produção total em 

2021, foi relatado pela Plastics Europe (2024) em seu relatório bienal que apenas uma fração de 32,5 

milhões de toneladas derivou de processos de reciclagem, enquanto 5,9 milhões de toneladas 

consistiam em plásticos de base biológica. 

A reciclagem de embalagens e produtos plásticos é frequentemente sugerida para diminuir os 

efeitos perigosos dos plásticos no meio ambiente (Qahtani et al., 2021). No entanto, o processo de 

reciclagem não está isento de riscos, principalmente devido à exposição dos envolvidos no processo 

a compostos químicos nocivos (He et al., 2015). Segundo He et al. (2015), trabalhadores envolvidos 

na reciclagem de materiais plásticos, como poliestireno, acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS), 

poliamida e cloreto de polivinila (PVC), estão sujeitos à exposição a produtos químicos orgânicos 

voláteis, esta exposição tem sido associada ao desenvolvimento de câncer (Briassoulis et al., 2021; 

Sid et al., 2021). 

Segundo a Organização das Nações Unidas (ONU), a problemática do plástico no mundo 

atinge dados preocupantes, com apenas um terço dos plásticos produzidos globalmente destinados a 

um único uso, contribuindo significativamente para o acúmulo de resíduos. A quantidade de plástico 

que termina nos oceanos, rios e lagos é surpreendente, equivalendo ao descarte diário de mais de 2000 

caminhões de lixo. Anualmente, isso se traduz em aproximadamente 19 a 23 milhões de toneladas de 

resíduos plásticos que poluem os ecossistemas aquáticos. Este desafio ambiental não somente 

prejudica os habitats e os processos naturais, mas também tem um impacto direto sobre a vida e a 

segurança alimentar de milhões de pessoas (ONU, 2024). 

A preocupação com a poluição por plásticos inclui os riscos à saúde humana, visto que 

microplásticos degradados no ambiente marinho são consumidos por espécies marinhas e, ao comer 

frutos do mar, esses compostos podem ser transferidos para os humanos (Dey et al., 2021; Li et al., 

2023). A ingestão de microplásticos induz uma variedade de efeitos tóxicos, incluindo stress 

oxidativo, distúrbios metabólicos, resposta imunitária, neurotoxicidade, bem como efeitos adversos 

sobre a saúde reprodutiva e o desenvolvimento de organismos, incluindo potenciais efeitos sobre a 

fertilidade e o desenvolvimento fetal (Sangkham et al., 2022; Li et al., 2023). Além da variedade de 

aditivos químicos usados para a produção de plásticos, os microplásticos pode carregar consigo 

poluentes que se ligam a eles no meio ambiente como bifenilos policlorados (PCBs)  e 
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diclorodifeniltricloroetano (DDT), entre outros compostos orgânicos (Athey et al., 2020; Rios-Fuster 

et al., 2021). 

Além dos problemas gerados pela poluição ambiental, durante o armazenamento e 

processamento de alimentos, substâncias químicas presentes nas embalagens podem migrar para os 

alimentos, afetando não apenas o sabor e aroma, mas também potencializando riscos à saúde quando 

excedem limites seguros preestabelecidos (Guerreiro et al., 2018). Dentre os compostos migratórios 

estão substâncias como plastificantes, antioxidantes, estabilizadores (tanto dos efeitos da luz quanto 

do calor), lubrificantes, agentes antiestáticos e monômeros (Graíño et al., 2018). Preocupações 

específicas surgem com a lixiviação de produtos químicos como antimônio, bisfenol A e ftalatos de 

materiais plásticos reutilizados que não foram adequadamente limpos (Sid et al., 2021). Estudos 

indicam que, entre os compostos em embalagens plásticas, pelo menos 148 são perigosos, 

apresentando propriedades cancerígenas, mutagênicas, tóxicas para a reprodução ou que desregulam 

o sistema endócrino, e muitos desses compostos permanecem não identificados (Muncke, 2021; Sid 

et al., 2021). 

Diante desse panorama, fica evidente a problemática imposta pela produção em massa de 

plásticos e pela gestão ineficiente de seus resíduos (Samir et al., 2022). Essas questões são centrais 

para a busca por soluções sustentáveis que atendam às necessidades ambientais e sociais da 

humanidade (Cakmak, 2023). Para combater tal desafio, emerge como solução a adoção de polímeros 

biodegradáveis, uma alternativa que visa reduzir o acúmulo de resíduos plásticos e atenuar os 

impactos ambientais associados. Essa transição para o uso de materiais biodegradáveis constitui um 

avanço importante rumo à sustentabilidade, sinalizando uma mudança consciente na forma como 

produzimos e descartamos produtos plásticos (Zhuang et al., 2024). 

2.2 Polímeros biodegradáveis 

Polímeros biodegradáveis são materiais que se decompõem completamente sob a ação de 

microrganismos, transformando-se em dióxido de carbono, metano, água e outros produtos de baixo 

peso molecular através de processos aeróbicos e anaeróbicos (Cakmak, 2023; Zhuang et al., 2024). 

Esses polímeros são valorizados por sua capacidade de substituir materiais petroquímicos 

convencionais de forma econômica e sem prejudicar o meio ambiente (Cakmak, 2023). 

Os polímeros biodegradáveis podem ser classificados em polímeros naturais e polímeros 

sintéticos biocompatíveis com base em suas fontes (Samir et al., 2022). Polímeros naturais, 

provenientes de fontes renováveis ou biológicas como plantas, animais, organismos marinhos e 

microrganismos, incluem polissacarídeos como amido, celulose e quitosana, e polímeros proteicos 

como fibroína de seda, colágeno, seda de aranha e proteínas vegetais (Zhuang et al., 2024). Já os 

polímeros sintéticos são fabricados por síntese química e incluem variedades biodegradáveis, que 
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contêm ligações éster, amida ou éter, como ácido polilático (PLA), policaprolactona (PCL), 

poliuretano (PU), polietilenoglicol (PEG), poli(ácido láctico-co-glicólico) (PLGA), polibutileno 

succinato (PBS) e álcool polivinílico (PVA) (Doppalapudi et al., 2014; Zhuang et al., 2024). 

Dentre os polissacarídeos, o amido se destaca como o mais amplamente empregado na 

produção de biopolímeros, graças ao seu baixo custo, facilidade de manipulação e vasta 

disponibilidade na natureza (Gamage et al., 2022). O amido é um polímero formado por abundantes 

unidades de glicose unidas por ligações glicosídicas, com sua estrutura composta por amilose linear 

(20-25%) e amilopectina helicoidal/ramificada (75-80%) (Cakmak, 2023; Zhuang et al., 2024). Para 

transformar o amido em um biopolímero, é necessário quebrar sua estrutura granular semicristalina 

através do processo de gelatinização, que converte o amido em uma pasta viscoelástica sob condições 

específicas na presença de excesso de água e temperatura, desfazendo sua cristalinidade e estrutura 

molecular original através do rompimento das ligações de hidrogênio (Gamage et al., 2022). Este 

processo resulta na formação de uma matriz polimérica homogênea, majoritariamente amorfa, que ao 

reassociar suas moléculas em um fenômeno conhecido como retrogradação ou recristalização, cria 

uma nova estrutura semicristalina essencial para a produção de filmes de amido (Parker & Ring, 

2001; Pérez et al., 2009). 

A literatura relata a produção de biopolímeros à base de amido oriundos de diversas fontes, 

tais como milho (Chavez-Esquivel et al., 2022; Blume et al., 2023; Huang et al., 2024; Srivastava et 

al., 2024), batata (Rommi et al., 2016; Teixeira & Mastro, 2023; Yang et al., 2023), trigo (Rani et al., 

2020; Hosseinpourpia et al., 2021; Mohammed et al., 2023), arroz (Benito-González et al., 2022; Erna 

et al., 2022; Moin et al., 2024), mandioca (Lago et al., 2021; Costa et al., 2023; Wu et al., 2024), além 

de fontes não convencionais como banana (Taweechat et al., 2021; Chandrasekar et al., 2023) e 

quinoa (Araujo-Farro et al., 2010; Pagno et al., 2015; Pająk et al., 2019). Dentre as formas de uso 

desses biopolímeros destacam-se os filmes, provenientes do processo de secagem após a gelatinização 

do material, sendo utilizados tanto diretamente na embalagem de alimentos quanto como 

intermediários entre camadas de produtos alimentícios (Shaikh et al., 2021). Os revestimentos 

representam outra aplicação importante, funcionando como barreiras protetoras aplicadas diretamente 

em estado líquido ou semissólido sobre o produto alimentício através de imersão ou pulverização 

(Amin et al., 2021). 

Os polímeros à base de amido, apesar de apresentarem diversas vantagens, como serem 

provenientes de fontes renováveis e biodegradáveis, tendem a mostrar limitações em termos de 

propriedades mecânicas, incluindo menor flexibilidade e baixa resistência ao impacto, além de uma 

permeabilidade ao vapor d'água relativamente alta devido à sua natureza hidrofílica (Díez-Pascual, 

2019). As deficiências nas características mecânicas mencionadas podem ser melhoradas por meio 
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de estratégias como modificações químicas, físicas, enzimáticas ou pela adição de outros 

componentes (Díez-Pascual, 2019; Lago, 2021). 

Se tratando de materiais biodegradáveis, os termos biopolímeros, biocompósitos e 

bionanocompósitos são frequentemente utilizados na área acadêmica. 

Biopolímeros são materiais de origem natural com alto peso molecular, constituídos por 

unidades repetitivas (monômeros) ligadas por ligações covalentes, como é o caso dos biopolímeros à 

base de amido (Musa & Bwatanglang, 2020). Biocompósitos referem-se a materiais compostos por 

dois ou mais componentes distintos, em que pelo menos um deles é biológico, como a combinação 

de biopolímeros de amido com plastificantes para melhorar suas propriedades mecânicas (Manu et 

al., 2022). Bionanocompósitos, por outro lado, são uma categoria específica de biocompósitos que 

incluem pelo menos um material em escala nanométrica (menor ou igual a 100 nm), oferecendo 

melhorias significativas nas propriedades mecânicas e de barreira em comparação aos biopolímeros 

e biocompósitos tradicionais (Puiggalí & Katsarava, 2017). Isso se deve à combinação sinérgica dos 

diferentes materiais, onde as características de um podem complementar as limitações do outro. Um 

exemplo proeminente de reforço em bionanocompósitos são as nanofibrilas celulósicas, que podem 

significativamente aumentar a rigidez e reduzir a permeabilidade ao vapor d'água dos biopolímeros à 

base de amido, otimizando suas propriedades mecânicas e de barreira (Lago, 2021). 

2.3 Nanocelulose 

A celulose, um polissacarídeo linear composto por unidades repetidas de β-D-glucopiranose 

unidas por ligações β-(1,4) glicosídicas, possui uma conformação em forma de cadeira e caracteriza-

se pela presença de uma extremidade redutora com um grupo hemiacetal e uma extremidade não 

redutora com um grupo hidroxila (Magalhães et al., 2023; Guan et al., 2024; Jabeen & Atif, 2024). A 

presença desses grupos hidroxila tornam ainda a celulose altamente reativa e suscetível a 

modificações químicas ou físicas possibilitando que a celulose seja modificada, enxertada ou 

reticulada através de métodos químicos ou físicos (Magalhães et al., 2023; Liu et al., 2024). A 

estrutura da celulose se organiza em regiões amorfas, onde estão desordenadamente emaranhadas, e 

regiões cristalinas, mais ordenadas e compactadas, resultando em uma estrutura densa (Zuppolini et 

al., 2022). As transições entre essas regiões são graduais e sem fronteiras definidas, com as áreas 

amorfas sendo mais susceptíveis à degradação em comparação às áreas cristalinas, que são mais 

resistentes (Li et al., 2021). Através da quebra dessas estruturas celulósicas, é possível obter a 

nanocelulose, aproveitando suas propriedades singulares para diversas aplicações (Trache et al., 

2020; Liu et al., 2024). 

Nanocelulose pode ser definida como a parte dos materiais lignocelulósicos que compreende 

a celulose cristalina e a celulose amorfa, com pelo menos uma dimensão na escala nanométrica 
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(Phanthong et al., 2018). A síntese e aplicação desses materiais alcançou um crescimento notável 

devido à sua natureza biodegradável, grande área superficial específica (>100 m2 g-1), excelentes 

propriedades mecânicas, alta resistência química, cristalinidade personalizada e fácil funcionalização 

da superfície (Shamskar et al., 2019). Existem três principais tipos de nanocelulose: celulose 

nanocristalina, celulose bacteriana ou microbiana e a celulose nanofibrilada (Mishra et al., 2018). 

Embora compartilhem uma composição química semelhante, rica em grupos hidroxila, apresentem 

elevada área superficial, boas propriedades mecânicas, biocompatibilidade e biodisponibilidade, os 

diferentes tipos variam em morfologia, tamanho de partícula, cristalinidade e certas propriedades, 

atribuíveis às distintas fontes e métodos de extração (Liu et al., 2024). 

A celulose nanocristalina (CNC), também chamada de nanocristais de celulose, apresenta-se 

geralmente na forma de cristais (ou bastões) com diâmetro de 5 nm a 70 nm e comprimento inferior 

a 500 nm (Xie et al., 2018; Trache et al., 2020). A CNC é obtida geralmente através de hidrólise ácida 

ou hidrólise enzimática a partir da polpa de celulose. Os processos de hidrólise ácida precisam passar 

por condições de reação muito severas que geralmente requerem ácido concentrado, enquanto o 

processo de hidrólise enzimática requer muito tempo (Xie et al., 2018). O processo de hidrólise se 

inicia com a remoção dos polissacarídeos ligados à superfície das fibrilas e segue com a clivagem e 

destruição das regiões amorfas, restando a maior parte dos nanocristais de celulose (Mishra et al., 

2018; Trache et al., 2020). 

A celulose bacteriana ou microbiana (NCB) é produzida por microrganismos do gênero 

Gluconacetobacter, sendo mais utilizado o microrganismo Gluconacetobacter xylinus (Acetobacer 

xylinus) (Trache et al., 2020). O cultivo ocorre em meio rico em glicose, em condições aeróbias e 

com temperatura controlada, onde as cadeias de glicose produzidas durante a biossíntese são 

perfiladas pelos poros da parede celular do microrganismo, formando estruturas fibrilares que se 

agregam em uma rede de nanofibras com diâmetros entre 20-100 nm (Jozala et al., 2016; Trache et 

al., 2020). 

A celulose nanofibrilada (NFC) também chamada de nanofibras, microfibras, celulose 

nanofibrilar e celulose microfibrilar, consiste em nanofibras de celulose longas, flexíveis e 

emaranhadas (Khalil et al., 2014). Os métodos mais comuns para obter a NFC utilizam a 

desintegração mecânica da fibra, em que a polpa celulósica ou outro material de interesse é 

processado em um moinho com uma superfície móvel e outra fixa, facilitando a fibrilação do material 

conforme ele passa entre essas superfícies (Nechyporchuk et al., 2016). As forças centrípetas fazem 

com que a polpa de celulose passe por uma fenda entre as superfícies, que é ajustada de forma a 

ocorrer contato, ocasionando assim a fibrilação da polpa (Banvillet et al., 2023). 

No setor de alimentos a NFC apresenta uma vasta aplicação para a elaboração e reforço de 

materiais para embalagens, como filmes e embalagens inteligentes. A incorporação da NFC em filmes 
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e revestimentos para alimentos é interessante, pois a maioria das embalagens é limitada como barreira 

à umidade e a trocas gasosas, além de serem frágeis, termossensíveis e possuírem elevado custo 

(Camatari et al., 2018). O uso de nanofibrilas celulósicas pode melhorar a flexibilidade, a 

durabilidade, a estabilidade, a resistência a temperatura e a umidade, as propriedades de barreira às 

trocas gasosas, aumentando a eficiência da embalagem e a vida útil dos alimentos, e diminuindo os 

resíduos de embalagens, contribuindo, assim, com um menor impacto ao meio ambiente (Camatari et 

al., 2018; Viana et al., 2018; Pacaphol et al., 2019). Diversas pesquisas exploram o uso de nanofibrilas 

celulósicas provenientes de diferentes fontes na elaboração de filmes e revestimentos comestíveis.  

Nascimento et al. (2016), conduziram uma pesquisa que investigou a microestrutura, 

cristalinidade e estabilidade térmica de nanofibrilas de celulose obtidas de casca de arroz por meio de 

branqueamento e hidrólise ácida em temperatura amena (45 ºC) seguida de ultrassonicação. Os 

autores analisaram os efeitos da adição de nanofibrilas nas propriedades de filmes de amido 

produzidos por extrusão e concluíram que a NFC de casca de arroz foi capaz de reduzir a opacidade, 

a permeabilidade ao vapor de água e ocasionar melhorias nas propriedades mecânicas nos filmes de 

amido. 

Tibolla et al. (2020), realizaram um estudo sobre o isolamento de nanofibras de celulose a 

partir de cascas de banana verde através de hidrólise ácida e tratamento mecânico. Ao adicionar esta 

NFC a filmes à base de amido de banana, observaram melhorias significativas nas propriedades de 

barreira à água e mecânicas dos filmes, com variações notáveis dependendo da concentração de ácido 

usada para a obtenção da nanocelulose. Os filmes com NFC mostraram menor umidade, solubilidade 

em água e maior resistência à tração, além de reduzirem a transmissão de UV/luz em comparação 

com o controle. 

Lago et al. (2021), investigaram a adição de nanofibrilas de celulose de palha de trigo em 

filmes de fécula de mandioca, testando concentrações de 0% a 50%. As nanofibrilas melhoraram as 

propriedades mecânicas e reduziram a permeabilidade ao vapor de água dos filmes, especialmente 

nas concentrações de 30% e 50%. Essas concentrações também diminuíram a hidrofilicidade dos 

filmes, sugerindo uma melhor interação com o amido e tornando-os mais eficazes para embalagens. 

Tais estudos evidenciam que a nanocelulose, com sua ampla gama de propriedades desejáveis, 

abre novas possibilidades para a criação de materiais sustentáveis e biodegradáveis. Seu uso na 

formulação de filmes não só atende à crescente demanda por soluções ecológicas, mas também 

melhora significativamente a funcionalidade dos materiais, tornando-os mais resistentes e eficientes 

na preservação dos alimentos. A busca por embalagens mais eficientes e sustentáveis conduz à 

exploração de aditivos que possam conferir propriedades antimicrobianas, um aspecto fundamental 

para prolongar a vida útil dos alimentos. Neste contexto, as nanopartículas de prata surgem como um 

aditivo promissor, graças às suas conhecidas propriedades antimicrobianas. A integração de 
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nanopartículas de prata em filmes de nanocelulose representa uma abordagem inovadora que combina 

a sustentabilidade e biodegradabilidade da nanocelulose com as excepcionais capacidades 

antimicrobianas das nanopartículas de prata. 

2.4 Nanopartículas de prata 

As nanopartículas (NPs) metálicas são estruturas que possuem pelo menos 50% de suas 

partículas com pelo menos uma de suas dimensões entre 1 e 100 nm (Teulon et al., 2018). Estas têm 

gerado muito interesse por apresentarem propriedades físicas, químicas e/ou biológicas únicas, como 

alta reatividade, capacidade de penetração celular e comportamento óptico distinto, em comparação 

a partículas macroestruturadas (Güzel & Erdal, 2018). Devido ao seu tamanho em nanoescala, a razão 

entre a área de superfície e o volume das NPs aumenta, fazendo com que elas se tornem mais reativas. 

Além disso, podem surgir comportamentos eletrônicos e ópticos diferenciados, devido ao 

confinamento eletrônico, característica proeminente nas nanopartículas metálicas (NPMs) (Siddiqi et 

al., 2018; Teulon et al., 2018). 

As nanopartículas de prata (AgNPs) são as nanopartículas metálicas com as propriedades 

antimicrobianas mais recentemente aplicadas em embalagens de alimentos (Vieira et al., 2020). O 

uso das AgNPs apresenta diversas vantagens quando comparada aos antimicrobianos químicos 

usados atualmente: AgNPs podem ser dispersas em uma variedade de solventes (incluindo água, 

isopropanol e etanol) para produzir suspensões convenientes; têm alta eficácia contra fungos em 

concentrações mais baixas (Abreu et al., 2015; Khanh et al., 2019; Mathew et al., 2019; Saedi et al., 

2020), e podem ser consideradas materiais não tóxicos quando sintetizadas usando compostos não 

tóxicos, sendo mais segura quando comparada com fungicidas carcinogênicos (Mathew et al., 2019). 

As AgNPs funcionam bem como compostos antimicrobianos porque ocasionam a formação de 

espécies reativas de oxigênio capazes de se ligar às proteínas de membrana da célula bacteriana 

causando alterações estruturais na parede celular e consequentemente vazamento de substâncias 

intracelulares ocasionando a morte celular do microrganismo (Fabrega et al., 2011). 

As duas principais metodologias empregadas para a síntese de NPs são conhecidas como 

abordagens top-down e bottom-up (Figura 1) (Dhaka et al., 2023). Estas estratégias englobam 

métodos de síntese que se classificam em três categorias principais: químicos, físicos e biológicos. A 

abordagem top-down, que utiliza métodos físicos, parte de um bloco maior de material e o decompõe 

progressivamente até atingir a escala nanométrica. Exemplos comuns de técnicas top-down incluem 

a fotolitografia, moagem, litografia por feixe de elétrons e a gravação com plasma iônico, sendo todas 

estas voltadas para a produção em larga escala de NPs (Fu et al., 2018). Já a abordagem bottom-up 

parte de átomos e moléculas que se agregam para formar as nanopartículas. Este método é baseado 

em processos químicos e biológicos, empregando técnicas como o processamento sol-gel, pirólise a 
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laser, síntese por pulverização de plasma ou chama, deposição química de vapor, automontagem a 

partir de moléculas de monômeros, precipitação nanoestrutural por métodos eletroquímicos ou 

químicos, e a síntese bioassistida (Abid et al., 2022). Comparativamente, a abordagem bottom-up é 

frequentemente considerada como menos custosa e tóxica do que a top-down, oferecendo uma 

alternativa mais segura e econômica para a produção de nanopartículas (Dhaka et al., 2023). 

 

Figura 1 – Métodos usados para a síntese de nanopartículas metálicas. 

Fonte: Adaptado de Dhaka et al. (2023) 

 

Os métodos químicos são notáveis pela sua diversidade e eficiência na produção de NPs, 

incluindo nanopartículas de prata (AgNPs), através de uma variedade de técnicas como o método sol-

gel, redução química, deposição química de vapor, microemulsão, redução eletroquímica e síntese de 

poliol (Jamkhande et al., 2019; Dhaka et al., 2023). Na síntese química de AgNPs, três componentes 

são essenciais: precursores metálicos, agentes redutores e agentes estabilizantes. Os precursores 

metálicos comuns são sais de prata, como nitrato de prata (AgNO3), perclorato de prata (AgClO4) e 

tetrafluoroborato de prata (AgBF4), que são reduzidos a Ag metálico por agentes redutores 

(Jamkhande et al., 2019). Vários agentes redutores são empregados para essa finalidade, incluindo 
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citrato de sódio, ascorbato, borohidreto de sódio (NaBH4), hidrogênio, borohidreto tio-glicerol, 2-

mercaptoetanol, o reagente de Tollens e N,N-dimetilformamida (DMF) (Lee & Jun, 2019). Para evitar 

a aglomeração e manter as nanopartículas estáveis e dispersas, os agentes estabilizantes, como 

polivinilpirrolidona (PVP), polissacarídeos, álcool polivinílico (PVA), polietilenoglicol (PEG), 

quitosana, oleilamina e ácido glucônico, são introduzidos. Eles desempenham um papel crucial em 

manter a dispersão e estabilidade das AgNPs recém-formadas (Lee & Jun, 2019). O controle do 

tamanho e da forma das AgNPs é fundamental e depende de fatores como as condições de reação 

(pH, tempo de reação, concentração de sais de prata, agentes redutores e estabilizantes) 

(McGillicuddy et al., 2017; Satpathy et al., 2018; Vijayaram et al., 2023). Além disso, a morfologia 

final das NPs é fortemente influenciada pelos processos de nucleação e crescimento subsequente, 

destacando a importância de um controle preciso sobre as condições de reação para alcançar as 

características desejadas nas nanopartículas sintetizadas (Dhaka et al., 2023). 

Os métodos físicos para a síntese de nanopartículas, incluindo AgNPs, envolvem técnicas 

diversificadas, tais como ablação a laser, litografia, moagem de bolas, e condensação de vapor. Estes 

processos podem variar desde métodos mecânicos até técnicas baseadas em vapor, sendo a 

condensação de vapor uma das mais utilizadas (Jamkhande et al., 2019; Saravanan et al., 2021). Neste 

método, materiais são vaporizados por uma fonte de calor e, em seguida, rapidamente condensados, 

permitindo a formação de NPs. Diferentes formas de energia - luminosa, mecânica, térmica, e elétrica 

- são empregadas para ajustar o tamanho das partículas, com o uso de estabilizadores para prevenir a 

reagregação e promover a formação de colóides estáveis. A ablação a laser é destacada por criar 

AgNPs de alta pureza e tamanho controlado através da condensação de nanogotas de prata em um 

meio líquido de resfriamento (Jamkhande et al., 2019). Alternativamente, a pirólise por spray, uma 

técnica que envolve a decomposição térmica de uma solução aquosa de precursores de prata em 

presença de um estabilizador como PVP ou dextrana, permite a síntese de AgNPs monodispersas em 

uma matriz sem a necessidade de agentes redutores (Jamkhande et al., 2019). Este processo utiliza a 

atomização ultrassônica e o transporte por gás nitrogênio para proteger as NPs da oxidação, 

evidenciando a versatilidade e a eficácia dos métodos físicos na produção de nanopartículas (Dhaka 

et al., 2023). 

Os métodos tradicionais de síntese, como os físicos e químicos, embora eficazes, apresentam 

desafios em termos de custo e impacto ambiental (Osman et al., 2024). Os métodos químicos 

frequentemente recorrem a substâncias tóxicas e perigosas tanto para o meio ambiente quanto para 

os seres humanos. Por outro lado, os métodos físicos são caracterizados por seu alto consumo de 

energia e a necessidade de condições específicas, como temperaturas elevadas e vácuo, além de 

requererem equipamentos especializados e dispendiosos. Tais métodos também dependem do uso de 
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agentes estabilizadores e redutores em altas concentrações, que podem ser nocivos à saúde humana e 

ao meio ambiente (Dhaka et al., 2023). 

Atualmente, há um crescente interesse em alternativas mais sustentáveis que reduzam ou 

eliminem o uso de compostos orgânicos perigosos na síntese de NPs. Assim, a atenção tem se voltado 

para a síntese verde que oferece uma abordagem mais segura para a produção de NPs (Ali et al., 2021; 

Osman et al., 2024). O método biológico destaca-se como a opção preferencial para a síntese de NPs, 

devido a sua eficiência, baixo custo, e minimização de riscos à saúde e ao meio ambiente (Saravanan 

et al., 2021). Esta abordagem utiliza agentes redutores e estabilizadores naturais, promovendo um 

processo mais limpo e sustentável. A transição para a síntese biológica de NPs não só atende à 

demanda por métodos de produção mais seguros e econômicos, mas também alinha a nanotecnologia 

com os princípios da sustentabilidade ambiental (Dhaka et al., 2023). 

Muitos pesquisadores têm sugerido que a abordagem de síntese verde representa uma escolha 

mais apropriada em comparação com os métodos tradicionais de síntese química e física (Dhaka et 

al., 2023). Os extratos naturais, como os provenientes de plantas e microrganismos, são utilizados 

nos processos de síntese biológica. O método de biossíntese que utiliza esses extratos biológicos tem 

ganhado destaque globalmente devido à presença de diversos metabólitos que não apenas reduzem 

os íons Ag+ em AgNPs, mas também os estabilizam, evitando a aglomeração e reduzindo a toxicidade 

(Saravanan et al., 2021). Além disso, a biossíntese baseada em microrganismos é reconhecida por 

suas biomoléculas redutoras e de natureza ecologicamente correta. Os compostos fitoquímicos 

encontrados em extratos naturais, como polissacarídeos, compostos fenólicos, vitaminas, amidas, 

alcaloides, terpenoides, taninos, ácidos orgânicos e ácidos dicarboxílicos aromáticos, desempenham 

um papel crucial na redução dos íons Ag+ em AgNPs durante a síntese biológica (Saravanan et al., 

2021). 

2.4.1 Síntese verde de AgNPs 

As AgNPs podem ser sintetizados por diferentes métodos, sejam eles químicos, físicos ou 

biológicos (Gomathi et al., 2020). Embora sejam os mais utilizados, os métodos químicos e físicos 

são onerosos, demorados, prejudiciais ao meio ambiente, utilizam reagentes inflamáveis e tóxicos, e 

produzem uma quantidade considerável de produtos secundários indesejáveis (Güzel & Erdal, 2018; 

Soto et al., 2019; Gomathi et al., 2020). Em contrapartida, os métodos biológicos são econômicos, 

reduzem os gastos com energia e têm uma técnica que traz protocolos benignos ao meio ambiente 

(Alkhulaifi et al., 2020). 

Diante disso, um conceito recentemente apresentado como “síntese verde” consiste na 

aplicação de princípios da química verde em uma síntese química, como por exemplo, uso de 

solventes e reagentes não tóxicos, gasto reduzido de energia, reação conduzida a temperatura e 
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pressão ambiente, matéria-prima renovável, dentre outros (Güzel & Erdal, 2018). Em outras palavras 

a síntese verde surgiu como uma rota de síntese alternativa, de fácil manuseio e viável aos métodos 

físicos e químicos, pois é um método mais sustentável, de baixo custo e com geração de produtos 

menos nocivos à saúde humana e ao meio ambiente (Salam et al., 2012). 

A síntese biológica ou síntese verde é um método que utiliza sistemas biológicos, como 

plantas e algas, bactérias e fungos, que através de suas proteínas e metabolitos são capazes de 

transformar íons metálicos em nanopartículas metálicas (Angel et al., 2018). Para a preparação de 

nanopartículas abordando o método de síntese verde, são necessários a escolha do solvente (de 

preferência água), um agente redutor e um material para a estabilização das nanopartículas não tóxico 

(Raveendran et al., 2003). 

Dentre os materiais utilizados na síntese verde de AgNPs, extratos provenientes de tecidos e 

órgãos de plantas têm sido os mais reportados na literatura (Gomathi et al., 2020). Plantas podem 

atuar como agentes químicos redutores de sais metálicos devido aos seus numerosos componentes. 

Dentre estes, destacam-se: aminoácidos, compostos fenólicos, terpenoides, ácido cítrico, grupos 

funcionais (álcoois, aldeídos, aminas), compostos heterocíclicos, desidrogenases, CO2 intracelular, 

proteínas de membrana, NADP redutases, peptídeos, polissacarídeos, saponinas e ácido tânico (Ingale 

& Chaudhari, 2013). Alguns desses compostos também podem atuar como agentes estabilizantes, 

recobrindo a superfície das partículas, limitando o seu crescimento excessivo que ocasiona a redução 

da reatividade das AgNPs (Ingale & Chaudhari, 2013; Gomathi et al., 2020; Vijayaram et al., 2023). 

Os compostos fenólicos são os grandes responsáveis pela capacidade de produzir 

nanopartículas de prata por meio de matrizes vegetais (Kumar et al., 2017).  Isso ocorre porque os 

fitoquímicos apresentam elevada capacidade antioxidante que corrobora para a conversão dos íons 

Ag+ para Ag0. Logo, quanto maior a quantidade de agentes redutores, como os compostos fenólicos, 

maior as chances de sucesso referente à síntese de AgNPs (Soto et al., 2019). 

As matrizes vegetais utilizadas para a síntese de AgNPs são diversas, entretanto, o extrato 

proveniente das folhas (Rasheed et al., 2017) é a escolha mais comum, mas também há estudos 

reportando o uso de sementes (Vijayaraghavan et al., 2012), cascas (Alkhulaifi et al., 2020; Gomathi 

et al., 2020) e frutos (Balavijayalakshmi & Ramalakshmi, 2017; Kumar et al., 2017; Odeniyi et al., 

2020). 

Atualmente, com a crescente preocupação com o meio ambiente, tem-se estimulado o uso ao 

invés do descarte de resíduos agroindustriais. Estes resíduos são, muitas vezes, ricos em compostos 

fenólicos com alto potencial antioxidante e, portanto, capazes de serem utilizados para a síntese de 

AgNPs (Saraiva et al., 2018; Soto et al., 2019; Alkhulaifi et al., 2020; Omran & Baek, 2022). A tabela 

1 apresenta uma seleção de estudos que exploram o uso de resíduos agroindustriais na síntese verde 

de nanopartículas de prata, evidenciando os avanços significativos nesta área de pesquisa. Esses 
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estudos demonstram a viabilidade de transformar subprodutos, como cascas de frutas (banana, 

laranja, pinha, cacau, entre outras), sementes (jaca e uva), folhas (abacaxi e couve-flor), e até mesmo 

a borra de café, em AgNPs. Os resíduos são convertidos em nanopartículas com formatos variados 

(esférico, irregular, poligonal, triangular, hexagonal), tamanhos que oscilam entre 3 nm e 105 nm, 

estabilidade variada — avaliada por meio do potencial zeta — e amplo espectro contra 

microrganismos incluindo bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos. Essas informações 

destacam as variações nas propriedades das AgNPs a depender da matéria-prima utilizada. 

Embora as fontes de investigação de resíduos para a produção de nanopartículas de prata 

sejam diversas, até o presente momento, nas bases de dados utilizadas pelos autores (Web of Science, 

PubMed, ScienceDirect, Scopus e SpringerLink) não foram identificadas pesquisas que avaliem 

especificamente um importante resíduo da indústria de alimentos, a casca da amêndoa do cacau, como 

precursor na formação de AgNPs. Adicionalmente, há uma carência de estudos focados na aplicação 

dessas nanopartículas obtidas por síntese verde em alimentos, visando prolongar a vida útil dos 

mesmos.
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Tabela 1 – Estudos envolvendo o uso de resíduos agroindustriais para a síntese de nanopartículas de prata (AgNPs) bem como seu formato, tamanho, 

potencial zeta e microrganismos alvo da atividade antimicrobiana. 

Resíduo utilizado Formato Tamanho (nm) 
Potencial Zeta 

(mV) 
Microrganismo alvo Referência 

Casca da banana (Musa paradisiaca) - - - 

Candida albicans, 

Enterobactenmr aerogenes, 

Escherichia coli e 

Klebsiella sp. 

Bankar et al. (2010) 

Casca da laranja (Citrus sinensis) Esférico 

33 para a síntese 

feita a 25°C; 8 

para a síntese 

feita a 60°C 

- 

Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa e 

Staphylococcus  aureus 

Kaviya et al. (2011) 

Casca da pinha (Annona squamosa) 
Esférico 

irregular 
20 a 60 - - Kumar et al. (2012) 

Semente da  jaca (Artocarpus 

heterophyllus Lam.) 
Irregular ~10,78 - 

Bacillus cereus, 

Bacillus subtilis, 

Staphyloccocus aureus e 

Pseudomonas  aeruginosa 

Jagtap e Bapat (2013) 

Folhas do abacaxi (Ananas comosus) Esférico ~12,4 - 

Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pneumoniae, 

Proteus mirabilis e 

Escherichia coli 

Emeka et al. (2014) 

Semente da uva (Vitis vinífera) 
Esférico e 

poligonal 
25 a 35 -28,4 

Vibrio alginolyticus, 

Vibrio anguillarum, 

Vibrio parahaemolyticus e 

Aeromonas punctata 

Xu et al. (2015) 

Cascas do limão (Citrus limon) Esférico 10 a 32 -26,1 - 

Dauthal e 

Mukhopadhyay 

(2015) 

Casca da pitaya (Hylocereus undatus) Esférico ~26 Superior a ±20 

Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa e 

Staphylococus aureus 

Phongtongpasuk et al. 

(2016) 
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Tabela 1 – (continuação)  

Resíduo utilizado Formato Tamanho (nm) 
Potencial Zeta 

(mV) 
Microrganismo alvo Referência 

Casca do cacau (Theobroma cacao) Esférico 4 a 32 - 

Escherichia coli, 

Klebsiella pneumonia, 

Streptococcus pyogenes, 

Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa, 

Aspergillus flavus, 

Aspergillus fumigatus e 

Aspergillus niger 

Lateef et al. (2016) 

Vagem da noz de cola (Cola nitida) Esférico 12 a 80 - - Azeez et al. (2017) 

Cascas da romã (Punica granatum), 

laranja (Citrus sinensis), banana (Musa 

spp.) e maçã (Malus domestica) 

Esférico ~25 - 

Salmonella, 

Escherichia coli, 

Pseudomonas, Fusarium e 

Aeromonas hydrophila 

Naganathan e 

Thirunavukkarasu, 

(2017) 

Casca da laranja (Citrus sinensis) - - - 

Pseudomonas aeruginosa; 

Escherichia coli e 

Salmonella typhimurium 

Reenaa e Menon, 

(2017) 

Casca do caroço do pêssego (Prunus 

persica) 
Ponto <20 - - 

Khodadadi et al. 

(2017) 

Casca da longana (Dimocarpus longan) Esférico ~20 - - Khan et al. (2018) 

Rizoma do Acorus calamus Esférico ~31,83 -32, 3 - Nakkala et al. (2018) 

Talos da uva (Vitis vinífera) - ~27,7 - - 
Bastos-Arrieta et al. 

(2018) 

Casca do limão (Citrus limon) 
Esférico e 

irregular 
~37,1 - 

Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 
Annu et al. (2018) 

Casca da laranja (Citrus sinensis) 
Esférico e 

irregular 
~86,4 - 

Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 
Annu et al. (2018) 

Casca da laranja-lima (Citrus limetta) 
Esférico e 

irregular 
~98,1 - 

Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 
Annu et al. (2018) 
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Tabela 1 – (continuação)  

Resíduo utilizado Formato Tamanho (nm) 
Potencial Zeta 

(mV) 
Microrganismo alvo Referência 

Resíduos sólidos do mirtilo (Vaccinium 

corymbosum) após centrifugação do fruto 

inteiro 

Cúbica 29,4 a 63,1 -35,6 a -20,5 - Zuorro et al. (2019) 

Resíduos sólidos da groselha (Ribes 

rubrum) após centrifugação do fruto 

inteiro 

Cúbica 25,4 a 64,6 -29,0 a -22,0 - Zuorro et al. (2019) 

Resíduo sólido após o processamento do 

sapoti (Manilkara zapota) 
Esférico 8 a 12 -13,41 

Klebsiella pneumoniae; 

Pseudomonas aeruginosa; 

Escherichia coli; 

Staphyllococcus aureus e 

Bacillus subtilis 

Vishwasrao et al. 

(2019) 

Resíduo sólido após processamento da 

uva (Vitis vinífera) 
Esférico 3 a 14 - 

Escherichia coli e 

Listeria monocytogenes 
Soto et al. (2019) 

Resíduo sólido após processamento da 

laranja (Citrus sinensis) 
Esférico 5 a 50 - 

Escherichia coli e 

Listeria monocytogenes 
Soto et al. (2019) 

Casca do abacaxi (Ananas comosus L.) 
Quase 

esférica 
- - 

Bacillus cereus; 

Listeria monocytogenes e 

Enterococcus faecium 

Das et al. (2019) 

Látex do sapoti (Manilkara zapota) Esférico 20 a 40 - - Thakore et al. (2019) 

Bagaço da groselha preta (Ribes nigrum) 

fornecido por agroindústria 
Esférico 40 a 60 -13,41 Escherichia coli 

Vorobyova et al. 

(2020) 

Amêndoas da Terminalia bellerica Esférico ~29,6 - - Sherin et al. (2020) 

Cascas do tomate (Solanum lycopersicum 

L.) 
Esférico 21 a 93 - - Carbone et al. (2020) 

Casca da cebola (Allium cepa) Esférico 12,5 - - Yap et al. (2020) 

Resíduo sólido após processamento da 

uva (Vitis vinífera) 
Esférico 20 a 35 - 

Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 
Saratale et al. (2020) 

Folhas da couve-flor (Brassica oleracea 

var. botrytis) 
Esférico 5 a 50 - - Kadam et al. (2020) 

Casca do tamarindo (Tamarindus indica) Esférico 20 a 52 - - Gomathi et al. (2020) 
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Tabela 1 – (continuação)  

Resíduo utilizado Formato Tamanho (nm) 
Potencial Zeta 

(mV) 
Microrganismo alvo Referência 

Casca do limão (Citrus limon) Esférico 59,74 - 

Acinetobacter baumannii, 

Salmonella typhimurium, 

Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus e 

Proteus vulgaris  

Alkhulaifi et al. 

(2020) 

Casca da noz (Juglans regia) Esférico 46,2  -41,2 - Ituen et al. (2021) 

Casca da manga (Mangifera indica) 
Esférico e 

elipsoidal 
25 a 70 - 

Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 
Xing et al. (2021) 

Casca da tangerina (Citrus tangerina) 

Triangulares, 

bastonetes, 

esféricos e 

hexagonais 

5 a 80 - 
Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 

Niluxsshun et al. 

(2021) 

Casca do limão (Citrus limon) 

Esférico, 

ovais e 

irregulares 

10 a 70 - 
Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 

Niluxsshun et al. 

(2021) 

Casca da laranja (Citrus sinensis) 
Esférico e 

irregulares 
10 a 50 - 

Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 

Niluxsshun et al. 

(2021) 

Borra do café (Coffea arabica) - ~10 -30,5 a -20,7 - Zuorro et al. (2022) 

Casca do coco (Cocos nucifera) Esférico 60 a 105 - 
Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 
Khan et al. (2023) 

Casca do grão-de-bico preto (Cicer 

arietinum) 
Esférico ~47,46 47,3 

Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, 

Bacillus cereus e 

Pseudomonas aeruginosa 

Mouriya et al. (2023) 

Casca da romã (Punica granatum) Cristalino ~60 - - Rasool et al. (2024) 
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2.4.2 Resíduo de interesse: casca da amêndoa do cacau   

A casca da amêndoa do cacau (Theobroma cacao L.), um subproduto proveniente da produção 

de chocolate, é gerada em quantidades aproximadas de 700 mil toneladas anualmente em escala 

global (Rojo-Poveda et al., 2020). Esse resíduo faz parte da semente e são separadas dos cotilédones 

junto com o gérmen durante o processo de pré-torrefação ou após o processo de torrefação das 

amêndoas do cacau (Vásquez et al., 2019). Costumeiramente as cascas da amêndoa do cacau são 

subutilizadas, sendo que na indústria são empregadas principalmente como combustível para 

caldeiras (Arlorio et al., 2005). Esta prática desvaloriza a casca da amêndoa do cacau uma vez que 

esta apresenta elevada concentração de compostos fenólicos com efeito antioxidante e tem 

demonstrado ser uma fonte rica e menos onerosa biocompostos (Vásquez et al., 2019). 

Pérez (2015) avaliando subprodutos do cacau identificaram procianidinas, entre outros 

compostos, por análise qualitativa dos metabólitos secundários encontrados na casca da amêndoa do 

cacau. As procianidinas encontradas no cacau são taninos, os quais podem variar de tamanho partindo 

desde monômeros até polímeros de cadeia longa (Ortega et al., 2010), sendo seu tamanho descrito 

pelo grau de polimerização (Gu et al., 2006). Também foram identificadas nas cascas da amêndoa do 

cacau elevada capacidade antioxidante (Lecumberri et al., 2007; Martínez et al., 2012; Vásquez et al., 

2019).  Esta foi atribuída à presença de polifenóis (catequina, epicatequina e procianidina B2). Todos 

esses atributos benéficos indicam que este produto pode ser de grande interesse para a indústria, 

considerando sua potencial aplicação como ingrediente funcional (Lecumberri et al., 2007). 

Através da avaliação do potencial bioativo das cascas da amêndoa do cacau, fica evidente que 

este material é rico em metabólicos secundários (terpenoides, flavonoides e ácidos fenólicos). A casca 

da amêndoa do cacau é, portanto, um material rico em compostos bioativos que ainda permanece 

sendo subutilizado e sem mercado definitivo (Vásquez et al., 2019). Este é, portanto, um resíduo com 

elevado potencial para ser utilizado e adicionado em materiais com maior valor tanto econômico 

quanto ecológico. Atualmente a produção de AgNPs por síntese verde tem obtido destaque em razão 

aos seus benefícios frente as sínteses químicas comumente utilizadas, é de conhecimento que a 

presença de compostos antioxidantes nas matrizes vegetais são pré-requisito para a eficácia da síntese 

(Alkhulaifi et al., 2020; Gomathi et al., 2020). Portanto, com base na composição em bioativos da 

casca da amêndoa do cacau pressupõe-se que este seja um material com elevado potencial para ser 

aplicado na síntese verde de AgNPs.  

2.5 AgNPs e Aplicações em filmes nanocelulósicos 

A hibridização de nanocelulose com nanopartículas metálicas tem atraído interesse crescente 

durante a última década (Errokh et al., 2019). A alta área superficial da nanocelulose promove um 

carregamento estável de NPs em meio aquoso evitando o uso de solventes orgânicos. As 
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nanoceluloses híbridas têm amplo potencial como biossensores (Wang et al., 2011), embalagem ativa 

(Azeredo et al., 2017), curativos (Haider et al., 2018) adsorventes e em dispositivos eletrônicos 

(Errokh et al., 2019). 

Mais especificamente, a hibridização de celulose com AgNPs tem sido objeto de extensa 

pesquisa com o objetivo de conferir atividade antibacteriana forte e durável à celulose, aproveitando 

a propriedade bactericida da Ag contra uma ampla gama de bactérias, fungos e vírus (Chernousova 

& Epple, 2013). A imobilização de AgNPs em nanocelulose evita sua agregação durante o 

crescimento e reduz o risco de lixiviação para o meio circundante (Errokh et al., 2019). 

Os filmes e revestimentos que apresentam nanocelulose e AgNPs são basicamente 

“embalagens ativas”, capazes de cumprir sua função de barreira contra gases, umidade e luz. Além 

disso, nos casos de predisposição à contaminação microbiológica do alimento, tais embalagens 

podem atuar como barreira para o crescimento microbiológico pela presença das AgNPs, com um 

consequentemente aumento no tempo de prateleira do alimento (Fernández et al., 2010; Errokh et al., 

2019). 

Fernández, Picouet e Lloret (2010), empregaram filmes de celulose contendo AgNPs para 

armazenamento de cortes de melão fresco. Como resultado, durante o período de armazenamento, 

esses alimentos apresentaram baixa contagem, em média 3 log10 UFC.g-1 a menos, de microrganismos 

mesófilos, psicotróficos e leveduras, em comparação com filmes de celulose sem a presença de 

AgNPs.  

Claro et al. (2019) confeccionaram filmes de nanocelulose de eucalipto e os impregnou com 

óleo essencial de calêndula e nanopartículas de prata para testar se suas características físicas e 

químicas poderiam viabilizar sua utilização como curativos para queimaduras. Segundo os autores, 

os resultados de cicatrização obtidos com estes filmes apresentaram-se bastante semelhantes aos 

encontrados com curativos fabricados a partir de celulose bacteriana que já são amplamente utilizados 

como pele artificial, mas que têm baixa eficiência e elevado custo de fabricação. Porém, não foi 

observado nos filmes ação antimicrobiana contra S. aureus e E. coli nos testes de disco-difusão em 

ágar (Claro et al., 2019). 

 Nesse contexto, a junção das nanopartículas de prata proveniente de fontes seguras e não 

tóxicas, extraídas de forma segura por meio da síntese verde, com a nanocelulose apresenta-se como 

um produto que deve ser investigado em razão ao seu potencial de dar origem a filmes e/ou 

revestimentos que apresentem as características mecânicas e de barreira advindas da nanocelulose 

mas que também tenha um caráter antimicrobiano fornecido pelas AgNPs. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

Obter nanopartículas de prata através da síntese verde e realizar sua incorporação em filmes 

de nanocelulose para aplicação como revestimento em frutas. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Sintetizar nanopartículas de prata empregando o extrato aquoso da casca da amêndoa do cacau 

(Theobroma cacao L.); 

 Realizar a caracterização estrutural e físico-química das nanopartículas obtidas; 

 Produzir revestimento utilizando nanocelulose comercial de eucalipto adicionada das 

nanopartículas de pratas obtidas; 

 Caracterizar o revestimento quanto às propriedades físicas, microestruturais e de 

permeabilidade; 

 Avaliar o potencial tecnológico do revestimento no período pós-colheita da laranja. 

  



 

55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II 

 

Artigo publicado na revista Food and Bioprocess Technology – ISSN: 1935-5149 

 

Artigo 1: Cocoa Bean Shell Wastes for the Green Synthesis of Silver Nanoparticles with 

Antimicrobial Activity Against Foodborne Pathogens 

 



 

56 

 

Graphical abstract  

 

  



 

57 

 

Cocoa bean shell wastes for the green synthesis of silver nanoparticles with antimicrobial 

activity against foodborne pathogens 

Ingrid Alves Santosa, Hanna Elisia Araújo de Barrosb, Danilo José Machado de Abreuc, Igor Carvalho 

Fontes Sampaiod, Elano Pinheiro Pereirab, Cristiane dos Reis Felicianoe, Mariane Gonçalves Santose, 

Juliano Elvis de Oliveiraf, Roberta Hilsdorf Piccolic, Muhammad Irfang, Eduardo Valério de Barros 

Vilas Boasb, Marcelo Francod* 

aDepartment of Exact Sciences and Natural, State University of Southwestern Bahia, Postal Code: 

45700-000, Itapetinga, Brazil. 

bDepartment of Food Science, Federal University of Lavras, Postal Code: 37200-000, Lavras, Brazil. 

cDepartment of Biology, Federal University of Lavras, Postal Code: 372000-900, Lavras, Brazil. 

d Biotransformation and Organic Biocatalysis Research Group, Department of Exact Sciences, Santa 

Cruz State University, Postal Code: 45654-370, Ilhéus, Brazil. 

eToxicants and Drugs Analysis Laboratory, Federal University of Alfenas, Postal Code: 37130-000, 

Alfenas, Brazil. 

fDepartment of Engineering, Federal University of Lavras, Postal Code: 372000-900, Lavras, Brazil. 

gDepartment of Biotechnology, Faculty of Science, University of Sargodha, 40100, Sargodha, 

Pakistan 

*Corresponding Author: Marcelo Franco 

Phone = +55 073 3231 4158; Fax = +55 073 3680 5355 

e-mail = mfranco@uesc.br  

mailto:mfranco@uesc.br


 

58 

 

Abstract 

The green synthesis of silver nanoparticles offers a non-toxic, eco-friendly, economical, and efficient 

solution against various microorganisms. The study aimed to investigate the utilization of cocoa bean 

shells for the production of silver nanoparticles through green synthesis, besides its characterization 

and evaluation against foodborne pathogens. To this end, total phenolic compounds, individual 

bioactive compounds and antioxidant activity were evaluated in the aqueous extract of the cocoa bean 

shell. In addition, the size and stability of the silver nanoparticles were investigated (zeta potential 

and dynamic light scattering), morphology (scanning electron microscopy), chemical composition 

(mid-infrared spectroscopy), and their effectiveness against Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria 

monocytogenes (ATCC 19117), Staphylococcus aureus (ATCC 22923), Salmonella enteritidis (S64), 

Cronobacter sakazakii (ATCC 29004), and Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883). The extract was 

rich in reducing agents and efficiently produced AgNPs with high surface area (74.51 ± 0.38 nm) and 

stability (-17.97 ± 0.12 mV). The nanoparticles were also found to be effective against all tested 

pathogens, demonstrating the potential of agro-industrial waste to produce AgNPs for various 

industrial applications. 

 

Keywords: Nanotechnology; Nanoscience; Waste Valorization; Upcycling; Bioactive compounds; 

Theobroma cacao L.   
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Introduction 

Silver nanoparticles (AgNPs) are unique among metallic nanoparticles for their high catalytic 

and antimicrobial activities (Rasheed et al., 2017). These properties aroused the interest of researchers 

regarding the use of AgNPs in food packaging to extend shelf life (Vieira et al., 2020) beyond 

therapeutic purposes in wound infections, dressings, and as coatings for surfaces (Carrillo-González 

et al., 2016; Nga et al., 2022). The main advantage of utilizing AgNPs lies in their remarkable 

effectiveness against both deteriorating and pathogenic microorganisms. They offer a safer alternative 

to carcinogenic fungicides and bactericides (Mathew et al., 2019; Munir et al., 2020). 

There are several methods for synthesizing AgNPs, including electrochemical (Nasretdinova 

et al., 2015) or chemical reduction, heat-induced evaporation (Bahiraei et al., 2017), microwave 

(Sökmen et al., 2017) and sunlight (Bhaduri et al., 2013). Most of these methods are expensive, 

energy-intensive, require hazardous chemicals, and produce significant amounts of unwanted by-

products (Gomathi et al., 2019; Alkhulaifi et al., 2020). Green synthesis of nanoparticles offers 

several advantages, including the use of environmentally friendly solvents and non-toxic reducing 

agents from plants, bacteria, or fungi, which also improve nanoparticle stability (Li et al., 2015; Soto 

et al., 2019; Liu et al., 2020). 

Green synthesis is a more eco-friendly, economical, and efficient approach that yields a non-

toxic product. AgNPs can be synthesized using plant and fruit extracts such as Melissa officinalis 

(Ruíz-baltazar et al., 2017), Artemisia vulgaris (Rasheed et al., 2017), tamarind (Jayaprakash et al., 

2017), Andean blackberry (Kumar et al., 2017), and pitaya (Phongtongpasuk et al., 2016), among 

others. The synthesis of AgNPs from plant extracts involves the chemical reduction of Ag+ to Ag0 

using secondary metabolites such as terpenoids, alkaloids, flavonoids, and phenolic acids (Njiemou 

et al., 2022). The use of agro-industrial waste as a source of reducing agents offers considerable 

economic benefits and has gained popularity as these materials contain bioactive compounds, such 

as phenolic compounds (Boateng, 2023). Various waste products have been used to synthesize 

AgNPs, including banana peels (Ibrahim 2015), tea residues (Qing et al., 2017) and orange peel (Soto 

et al., 2019). 

Cocoa bean shells (Theobroma cacao L.) constitute approximately 20% of the fruit bean 

corresponding to a significant portion of the waste generated by the cocoa industry (Arlorio et al., 

2005). Among the products and by-products obtained from cocoa, almond shells have a high 

concentration of phenolic compounds with significant antioxidant effects, and they are a rich source 

of these bioactive compounds (Lessa et al., 2018; Vásquez et al., 2019). The evaluation of the 

bioactive potential of cocoa bean shells reveals that this material is rich in secondary metabolites 

(terpenoids, flavonoids, and phenolic acids) (Lessa et al., 2018; Vásquez et al., 2019), which are 
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essential compounds for green synthesis of AgNPs. To date, no studies that examine the use of cocoa 

bean shells for producing and characterizing silver nanoparticles have been found. 

Previous studies have explored the antimicrobial potential of metallic nanoparticles (Jokar et 

al., 2012; Azlin-Hasim et al., 2016; Becaro et al., 2016; Zhang et al., 2020; Ortiz-Duarte et al., 2021) 

along with their corresponding oxides (Amna et al., 2013; Meng et al., 2013; Arfat et al., 2016; 

Sahraee et al., 2017; Amjadi et al., 2019; Souza et al., 2021; Malik et al., 2021; Deshmukh et al., 

2022; Liu et al., 2023; Souri et al., 2023) yielding encouraging and promising outcomes. Notably, the 

silver nanoparticles evaluated in this study, synthesized using a green approach, stand out due to their 

utilization of a typically discarded agro-industrial residue as a reducing agent. This study thus 

embraces an economically viable, sustainable, and ecologically conscious perspective. 

Herein, we investigated the use of cocoa bean shells to obtain silver nanoparticles, through 

green synthesis, besides its characterization and subsequent evaluation of its effect against foodborne 

pathogens. Thus, total phenolic compounds, individual bioactive compounds and antioxidant activity 

were evaluated in the aqueous extract of the cocoa bean shell. In addition, the size and stability of the 

silver nanoparticles were investigated (zeta potential and dynamic light scattering), morphology 

(scanning electron microscopy), chemical composition (mid-infrared spectroscopy) and the effect 

against Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria monocytogenes (ATCC 19117), Staphylococcus 

aureus (ATCC 22923), Salmonella enteritidis (S64), Cronobacter sakazakii (ATCC 29004) and 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883) were performed. 

Materials and methods 

Obtaining and characterizing the aqueous extract of the cocoa bean shell 

Three lots of cocoa bean shells (Theobroma cacao L.) were obtained from agro-industries in 

Ilhéus, Bahia, Brazil. The aqueous extract was prepared according to the methodology described by 

Soto et al. (2019) with some modifications. The procedure involved the addition of 10 g of sieved 

waste (35 mesh) to 100 mL of deionized water, followed by ultrasound-assisted extraction (UNIQUE 

USC-1600a, Brazil) for 30 minutes. The resulting extract was centrifuged (Sigma Laboratory 

Centrifuges 3K30, Germany) at 1000 g for 15 minutes, and the supernatant was lyophilized 

(LIOBRAS L101, Brazil) and stored at low temperature (-80±5 °C). 

To characterize the aqueous extract, total phenolic compounds (TPC), individual bioactive 

compounds (IBC) and antioxidant activity (AA) were determined. The TPC were determined 

according to the methodology proposed by Medina (2011). An amount of 4 mL of the extracts were 

mixed with 0.4 mL of 0.01% Fast blue solution and 0.4 mL of 5% NaOH. After an hour of incubation 

in the dark, readings were taken using a spectrophotometer (Biochrom EZ Read 2000, United 

Kingdom) at 420 nm. Results were expressed as mg gallic acid equivalents (GAE) per 100 mL extract.  
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IBC quantification and identification were performed using high-performance liquid 

chromatography (HPLC-DAD/UV-Vis) (Shimadzu, LC-20, Japan) following the protocol performed 

by (Lago et al., (2023). The compounds were detected at 280 nm and identified by comparison of 

retention times with external standards (trigonelline, theobromine, catechin, resveratrol, vanillin, and 

gallic, chlorogenic, ferulic, caffeic, o-coumaric, m-coumaric, p-coumaric, syringic, rosmarinic and 

trans-cinnamic acids). Results were expressed as mg of the compound per 100 mL of the sample.  

Antioxidant activity was determined using four assays: the 2,2-difenil-1-picrilhidrazil radical 

assay (DPPH) (Brand-Williams et al., 1995), the 2,2′-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid) radical assay (ABTS) (Re et al., 1998), the phosphomolybdenum complex assay (Prieto et al., 

1999) and the β-carotene/linoleic acid system assay (Marco, 1968). The results of the DPPH and 

ABTS assays were expressed as effective concentration (EC50) in µg.mL-1, those of the 

phosphomolybdenum assay were expressed as mg of ascorbic acid equivalent (EAA) per mL of 

extract, and those of the β-carotene/linoleic acid assay were expressed in % of protection. 

Optimization of green synthesis and silver nanoparticles characterization 

Box-Behnken Design 

The green synthesis was performed according to the methodology proposed by Soto et al., 

(2019) with adaptations. An amount of 10 mL of the mixture of the lyophilized extract and the 

aqueous solution of AgNO3 was added in a hydrothermal reactor (WT Industria, DWTI-439-15, 

Brazil), with a 2:1 (mg.mL-1) proportion in all samples. 

The Box-Behnken Design (BBD) was applied to optimize the process, considering the 

independent variables of temperature, time, and AgNO3 concentration. The experimental matrix 

consisted of fifteen experimental runs, including repetitions of central point levels (Table 1). The size 

of the nanoparticles was designated as the dependent variable. 

Characterization of silver nanoparticles 

The nanoparticles obtained at the optimum point of synthesis were characterized using 

Dynamic Light Scattering (DLS), Zeta Potential (ZP), Ultraviolet-Visible (UV-vis) Spectroscopy, 

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR-ATR), Field Emission Gun – Scanning Electron 

Microscope (FEG-SEM), Transmission Electronic Microscopy (TEM) and Energy Dispersive 

Spectroscopy (EDS). 

The size of the AgNPs was determined using DLS, and it was expressed in nm. The stability 

of the nanoparticles was evaluated by their ZP, expressed in mV. These determinations were 

performed using the Zetasizer Nano ZS particle analyzer (Malvern Instruments, ZEN 3600, United 

Kingdom). 
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UV-Vis spectra were obtained using a spectrometer (Biochrom, EZ Read 2000, United 

Kingdom). Suspensions were diluted 10 times in ultrapure water before analysis. The reading was 

performed in the wavelength range from 300 nm to 800 nm. 

FTIR-ATR analysis was performed using a Varian 600-IR Fourier Transform (FT-IR) 

spectrometer equipped with a Pike Technologies GladiATR accessory for attenuated total reflectance 

(ATR) measurements at a 45° angle using zinc. The spectral range analyzed was from 400 cm-1 to 

4000 cm-1 with a resolution of 2 cm-1 and 32 scans. 

FEG-SEM, EDS, and TEM were performed using a Tescan CLARA model microscope. For 

FEG-SEM and EDS, small aliquots of the solution containing the AgNPs were placed on a stub with 

carbon tape and analyzed after carbon coating. Using the secondary electron detector, the applied 

accelerating voltage was 20 keV, and the increases varied between 100 and 200 thousand times. For 

TEM, a drop of aqueous suspension of 10% of AgNPs was deposited on copper micro-networks 

containing Formvar, which were dried at room temperature and subsequently analyzed at an 

accelerating voltage of 15 keV at magnifications of 100 and 300 thousand times. 

Application of silver nanoparticles 

The AgNPs obtained at the optimal point of synthesis underwent disk-diffusion assays on agar 

and minimum inhibitory concentration to evaluate their antibacterial activity against strains of 

Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria monocytogenes (ATCC 19117), Staphylococcus aureus 

(ATCC 22923), Salmonella enteritidis (S64), Cronobacter sakazakii (ATCC 29004), and Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 18883). 

Disk diffusion in agar 

This determination was performed according to the methodology proposed by Patel et al. 

(2013), with some modifications. The bacteria strains were grown in a typical soy broth and incubated 

at 35 °C for 24 hours to evaluate the antimicrobial activity of the AgNPs. The cell suspensions were 

diluted in a saline solution (0.9% NaCl) until a suspension equivalent to 0.5 on the MacFarland scale 

(approximately 108 CFU.mL-1) was obtained. Bacterial suspensions were seeded on plates previously 

prepared with Plate Count Agar (PCA) medium, enriched with 0.6% yeast extract only for Listeria 

monocytogenes seeding. Sterilized filter paper discs were then placed on the seeded plates, and 10 µL 

of the AgNP samples were added to the discs. The antimicrobial activity of an aqueous cocoa bean 

shell extract (0.1 mg.mL-1) and chloramphenicol (500 μg.mL-1) were included as references. After 

incubating for 24 h at 37 °C, the inhibition zone was measured, and the results were expressed in 

millimeters. 



 

63 

 

Minimum inhibitory concentration 

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the synthesized AgNPs was determined 

using the method described in the National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) 

guideline (2019). The test was performed in a 96-well round-bottom microplate (12 columns with 8 

rows) using standard broth microdilution methods. The bacterial inoculum was adjusted to a 

concentration of 108 CFU.mL-1 using the MacFarland scale. A 150 μL aliquot of tryptic soy broth 

(TSB) was added to each microplate well, except for the first row. The first row was filled with 300 

μL of a 10% AgNPs solution in TSB broth. Then, 150 μL was removed from the first row and added 

to the second row, and this was repeated until the plate was complete. Finally, 10 μL of the prepared 

bacterial culture was inoculated into each well, except for the negative control. The plates were 

incubated at 37 °C for 24 h and then read using a Biochrom EZ Read 2000 microplate reader with a 

wavelength of 630 nm. 

Statistical analysis 

All determinations were performed in triplicate, and the results were expressed as mean ± 

standard deviation. Means were compared by the Tukey test (p≤0.05) using the Statistica software, 

which was also used to perform the Box-Behnken Design planning and the Response Surface 

Methodology.   
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Results and discussion 

Characterization of the aqueous extract of the cocoa bean shell 

The aqueous extract of the cocoa bean shell presented total and individual phenolic 

compounds and alkaloids (Table 2). Among the 15 individual bioactive compounds investigated, nine 

were specifically identified. These include phenolic acids (gallic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, 

syringic acid, p-coumaric acid, o-coumaric acid), flavonoids (catechin), stilbene (resveratrol), and 

alkaloid (theobromine). 

The alkaloid theobromine, which is part of the methylxanthine group, stands out among the 

identified compounds because it is more abundant (174.50±0.24 mg.100 mL -1) than others. The 

presence of theobromine in cocoa shells is in accordance with recent studies, such as the one 

performed by Pagliari et al. (2022), who showed a higher theobromine content (35.9±0.21 μg.mg-1) 

than the one found in this study. This difference may be due to a different migration of 

methylxanthines from the almond to the shell during roasting or because the concentration of 

secondary metabolites generally depends on the origin of the cocoa, cultivars, harvesting time, 

extraction method, among other factors (Goya et al., 2022). 

The antioxidant activity (Table 3) was evaluated using different assays to investigate the 

action of the extract under different mechanisms. The DPPH and ABTS assays verify the material's 

ability to capture free radicals. The results for these determinations were expressed in effective 

concentration (EC50), indicating the concentration required to reduce 50% of the radicals in the 

medium. Therefore, the lower the EC50 value, the better the antioxidant capacity. The extract 

evaluated effectively captured free radicals using both tests (DPPH and ABTS). 

The antioxidant activity determined by the phosphomolybdenum complex method was also 

confirmed, which means that the extract was able to reduce the molybdenum (+6) to molybdenum 

(+5), suggesting its ability to donate electrons and prevent or slow oxidative processes. 

Considering the protection efficiency (%) determined by the β-carotene/linoleic acid method, 

which measures the effectiveness of antioxidants in preventing lipid peroxidation, foods can be 

classified into three categories: high (>70%), intermediate (40-70%), and low (<40%) antioxidant 

activity (Barros et al., 2020). It can therefore be inferred that the almond shell extract has high 

antioxidant activity, with a value of 87.26%±4.61. Studies by Martínez et al. (2012) and Lecumberri 

et al. (2007) showed that the almond shell of cocoa is an important source of phenolic compounds 

with high antioxidant activity, thus supporting the results obtained in this study. 

Moreover, phenolic compounds come from the secondary metabolism of plants and act as free 

radical scavengers and metal chelators, exhibiting action in both the initiation and propagation stages 

of the oxidative process (Santos et al., 2022). Therefore, antioxidant activity is closely related to the 

molecular structure of phenolic compounds, and the presence of various phenolic compounds 
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detected in the cocoa bean shell explains its high antioxidant capacity. In conclusion, the cocoa bean 

shell showed adequate chemical characteristics to be used as a reducing agent for Ag+ ions to Ag0 

and give rise to AgNPs. 

Optimization of the green synthesis of silver nanoparticles 

The response surface methodology was used to determine the optimum synthesis point, which 

was subjected to further analysis. The independent variables that significantly affected the average 

particle diameter were temperature and silver nitrate concentration. In Fig. 1, where green tones 

indicate particles with smaller diameters, it can be seen that lower concentrations of silver nitrate and 

low synthesis temperatures gave rise to smaller diameter silver nanoparticles. 

The use of low synthesis temperatures and a lower concentration of precursor (silver nitrate) 

showed the effectiveness of the aqueous extract of the cocoa bean shell as a reducing agent. This 

result is highly satisfactory as it was possible to prove the effectiveness of a green synthesis with the 

lowest possible energy consumption. Based on the results observed using the response surface 

methodology, experiment 5 was chosen, which resulted in nanoparticles with a diameter of 

74.51±0.38 nm. 

The nanoparticles obtained using the conditions of experiment 5 were also evaluated for their 

zeta potential to obtain information about their stability. According to Pate and Safier (2016) a zeta 

potential of 0 to ±5 indicates colloidal instability with rapid agglomeration. This is due to the absence 

of repulsive forces between the particles, which prevents agglomeration. The higher the zeta potential 

value (positive or negative), the more stable the nanoparticles (Doostmohammadi et al., 2011; Pate 

& Safier, 2016; Elamawi et al., 2018). In this sense, the AgNPs synthesized with the cocoa bean shell 

showed a negative zeta potential, with a specific value of -17.97±0.12 mV, which indicates an 

electrostatic repulsive force between the particles. This contributes effectively to preventing 

agglomeration of the nanoparticles, ensuring long-term stability in the solution (Kotakadi et al., 2016; 

Palithya et al., 2021). Furthermore, this result is in line with other studies that have also obtained 

nanoparticles through green synthesis (Raja & Thivaharan, 2017; Elamawi et al., 2018; Nga 2022). 

Characterization of Silver Nanoparticles 

Ultraviolet-Visible Spectroscopy 

The optimal green synthesis of AgNPs was performed using cocoa waste extract and it was 

evaluated by ultraviolet-visible (UV-vis) spectroscopy, as shown in Fig. 2a. The results reveal that 

the maximum absorption band is located near 400 nm, which is a characteristic region of silver 

according to literature (Meulebroeck et al., 2023). 
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Due to the light brown color of the cocoa waste extract, its scattering is more prominent than 

its absorption in the entire visible spectrum. This phenomenon leads to an angular distribution of 

scattered radiation that follows the Lorenz-Mie theory, which lacks uniform scattering. Therefore, 

the dilution of the solutions can be suggested to make this characteristic imperceptible and maintain 

the reliability of the obtained spectra (Pandey et al., 2020). Hence, the solutions were diluted ten-fold 

before evaluating them in the UV-vis spectrum. 

The change from light brown to dark brown in the reaction medium was the first indication of 

the synthesis of AgNPs. This change in color is commonly attributed to the reduction of Ag+ ions to 

Ag0 by secondary metabolites such as alkaloids or polyphenols, whose contents are listed in Table 2. 

This change occurs due to the collective vibration of free electrons on the surface of colloids (Njiemou 

et al., 2022). 

After the synthesis at 90 °C and 40 minutes, the resulting AgNPs showed a significant change 

in the UV-vis absorption peak (Fig. 2a). This change is characteristic of the excitation of Surface 

Plasmon Resonance (SPR) and has a maximum at λmax = 445 nm (Vijaya et al., 2017). Furthermore, 

the single asymmetric SPR peak observed in the synthesis confirms that the AgNPs are spherical in 

shape (Vijaya et al., 2017). In support of the findings within this study, Zhang et al. (2020), in their 

work involving the generation of AgNPs capable of hindering the growth of aquatic pathogens using 

Flammulina velutipes extract, similarly documented the presence of a spectral peak at approximately 

450 nm. 

Fourier transform infrared spectroscopy 

The FTIR spectra (Fig. 2b) obtained from the cocoa shell extract demonstrate a profile related 

to a series of antioxidant groups related to the reduction of silver nanoparticles and their stabilization. 

For instance, the phenol group, first spectrum in the absorption peak 3219 cm-1 corresponding to the 

-OH stretching; a peak corresponding to the aromatic ring (~2915 cm-1) corresponding to the 

stretching of C-H alkanes; a peak at ~1592 and ~1579 cm-1 attributed to the aromatic C=C ring 

stretching (Batista et al., 2016; Lessa et al., 2021) or the asymmetric stretching of C=O groups of 

hemicellulose carboxylic acid (Castoldi et al., 2014), as well as a peak indicating the angular 

deformation of C-H at 1016 cm-1 (Huang et al., 2012). The peak with a signature at 1399 cm-1 can be 

attributed to the C-N stretching of amine groups (Allafchian et al., 2016). 

Observing the spectra of the nanoparticles, small modifications due to their formation can be 

seen, such as shifts in peaks at ~3316, ~2930, ~1579, ~1314, and ~1032 cm-1. The new peaks 

evidenced at 953, 817, and 763 cm-1 refer to the angular deformation of C-H of hemicellulose 

carboxylic acid (Nandiyanto et al., 2019). 
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Scanning electron microscope (FEG-SEM), Transmission Electronic Microscopy (TEM) and Energy 

Dispersive Spectroscopy (EDS) analysis of AgNPs 

The size and morphology of the nanoparticles obtained in experiment 5 were evaluated by 

FEG-SEM, EDS and TEM. In Fig. 3 a and b, as well as in Fig 3 c and d corresponding to the images 

obtained by SEM and TEM, respectively, the predominant spherical shape of the AgNPs is shown, 

whose sizes ranged from 22.59 nm to 223.06 nm with a mean diameter of 74.94 nm, which is 

consistent with the DLS analysis. It is possible to observe that the AgNPs are well dispersed, although 

some of them were observed as aggregates. EDS line scan was performed to confirm the presence of 

silver nanoparticles. Figure 3e highlights that the scanning profile revealed clear and evident peaks 

of the silver element precisely at the location of the selected particles, which solidifies the 

confirmation that the investigated particles are, in fact, silver nanoparticles. These results are 

consistent with previous studies (Lampé et al., 2019; Chen et al., 2023) that also conclusively 

identified the presence of silver nanoparticles under similar conditions. 

Application of silver nanoparticles in foodborne pathogens 

The synthesized AgNPs and the aqueous extract were studied for their antibacterial activity 

against two gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus (ATCC 22923) and Listeria 

monocytogenes (ATCC 19117)) and four gram-negative bacteria (Escherichia coli (ATCC 25922), 

Salmonella enteritidis (S64), Cronobacter sakazakii (ATCC 29004), and Klebsiella pneumoniae 

(ATCC 18883)) using the standard agar disk-diffusion method and minimum inhibitory 

concentration. 

As shown in Fig. 4 and Table 4, the AgNPs displayed antibacterial activity against all tested 

strains. Although the aqueous extract shows antimicrobial activity against Escherichia coli (ATCC 

25922), the AgNPs showed significantly higher bactericidal activity than the extract. It is believed 

that the superior effect observed by the nanoparticles is due to their nanometric size, which facilitates 

their penetration into the bacterial walls, increasing the concentration of active substances, thus 

leading to increased antimicrobial activity. 

In other words, the antimicrobial activity is linked to the possibility of silver nanoparticles 

penetrating the microbial cell and acting in various locations. On the other hand, Njiemou et al. (2022) 

address the possibility that the synthesized AgNPs are coated with molecules from the aqueous extract 

that may also have intrinsic antimicrobial properties. Thus, the AgNPs can play a beneficial role as a 

vehicle that allows the delivery of Ag+ ions and extract molecules to the site of action synergistically. 

According to Hemlata et al. (2020), the silver ions of the nanoparticles are attracted by the 

negative charge of the bacterial cell wall. When they experience some electrostatic attraction towards 

the bacterial cell wall, they move and bind to the cell wall, leading to a change in the composition of 
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the cell wall and affecting its permeability. This information justifies the larger inhibition halo formed 

by the AgNPs against Escherichia coli (ATCC 25922), a gram-negative bacteria. 

For the tested bacteria, the highest antibacterial activity of AgNPs compared to the aqueous 

extract occurred due to the large surface area of the nanoparticles, which provides better contact with 

microorganisms and have a more substantial bactericidal effect than larger particles (Bilal et al., 

2017a,b). In addition to size, factors such as size distribution, morphology, surface charge, 

hydrophobicity, and porosity can influence the biological activity of nanoparticles (Saravanan et al., 

2019; Barabadi et al., 2020; Njiemou et al., 2022). It is believed that AgNPs interact with bacterial 

cells and uncouple electron transport from oxidative phosphorylation. Later, silver inhibits the 

enzymes of the respiratory chain or inhibits the permeation of phosphate and protons (Dakal et al., 

2016). Thus, considering the efficiency of AgNPs against foodborne bacterial pathogens, it can be 

developed as a coating agent in packaging materials or surfactant to interrupt the transmission of 

diseases and infections via bacterial pathogens. 

Scatolino et al. (2019) studied the effect of commercial silver nanoparticles in nanocellulose 

films and found a microbicidal effect against Salmonella enteritidis and Listeria monocytogenes. 

These authors highlighted that Salmonella is pathogenic bacteria that causes diarrhea, fever, and 

abdominal cramps, and it can also interfere with the bloodstream, bones, brain, and nervous system 

and occasionally result in lethal infections. Similarly, to the results obtained by Scatolino et al. (2019), 

the nanoparticles obtained through green synthesis with cocoa bean shell also showed a microbicidal 

effect against Salmonella enteritidis (S64) and Listeria monocytogenes (ATCC 19117). 

Siddique et al. (2020) evaluated the efficacy of AgNPs synthesized with borohydride reducing 

agent against Klebsiella pneumoniae, a bacteria that causes infections in various anatomical sites and 

can be found in feces, water, soil, vegetables, cereals, and fruits. These authors obtained a minimum 

inhibitory concentration between 62.5 μg.mL-1 and 125 μg.mL-1, a result superior to that obtained by 

the AgNPs produced with the aqueous extract of the cocoa bean shell (15.62±0.00 μg.mL -1). These 

results attest to the quality of the AgNPs produced with the cocoa bean shell compared to an AgNP 

produced with synthetic reducing agents since a lower concentration of AgNPs produced with the 

aqueous extract of the cocoa bean shell was required to inhibit the bacteria. 

Wang et al. (2018) evaluated the effect of AgNPs produced against different strains of 

Cronobacter sakazakii, an opportunistic pathogen widely spread and isolated from various food 

substrates, including vegetables, meat and derivatives, tea, dry ingredients, milk, and cheese. These 

authors obtained positive results regarding the microbicidal action of the produced nanoparticles. 

Wang et al. (2018) obtained a minimum inhibitory concentration of 62.5 μg.mL -1 for Cronobacter 

sakazakii (ATCC 29004), a concentration superior to that found for the AgNPs synthesized with the 

cocoa bean shell (15.62±0.00 μg.mL-1). 
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Jokar et al. (2012) achieved favorable outcomes in the production of AgNPs through chemical 

reduction, showcasing their efficacy in reducing the growth rate of Escherichia coli (ATCC 13706), 

Staphylococcus aureus (ATCC 12600), and Candida albicans (ATCC 10231). Similarly, in their 

investigation of the impact of AgNPs on the preservation of minimally processed carrots, Becaro et 

al. (2016) observed positive effects. These researchers concluded that the generated films exhibited 

diminished counts of aerobic and total mesophilic coliforms, alongside reduced weight loss, 

indicative of enhanced physical-chemical and microbiological attributes. Nevertheless, our study 

distinguishes itself by adopting a green synthesis methodology, one that is ecological and sustainable 

in nature. 

Foodborne bacterial pathogens are currently the greatest concern in the food industry. These 

pathogens cause contamination of cooked and raw food products, harming the consumer's health and 

causing the waste of many products due to deterioration caused by the colonization process. Thus, 

the antibacterial effect evidenced by AgNPs against these pathogens will provide a safer and more 

effective way to prevent diseases caused by these pathogens and waste. 

The results presented here suggest that AgNPs derived from cocoa bean shells not only exhibit 

superior antimicrobial efficacy, but also offer a safe and eco-friendly alternative compared to 

traditional chemical methods. This study contributes not only to the development of effective 

antimicrobial agents, but also highlights the importance of sustainable synthetic practices in the 

production of nanomaterials with significant industrial applications. Finally, it is important to 

emphasize that the biosynthetic approach used here is rapid, simple, safe, energetically efficient, and 

economical. 

Conclusion 

The aqueous extract of cocoa bean shells was environmentally friendly, economical, and 

easily available for the green synthesis of silver nanoparticles. Spherical and stable particles were 

produced. Furthermore, the AgNPs showed an antimicrobial effect against the pathogenic 

microorganisms Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria monocytogenes (ATCC 19117), 

Staphylococcus aureus (ATCC 22923), Salmonella enteritidis (S64), Cronobacter sakazakii (ATCC 

29004), and Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883), which cause harmful effects to human health. It 

is suggested that future studies explore the specific application of AgNPs derived from cocoa bean 

shells in various industrial sectors. For instance, in the food packaging sector, coatings could be 

developed to extend the shelf life of products. In the medical field, antimicrobial properties could be 

incorporated into bandages, and in the textile industry, antimicrobial clothing could be produced to 

reduce the risk of bacterial contamination. 
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Figure Captions 

Fig. 1. Response surface methodology showing the effect of silver nitrate (AgNO3) concentration and 

temperature on the average size of silver nanoparticles obtained with cocoa bean shell extract.  

Fig. 2. a) UV-visible absorption spectrum referring to silver nanoparticles  obtained at the optimal 

point of green synthesis and b) Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR-ATR) of silver 

nanoparticles  obtained at the optimal point of green synthesis and cocoa bean shell extract.  

Fig. 3. Images obtained with FEG-SEM in the magnitude of a) 100 kx and b) 200 kx; TEM in the 

magnitude of c) 100 kx and d) 300 kx; and e) EDS line scans of silver nanoparticles (AgNPs) at the 

optimal point of green synthesis. 

Fig. 4. Inhibition halos formed by silver nanoparticles  obtained at the optimum point of green 

synthesis in plates inoculated with a) Escherichia coli (ATCC 25922), b) Staphylococcus aureus 
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(ATCC 22923), c) Listeria monocytogenes (ATCC 19117), d) Salmonella enterica (S64), e) 

Cronobacter sakazakii (ATCC 29004) end f) Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883). 
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Tables 

Table 1. Box-Behnken Design experimental matrix with real and coded values (in parentheses) for 

the independent variables: time, temperature and silver nitrate concentration and for the dependent 

variable (response): dynamic light scattering (DLS). 

Experiment Temperature (°C) 
Time 

(minutes) 

Concentration of 

AgNO3 (M) 
DLS (nm) 

1 90 (-1)  20 (-1) 0.04 (0) 227.07±0.59 

2 130 (+1) 20 (-1) 0.04 (0) 240.20±6.86 

3 90 (-1) 60 (+1) 0.04 (0) 402.60±26.85 

4 130 (+1) 60 (+1) 0.04 (0) 365.77±29.27 

5 90 (-1) 40 (0) 0.01 (-1) 74.51±0.38 

6 130 (+1) 40 (0) 0.01 (-1) 79.93±0.25 

7 90 (-1) 40 (0) 0.07 (+1) 308.87±57.79 

8 130 (+1) 40 (0) 0.07 (+1) 734.87±60.07 

9 110 (0) 20 (-1) 0.01 (-1) 80.37±0.38 

10 110 (0) 60 (+1) 0.01 (-1) 76.86±0.16 

11 110 (0) 20 (-1) 0.07 (+1) 350.13±28.30 

12 110 (0) 60 (+1) 0.07 (+1) 213.03±2.51 

13  110 (0) 40 (0) 0.04 (0) 233.73±5.31 

14  110 (0) 40 (0) 0.04 (0) 192.87±3.59 

15  110 (0) 40 (0) 0.04 (0) 223.67±3.43 
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Table 2. Total phenolic compounds (TPC) and individual bioactive compounds (IBC) present in 

cocoa bean shell extract. 

Determinations Cocoa shell extract (mg.100 mL-1) 

TPC 353.13 ±0.67 

IBC   

Gallic acid 1.72±0.14 

Theobromine  174.50±0.24 

Catechin 1.62±0.37 

Chlorogenic acid 0.15±0.00 

Caffeic acid 28.02±2.47 

Syringic acid 0.35±0.03 

p-Coumaric acid 0.15±0.03 

o-Coumaric acid 0.25±0.03 

Resveratrol 0.06±0.00 

 

Table 3. Antioxidant activity (AA) of cocoa bean shell aqueous extract by DPPH and ABTS radical 

scavenging methods, phosphomolybdenum complex and β-carotene/linoleic acid system. 

Determinations Cocoa bean shell extract 

DPPH [EC50(µg.mL-1)] 18.56±0.61 

ABTS [EC50(µg.mL-1)] 25.52±2.98 

Phosphomolybdenum (mg.mL-1  2.04±0.18 

β-carotene/linoleic acid (% protection) 87.26±4.61 
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Table 4. Minimum inhibitory concentration (MIC) and inhibition halos formed by silver 

nanoparticles (AgNPs) and cocoa bean shell extract in plates inoculated with Escherichia coli (ATCC 

25922), Staphylococcus aureus (ATCC 22923), Listeria monocytogenes (ATCC 19117), Salmonella 

enteritidis (S64), Cronobacter sakazakii (ATCC 29004) and Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883). 

Microorganism  
MIC (μg.mL-1) 

Inhibition halo (mm) 

AgNPs Extract 

Escherichia coli (ATCC 25922) 31.25±0.00B 13.10 ±0.20aA 9.01±0.29b 

Listeria monocytogenes (ATCC 19117) 125±0.00C 12.51±0.23A * 

Staphylococcus aureus (ATCC 22923) 31.25±0.00B 11.61±0.63AB * 

Salmonella enteritidis (S64) 31.25±0.00B 10.03±0.88CB * 

Cronobacter sakazakii (ATCC 29004) 15.62±0.00A 8.44±0.86C * 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883) 15.62±0.00A 7.94±1.39C * 

* There was no formation of inhibition halo; 

** Means followed by the same letter do not differ statistically from each other, uppercase in the 

column and lowercase in the row, according to Tukey's test at 5% probability. 
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Resumo 

Neste estudo, foi explorada a sinergia entre nanopartículas de prata (AgNPs), celulose nanofibrilada 

(NFC) de eucalipto e amido de mandioca com o objetivo de criar bionanocompósitos com 

propriedades excepcionais para embalagens sustentáveis e antifúngicas. A influência da adição de 

AgNPs obtidas por síntese verde a partir da casca da amêndoa do cacau e diferentes concentrações 

de NFC foram investigadas. As propriedades morfológicas (microscopia eletrônica de varredura e 

microscopia de força atômica), ópticas (L*, C*, °hue e opacidade), químicas (espectroscopia no 

infravermelho médio), mecânicas (força de punção, resistência à tração e módulo de Young), 

reológicas (curva de fluxo e varreduras de frequência, deformação e tensão), além das propriedades 

de barreira e hidrofilicidade (permeabilidade ao vapor de água, solubilidade, molhabilidade e ângulo 

de contato) bem como o efeito contra patógenos fúngicos (Botrytis cinerea, Penicillium expansum, 

Colletotrichum musae e Fusarium semitectum) foram analisados. A análise morfológica indicou 

excelente interação entre os constituintes dos bionanocompósitos. A adição máxima de NFC 

aumentou a resistência à tração dos bionanocompósitos em aproximadamente 283,93%, enquanto o 

módulo de Young também apresentou um aumento significativo de 303,03%, indicando maior 

rigidez. A permeabilidade ao vapor de água foi reduzida em cerca de 47,89%. Os materiais 

apresentaram caráter hidrofílico, porém com baixa molhabilidade. Além disso, os bionanocompósitos 

apresentaram comportamento pseudoplástico e efeito inibidor contra patógenos fúngicos. Em 

conclusão, esses materiais promissores podem revolucionar embalagens, substituindo polímeros 

derivados do petróleo e valorizando resíduos agroindustriais. 

Palavras-chave: Síntese verde, filmes, sustentabilidade, Theobroma cacao L.  
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1. Introdução 

Polímeros biodegradáveis têm recebido crescente atenção nas últimas décadas visando 

minimizar os impactos ambientais associados ao uso de materiais derivados do petróleo, como 

poluição e acúmulo de microplásticos nos ecossistemas (Gamage et al., 2022; Kumar et al., 2023). 

Entre os polímeros mais utilizados para a produção de materiais biodegradáveis encontra-se o amido, 

que se destaca por sua facilidade de obtenção e baixo custo (Tahara et al., 2022). Amidos nativos, 

como o de milho (Blume et al., 2023; Huang et al., 2024; Srivastava et al., 2024) e o de mandioca 

(Costa et al., 2023; Lago et al., 2021; Wu et al., 2024), têm se destacado na produção de biopolímeros 

devido à sua eficácia como materiais de base. Embora ofereçam uma barreira eficaz contra gases 

atmosféricos e sejam biodegradáveis, esses biopolímeros enfrentam limitações como baixa 

resistência à tração e alta permeabilidade ao vapor de água (Seligra et al., 2016; Lago et al., 2021). A 

incorporação de materiais que possam melhorar esses aspectos se apresenta como uma solução 

promissora para superar essas desvantagens. 

A celulose nanofibrilada (NFC) em função de suas características intrínsecas apresenta-se 

como um material capaz de conferir melhorias significativas às propriedades dos biopolímeros (Lago 

et al., 2021). A NFC é obtida por meio da quebra de estruturas celulósicas até a obtenção de fibras 

em escala nanométrica (Phanthong et al., 2018). Esses materiais oferecem alta área superficial (>100 

m2 g-1), excelente resistência mecânica, estabilidade térmica e propriedades ópticas desejáveis, que 

contribuem para melhorar as propriedades mecânicas e de barreira de materiais a base de amido (Li 

et al., 2022; Peter et al., 2022). Além disso, são materiais biodegradáveis e são considerados a segunda 

geração de recursos renováveis (Peter et al., 2022). Assim, a utilização da NFC na preparação de 

materiais é uma prática que atende plenamente aos requisitos do conceito de sustentabilidade, 

principalmente quando são obtidos a partir de fontes renováveis, como a madeira do eucalipto 

(Eucalyptus sp) (Lago et al., 2020; Souza et al., 2023). O eucalipto é uma espécie de rápido 

crescimento e ampla adaptação climática, o que facilita sua produção sustentável e contínua (Zhang 

& Wang, 2021). Além disso, possui uma elevada concentração de celulose (40 a 50%), tornando-se 

uma fonte abundante para a indústria de biopolímeros (Souza et al., 2023). 

Outro componente que pode adicionar propriedades de interesse aos polímeros biodegradáveis 

são as nanopartículas de prata (AgNPs). Essas partículas possuem comprovada ação antimicrobiana 

mesmo em baixas concentrações contra um amplo espectro de microrganismos e são consideradas 

seguras para aplicações em embalagens de alimentos (Mathew et al., 2019). As AgNPs podem ser 

sintetizadas por diferentes métodos, sejam eles químicos, físicos ou biológicos (Gomathi et al., 2020). 

Embora sejam os mais utilizados, os métodos químicos e físicos são onerosos, demorados, 

prejudiciais ao meio ambiente e produzem uma quantidade considerável de produtos secundários 

indesejáveis (Abreu et al., 2015; Mathew et al., 2019; Saedi et al., 2020). Diante disso, o método de 

https://www-sciencedirect.ez428.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/surface-area
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síntese verde é incentivado pelo uso de solventes não tóxicos, redução do consumo de energia e 

emprego de matérias-primas renováveis, contribuindo para práticas ambientalmente sustentáveis 

(Salam et al., 2012; Güzel & Erdal, 2018). Para realizar a síntese verde é necessário um agente redutor 

que promova a redução dos íons Ag+ para Ag0; essa necessidade abre oportunidades para a 

valorização de resíduos agroindustriais, que contêm compostos redutores como os fenólicos e são 

frequentemente descartados sem aproveitamento (Soto et al., 2019; Santos et al., 2023b). Nesse 

contexto, destaca-se a casca da amêndoa do cacau como um resíduo comprovadamente rico em 

compostos fenólicos (Lessa et al., 2018). Embora a síntese de AgNPs a partir da casca da amêndoa 

do cacau já tenha sido previamente alcançada por Santos et al. (2023b) e testada com sucesso em 

bactérias patogênicas de origem alimentar, a aplicação dessas AgNPs em bionanocompósitos para 

explorar sua efetividade em meio polimérico ainda não foi investigada. Além disso, a eficácia dessas 

AgNPs contra fungos, também não foi explorada. 

Estudos anteriores averiguaram o potencial de materiais híbridos contendo NFC e AgNPs e 

obtiveram resultados promissores. Radwan et al. (2021) demonstraram que a adição de NFC a 

criogéis de amido aumentou significativamente a resistência mecânica, enquanto a inclusão de AgNPs 

proporcionou propriedades antimicrobianas eficazes. Martins et al. (2012) investigaram o uso de NFC 

e AgNPs para a fabricação de papel à base de amido, encontrando aumento na resistência à tração e 

à ruptura, além de uma excelente capacidade antimicrobiana. Yuan et al. (2021) estudaram 

nanocompósitos à base de amido contendo NFC e AgNPs, observando que a combinação dos dois 

materiais resultou em uma barreira aprimorada contra o vapor de água e gases, além de propriedades 

mecânicas aprimoradas e eficácia antimicrobiana. Esses resultados indicam um sinergismo entre NFC 

e AgNPs, justificando seu emprego conjunto para superar as limitações dos materiais isolados.  

Os bionanocompósitos avaliados neste estudo se destacam por apresentarem em sua 

composição materiais provenientes de fontes renováveis e utilizarem um método sustentável para a 

obtenção das AgNPs. Propomos, portanto, que a adição de AgNPs obtidas por síntese verde, 

juntamente com a celulose nanofibrilada de eucalipto, resultará em bionanocompósitos à base de 

amido com propriedades mecânicas, de barreira, reológicas, óticas e antimicrobianas 

significativamente melhoradas. 

Diante do exposto, investigamos a influência da adição de nanopartículas de prata, obtidas por 

síntese verde com a casca da amêndoa do cacau, e de diferentes concentrações de celulose 

nanofibrilada de eucalipto nas propriedades de bionanocompósitos à base de amido. Para isso, foram 

avaliadas as propriedades morfológicas (microscopia eletrônica de varredura e microscopia de força 

atômica), ópticas (L*, C*, °hue e opacidade), químicas (espectroscopia no infravermelho médio), 

mecânicas (força de punção, resistência à tração e módulo de Young), reológicas (curva de fluxo e 

varreduras de frequência, deformação e tensão), além das propriedades de barreira e hidrofilicidade 
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(permeabilidade ao vapor de água, solubilidade, molhabilidade e ângulo de contato) bem como o 

efeito contra patógenos fúngicos (Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Colletotrichum musae e 

Fusarium semitectum).  

2. Materiais e métodos 

2.1 Síntese verde da nanopartícula de prata 

A síntese verde foi realizada utilizando como agente redutor o extrato aquoso da casca da 

amêndoa do cacau (Theobroma cacao L.) fornecida por agroindústrias localizadas na cidade de Ilhéus 

(Bahia, Brasil). A obtenção do extrato aquoso procedeu-se de acordo com a metodologia proposta 

por Soto et al. (2019). As AgNPs foram sintetizadas em reator hidrotérmico (WT Industria, DWTI-

439-15, São Carlos, Brasil) durante 40 minutos a uma temperatura de 90 °C usando 0,01 M de nitrato 

de prata (Santos et al., 2023b). 

2.2 Produção da celulose nanofibrilada de eucalipto 

Polpas branqueadas de eucalipto (Eucalyptus sp.), fornecidas por uma indústria nacional de 

papel e celulose, foram inicialmente hidratadas a uma concentração de 2% (m/v) durante 48 h. Após 

a hidratação, as polpas foram homogeneizadas em um homogeneizador (Tecnal, Turratec 102, 

Piracicaba, Brasil) a 8000 rpm por 1 h. Em seguida, procedeu-se à desfibrilação das suspensões, 

realizando 5 passagens em microfibrilador (Masuko Sangyo, MKGA6-80, Kawaguchi, Japão). Este 

processo resultou na obtenção do gel de celulose nanofibrilada (NFC), que foi armazenado a 4 ± 2 

°C. 

2.3 Preparo dos bionanocompósitos 

Filmes à base de fécula de mandioca (Amafil, Brasil) com diferentes porcentagens de adição 

de NFC foram obtidos pelo método casting baseado na formulação proposta por Guimarães et al. 

(2015). Uma solução de fécula de mandioca a 3% (m/v) em água destilada, previamente hidratada 

por 24 h, foi submetida à gelatinização a 80 °C por 20 minutos sob agitação de 750 rpm. Sorbitol 

(30% em relação à massa de amido) foi adicionado à solução antes da gelatinização, como 

plastificante. Diferentes concentrações (m/m) de NFC (0%, 10%, 20%, 30% e 50%), em relação a 

massa final dos bionanocompósitos, foram adicionadas à solução gelatinizada. Posteriormente as 

AgNPs foram incorporadas às soluções resultantes até uma concentração de 0,075 mg L-1 de prata. 

Esse valor foi escolhido considerando o limite máximo de 0,1 mg L-1 de prata livre que pode ser 

tolerado, sem riscos à saúde humana, em água potável segundo a Organização Mundial da Saúde 

(WHO, 2003). Após a adição da NFC e das AgNPs, as soluções foram agitadas manualmente até 

alcançarem a homogeneização. Em seguida, aproximadamente 40 g da solução filmogênica foram 

despejados em placas de acrílico e secos em estufa com circulação de ar (Tecnal, TE-319, Piracicaba, 
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Brasil) a 40 ± 2 °C por 24 h. Após esse período os bionanocompósitos foram retirados das placas e 

armazenados em sacos de polietileno a temperatura ambiente (25 ± 2 °C), até a realização das análises.   

2.4 Caracterização dos bionanocompósitos 

2.4.1 Morfologia 

A morfologia dos bionanocompósitos foi avaliada por meio da Microscopia Eletrônica de 

Varredura com Emissão de Campo (MEV-FEG) e da Microscopia de Força Atômica (AFM). A MEV-

FEG foi realizada em microscópio eletrônico de varredura com emissão de campo (Tescan, CLARA, 

Brno, República Tcheca) operando a uma tensão de aceleração de 20 kV. Amostras com 

aproximadamente 0,5 cm2 foram fixados em suportes com fitas adesivas de dupla face e 

posteriormente metalizadas em evaporador de ouro (Baltec, SCD 050, Balzers, Liechtenstein). As 

micrografias eletrônicas foram realizadas com ampliação de 1000x. 

A AFM foi realizada utilizando um microscópio de força atômica (Nanosurf, FlexAFM, 

Liestal, Suíça). O teste foi efetuado em modo de força dinâmica à temperatura ambiente (25 ± 2°C), 

com uma velocidade de varredura de 2 segundos por linha e 256 pontos por linha. Foram utilizadas 

pontas de silício com um raio nominal de 10 nm e uma constante elástica de 48 N m -1. O ensaio 

analisou regiões de 60 × 60 µm de área. As imagens obtidas foram analisadas pelo software Gwyddion 

(República Tcheca) para obter a rugosidade média da superfície (Ra) nas regiões exploradas (Nečas 

& Klapetek, 2012). 

2.4.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier 

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR) dos 

bionanocompósitos foi realizada no modo de transmitância (%) utilizando um espectrômetro FTIR 

(Bruker, Vertex 70v, Ettlingen, Alemanha) acoplando com acessório de reflexão total atenuada 

(ATR) (Bruker, ATR Platinum, Ettlingen, Alemanha). As amostras foram colocadas no suporte do 

ATR e pressionadas contra o cristal pelo sensor de medição. Os espectros foram adquiridos realizando 

32 varreduras na faixa espectral de 4000 a 400 cm-1 com uma resolução espectral de 4 cm-1. 

2.4.3 Propriedades mecânicas 

As propriedades mecânicas foram determinadas em um texturômetro (Stable Micro Systems, 

TA.TX2i, Godalming, Inglaterra), com base na metodologia da American Society for Testing and 

Material - D882-00 (ASTM, 2002), com adaptações propostas por Lago et al. (2021). 

Para os ensaios de tração, os corpos de prova foram cortados nas dimensões de 25 × 100 mm 

e ajustados às garras pneumáticas (A/TG) do equipamento. A distância entre as garras foi de 50 mm 

e a velocidade de tração de 0,8 mm s-1. Os parâmetros determinados foram resistência à tração (MPa) 

e módulo de Young (MPa). Para o ensaio de punção, os corpos de prova foram cortados nas 

dimensões de 30 × 30 mm e ajustados ao suporte para a sonda (p/S5) de 5 mm de área de contato com 
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a amostra. A distância entre a sonda e o corpo de prova foi ajustada manualmente e a velocidade do 

teste foi de 0,8 mm s− 1, por meio da qual foi determinado o parâmetro de força de punção (N). 

2.4.4 Propriedades de barreira e hidrofilicidade 

As propriedades de barreira e a hidrofilicidade dos bionanocompósitos foram avaliadas por 

meio das análises de permeabilidade ao vapor de água (PVA), solubilidade em água, ângulo de 

contato e molhabilidade. 

As medidas de taxa de permeabilidade ao vapor de água dos filmes seguiram a adaptação do 

método padrão ASTM (2016), utilizado por Santos et al. (2023a). Amostras com 16 mm de diâmetro 

foram acopladas a células de permeação preenchidas com sílica. Estas células foram acondicionadas 

a 38 °C e 90% de umidade relativa (UR) durante oito dias e pesadas todos os dias. O ambiente com 

UR de 90% criado em dessecador contendo solução salina saturada foi produzido com base na ASTM 

(2002). Uma curva de calibração foi construída considerando o ganho de peso da sílica ao longo do 

tempo de avaliação. Foi calculada a taxa de permeabilidade ao vapor de água (TPVA), de acordo com 

a Eq. (1), sendo a taxa de transmissão de vapor de água do filme biodegradável determinada a partir 

da inclinação do gráfico de variação de peso do frasco em função do tempo. A permeabilidade ao 

vapor de água (PVA) foi calculada usando a Eq. (2). 

TPVA (g m-2 dia-1) = 
𝑐𝑎

𝐴
 (1) 

Onde: ca é o coeficiente angular da equação reta (regressão linear) e A é a área de permeação (m2). 

PVA (g mm kPa-1 dia-1 m-2) = 
𝑇𝑃𝑉𝐴 .  𝐸

𝛥𝑝
  (2) 

Onde: E é a espessura da amostra (mm) e Δp é a pressão de saturação do vapor na temperatura de 

teste (kPa). 

A solubilidade em água foi avaliada pelo método gravimétrico proposto por Gontard et al. 

(1994). Amostras dos bionanocompósitos com 2 cm2 de diâmetro foram secas em estufa com 

circulação forçada de ar (Tecnal, TE-319, Piracicaba, Brasil) a 55 °C até peso constante. Após esse 

procedimento, os bionanocompósitos foram imersos em um recipiente contendo 30 mL de água 

destilada e incubados a 25 ± 2 °C e 50 rpm durante 24 h. As suspensões resultantes foram filtradas e 

os materiais não solubilizados secos em estufa com circulação forçada de ar (Tecnal, TE-319, 

Piracicaba, Brasil) a 105 °C por 24 h e posteriormente pesados. A solubilidade foi calculada de acordo 

com a Eq. (3) e expressa em porcentagem. 

S(%) = (
𝑃𝐼 − 𝑃𝐹

𝑃𝐼
) ∗ 100 

(3) 

Onde: S (%) é a solubilidade dada em porcentagem, PI é a massa inicial do material seco e PF 

é a massa final massa do material seco não solubilizado. 
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O ângulo de contato e a molhabilidade dos bionanocompósitos foram medidos em um 

goniômetro (Kruss, DSA25, Hamburgo, Alemanha), com aquisição de imagens e medição dos valores 

por meio do software Advanced (Kruss, Alemanha). Amostras dos materiais com dimensões de 2,5 

cm x 1,0 cm foram utilizadas para os testes. Uma gota de água foi aplicada sobre as amostras e os 

valores dos ângulos em ambos os lados da gota formada foram calculados ao longo de 60 s. A média 

dos valores de cada amostra no tempo de 1 s foi calculada e tomada como valor do ângulo de contato. 

As leituras foram realizadas em triplicata em três regiões distintas de cada repetição. A molhabilidade 

foi calculada de acordo com a Eq. (4) conforme a ASTM D 724-99 (ASTM D 724-99, 2003). 

Molhabilidade (° 𝑠−1) = (
𝐴 − 𝑎

55
) 

(4) 

Onde: A é o valor médio do ângulo de contato em 5 s; a é o valor médio do ângulo de contato 

em 60 s; e 55 é o tempo entre as medições. 

2.4.5 Propriedades óticas e espessura 

Coloração e opacidade foram avaliadas em colorímetro (Konica Minolta®, Chroma Meter 

CR-400, Tóquio, Japão), sendo os resultados expressos pelo sistema de cores CIE LCh, onde L* 

representa a claridade, C* a cromaticidade e °hue (ângulo hue) a tonalidade. A espessura foi obtida 

por meio de um micrômetro digital (Mitutoyo®, H-2780, Kawasaki, Japão) com resultados expressos 

em mm.  

2.4.6 Análises reológicas 

As curvas de fluxo, varreduras de frequência, de deformação e de tensão foram determinadas 

em um reômetro (Anton Paar, MCR 102e, Graz, Áustria) com sistema de medição de placas paralelas 

(PP50 SN102090, D = 49,965; Gap = 1,0 mm). Estas determinações foram realizadas nas soluções 

filmogênicas que deram origem aos bionanocompósitos. 

As curvas de fluxo foram obtidas a 25 °C, utilizando três rampas contínuas (crescente, 

decrescente e crescente) com uma taxa de deformação variando de 0 a 300 s-1, durante 2,5 minutos 

para cada curva. O modelo da Lei da Potência (Eq. 5), foi ajustado aos dados experimentais da 

segunda curva crescente, que representa o fluxo em estado estacionário (Steffe, 1996). A viscosidade 

aparente foi obtida a 100 s-1, que corresponde à taxa de deformação associada a processos industriais 

de bombeamento e agitação (McClements, 2004). 

ꞇ ꞊ Kγn (5) 

Onde: ꞇ é a tensão de cisalhamento em (Pa), γ é a taxa de deformação (s-1), K é o índice de 

consistência (Pa∙sn), e n é o índice de comportamento (adimensional). 

O ajuste do modelo foi avaliado por meio do coeficiente de determinação (R2) e da raiz 

quadrada do erro médio quadrático (RMSE). 
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A varredura de frequência foi realizada em uma faixa de 0,1 a 100 rad s-1 e em várias tensões 

de cisalhamento adequadas na região viscoelástica linear. As varreduras de deformação e tensão 

foram realizadas no intervalo de 0,1 a 100% e 0,01 a 10 Pa, respectivamente, a 1 Hz.  Todos os testes 

foram realizados a 25 °C (Mendoza et al., 2018). 

2.5 Aplicação dos bionanocompósitos em fungos 

A atividade antifúngica foi avaliada por meio do método de disco-difusão em ágar conforme 

descrito na norma CLSI M44 (2003), com adaptações. Foram utilizados isolados de Botrytis cinerea, 

Penicillium expansum, Colletotrichum musae e Fusarium semitectum pertencentes a coleção de 

culturas da Universidade Federal de Lavras (Brasil). Tanto Botrytis cinerea e Penicillium expansum, 

cultivados em Corn Meal Agar, quanto Colletotrichum musae e Fusarium semitectum, cultivados em 

Potato Dextrose Agar, foram mantidos por aproximadamente 5 dias a 25 ± 2°C. Após esse período, 

as suspensões das células dos microrganismos foram diluídas em água peptonada até a obtenção de 

uma suspensão com 106 UFC mL-1. Em seguida, 100 µL dessas suspensões foram inoculadas em 

placas previamente preparadas com Corn Meal Agar para Botrytis cinerea e Penicillium expansum, 

e Potato Dextrose Agar para Colletotrichum musae e Fusarium semitectum. Posteriormente, discos 

esterilizados de papel-filtro (Whatman nº 3) com 6 mm de diâmetro foram dispostos nas placas e 

sobre os discos foi adicionado 10 µL das amostras. A atividade antimicrobiana da nanopartícula de 

prata da casca da amêndoa do cacau foi incluída. Após incubação de 5 dias a 25 ± 2°C, foi realizada 

a leitura do halo de inibição (mm). 

2.6 Planejamento experimental e análise estatística 

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos (0%, 

10%, 20%, 30% e 50%) referentes à concentração de nanocelulose de eucalipto adicionadas aos 

bionanocompósitos preparados. Foram realizadas três repetições para cada tratamento. Cada 

repetição foi composta por 200 mL de solução de filme, resultando em um rendimento médio de cinco 

discos de filme. Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), análise de regressão e 

análise de componentes principais (ACP). Para a análise de regressão os modelos linear, quadrático 

e cúbico foram testados, utilizando como critério de escolha o coeficiente de determinação (R²≥0,70), 

a não significância da falta de ajuste do modelo (P>0,05) e coeficientes significativos (P≤0,05). O 

software SAS University foi utilizado para análise dos dados. 
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3. Resultados e discussão 

3.1 Morfologia 

As micrografias de MEV-FEG obtidas para a superfície e secção transversal dos 

bionanocompósitos são mostradas na Fig. 1. A amostra controle apresentou superfície e secção 

transversal lisa e homogênea (Fig. 1A e 1F), típica dos biopolímeros à base de amido, conforme 

descrito por Lago et al. (2021). Notou-se, em todas as concentrações de nanocelulose estudadas (0%, 

10%, 20%, 30% e 50%,), a presença de partículas dispersas que podem ser atribuídas às 

nanopartículas de prata ou aglomerados das mesmas (indicadas por setas amarelas). 

Observou-se, por meio da perspectiva superficial dos materiais (Fig. 1B a 1E), um aumento 

na formação de aglomerados a medida com que a concentração de nanocelulose também aumentava. 

Essa formação de aglomerados pode ser atribuída, evidentemente, à tendência das mesmas em 

estabelecer ligações de hidrogênio, promovendo a concentração das fibras em áreas específicas  

(Jongaroontaprangsee et al., 2018). A formação dessas aglomerações no material pode levar à 

acumulação de tensões em pontos específicos quando este é submetido a esforços de tração ou 

compressão, potencialmente comprometendo a integridade estrutural e aumentando sua 

susceptibilidade a danos (Tian et al., 2024). Contudo, a análise dos resultados relativos às 

propriedades mecânicas mostra que os aglomerados detectados não foram suficientemente 

significativos para afetar adversamente o desempenho mecânico do material. 

A visualização da secção transversal dos tratamentos Ag-NCF10%, Ag-NCF20% e Ag-

NCF30% (Fig. 1G, 1H e 1I) revelou materiais contínuos, sem a presença de aglomerações.  Isso 

indica que a nanocelulose adicionada está dispersa de maneira uniforme na matriz de amido, 

evidenciando uma excelente compatibilidade entre estes dois componentes majoritários. Tal 

compatibilidade é provavelmente resultado de ligações intermoleculares eficazes entre a nanocelulose      

e o amido, possivelmente mediadas por pontes de hidrogênio (Chen et al., 2020; Tian et al., 2024). 

Ag-NCF50% (Fig. 1E) destacou-se por apresentar, em sua secção transversal, uma densidade 

visualmente maior de aglomerações em comparação às demais amostras. Essas aglomerações mais 

proeminentes de fibras na matriz de amido podem ser advindas da saturação do meio polimérico com 

a celulose nanofibrilada, que, com o aumento da concentração, reduz o espaço para dispersão 

homogênea e favorece a formação de aglomerados (Peng et al., 2020). A presença dessas 

aglomerações pode afetar as propriedades mecânicas, de barreira e antimicrobianas, o que justifica a 

otimização da concentração de nanocelulose em bionanocompósitos a fim de encontrar um equilíbrio 

entre melhorar as propriedades desejadas e evitar a formação excessiva de aglomerados que podem 

comprometer a performance do material. 
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Fig. 1. Microscopia Eletrônica de Varredura com Emissão de Campo (MEV-FEG) dos 

bionanocompósitos de amido adicionados de nanopartículas de prata (AgNPs) e diferentes 

concentrações de celulose nanofibrilada de eucalipto (NFC): A) secção transversal do 

bionanocompósito controle sem adição de NFC (Ag-NFC0%); B) secção transversal do 

bionanocompósito com 10% de NFC (Ag-NFC10%); C) secção transversal do bionanocompósito 

com 20% de NFC (Ag-NFC20%); D) secção transversal do bionanocompósito com 30% de NFC 

(Ag-NFC30%); E) secção transversal do bionanocompósito com 50% de NFC (Ag-NFC50%); F) 

superfície do bionanocompósito controle sem adição de NFC (Ag-NFC0%); G) superfície do 

bionanocompósito com 10% de NFC (Ag-NFC10%); H) superfície do bionanocompósito com 20% 

de NFC (Ag-NFC20%); I) superfície do bionanocompósito com 30% de NFC (Ag-NFC30%); J) 

superfície do bionanocompósito com 50% de NFC (Ag-NFC50%). 
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A AFM foi realizada para avaliar a rugosidade superficial dos materiais estudados e os 

resultados obtidos com este método encontram-se na Fig. 2. As imagens topográficas (Fig. 2A a 2E) 

ilustram como os filmes se alteram com a adição da nanocelulose, oferecendo uma representação 

visual do aumento da rugosidade e destacando a influência da composição na microestrutura e nas 

propriedades finais dos filmes. 

 

Fig. 2. Microscopia de Força Atômica (AFM) dos bionanocompósitos de amido adicionados de 

nanopartículas de prata (AgNPs) e diferentes concentrações de celulose nanofibrilada de eucalipto 

(NFC): A) controle sem adição de NFC (Ag-NFC0%); B) com 10% de NFC (Ag-NFC10%); C) com 

20% de NFC (Ag-NFC20%); D) com 30% de NFC (Ag-NFC30%); E) com 50% de NFC (Ag-

NFC50%); F) efeito da concentração de NFC na rugosidade dos bionanocompósitos, com o modelo 

ajustado e coeficiente de determinação (R²). Dados experimentais (■) e dados do modelo (linha). 

Os valores de rugosidade (Fig. 2F) apresentaram um comportamento linear crescente variando 

entre 0,27±0,08 Ra para filmes sem nanocelulose (Ag-NFC0%) e 1,27±0,35 Ra para aqueles com a 
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maior concentração testada (Ag-NFC50%). Este aumento sugere que a incorporação de nanocelulose 

no filme não é uniforme, podendo levar à formação de aglomerações ou uma distribuição heterogênea 

da nanocelulose, resultando em uma superfície mais rugosa. A observação anterior pode ser 

confirmada por meio das micrografias obtidas com a MEV-FEG onde é possível identificar a 

formação de aglomerados. 

3.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier 

Os espectros obtidos com FTIR-ATR encontram-se na Fig. 3. As amostras apresentaram 7 

bandas que se destacaram ao longo do espectro. A banda em 3298 cm-1, associada às vibrações de 

estiramento O-H, ressalta a presença de grupos hidroxila fundamentais ao amido, celulose e sorbitol, 

bem como à água adsorvida, sugerindo uma natureza hidrofílica e a potencial formação de ligações 

de hidrogênio entre os componentes (Joshi et al., 2023). 

 

Fig. 3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR) dos 

bionanocompósitos de amido adicionados de nanopartículas de prata (AgNPs) e diferentes 

concentrações de celulose nanofibrilada de eucalipto (NFC): controle sem adição de NFC (Ag-

NFC0%), com 10% de NFC (Ag-NFC10%), com 20% de NFC (Ag-NFC20%), com 30% de NFC 

(Ag-NFC30%) e com 50% de NFC (Ag-NFC50%). 

A banda em 2919 cm-1 reflete as vibrações de estiramento C-H, evidenciando as cadeias 

carbônicas que constituem a estrutura molecular do amido, da celulose e do sorbitol (Shahmaleki et 

al., 2021; Joshi et al., 2023). A banda que ocorre em 1641 cm-1 está associada a água fortemente 

ligada presente no amido (Muscat et al., 2014). As bandas em 1149 cm-1 e 1076 cm-1 estão comumente 

associadas às vibrações de estiramento das ligações C-O em estruturas glicosídicas, as quais são 

abundantes em carboidratos (Nikonenko et al., 2005). As bandas em 1006 cm-1 e em 852 cm-1 estão 

associadas às vibrações de estiramento C-O-C e também indicam a presença de estruturas glicosídicas 

(Nikonenko et al., 2005; Khalili et al., 2023). 
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Embora a banda em 1076 cm-1 também esteja associada às vibrações de estiramento C-O, a 

mesma pode estar relacionada a estruturas específicas dentro do carboidrato ou a interações entre as 

cadeias polissacarídicas e outros componentes do bionanocompósito, como a nanocelulose. Esta 

banda destaca-se das demais por apresentar uma redução na intensidade com a adição de 

nanocelulose. Acredita-se que a celulose nanofibrilada, com sua elevada área superficial e abundância 

de grupos hidroxila, pode formar mais ligações de hidrogênio internas ou com moléculas de água, 

potencialmente reduzindo a acessibilidade ou alterando o ambiente das ligações C-O no amido, 

refletido pela diminuição da intensidade dessa banda (Singh et al., 2016). 

De modo geral, não foi observada diferença entre os espectros do filme controle (Ag-NFC0%) 

sem adição de nanocelulose e aqueles com adição da mesma (Ag-NCF10%, Ag-NCF20%, Ag-

NCF30% e Ag-NFC50%). Esse achado indica que a adição de nanofibrilas não leva a uma 

modificação química significativa em termos de grupos funcionais devido à similaridade estrutural 

entre o amido de mandioca e o gel de nanofibrilas (Lago et al., 2021). Outro ponto que vale ser 

mencionado é a diminuição sutil na intensidade da banda atribuída ao grupo O-H (3298 cm-1), à 

medida que a concentração de nanofibrilas aumenta. Essa menor intensidade pode indicar interações 

mais intensas e maiores entre as moléculas de amido e as nanofibrilas. Quando tais ligações são 

formadas, as cadeias de polissacarídeos, bem como as moléculas de sorbitol, perdem grupos hidroxila 

para o meio na forma de água, e como essa água é evaporada no processo de secagem, a quantidade 

de grupos O-H livres tende a diminuir, o que explica o comportamento observado (Jaramillo et al., 

2016; Lago et al., 2021). 

3.3 Propriedades mecânicas 

Os resultados para as análises mecânicas dos bionanocompósitos encontram-se na Fig. 4. A 

força de punção (Fig. 4A), mostra um incremento significativo de 11,87 N em filmes sem 

nanocelulose (Ag-NFC0%) para 33,14 N em filmes com 50% de nanocelulose (Ag-NFC50%), o que 

representa um aumento de aproximadamente 179%. Esse aumento sinaliza uma maior rigidez nos 

filmes, tornando-os substancialmente mais resistentes a danos físicos, um atributo desejável em 

aplicações que exigem durabilidade, como embalagens. 

De forma similar, a resistência à tração (Fig. 4B), também apresenta um aumento progressivo 

conforme a concentração de nanocelulose se eleva. A resistência à tração eleva-se de 3,87 MPa (Ag-

NFC0%) para 14,85 MPa (Ag-NFC50%), o que representa um aumento de aproximadamente 

283,93%. Esse acréscimo na resistência demonstra que a incorporação de nanocelulose conferiu ao 

material uma capacidade aprimorada de suportar tensões externas sem se romper. 
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Fig. 4. Efeito da concentração de NFC nos bionanocompósitos de amido adicionados de 

nanopartículas de prata (AgNPs), com modelo ajustado e coeficiente de determinação R2 para: A) 

força de punção; B) resistência a tração e C) módulo de Young. Dados experimentais (■) e dados do 

modelo (linha). Bionanocompósito controle sem adição de NFC (Ag-NFC0%); bionanocompósito 

com 10% de NFC (Ag-NFC10%); bionanocompósito com 20% de NFC (Ag-NFC20%); 

bionanocompósito com 30% de NFC (Ag-NFC30%); bionanocompósito com 50% de NFC (Ag-

NFC50%). 

O incremento na força de punção e na resistência à tração, observado com o aumento da 

concentração de NFC, pode ser explicado pela ampla área superficial dos materiais em nanoescala  

(Sehaqui et al., 2011; Malekzadeh et al., 2023). Esta característica facilita a formação de um número 

maior de ligações de hidrogênio, o que, por sua vez, melhora significativamente as propriedades 

mecânicas dos materiais. As propriedades de tração e resistência à ruptura são diretamente 

influenciadas pela qualidade das ligações interfibrilares, que dependem da área de superfície 

disponível para a ligação entre as fibras; assim, um maior tamanho ideal da fibra resulta em uma 

ampla área de contato, potencializando a formação de ligações interfibrilares mais robustas e, por 

consequência, aprimorando as propriedades mecânicas do material (Lengowski et al., 2020). Esses 

resultados são consistentes com descobertas anteriores que relataram efeitos positivos de materiais à 

base de celulose em micro e nanoescala nas propriedades mecânicas de filmes (Mao et al., 2019; 
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Coelho et al., 2020; Malekzadeh et al., 2023;) e papéis (Sanchez-Salvador et al., 2020; Perdoch et al., 

2022). 

Além disso, o módulo de Young (Fig. 4C) também apresentou um comportamento linear 

crescente, variando de 107,32 MPa nos filmes sem nanocelulose para 417,14 MPa nos filmes com 

50% de nanocelulose. Este resultado revela um aumento na rigidez dos filmes, atribuível à interação 

reforçada entre a nanocelulose e a matriz polimérica, que resulta em uma estrutura compósita mais 

consolidada. 

Os resultados indicam que a nanocelulose não apenas melhora as propriedades mecânicas dos 

filmes de maneira significativa, mas também sugerem uma interação sinérgica positiva entre o amido 

de mandioca e nanocelulose. Esta sinergia promove um reforço na estrutura dos filmes, tornando-os 

mais fortes, resistentes e rígidos. Essas características expandem o potencial de uso desses filmes 

compósitos em uma variedade de aplicações que vão desde embalagens resistentes até potenciais usos 

em campos exigentes como a biomedicina, onde é crucial o uso de materiais com características 

mecânicas específicas e de alta confiabilidade. 

3.4 Propriedades de barreira e hidrofilicidade 

Os resultados referentes as propriedades de barreira e hidrofilicidade dos bionanocompósitos 

encontram-se na Fig. 5. A solubilidade (Fig. 5A) em água dos filmes apresentou uma tendência 

decrescente com o aumento da concentração de nanocelulose, variando de 22,26% para filmes com 

50% de adição de nanocelulose (Ag-NFC50%) a 32,84% para filmes sem adição (Ag-NFC0%). Estes 

resultados sugerem que a adição de nanocelulose contribui para uma maior estabilidade dos filmes 

em ambientes úmidos, possivelmente devido à formação de uma matriz mais compacta (Malekzadeh 

et al., 2023). A nanocelulose, conhecida por sua natureza hidrofílica e habilidade de formar extensas 

redes de hidrogênio, pode reduzir a acessibilidade da água às cadeias de amido, consequentemente 

diminuindo a solubilidade do filme. Essa propriedade é especialmente relevante considerando que a 

hidrofilicidade é uma das características mais significativas do amido (Coelho et al., 2020). Além 

disso, a nanocelulose se destaca por sua maior cristalinidade e um arranjo microfibrilar mais 

compacto em comparação ao amido, o que confere um maior grau de ordem molecular e a torna 

menos hidrofílica (Montero et al., 2017; Malekzadeh et al., 2023). Comparativamente, outros estudos 

obtiveram resultados semelhantes para nanocompósitos à base de amido reforçados com nanocristais 

de celulose (Coelho et al., 2020), filmes a base de amido de milho adicionados de celulose 

nanofibrilada de pseudocaule de banana (Rodrigues et al., 2022) e bionanocompósitos de fécula de 

mandioca reforçados com nanofibrilas de palha de trigo (Lago et al., 2021). 
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Fig. 5. Efeito da concentração de NFC nos bionanocompósitos de amido adicionados de 

nanopartículas de prata (AgNPs), com modelo ajustado e coeficiente de determinação R2 para: A) 

solubilidade; B) permeabilidade ao vapor de água (PVA); C) ângulo de contato e D) molhabilidade. 

Dados experimentais (■) e dados do modelo (linha). Bionanocompósito controle sem adição de NFC 

(Ag-NFC0%); bionanocompósito com 10% de NFC (Ag-NFC10%); bionanocompósito com 20% de 

NFC (Ag-NFC20%); bionanocompósito com 30% de NFC (Ag-NFC30%); bionanocompósito com 

50% de NFC (Ag-NFC50%). 

A PVA (Fig. 5B) também foi influenciada pela adição de nanocelulose, apresentando um 

comportamento linear decrescente com uma redução de 17,10 g mm (dia m² kPa)-1 em filmes sem 

nanocelulose para 8,91 g mm (dia m² kPa)-1 em filmes com 50% de nanocelulose. Este aprimoramento 

na barreira ao vapor de água é particularmente relevante para aplicações de embalagens, onde a 

proteção contra a umidade é crucial. A diminuição nos valores de PVA após a incorporação da NFC 

pode ser atribuída à forte rede formada pelas nanofibrilas com moléculas de amido que reduz o 

tamanho dos poros e cria uma barreira ao vapor de água (Kang et al., 2021). Esse processo resulta em 

um aumento na tortuosidade da trajetória das moléculas de água, dificultando ainda mais sua 

passagem e contribuindo para a redução da PVA (Noshirvani et al., 2018). Em contraste, os resultados 

de PVA que obtivemos são superiores aos reportados por Souza et al. (2023), que investigaram filmes 

à base de nanocelulose de eucalipto e encontraram uma permeabilidade de apenas 1,07 g mm (dia m² 

kPa)-1. Essa discrepância nos resultados pode ser atribuída à ausência de amido nos filmes estudados 
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por Souza e colaboradores (2023), destacando o impacto que o amido tem no aumento da 

permeabilidade ao vapor de água. 

Em geral, superfícies são classificadas como hidrofílicas quando apresentam ângulos de 

contato menores que 90° e hidrofóbicas quando maiores que 90° (Yuan & Lee, 2013). Portanto, todos 

os bionanocompósitos podem ser considerados hidrofílicos (Fig. 5C). Embora sejam classificados 

como hidrofílicos, os materiais apresentaram uma redução da molhabilidade (Fig. 5D) a medida com 

que a concentração de NFC aumentava. De fato, Lago et al. (2020) determinaram o ângulo de 

contanto em filmes de amido com nanocelulose e classificaram os materiais como hidrofílicos, porém 

com baixa molhabilidade. Assim como para PVA, acredita-se que a redução da molhabilidade possa 

ser atribuída às interações intermoleculares fortes entre os componentes dos bionanocompósitos, as 

quais resultam em maior dificuldade para a passagem da água. 

Ademais, os resultados para as propriedades de barreira não apenas evidenciam o potencial 

da nanocelulose em modificar interações filme-água, mas também indicam a exploração desses 

materiais em aplicações onde a modulação da molhabilidade é desejável, como em revestimentos 

resistentes à água ou em embalagens com barreiras específicas à umidade. 

3.5 Propriedades óticas e espessura 

A Tabela 1 detalha os resultados para espessura, opacidade L*, C* e hue° para os 

bionanocompósitos estudados. A espessura dos bionanocompósitos não apresentou variações 

significativas com o aumento da concentração de NFC, permanecendo em torno de 0,09 mm. Isso 

sugere que a adição de nanocelulose de eucalipto até 50% não afeta a espessura dos 

bionanocompósitos de amido de mandioca, o que pode indicar uma boa dispersão e compatibilidade 

da nanocelulose no polímero base. 

Assim como para espessura, os bionanocompósitos não apresentaram diferença significativa 

para opacidade, L* e hue°, indicando que em relação a estes parâmetros os resultados obtidos foram 

aproximadamente constantes. Apenas C* apresentou diferença significativa com comportamento 

linear crescente, o que sugere uma maior saturação de cor nos bionanocompósitos com maior 

concentração de NFC. Isso pode ocorrer devido a mudanças na superfície dos bionanocompósitos, 

que afetam a maneira como a luz é absorvida e refletida, potencialmente intensificando as cores 

percebidas. 
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Tabela 1. Médias, desvios padrão e modelo ajustado para espessura e propriedades ópticas 

(opacidade, clareza (L*), cromaticidade (C*) e ângulo hue (hue°) dos bionanocompósitos de amido 

adicionados de nanopartículas de prata (AgNPs) e diferentes concentrações de celulose nanofibrilada 

de eucalipto (NFC). 

Parâmetros 

Concentração de NFC 

Modelo ajustado R2 Ag-

NFC0% 

Ag-

NFC10% 

Ag-

NFC20% 

Ag-

NFC30% 

Ag-

NFC50% 

Espessura 

(mm) 

0,10 ± 

0,02 

0,09 ± 

0,01 

0,09 ± 

0,00 

0,09 ± 

0,01 

0,09 ± 

0,01 
Ŷ=Ȳ=0,09 ns* 

Opacidade (% 

µm-1) 

2,33 ± 

0,10 

2,50 ± 

0,06 

2,56 ± 

0,07 

2,63 ± 

0,01 

2,67 ± 

0,02 
Ŷ=Ȳ=2,07 ns* 

L* 
98,79 ± 

0,86 

97,46 ± 

1,16 

98,24 ± 

0,62 

99,36 ± 

0,53 

99,81 ± 

0,16 
Ŷ=Ȳ=98,73 ns* 

C* 
2,66 ± 

0,19 

2,59 ± 

0,12 

3,06 ± 

0,16 

3,06 ± 

0,18 

3,33 ± 

0,12 
Ŷ=0,0149x+2,613 0,7052 

hue° 
88,46 ± 

2,12 

92,06 ± 

1,13 

89,49 ± 

1,48 

88,09 ± 

0,58 

89,97 ± 

0,38 
Ŷ=Ȳ=89,61 ns* 

Valores apresentados como média ± desvio padrão. Bionanocompósito controle sem adição de NFC (Ag-
NFC0%), com 10% de NFC (Ag-NFC10%), com 20% de NFC (Ag-NFC20%), com 30% de NFC (Ag-
NFC30%) e com 50% de NFC (Ag-NFC50%). ns*: não significativo. R2: coeficiente de determinação. 

Portanto, os resultados para as propriedades ópticas dos bionanocompósitos demonstraram 

que a adição de NFC afeta C*, sem alterar significativamente parâmetros como opacidade, L* e hue°. 

Essas mudanças sugerem que a NFC pode ser utilizada para modificar a saturação de cor dos 

materiais, tornando-os mais adequados para aplicações onde as características visuais, como a 

intensidade da cor, desempenhem um papel importante, como em produtos estéticos, revestimentos 

ou embalagens onde a aparência visual seja um fator relevante. 

3.6 Análises reológicas 

Os dados reológicos de tensão de cisalhamento e taxa de deformação das suspensões que 

deram origem aos bionanocompósitos foram analisados e verificou-se que o modelo Lei da Potência 

apresentou bom ajuste aos dados, uma vez que exibiu elevados coeficientes de determinação (R² ≥ 

0,98) e valores reduzidos para a raiz quadrada do erro médio (RMSE ≤ 1,06). Além disso, notou-se 

que todas as suspensões apresentaram um perfil de escoamento de fluido não-newtoniano do tipo 

pseudoplástico, evidenciado pelos valores inferiores a 1 para o índice de comportamento de fluxo (n) 

e valores superiores a 0 para o índice de consistência (K), como observado na Tabela 2. 
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Tabela 2. Médias, desvios padrão e modelo ajustado para índice de consistência (K), índice de 

comportamento (n) e viscosidade aparente (η) a uma taxa de cisalhamento de 100 s-1 dos 

bionanocompósitos de amido adicionados de nanopartículas de prata (AgNPs) e diferentes 

concentrações de celulose nanofibrilada de eucalipto (NFC). 

Parâmetros 

Concentração de NFC 

Modelo ajustado R2 Ag-

NFC0% 

Ag-

NFC10% 

Ag-

NFC20% 

Ag-

NFC30% 

Ag-

NFC50% 

K (Pa∙sn) 
0,67 ± 

0,24 

0,86 ± 

0,12 

1,30 ± 

0,12 

1,32 ± 

0,05 

0,86 ± 

0,06 

Ŷ=-

0,0009x2+0,0488x+0,6051 
0,7690 

n 
0,61 ± 

0,01 

0,60 ± 

0,00 

0,56 ± 

0,01 

0,58 ± 

0,01 

0,61 ± 

0,01 
Ŷ=Ȳ=0,59 ns* 

η (Pa s-1) 
0,11 ± 

0,04 

0,14 ± 

0,02 

0,17 ± 

0,01 

0,19 ± 

0,01 

0,14 ± 

0,01 
Ŷ=Ȳ=0,15 ns* 

Valores apresentados como média ± desvio padrão. Bionanocompósito controle sem adição de NFC (Ag-NFC0%), com 

10% de NFC (Ag-NFC10%), com 20% de NFC (Ag-NFC20%), com 30% de NFC (Ag-NFC30%) e com 50% de NFC 

(Ag-NFC50%). ns*: não significativo. R2: coeficiente de determinação. 

Esse comportamento também pode ser notado por meio da Fig. 6, na qual observou-se o 

decréscimo da viscosidade aparente das suspensões com o aumento da taxa de deformação, o que 

confirma a conduta pseudoplástica desse tipo de material. Fluidos com esta classificação ao serem 

cisalhados têm um maior alinhamento das partículas na direção da tensão aplicada de forma que a 

resistência ao movimento é reduzida, consequentemente diminuindo sua viscosidade (Steffe, 1996). 

Resultado semelhante foi registrado por Souza et al. (2019) ao investigarem a viscosidade das 

celuloses nanofibriladas da casca de amêndoa do cacau, eucalipto e pinho. Tais autores verificaram 

que esses materiais também exibiram perfil de afinamento por cisalhamento, característico de fluidos 

pseudoplásticos. De fato, soluções poliméricas geralmente apresentam comportamento de afinamento 

por cisalhamento (Alves et al., 2020). Suspensões de nanofibrilas de celulose normalmente se 

comportam como soluções poliméricas, formando uma rede emaranhada acima de uma concentração 

crítica, sendo essa rede destruída pelo aumento das forças de cisalhamento, levando à diminuição da 

viscosidade (Vadodaria et al., 2018). 

A Fig. 6 também permite a constatação do aumento da viscosidade com a elevação da 

concentração de nanocelulose do meio, sugerindo que as fibras da celulose nanofibrilada intensificam 

as interações moleculares, aumentando a resistência ao fluxo. Nesse quesito, a influência da 

concentração no comportamento reológico das suspensões também pode ser verificada por meio do 

índice de consistência do fluido (K). Na Tabela 2 verifica-se que o parâmetro K aumenta 

significativamente com a concentração de NFC até a concentração de 30%. Portanto, à medida que a 

concentração de NFC aumenta até um limite de saturação, a viscosidade cresce devido ao maior 

número de fibrilas na solução, o que intensifica as interações entre os componentes do 
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bionanocompósito (Albornoz-Palma et al., 2020). Isso resulta em uma matriz mais coesa, aumentando 

a resistência ao fluxo e o índice de consistência.  

 

Fig. 6. Viscosidade aparente (Pa.s) em função da taxa de deformação (s-1) para os bionanocompósitos 

de amido adicionados de nanopartículas de prata (AgNPs) e diferentes concentrações de celulose 

nanofibrilada de eucalipto (NFC): controle sem adição de NFC (Ag-NFC0%), com 10% de NFC (Ag-

NFC10%), com 20% de NFC (Ag-NFC20%), com 30% de NFC (Ag-NFC30%) e com 50% de NFC 

(Ag-NFC50%). 

Todavia, ao avaliarmos o efeito da concentração de NFC na viscosidade aparente dos 

bionanocompósitos a uma taxa de deformação de 100 s-1 (Tabela 2), observou-se que não houve 

diferença significativa entre os tratamentos estudados, indicando que, embora a adição de NFC 

modifique o comportamento reológico, a viscosidade aparente a uma taxa de deformação de 100 s-1 

não é significativamente afetada pela concentração de NFC. 

A análise do comportamento viscoelástico dos bionanocompósitos foi realizada utilizando 

varreduras de frequência, de deformação e de tensão, e os resultados dessas análises são apresentados 

na Fig. 7. Na varredura de frequência (Fig. 7A), nota-se um cruzamento entre os módulos de 

armazenamento (G’) e de perda (G’’) exclusivamente no tratamento sem NFC (AgNFC0%). Esse 

cruzamento sinaliza uma transição do comportamento elástico para o viscoso à medida que a 

frequência aumenta, evidenciando que as propriedades viscosas predominam sobre as elásticas em 

frequências mais elevadas. Tal mudança sugere a desintegração da estrutura do material e uma 

alteração no balanço entre elasticidade e viscosidade, indicativo de um estado mais fluido do material. 

Por outro lado, o tratamento com 10% de NFC (Ag-NFC10%) mostra uma tendência de sobreposição 

entre G’ e G’’, o que indica um equilíbrio mais estável entre as respostas elásticas e viscosas do 

material ao longo das frequências testadas. Isso sugere que a adição de NFC nessa concentração 

oferece um reforço que equilibra as propriedades viscoelásticas do material, mantendo uma 

proporcionalidade entre o comportamento sólido e líquido sem uma transição marcada como 
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observada nos demais tratamentos. A não ocorrência de cruzamentos entre G’ e G’’ nas amostras com 

concentrações mais altas de NFC (20%, 30% e 50%) e a manutenção da relação G’>G’’ ressaltam 

uma predominância do comportamento elástico, sugerindo que a adição de NFC fortalece a estrutura 

interna dos bionanocompósitos. Tal fortalecimento pode ser atribuído ao fato de que a medida que a 

concentração de nanofibrilas de celulose aumenta, elas tendem a entrelaçar-se e formar mais ligações 

de hidrogênio, tanto entre si quanto com a matriz polimérica resultando em uma estrutura 

tridimensional mais coesa e resistente (Alves et al., 2020; Pakutsah & Aht-Ong, 2020). 

 

Fig. 7. Módulo de armazenamento (G’) e Módulo de Perda (G’’) em função da A) frequência angular 

(rad s-1), B) da deformação de cisalhamento (%) e da C) tensão de cisalhamento (Pa) para os 

bionanocompósitos de amido adicionados de nanopartículas de prata (AgNPs) e diferentes 

concentrações de celulose nanofibrilada de eucalipto (NFC): controle sem adição de NFC (Ag-

NFC0%), com 10% de NFC (Ag-NFC10%), com 20% de NFC (Ag-NFC20%), com 30% de NFC 

(Ag-NFC30%) e com 50% de NFC (Ag-NFC50%). 

Durante a varredura de deformação (Fig. 7B) enquanto a amostra sem NFC (Ag-NFC0%) 

exibe uma dominância de comportamento viscoso (G’’>G’), as amostras com NFC, especialmente a 

partir de 10%, demonstram um reforço na resistência à deformação, evidenciado por G’>G’’. 

Observa-se ainda que nas amostras com maior concentração de NFC, o ponto de cruzamento entre 

G’ e G’’ foi observado em maior deformação e maior módulo, sugerindo que a transformação de fase 

necessita de maior tensão aplicada para exceder a tensão de escoamento. O reforço proporcionado 
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pela adição de NFC às suspensões impede o deslizamento relativo entre as moléculas da matriz sob 

aplicação de tensão, resultando em um material que exige uma força maior para ser deformado o que 

implica em um aumento no módulo de elástico. 

Assim como observado nas varreduras de frequência e deformação, a varredura de tensão 

reforça o impacto da adição da NFC no comportamento das amostras. A Fig. 7C evidencia que a 

presença da NFC contribui para o aumento da resistência do material à aplicação de tensões externas. 

Especificamente, as amostras adicionadas de NFC, sobretudo aquelas com concentrações mais 

elevadas (20%, 30% e 50%), demonstram uma capacidade aprimorada de suportar tensões sem sofrer 

deformações significativas, sugerindo um aumento na resistência ao escoamento. 

3.7 Aplicação dos bionanocompósitos em fungos 

Os bionanocompósitos foram avaliados quanto à sua atividade antifúngica contra patógenos 

significativos para culturas agrícolas. Este estudo focou em Botrytis cinerea, conhecido por afetar 

uvas e morangos (Anum et al., 2023; Ripardo-Filho et al., 2023); Penicillium expansum, que causa 

podridão em maçãs e peras (Yin et al., 2017); Colletotrichum musae, responsável pela antracnose em 

bananas (Chu et al., 2023); e Fusarium semitectum, que pode infectar uma variedade de culturas 

incluindo tomates e milho (Abubakar et al., 2013). A atividade antifúngica foi medida usando o 

método padrão de disco-difusão em ágar. Os resultados, apresentados na Tabela 3, revelam que os 

bionanocompósitos exibiram atividade antifúngica eficaz contra Botrytis cinerea e Fusarium 

semitectum, mas não formaram halos de inibição contra Penicillium expansum e Colletotrichum 

musae. 

Embora o mecanismo exato pelo qual as AgNPs agem contra microrganismos ainda não esteja 

completamente claro, é amplamente aceito que elas possam penetrar nas células ou hifas fúngicas, 

danificando membranas e superfícies celulares e impactando organelas vitais como mitocôndrias e 

ribossomos, que são essenciais para a produção de proteínas e energia (Xia et al., 2016; Ganash et al., 

2018). Além disso, as AgNPs são conhecidas por deteriorar os conídios dos fungos, afetando sua 

forma e estrutura, e induzir a produção de espécies reativas de oxigênio que contribuem para a 

destruição celular (Nisar et al., 2019). A diferença na eficácia das AgNPs entre os fungos testados 

pode ser atribuída a vários fatores biológicos e fisiológicos, incluindo a composição da parede celular 

dos fungos e a presença de mecanismos de defesa como bombas de efluxo e enzimas neutralizadoras 

(Slavin et al., 2022). A morfologia e o tamanho dos conídios também são fatores que podem 

influenciar na interação das AgNPs com os microrganismos (Matras et al., 2022). 

O uso excessivo de produtos químicos sintéticos como agentes de proteção de culturas para 

combater esses fungos tem levado ao surgimento de isolados resistentes, ressaltando a necessidade 

urgente de explorar novas alternativas com potencial antifúngico aprimorado para minimizar as 
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perdas econômicas associadas (Anum et al., 2023). Nesse contexto, as AgNPs e os 

bionanocompósitos produzidos emergem como opções promissoras oferecendo uma abordagem 

inovadora para o controle desses patógenos, com o potencial de substituir ou reduzir a dependência 

de tratamentos químicos sintéticos, alinhando-se com práticas agrícolas mais sustentáveis e 

eficientes. 

Tabela 3. Halos de inibição (mm) formados pelos bionanocompósitos de amido adicionados de 

nanopartículas de prata (AgNPs) e diferentes concentrações de celulose nanofibrilada de eucalipto 

(NFC). 

Microrganismo 

Halo de inibição (mm) 

Modelo ajustado R2 

AgNPs Ag-

NFC0% 

Ag-

NFC10% 

Ag-

NFC20% 

Ag-

NFC30% 

Ag-

NFC50% 

Botrytis cinerea 0,96 ± 

0,00 

0,50 ± 0,00 0,50 ± 0,00 0,50 ± 0,00 0,50 ± 0,00 0,50 ± 0,00 Ŷ=Ȳ=0,50 ns* 

Penicillium 

expansum 

0,98 ± 

0,00 

* * * * * 
* 

ns* 

Colletotrichum 

musae 

0,96 ± 

0,00 

* * * * * 
* 

ns* 

Fusarium 

semitectum 

0,98 ± 

0,00 

0,50 ± 0,00 0,50 ± 0,00 0,50 ± 0,00 0,50 ± 0,00 0,50 ± 0,00 Ŷ=Ȳ=0,50 ns* 

*: Não houve formação de halo de inibição. Valores apresentados como média ± desvio padrão. Bionanocompósito 

controle sem adição de NFC (Ag-NFC0%), com 10% de NFC (Ag-NFC10%), com 20% de NFC (Ag-NFC20%), com 

30% de NFC (Ag-NFC30%), com 50% de NFC (Ag-NFC50%). ns*: não significativo. R2: coeficiente de determinação. 

As AgNPs puras demonstraram ser eficazes contra todos os patógenos testados, porém a 

concentração usada nos bionanocompósitos pode não ter sido suficiente para inibir o crescimento de 

Penicillium expansum e Colletotrichum musae, especificamente. Portanto, a eficácia dos 

bionanocompósitos foi confirmada nos locais onde a solução filmogênica foi aplicada, impedindo o 

crescimento de Botrytis cinerea e Fusarium semitectum. Sugerimos que futuros estudos testem 

diretamente os bionanocompósitos em frutos acometidos por esses patógenos para validar plenamente 

seu potencial. 

3.8 Análise de Componentes Principais 

Para simplificar a interpretação dos resultados, recorreu-se à análise de componentes 

principais (ACP) (Fig. 8), que conseguiu explicar 77,85% da variabilidade total dos resultados. Desta 
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porcentagem, 63,24% foram atribuídos ao CP1 e 14,61% ao CP2. A ACP foi eficaz não apenas em 

reduzir a dimensionalidade dos dados de 15 para 2 variáveis (CP1 e CP2), mas também permitiu a 

identificação de grupos homogêneos entre as amostras. Observou-se que, com o aumento de CP1, os 

bionanocompósitos com maior concentração de NFC tendiam a agrupar-se. 

Para CP1, apenas as variáveis °hue e viscosidade aparente medida a 100 s-1 (η) não 

apresentaram correlação significativa. Permeabilidade ao vapor de água, ângulo de contato, 

molhabilidade e índice de comportamento (n) mostraram correlação negativa. Isso indica que, à 

medida que a concentração de NFC aumenta, esses indicadores diminuem, enquanto outros, como 

rugosidade, força de punção, resistência à tração, módulo de Young, opacidade, L*, C* e índice de 

consistência aumentam. Para CP2, as variáveis ângulo de contato, molhabilidade e L* demonstraram 

correlação positiva significativa, embora essa componente não tenha evidenciado a formação de 

grupos distintos entre as amostras. Esses resultados reforçam o efeito positivo da adição de NFC aos 

bionanocompósitos, uma vez que houve aumento de propriedades indicativas de melhoria nas 

propriedades mecânicas e redução de características de interesse como permeabilidade ao vapor de 

água e solubilidade. 

 

Fig. 8. Dispersão das componentes principais 1 e 2 para: A) bionanocompósitos de amido com 

nanopartículas de prata (AgNPs) e NFC: controle (Ag-NFC0%), e adições de 10% (Ag-NFC10%), 

20% (Ag-NFC20%), 30% (Ag-NFC30%), e 50% (Ag-NFC50%) de NFC; e B) variáveis: 

solubilidade, molhabilidade, rugosidade (R), permeabilidade ao vapor de água (PVA), ângulo de 

contato, parâmetros de cor (L*, C*, hue°), opacidade (Opa), índice de consistência (K), índice de 

comportamento (n), viscosidade aparente (η), força de punção, resistência à tração (Tração) e módulo 

de Young (MY). 

A melhoria das propriedades mecânicas, como a resistência à tração e módulo de Young, 

implica diretamente na durabilidade dos bionanocompósitos. Materiais mais resistentes podem 

suportar melhor o manuseio, o transporte e as condições de armazenamento adversas, reduzindo a 

probabilidade de danos físicos ao produto embalado. Isso é essencial para garantir que os produtos 

cheguem aos consumidores em condições ideais, especialmente para itens frágeis ou de alto valor. 
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Além disso, a diminuição da solubilidade em água e permeabilidade ao vapor de água fortalece a 

aplicabilidade dos bionanocompósitos em ambientes variados, garantindo que a integridade do 

material não seja comprometida em condições de alta umidade. Isso é crucial para embalagens de 

produtos alimentícios, farmacêuticos e eletrônicos, onde a proteção contra a penetração de água é 

vital para preservar a funcionalidade e a segurança do produto. 

Ademais, a adição de NFC a bionanocompósitos não apenas melhora suas propriedades de 

barreira e mecânicas, mas também amplia seu potencial de uso em uma gama diversificada de  

aplicações. Isso abre novas perspectivas para o desenvolvimento de soluções de embalagem mais 

sustentáveis e eficientes, que atendam às demandas crescentes por materiais ecológicos e de alto 

desempenho no setor de embalagens. O espectro de aplicabilidade dos bionancompósitos aumenta 

mais ainda ao se considerar o efeito inibidor contra patógenos que afetam importantes culturas 

agrícolas, como já foi mencionado. 

4. Conclusão 

Este trabalho demonstrou o uso das AgNPs obtidas por síntese verde e da NFC como materiais 

que potencializam em conjunto as propriedades mecânicas, reológicas, ópticas, de barreira e 

antifúngicas de biocompósitos à base de amido. Os efeitos positivos foram observados quando o 

percentual de adição de NFC foi superior a 20%, destacando a importância da concentração adequada 

de NFC para otimizar as propriedades desejadas. Esses resultados evidenciam que a tecnologia 

desenvolvida pode ser aplicada como matéria-prima para a confecção de embalagens de alimentos e 

revestimentos comestíveis, apresentando-se como uma solução sustentável para a gestão e valoração 

de resíduos agroindustriais. Além disso, o uso de AgNPs obtidas por síntese verde contribui para a 

sustentabilidade do processo, alinhando-se às práticas sustentáveis. Para o futuro, estudos adicionais 

são necessários para avaliar a viabilidade econômica e a durabilidade a longo do tempo desses 

materiais em condições de uso. A exploração de outras fontes de resíduos agroindustriais para a 

produção de NFC também pode ampliar o escopo de aplicação e a sustentabilidade dessa tecnologia. 

Em suma, este trabalho abre caminho para o desenvolvimento de novas soluções em embalagens 

sustentáveis, oferecendo um avanço significativo no campo dos biocompósitos e dos nanomateriais.  
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Resumo  

Neste estudo, foi investigado o efeito de um bionanocompósito à base de amido, reforçado com 

celulose nanofibrilada (NFC) e funcionalizado com nanopartículas de prata (AgNPs) obtidas por 

síntese verde, na manutenção da qualidade pós-colheita de laranjas. Laranjas revestidas com o 

bionanocompósito foram comparadas com laranjas revestidas com cera de carnaúba e com frutos sem 

revestimento. Os frutos foram avaliados durante 30 dias em relação à perda de massa, sólidos 

solúveis, pH, acidez titulável, coloração, firmeza, análise microestrutural, compostos fenólicos totais, 

ácido ascórbico, atividade antioxidante e deterioração. Os resultados mostraram que o 

bionanocompósito aderiu bem aos frutos, formando uma barreira eficiente contra transpiração, 

reduzindo a perda de massa, mantendo a firmeza e a integridade estrutural dos frutos ao longo do 

armazenamento. O bionanocompósito demonstrou propriedades antimicrobianas, inibindo o 

crescimento de microrganismos e preservando a qualidade dos frutos em comparação aos tratamentos 

com cera de carnaúba e sem revestimento. Comprovou-se, portanto, a efetividade do 

bionanocompósito à base de amido de mandioca, reforçado com celulose nanofibrilada e 

funcionalizadas com AgNPs como revestimento capaz de manter a qualidade pós-colheita de laranjas. 

Este bionanocompósito oferece, portanto, soluções sustentáveis e eficazes para a conservação pós-

colheita de frutas, valorizando resíduos agroindustriais e contribuindo para a redução do desperdício 

alimentar. 

Palavras-chave: nanotecnologia, filmes, Citrus sinensis L. Osbeck, síntese verde 

  



 

122 

 

1. Introdução 

Frutas e hortaliças, como as laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck), geralmente enfrentam 

diversos problemas após a colheita, incluindo perda significativa de massa, danos mecânicos, 

podridão, estresses oxidativos e outros distúrbios bioquímicos e fisiológicos (Lu et al., 2023; Barros 

et al., 2024a). A preservação da qualidade pós-colheita de frutas é um desafio significativo para o 

setor alimentício, especialmente devido às perdas substanciais que ocorrem durante o armazenamento 

e transporte. Estima-se que essas perdas alcancem percentuais entre 25% e 50% das frutas e hortaliças 

produzidas globalmente a cada ano (El-Beltagi et al., 2023). Nesse sentido, o desenvolvimento de 

embalagens e revestimentos para esses alimentos torna-se uma alternativa eficaz, já que devido às 

suas características intrínsecas esses materiais permitem aumentar a vida útil e manter a qualidade 

nutricional, sensorial e microbiológica dos frutos (Barros et al., 2024a). 

Os revestimentos de alimentos constituem uma estratégia para a manutenção da qualidade 

pós-colheita, pois, além de atuarem como barreira contra a perda de água, podem promover a 

modificação da atmosfera, reduzindo o metabolismo e retardando as consequentes reações de 

oxidação que culminam na perda de qualidade (Rajendran et al., 2024). Durante muitas décadas, ceras 

à base de petróleo, além de fungicidas químicos, têm sido usados para aumentar a durabilidade das 

frutas, mas seu uso crescente prejudica o meio ambiente e a saúde humana (El Khetabi et al., 2022). 

Por serem materiais ambientalmente amigáveis e não tóxicos, os bionanocompósitos surgem como 

uma alternativa promissora aos materiais de origem petrolífera. 

Bionanocompósitos são uma categoria específica de biocompósitos que incluem pelo menos 

um material em escala nanométrica (menor ou igual a 100 nm), oferecendo melhorias significativas 

nas propriedades mecânicas e de barreira em comparação aos biopolímeros e biocompósitos 

tradicionais (Puiggalí e Katsarava, 2017). Isso se deve à combinação sinérgica dos diferentes 

materiais, onde as características de um podem complementar as limitações do outro. Um exemplo 

proeminente de reforço em bionanocompósitos são as nanofibrilas celulósicas, que podem aumentar 

a rigidez e reduzir a permeabilidade ao vapor de água dos biopolímeros à base de amido, otimizando 

suas propriedades mecânicas e de barreira (Lago et al., 2021). Além disso, as nanopartículas de prata, 

quando obtida por métodos sustentáveis, pode trazer benefícios adicionais aos bionanocompósitos 

devido ao seu amplo espectro de ação contra microrganismos (Santos et al., 2023). 

Recentemente, a aplicação de bionanocompósitos em revestimentos tem emergido como uma 

abordagem promissora no campo da conservação pós-colheita das frutas e hortaliças (Lago et al., 

2023). Li et al. (2019) mostraram que revestimentos à base de isolado de proteína de soja com 

cinamaldeído e nanopartículas de óxido de zinco foram eficazes na preservação de bananas, atrasando 

o amadurecimento, evitando a perda de peso dos frutos. Vieira et al. (2020) investigaram 

revestimentos de hidroxi-propil-metilcelulose com nanopartículas de prata em mamão, constatando a 
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redução da incidência e severidade da antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides, além 

de evitar a perda de peso durante o armazenamento. Dulta et al. (2022) observaram que revestimentos 

de alginato de sódio e quitosana com nanopartículas de óxido de zinco em laranjas reduziram a perda 

de peso, mantiveram a firmeza, melhoraram a atividade antioxidante e diminuíram a taxa de 

respiração dos frutos. Adicionalmente, Lago et al. (2023) verificaram que bionanocompósitos à base 

de amido e celulose nanofibrilada retardaram os eventos relacionados à senescência de morangos sob 

armazenamento refrigerado, sugerindo uma alternativa às embalagens convencionais. Embora os 

revestimentos comestíveis tenham demonstrado potencial na preservação de frutas, a eficácia desses 

métodos pode variar consideravelmente dependendo da composição do revestimento e das condições 

de armazenamento (Blancas-Benitez et al., 2022). Portanto, é essencial buscar novos materiais e testá-

los em condições específicas, como diferentes temperaturas, níveis de umidade e tipos de frutos, para 

verificar sua eficácia na preservação pós-colheita. 

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da aplicação de 

bionanocompósitos à base de amido, reforçados com celulose nanofibrilada e funcionalizados com 

nanopartículas de prata, em laranjas ao longo do armazenamento à temperatura ambiente. Para isso, 

foram avaliados parâmetros gerais de qualidade (perda de massa, sólidos solúveis, pH e acidez 

titulável), parâmetros de coloração (L*, C* e °hue), firmeza, análise microestrutural (microscopia 

eletrônica de varredura com emissão de campo), compostos bioativos (compostos fenólicos totais e 

ácido ascórbico), atividade antioxidante (captura do radical DPPH •+ e redução do ferro) e a 

deterioração dos frutos (porcentagem de frutos inaptos e analises microbiológicas).   
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2. Materiais e métodos    

2.1 Aquisição da matéria-prima 

O amido de mandioca (Amafil, Brasil) utilizado para o preparo do revestimento foi adquirido 

no comércio local de Lavras, Minas Gerais, Brasil. A solução de sorbitol foi adquirida da Dinâmica® 

(São Paulo, Brasil). As polpas branqueadas de eucalipto (Eucalyptus sp.) foram fornecidas por uma 

indústria nacional de papel e celulose. As cascas da amêndoa do cacau (Theobroma cacao L.) 

utilizadas para a síntese verde das nanopartículas de prata (AgNPs) foram fornecidas por 

agroindústrias localizadas na cidade de Ilhéus (Bahia, Brasil). Para o experimento, foram utilizadas 

laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck) colhidas em Piedade dos Gerais (Minas Gerais, Brasil) 

(20°27'31.5"S, 44°15'35.3"W) em setembro de 2023. A cera de carnaúba utilizada para encerar os 

frutos foi adquirida da SOLO QUÍMICA EIRELI (Minas Gerais, Brasil). 

2.2 Preparo da solução filmogênica 

As soluções filmogênicas foram preparadas segundo Guimarães et al. (2015), com pequenas 

modificações. Para o preparo, uma solução de fécula de mandioca a 3% (m/v) em água destilada, 

previamente hidratada por 24 h, foi submetida à gelatinização a 80 °C por 20 minutos sob agitação 

(750 rpm). Sorbitol foi adicionado à solução antes da gelatinização como plastificante em uma 

concentração de 30% em relação à massa do amido. A partir da solução gelatinizada, foi preparada a 

solução com adição de 30% (m/m) de nanofibrilas celulósicas de eucalipto. A concentração de 

nanofibrilas foi definida com base em estudos prévios referentes às propriedades morfológicas, 

mecânicas, reológicas, ópticas e de barreira, sendo esta a concentração que atingiu o melhor 

desempenho. 

As polpas branqueadas de eucalipto foram inicialmente hidratadas a uma concentração de 2% 

(m/v) durante 48 h. Após a hidratação, as polpas foram homogeneizadas em um homogeneizador 

(Tecnal, Turratec 102, Piracicaba, Brasil) a 8000 rpm por 1 h. Em seguida, procedeu-se à desfibrilação 

das suspensões, realizando-se 5 passagens em microfibrilador (Masuko Sangyo, MKGA6-80, 

Kawaguchi, Japão). Este processo resultou na obtenção do gel nanocelulósico de eucalipto (NFC) 

que foi armazenado a 4 ± 2 °C até o momento de uso. 

Após a adição da NFC à solução filmogênica, AgNPs obtidas por síntese verde a partir da 

casca da amêndoa do cacau também foram incorporadas às soluções resultantes até uma concentração 

de 0,075 mg L-1 de prata. As nanopartículas de prata foram sintetizadas em reator hidrotérmico (WT 

Industria, DWTI-439-15, São Carlos, Brasil) de acordo com os melhores parâmetros de temperatura 

(90 °C), tempo (40 minutos) e concentração de nitrato de prata (0,01 M) determinados por (Santos et 

al., 2023). A concentração máxima adicionada à solução filmogênica foi determinada considerando 

o limite máximo de 0,1 mg L-1 de prata livre que pode ser tolerado, sem riscos à saúde humana, em 
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água potável segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2003). Após a adição da NFC e das 

AgNPs, as soluções foram agitadas manualmente até alcançarem a homogeneização. Esta solução 

filmogênica resultante foi chamada de bionanocompósito.  

2.3 Revestimento dos frutos 

Após a colheita, os frutos foram selecionados eliminando-se qualquer desuniformidade quanto 

à forma, tamanho, coloração e injúrias. Após a seleção, os frutos foram lavados em água corrente 

para a retirada de sujidades e em seguida submetidos a sanitização em solução de hipoclorito de sódio 

(100 ppm) por 15 minutos. Os frutos foram drenados a temperatura ambiente e, então divididos em 

três grupos, de acordo com os tratamentos: frutos revestidos com o bionanocompósito (CP); frutos 

revestidos com cera de carnaúba comercial (CE) e frutos sem revestimento (SR). O processo de 

aplicação da cera foi realizado na propriedade em que os frutos foram adquiridos seguindo o 

procedimento geral do comerciante. Após esse processo, os frutos foram transportados em caixas de 

para a Planta Piloto de Processamento Mínimo de Vegetais do Departamento de Ciência dos 

Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) – Lavras-MG. 

O revestimento dos frutos deu-se por imersão. As laranjas foram imersas por 1 minuto na 

solução filmogênica e, em seguida, drenadas até a completa secagem da solução (aproximadamente 

8 h em repouso) a 25 ± 5 °C e 75 ± 5%. Em seguida, os frutos foram acondicionados em embalagem 

de polipropileno e armazenados a 25 ± 5 °C e 75 ± 5% de U.R. As análises foram realizadas a cada 5 

dias, pelo período de 30 dias. 

2.4 Delineamento experimental 

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com fatorial 3 x 7, sendo três 

níveis de revestimento (CP, CE e SR) e sete níveis do fator tempo de avaliação (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 

30 dias), em três repetições. Cada repetição consistiu de três embalagens, cada uma contendo 6 

laranjas. Todas as determinações foram realizadas em triplicata. 

2.5 Análises  

As determinações de perda de massa, firmeza, avaliação microestrutural, coloração, análise 

microbiológica e contagem de frutos impróprios foram realizadas nos frutos íntegros em cada tempo 

de avaliação. As demais análises foram realizadas no suco dos frutos que foi extraído utilizando um 

extrator (Mondial, 4190-01, Conceição de Jacuípe, Brasil). Após a extração os sucos foram 

homogeneizados manualmente, filtrados em papel filtro quantitativo de 15 cm de diâmetro (Unifil®, 

Brasil), congelados em nitrogênio líquido e armazenados em freezer (Revco, ULT1386-3-D30, 

Asheville, EUA) a -80 ± 5°C até o momento de realização dos testes. 
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2.5.1 Perda de massa, pH, acidez titulável e sólidos solúveis 

A perda de massa dos frutos ao longo do tempo foi avaliada por meio da pesagem em balança 

analítica, considerando a massa inicial dos frutos e a massa dos frutos no tempo de armazenamento 

avaliado (Eq. 1). 

Perda de massa (%) = 
𝑀𝑖−𝑀𝑓

𝑀𝑖
 × 100 Eq. 1 

Onde: Mi é a massa inicial (tempo 0) e Mf é a massa final (correspondente a cada tempo de 

armazenamento avaliado). 

A acidez titulável dos frutos foi determinada por titulação com solução de NaOH 0,1 M, 

utilizando fenolftaleína como indicador; o pH foi medido em potenciômetro (Tecnal, TEC-3MP, 

Piracicaba, Brasil) e o teor de sólidos solúveis foi determinado em refratômetro digital (Atago, PAL-

1, Tóquio, Japão) (AOAC INTERNATIONAL, 2016). 

2.5.2 Parâmetros de coloração 

A análise de cor das laranjas foi realizada utilizando um colorímetro (Konica Minolta®, 

Chroma Meter CR-400, Tóquio, Japão). Os resultados foram expressos pelo sistema de cores CIE 

LCh. Nesse sistema, L* representa a claridade, C* a cromaticidade e °hue (ângulo hue) a tonalidade. 

As leituras foram realizadas em diferentes pontos da região equatorial dos frutos. 

2.5.3 Firmeza e análise microestrutural 

A firmeza dos frutos foi avaliada pelo teste de punctura, com auxílio de um penetrômetro 

(Magness – Taylor, FT 011, EUA), utilizando-se uma sonda de 5 mm de diâmetro. A punctura foi 

feita na região equatorial dos frutos após a retirada de uma pequena porção da casca. Os resultados 

foram expressos em N. 

Para análise microestrutural, amostras dos tecidos das laranjas foram retiradas em cada tempo 

de avaliação por meio de lâminas e inseridas em microtubos contendo fixador Karnovsky, sendo 

mantidas até o momento do preparo das amostras. Para o preparo dos espécimes, as amostras foram 

fraturadas em nitrogênio líquido e submetidas à desidratação em gradiente de acetona, seguida de 

secagem em aparelho de ponto crítico (Bal-Tec, CPD 030, Balzers, Liechtenstein). Posteriormente, 

os espécimes foram montados em stubs, submetidos à metalização em aparelho evaporador de ouro 

(Bal-Tec, SCD 050, Suíça) e observados em microscópio eletrônico de varredura com emissão de 

campo (MEV-FEG) (Tescan, CLARA, Brno, República Tcheca) com uma tensão de aceleração de 5 

kV e ampliação de 300x. Foram utilizadas imagens obtidas nos tempos de avaliação 0, 10, 20 e 30 

dias. 
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2.5.4 Compostos bioativos e atividade antioxidante 

Os compostos bioativos presentes nas laranjas foram avaliados por meio das determinações 

de compostos fenólicos totais (CFT), ácido ascórbico, e atividade antioxidante (AAT) pelos métodos 

de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•+) e redução do ferro (FRAP). 

Os CFT foram determinados de acordo com a metodologia proposta por Medina (2011).  

Adicionou-se 4 mL dos extratos em tubos de ensaio com 0,4 mL de solução Fast blue 0,01% e 0,4 

mL de NaOH 5%. Após 1 h de repouso, em ambiente escuro, as leituras foram procedidas a 420 nm. 

Os resultados foram expressos em mg de equivalente de ácido gálico (EAG) por 100 mL de suco. 

Para a determinação do ácido ascórbico, 5 mL da amostra foram homogeneizados em 45 mL 

de ácido oxálico 0,5%. Posteriormente, o homogenato foi agitado por 30 minutos e, em seguida, 

filtrado usando papel de filtro qualitativo de 15 cm de diâmetro (Unifil®, Brasil). O extrato resultante 

foi utilizado para determinar o teor de ácido ascórbico pelo método colorimétrico, utilizando 2,4 -

dinitrofenilhidrazina, conforme realizado por Magalhães et al. (2019). Os resultados foram expressos 

em mg equivalente de ácido ascórbico (EAA) por 100 mL de suco. 

O ensaio de DPPH•+ foi realizado conforme descrito por Brand-Williams et al. (1995), com 

pequenas modificações. Utilizou-se 7,5 μL do suco e 292,5 μL de uma solução etanólica de DPPH•+ 

(6 × 10-2 mM). Decorridos 30 minutos, as leituras foram realizadas à 515 nm. Os resultados foram 

expresso em % de redução. 

Para o método de FRAP, seguiu-se as orientações de Lago et al. (2023), no qual alíquotas de 

9 μl das amostras foram combinadas com 27 μL de água destilada e 264 μL de solução FRAP 

(contendo TPTZ, cloreto férrico e tampão acetato). Após incubação em banho-maria a 37 ºC por 30 

minutos, a leitura das absorbâncias foi realizada a 595 nm. Os resultados foram expressos em μM de 

sulfato ferroso (FeSO4) por 100 mL de suco. 

Todas as leituras foram realizadas em um leitor de microplacas (Biochrom, EZ Read 2000, 

Cambridge, Reino Unido). 

2.5.5 Deterioração dos frutos 

A avaliação da deterioração dos frutos ao longo do tempo foi realizada por meio das análises 

microbiológicas (coliformes totais, Salmonella sp., mesófilos aeróbios e fungos) e determinação 

visual de frutos inaptos para consumo.  

Para a contagem de coliformes totais, foi utilizado o método do número mais provável (NMP) 

9:2015 (Kornacki et al., 2015). Alíquotas de amostras diluídas em água tamponada foram inseridas 

em tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), em diluição seriada e incubadas a 35 °C por 

48 h. Após esse período, os tubos contendo crescimento e produção de gás foram submetidos ao teste 

confirmatório para coliformes totais: alçadas dos tubos contendo LST eram inseridas em tubos 
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contendo Caldo Verde Brilhante (GB) 2% e incubados a 35 °C por 48 h. Após esse período, os tubos 

com crescimento e produção de gás foram considerados positivos para coliformes totais, sendo 

submetidos à contagem de NMP e os resultados expressos em NMP g−1 . 

A presença de Salmonella sp. foi verificada segundo o método 4.12 (United States Department 

of Agriculture, 2017), com adaptações. Resumidamente, 2,5 g de amostra foram adicionados a 

erlenmeyers contendo 225 ml de água tamponada e incubados, a 37 °C, por 18 h. Posteriormente, foi 

realizado o enriquecimento das amostras utilizando os caldos tetrationato e rapaport, com incubação 

a 37 °C por 24 h. O plaqueamento foi realizado em meio Hektoen Enteric Agar seguido de incubação 

a 37 °C por 24 h. As colônias suspeitas foram isoladas e transferidas para tubos contendo ágar ferro 

tríplice açúcar (TSI) e ágar lisina de ferro (LIA), incubados a 37 °C por 24 h e, posteriormente, 

submetidos a testes bioquímicos. 

A contagem total de bactérias aeróbias mesófilas foi realizada por meio do método de 

plaqueamento em superfície utilizando alíquotas de 100 µL das diluições 10-1, 10-2 e 10-3, que foram 

semeadas em meio Ágar Padrão para contagem (PCA) e, posteriormente, espalhadas com auxílio da 

alça de Drigalsky. As placas foram incubadas à 35 °C por 48 h e, após este período, aquelas que 

apresentaram crescimento, tiveram suas colônias contadas sendo o resultado expresso em Unidades 

Formadoras de Colônia por grama de fruto (UFC g-1) (Ryser e Schuman, 2015).   

A análise de fungos correspondeu à contagem de bolores e leveduras, determinada de acordo 

com o método de plaqueamento APHA 21:2015, com contagem de unidades formadoras de colônias 

(UFC) (Ryu e Wolf-Hall, 2015). Alíquotas de diluições seriadas das amostras homogeneizadas em 

água tamponada foram submetidas ao plaqueamento de superfície com meio de cultura ágar dicloran 

rosa de bengala cloranfenicol (DRBC). Após incubação a 25 °C por 5 dias, os números de colônias 

típicas de bolores e colônias típicas de leveduras foram medidos (após confirmação microscópica da 

morfologia celular), e a soma foi considerada como contagem total e expressa em UFC g −1. 

A determinação da porcentagem de frutos inaptos para consumo foi realizada por meio de 

análise visual a cada tempo de avaliação (Eq. 2). Foram consideradas como alterações a presença de 

áreas acastanhadas, áreas amolecidas, odor desagradável e crescimento visível de micélios de fungos 

(Lago et al., 2023). 

Frutos inaptos (%) = 
𝑇𝑓−𝐼𝑓

𝑇𝑓
 × 100 Eq. 2 

Onde: 𝑇𝑓 é o número total de frutos e 𝐼𝑓 é o número de frutos com alterações visíveis.  

2.6 Análise estatística 

Os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA) para avaliar os efeitos 

independentes do tratamento pós-colheita (CP, CE e SR), do tempo de armazenamento (0, 5, 10, 15, 

20, 25 e 30 dias) e da interação entre esses fatores. A análise de regressão foi realizada para avaliar o 
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comportamento da variável quantitativa tempo de armazenamento, testando modelos de regressão 

linear, quadrático e cúbico. O teste de médias de Tukey (p ≤ 0,05) foi aplicado entre os tratamentos 

de revestimento para cada tempo de armazenamento. Na análise de regressão foram considerados a 

significância do modelo de regressão (p ≤ 0,05), a não significância da falta de ajuste do modelo 

(p>0,05) e o coeficiente de determinação (R ≥ 0,70). Quando nenhum dos modelos de regressão 

testados foram significativos, as médias marginais foram utilizadas para comparar os tratamentos. A 

realização dos testes estatísticos foi realizada com o auxílio do software Statistical Analysis System 

(SAS), versão Studio 9.0.  

3. Resultados e discussão  

Após o período de secagem do bionanocompósito, pode-se observar que os revestimentos 

aderiram bem aos frutos, não havendo presença de regiões não revestidas. Alterações visuais entre os 

frutos revestidos e não revestidos não foram notadas. As variáveis estudadas foram influenciadas 

pelos fatores tipo de revestimento e tempo de armazenamento de forma isolada, quando se utilizou 

gráficos de barras com teste de médias ou regressão com uma única curva, respectivamente. No caso 

de interação significativa entre os fatores, os resultados foram apresentados em gráficos que mesclam 

teste de médias com curvas de regressão (quando os modelos testados foram significativos).  

3.1. Perda de massa, SS, pH e AT 

Os resultados para a perda de massa, SS, pH e AT dos frutos revestidos com o 

bionanocompósito, com a cera de carnaúba e sem revestimento durante o tempo de armazenamento 

encontram-se na Figura 1. 

A variável perda de massa (Figura 1a) foi significativamente influenciada pelos tratamentos 

pós-colheita (CP, CE e SR), pelo tempo de armazenamento e pela interação entre esses fatores. 

Observa-se que, independentemente do tratamento utilizado, a perda de massa dos frutos aumentou 

linearmente ao longo do tempo. Além disso, diferenças significativas entre as perdas de massa foram 

observadas a partir do quinto dia de armazenamento, sendo sempre maior nas laranjas SR e, na maior 

parte dos tempos de análise, menor para as laranjas CP. 

A perda de massa dos frutos ocorre principalmente devido à perda de água pela transpiração 

e à diminuição das reservas de carbono através da respiração (Vogler e Ernst, 1999; Luksiene e 

Buchovec, 2019). Tal perda pode levar a alterações na textura, perda de suculência e redução da 

qualidade nutricional resultando em um menor tempo de armazenamento (Barros et al., 2024b). Logo, 

as diferenças relativas a perda de massa encontrada entre o tratamento CP e os demais (CE e SR) 

indicam o efeito positivo na manutenção da qualidade dos frutos. 

O melhor desempenho do tratamento CP na conservação da massa das laranjas pode ser 

atribuído à escala nanométrica de seus constituintes, que provoca a formação de uma matriz mais 
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coesa e densa, capaz de atuar como uma barreira eficiente contra a transpiração e a difusão de gases 

(Lago et al., 2023; Barros et al., 2024). Além disso, segundo Fakhouri et al. (2015), revestimentos a 

base de amido tem a capacidade de proteger frutos contra o ambiente circundante, oxigênio, dióxido 

de carbono e umidade, bem como encurtar a respiração e evitar a perda de água. Ademais, os 

resultados obtidos são consistentes com os de Lago et al. (2023), que estudaram a aplicação de 

revestimento à base de amido de mandioca contendo 30% de celulose nanofibrilada em morangos, 

um fruto igualmente não climatérico como a laranja, e observaram uma redução no processo de perda 

de massa dos frutos. 

Para SS (Figura 1b), os resultados indicaram um efeito significativo do tratamento pós-

colheita, do tempo de armazenamento e da interação entre esses fatores. Para os tratamentos CE e 

SR, os valores de SS aumentaram linearmente ao longo do tempo. Já para o tratamento CP, não houve 

ajuste significativo para os modelos de regressão testados, com resultados relativamente constantes. 

O aumento contínuo de açúcares em frutas cítricas conforme o observado nos tratamentos CE e SR 

pode ser atribuído à hidrólise de polissacarídeos e à conversão de ácidos orgânicos em açúcares, 

processos que são facilitados por enzimas hidrolíticas durante o armazenamento (Lu et al., 2023). A 

constância dos resultados para o tratamento CP sugere que o bionanocompósito pode ter um efeito 

estabilizador, limitando a atividade das enzimas envolvidas nesses processos de conversão. 

Em relação ao pH (Figura 1c), houve efeito significativo do tratamento pós-colheita, do tempo 

de armazenamento e da interação entre esses fatores. Os resultados do pH para o tratamento CP 

mostram um comportamento linear crescente ao longo do tempo variando entre 3,66 e 4,02. Para os 

tratamentos CE e SR, não houve ajustes significativos para os modelos de regressão testados, sendo 

os valores das médias externas iguais a 3,80 para CE e 3,83 para SR. O comportamento linear 

crescente do pH para CP sugere uma redução na acidez dos frutos, dado que pH e acidez são 

inversamente proporcionais. Segundo Chitarra e Chitarra (2005), em uma faixa de concentração de 

ácidos entre 2,5 e 0,5%, o pH pode aumentar e a acidez pode diminuir, indicando a utilização de 

ácidos orgânicos no vacúolo celular durante o processo de respiração, uma vez que constituem uma 

excelente reserva energética para suportar a maturação do fruto. Tal fato justifica o aumento do pH 

observado nos frutos revestidos com o bionanocompósito. A baixa variação do pH observada nos 

tratamentos CE e SR pode ser atribuída a formação de ácidos fracos que não são desprotonados em 

baixos valores de pH, não contribuindo para alterá-lo (Passos et al., 2016). 

Para acidez (Figura 1d), assim como para o pH, houve efeito significativo do tratamento pós-

colheita, do tempo de armazenamento e da interação entre esses fatores. Observou-se um 

comportamento quadrático para a acidez do tratamento CP, com um decréscimo inicial seguido de 

um aumento após o ponto de inflexão, mantendo-se entre 0,75% e 0,97% ao longo do tempo. Para os 

tratamentos CE e SR, a análise de regressão não obteve ajustes significativos, sendo as médias 
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externas 0,93% para CE e 0,89% para SR. Os resultados de acidez corroboram os do pH, mostrando 

um comportamento ligeiramente decrescente para o tratamento CP, especialmente nos primeiros 20 

dias de armazenamento. De fato, de acordo com estudos anteriores, os ácidos orgânicos totais em 

frutas cítricas diminuíram com o aumento do tempo de armazenamento (Chen et al., 2012, 2022; Lu 

et al., 2023). Resultados semelhantes aos de pH e acidez foram obtidos por Rapisarda et al. (2008), 

que estudaram as alterações físico-químicas ocorridas em diferentes genótipos de laranjas ao longo 

do armazenamento. 

3.3 Parâmetros de coloração 

Os resultados para os parâmetros de coloração L*, C* e °hue dos frutos revestidos com o 

bionanocompósito, com a cera de carnaúba e sem revestimento durante o tempo de armazenamento 

podem ser observados na Figura 2. 

Os efeitos do tratamento pós-colheita e do tempo de armazenamento para a variável L* 

(Figura 2a) foram significativos, atuando de forma independente. Em relação ao tempo de 

armazenamento, foi observado um comportamento linear decrescente o que indica que as laranjas 

escureceram durante esse período. Em relação ao efeito dos tratamentos, CP e SR obtiveram os 

maiores valores de L*, sem diferença significativa entre si. Durante o armazenamento, os frutos 

passam por várias reações bioquímicas que podem ocasionar na redução de sua claridade. Dentre 

essas reações, destacam-se a degradação enzimática da clorofila, a oxidação de compostos fenólicos 

e a degradação dos carotenoides (Amiri et al., 2021). 

Para C* (Figura 2b), houve interação significativa entre os tratamentos aplicados aos frutos e 

o tempo de armazenamento, bem como um efeito significativo tanto para o tratamento pós-colheita 

quanto para o tempo de armazenamento. No entanto, por meio da análise de regressão não foi possível 

obter ajustes significativos ao longo do tempo. O valor de C* refere-se à saturação da cor e está ligado 

à concentração do elemento corante, sendo que, quanto maior seu valor, mais brilhantes serão as cores 

aos olhos humanos (Pathare et al., 2012). Na maior parte dos tempos de análise, não houve diferença 

significativa entre os tratamentos de recobrimentos aplicados o que destaca a manutenção da 

cromaticidade dos frutos. 

Apenas o efeito do tempo de armazenamento foi significativo para o °hue (Figura 2c). 

Observou-se um comportamento linear decrescente ao longo do tempo com valores variando entre 

79,22° a 65,94°. Valores para o °hue próximos a 60º representam a cor amarela, enquanto os valores 

próximos aos 120º representam cores verdes (Konica Minolta, 2007). Portanto, os resultados 

confirmam o aspecto observado visualmente de que as laranjas possuíam a coloração da casca 

amarelada. Essa coloração está relacionada com a maturação das frutas cítricas, caracterizada por 
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alterações na cor da casca devido à degradação enzimática das clorofilas e à síntese de carotenoides, 

que mudam a casca de verde para amarelo (Chitarra e Chitarra, 2005). 

Os resultados para os parâmetros de coloração demonstram a ausência de diferenças 

significativas entre os tratamentos, o que é visualmente adequado uma vez que indica a eficácia do 

bionanocompósito em preservar a aparência natural dos frutos ao longo do armazenamento. Esta 

constatação é importante para a aceitação dos produtos no mercado, pois a aparência é um fator 

crucial na escolha dos consumidores. 

3.4 Firmeza e análise microestrutural 

Houve influência significativa do tratamento pós-colheita, do tempo de armazenamento e da 

interação entre esses fatores na firmeza dos frutos (Figura 3). Observou-se um aumento na firmeza 

durante o período de armazenamento para todos os tratamentos, conforme evidenciado pelos modelos 

lineares ajustados. Diferenças significativas foram notadas nos tempos de 25 e 30 dias, com o 

tratamento CP apresentando os menores valores de firmeza em comparação aos demais tratamentos.  

O aumento na firmeza observado em todos os tratamentos pode ser atribuído ao ressecamento 

superficial das células do exocarpo devido à perda de água pela respiração e transpiração (Khazaei et 

al., 2011). Para o tratamento CP, a menor firmeza nos tempos finais avaliados pode ser atribuída a 

capacidade do bionanocompósito de formar uma barreira eficiente contra a perda de água e a entrada 

de oxigênio, retardando a senescência do fruto e mantendo a estrutura celular de forma mais eficiente 

(Lago et al., 2023). Além disso, de acordo com Khorram et al. (2017), uma das principais causas de 

modificações na textura de frutas e hortaliças é a despolimerização da pectina, associada às atividades 

das enzimas pectinesterase, pectinase e poligalacturonase. Esses autores indicam ainda que 

revestimentos capazes de alterar a permeabilidade a gases do fruto podem reduzir as atividades dessas 

enzimas, ajudando a manter a firmeza durante o armazenamento. 

A análise microestrutural foi realizada utilizando imagens obtidas por MEV-FEG da 

superfície (Figura 4) e da secção transversal (Figura 5) do exocarpo das laranjas. Inicialmente, a 

superfície aparece lisa e sem concavidades, indicando o inchaço das células devido à alta retenção de 

água (Figuras 4a, 4e e 4i). A ausência visível do bionanocompósito sugere uma boa aderência do 

revestimento à superfície dos frutos (Figura 4a). À medida que o tempo de armazenamento avança, 

observa-se a formação de concavidades na superfície do exocarpo, provavelmente refletindo a perda 

de água dos frutos com o consequente enrijecimento das células do exocarpo conforme já 

mencionado. Esse efeito de desidratação é mais pronunciado nos tratamentos CE e SR. Em particular, 

nos frutos do tratamento SR, observa-se uma desintegração da camada externa, caracterizada pela 

separação de partes do exocarpo (Figura 4k e 4l). Essa desintegração não foi observada em CP, 
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indicando que o bionanocompósito pode efetivamente retardar a perda de água e manter com maior 

efetividade a integridade estrutural do exocarpo durante o armazenamento. 

Além disso, o número de estômatos no exocarpo das laranjas também foi afetado pelo 

tratamento pós-colheita dos frutos (Figura 4a, 4e e 4i). A aplicação do bionanocompósito e da cera 

de carnaúba resultou no preenchimento parcial dos estômatos e na redução da porosidade dos frutos, 

com o bionanocompósito demonstrando maior eficácia. Esses resultados são compatíveis com os 

obtidos por Niu et al. (2023), que, ao estudarem o efeito de revestimentos em cítricos (Citrus 

reticulate cv. ‘Chunxiang’), também observaram a redução do número de estômatos após a aplicação 

do revestimento e correlacionaram esse efeito a redução das taxas de respiração e transpiração dos 

frutos, resultando no aumento da vida útil. 

A secção transversal nos permite observar a modificação estrutural da parede celular das 

laranjas ao longo do tempo. No início do armazenamento (tempo zero), é possível observar cavidades 

bem definidas e a fronteira entre as células claramente delimitada, além da presença de glândulas 

oleíferas. Especialmente a partir do vigésimo dia de armazenamento (tempo 20), ainda que a 

delimitação entre as células seja visível, alterações na estrutura já podiam ser detectadas, com início 

da deformação no tratamento SR. No final do armazenamento, observa-se a presença de células 

deformadas e tecidos colapsados, sobretudo nos tratamentos CE e SR. As laranjas revestidas com o 

bionanocompósito, por outro lado, mantiveram boa parte da estrutura inicial preservada, sendo 

possível delimitar as células. Ademais, as micrografias corroboram os resultados de firmeza ao 

evidenciar a preservação da estrutura celular nas laranjas revestidas com o bionanocompósito.  

3.5 Compostos bioativos e atividade antioxidante 

Os compostos fenólicos totais (Figura 6a) apresentaram influência significativa do tratamento 

pós-colheita, do período de armazenamento e da interação entre esses fatores. Observou-se uma 

redução no teor de compostos fenólicos no tratamento CP nos primeiros 15 dias de armazenamento. 

Essa redução pode ser atribuída à diminuição da respiração promovida pelo bionanocompósito, que 

inicialmente resultou em menor síntese de novos compostos fenólicos, pois a redução dos níveis de 

O2 pode diminuir a produção desses compostos (Simões et al., 2011). Após esse período, os 

compostos fenólicos totais aumentam com destaque ao tratamento SR que obteve as maiores médias. 

A maior concentração de compostos fenólicos nessa segunda metade do armazenamento pode ser 

atribuída ao ataque de fungos, que induz um mecanismo de defesa no fruto, resultando em maior 

produção de fenólicos (Hernández et al., 2021). A presença de fungos foi observada nesse tratamento 

e confirmada pela análise de bolores e leveduras, que será relatada posteriormente.  

A concentração de ácido ascórbico (Figura 6b) nos frutos foi significativamente afetada 

apenas pelo tratamento pós-colheita. Embora os tratamentos CE e CP tenham apresentado 
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concentrações semelhantes de ácido ascórbico, os frutos sem revestimento apresentaram teores 

significativamente maiores. Acredita-se que a maior concentração de ácido ascórbico no tratamento 

sem revestimento esteja associada à maior perda de massa observada nesses frutos. A camada de 

revestimento nos tratamentos CE e CP atua como uma barreira, reduzindo a perda de massa, conforme 

já relatado anteriormente (item 3.1). Consequentemente, os frutos sem revestimento, que perderam 

mais massa devido à desidratação, apresentaram uma concentração aparente maior de ácido 

ascórbico. 

A atividade antioxidante, avaliada pela captura do radical DPPH •+ (Figura 7a), não foi 

significativamente influenciada pela interação entre o tempo de armazenamento e o tratamento pós-

colheita. No entanto, os efeitos isolados do tratamento pós-colheita e do tempo de armazenamento 

foram significativos. De maneira similar, a atividade antioxidante avaliada pela captura de ferro 

(FRAP) (Figura 7b) também não mostrou influência significativa da interação entre o tempo de 

armazenamento e o tratamento pós-colheita, mas os efeitos isolados foram significativos. Em ambos 

os métodos o tratamento CP apresentou uma maior atividade antioxidante. A capacidade antioxidante 

dos compostos fenólicos depende do número de grupos hidroxila na estrutura do anel aromático e 

seus arranjos. Quanto maior o número de grupos hidroxila, melhores são suas propriedades 

antioxidantes (Olszowy, 2019). Portanto, as alterações bioquímicas provocadas pelo 

bionanocompósito nos frutos provavelmente mantiveram compostos fenólicos com uma estrutura 

química mais eficiente para a ação antioxidante. 

3.6 Deterioração dos frutos 

Os resultados referentes à porcentagem de frutos inaptos para o consumo ao longo do 

armazenamento estão apresentados na Figura 8. Houve um efeito significativo do tratamento pós-

colheita, do tempo de armazenamento e da interação entre esses fatores para essa variável. Após 15 

dias de armazenamento, foi possível observar diferenças significativas entre os tratamentos, com o 

CP destacando-se por apresentar a menor incidência de frutos impróprios. Ao final do período de 

armazenamento, o tratamento CP teve 24,82% a menos de frutos impróprios em comparação ao 

tratamento CE e 43,34% a menos em relação ao tratamento SR. Esses resultados ressaltam a eficiência 

do bionanocompósito em preservar a qualidade dos frutos durante o armazenamento. 

Relativo aos parâmetros microbiológicos (Tabela 1), não foram detectados coliformes totais 

nem Salmonella nos frutos durante todo o período de armazenamento. Apenas no vigésimo dia de 

armazenamento houve crescimento de mesófilos aeróbios e fungos apenas tratamento CE. No 

trigésimo dia, observou-se crescimento de mesófilos aeróbios e fungos nos tratamentos CE e SR. Não 

houve contagem significativa (10 a 150 colônias) para bolores e leveduras, nem para os mesófilos 

aeróbios (25 a 250 colônias) (Silva et al., 2017) no tratamento CP. 
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A ausência de crescimento microbiano significativo nos frutos revestidos com o 

bionanocompósito pode ser atribuída a vários fatores indiretos, incluindo as propriedades de barreira 

ao O2 do revestimento, que limitam a atividade de leveduras (anaeróbias facultativas) e bolores 

(estritamente aeróbios) (Lago et al., 2023). Outro fator determinante para a inibição do crescimento 

microbiano é a presença de nanopartículas de prata na composição do bionanocompósito. As 

nanopartículas de prata são conhecidas por suas propriedades antimicrobianas. Embora o mecanismo 

exato pelo qual as AgNPs agem contra microrganismos ainda não esteja completamente claro, é 

amplamente aceito que elas possam penetrar nas células ou hifas fúngicas, danificando membranas e 

superfícies celulares e impactando organelas vitais como mitocôndrias e ribossomos, que são 

essenciais para a produção de proteínas e energia (Ganash et al., 2018). Além disso, as AgNPs são 

conhecidas por deteriorar os conídios dos fungos, afetando sua forma e estrutura, e induzir a produção 

de espécies reativas de oxigênio que contribuem para a destruição celular (Nisar et al., 2019). 

Acredita-se ainda que as AgNPs interagem com as células bacterianas e desacoplam o transporte de 

elétrons da fosforilação oxidativa causando a morte celular (Dakal et al., 2016). 

Os resultados destacam a eficácia do tratamento CP em comparação aos tratamentos CE e SR 

na prevenção de contaminações microbianas durante o armazenamento. A capacidade do 

bionanocompósito de inibir o crescimento de mesófilos aeróbios e fungos sugere que este tratamento 

pode ser uma alternativa viável e eficiente para a conservação de frutas, mantendo-as seguras para o 

consumo por períodos mais longos. 

4. Conclusão 

Foi demonstrado que o uso do bionanocompósito à base de amido, reforçado com NFC de 

eucalipto e funcionalizado com AgNPs obtidas por síntese verde com a casca da amêndoa do cacau, 

é eficaz na manutenção da qualidade pós-colheita de laranjas. O bionanocompósito apresentou uma 

adesão eficiente aos frutos, formando barreiras que reduziram significativamente a perda de massa, 

mantiveram a firmeza e a integridade estrutural, e inibiram o crescimento de microrganismos, em 

comparação com laranjas revestidas com cera de carnaúba e sem revestimento. Além de oferecer 

vantagens significativas em termos de conservação, o bionanocompósito utilizado como revestimento 

também contribui para a sustentabilidade ambiental, valorizando resíduos agroindustriais. A síntese 

verde das AgNPs reforça o compromisso com práticas sustentáveis, tornando o processo ainda mais 

ecológico. Para o futuro, estudos adicionais são necessários para avaliar a viabilidade econômica 

desse bionanocompósito. A tecnologia desenvolvida não apenas melhora a conservação de frutas, 

mas também promove práticas agrícolas e industriais mais sustentáveis, alinhando-se aos objetivos 

globais de redução do desperdício alimentar e valorização de resíduos. 
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FIGURAS 

 

Figura 1 – Gráficos relativos a (a) perda de massa, (b) sólidos solúveis, (c) pH e (d) acidez titulável 

em laranjas ao longo do armazenamento por 30 dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompósito 

a base de amido de mandioca reforçado com celulose nanofibrilada e funcionalizado com 

nanopartículas de prata; CE: laranjas revestidas com cera de carnaúba; SR: laranjas sem revestimento. 

Tratamentos seguidos das mesmas letras (dentro do mesmo tempo de armazenamento) não diferem 

entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
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Figura 2 – Gráficos relativos aos parâmetros de coloração (a) claridade (L*), (b) cromaticidade (C*) 

e (c) tonalidade (°hue) em laranjas ao longo do armazenamento por 30 dias. CP: laranjas revestidas 

com o bionanocompósito a base de amido de mandioca reforçado com celulose nanofibrilada e 

funcionalizado com nanopartículas de prata; CE: laranjas revestidas com cera de carnaúba; SR: 

laranjas sem revestimento. Tratamentos seguidos das mesmas letras (dentro do mesmo tempo de 

armazenamento) não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância.  
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Figura 3 – Gráfico relativo a firmeza de laranjas ao longo do armazenamento por 30 dias. CP: laranjas 

revestidas com o bionanocompósito a base de amido de mandioca reforçado com celulose 

nanofibrilada e funcionalizado com nanopartículas de prata; CE: laranjas revestidas com cera de 

carnaúba; SR: laranjas sem revestimento. Tratamentos seguidos das mesmas letras (dentro do mesmo 

tempo de armazenamento) não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

 

Figura 4 – Micrografias obtidas em microscópio eletrônico de varredura com emissão de campo 

(MEV-FEG) da superfície do exocarpo em laranjas ao longo do armazenamento aos 0, 10, 20 e 30 

dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompósito a base de amido de mandioca reforçado com 

celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanopartículas de prata; CE: laranjas revestidas com cera 

de carnaúba; SR: laranjas sem revestimento. 
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Figura 5 – Micrografias obtidas em microscópio eletrônico de varredura com emissão de campo 

(MEV-FEG) da secção transversal do exocarpo e mesocarpo de laranjas ao longo do armazenamento 

aos 0, 10, 20 e 30 dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompósito a base de amido de mandioca 

reforçado com celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanopartículas de prata; CE: laranjas 

revestidas com cera de carnaúba; SR: laranjas sem revestimento. 

 

Figura 6 – Gráficos relativos aos (a) compostos fenólicos totais (CFT) e ao (c) ácido ascórbico em 

laranjas longo do armazenamento por 30 dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompósito a base 

de amido de mandioca reforçado com celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanopartículas de 

prata; CE: laranjas revestidas com cera de carnaúba; SR: laranjas sem revestimento. Tratamentos 

seguidos das mesmas letras (dentro do mesmo tempo de armazenamento) não diferem entre si pelo 

teste de Tukey a 5% de significância. 
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Figura 7 – Gráficos relativos a capacidade antioxidante pelos métodos de (a) captura do radical 

DPPH•+ (DPPH•+) e (b) redução do ferro (FRAP) em laranjas ao longo do armazenamento por 30 

dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompósito a base de amido de mandioca reforçado com 

celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanopartículas de prata; CE: laranjas revestidas com cera 

de carnaúba; SR: laranjas sem revestimento. Tratamentos seguidos das mesmas letras não diferem 

entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância.   
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Figura 8 – Gráfico relativo a porcentagem de frutos (laranjas) inaptos para o consumo ao longo do 

armazenamento por 30 dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompósito a base de amido de 

mandioca reforçado com celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanopartículas de prata; CE: 

laranjas revestidas com cera de carnaúba; SR: laranjas sem revestimento. Tratamentos seguidos das 

mesmas letras (dentro do mesmo tempo de armazenamento) não diferem entre si pelo teste de Tukey 

a 5% de significância. 

TABELAS 

Tabela 1 – Mesófilos aeróbios e fungos presentes em laranjas armazenadas a temperatura ambiente 

(25 ± 5 °C) durante 30 dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompósito a base de amido de 

mandioca reforçado com celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanopartículas de prata; CE: 

laranjas revestidas com cera de carnaúba; SR: laranjas sem revestimento.  

Tempo (dias) Tratamento Mesófilos aeróbios (UFC g -1) Fungos (UFC g -1) 

0 

CP * * 

CE * * 

SR * * 

10 

CP * * 

CE * * 

SR * * 

20 

CP * * 

CE 2,83x102 ± 5,77x101 2,27x102 ± 3,06x101 

SR * * 

30 

CP * * 

CE 2,32x104 ± 1,31x104 3,27x102 ± 3,06x101 

SR 2,03x105 ± 9,86 x104 6,37x103 ± 3,08x103 

* Não houve contagem significativa. 
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CONCLUSÃO GERAL 

O presente trabalho demonstrou o potencial promissor do uso de nanomateriais, como NFC e 

AgNPs, nas propriedades de bionanocompósitos à base de amido, como revestimento para frutas. Os 

resultados obtidos evidenciaram que a síntese verde de AgNPs, utilizando a casca da amêndoa do 

cacau, é uma alternativa aos métodos tradicionais de síntese de nanopartículas, alinhando-se aos 

princípios da química verde, ao evitar o uso de solventes tóxicos e reduzir o impacto negativo ao meio 

ambiente. 

A adição de NFC aos bionanocompósitos melhorou significativamente as propriedades 

mecânicas, reológicas e de barreira, enquanto as AgNPs proporcionaram ação antimicrobiana. O uso 

de 30% de NFC e AgNPs mostrou-se eficaz na manutenção da qualidade pós-colheita de laranjas, 

resultando em uma redução significativa da perda de massa e preservação da integridade estrutural 

dos frutos ao longo do armazenamento.  

Além de aumentar a vida útil de frutas os bionanocompósitos desenvolvidos têm potencial 

para serem aplicados em outras matrizes alimentares. Adicionalmente, suas aplicações podem ser 

expandidas para além do setor de alimentos, como nas indústrias de embalagens, têxtil e médica, 

devido às suas propriedades antimicrobianas e mecânicas aprimoradas (maior resistência a tração e a 

punctura). 

Em suma, este trabalho abre novos caminhos para a valorização de resíduos agroindustriais 

por meio da síntese verde através de um viés sustentável. Os materiais desenvolvidos não apenas 

contribuem para a conservação pós-colheita de frutas, mas também representam uma solução 

promissora para a redução do desperdício de alimentos e aproveitamento de subprodutos industriais. 

Para o futuro, recomenda-se a realização de estudos adicionais que avaliem a viabilidade econômica, 

durabilidade a longo prazo e a ampliação das aplicações desses bionanocompósitos em diferentes 

contextos industriais. 
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SÍNTESE VERDE DE NANOPARTÍCULAS DE PRATA ATRAVÉS DE RESÍDUOS DE 

CASCA DA AMÊNDOA DO CACAU  

 

A presente invenção aborda um método ecologicamente sustentável e economicamente 

viável de produção de uma formulação de nanopartículas de prata. Mais particularmente, 

refere-se ao método de produção de nanopartículas de prata utilizando como agente de 

síntese verde um extrato produzido através de resíduos de cascas de amêndoa do cacau 

(Theobroma cacao). A formulação reivindicada apresenta propriedade antioxidante e 

bactericida o que confere prospectos de seu uso em diversos tipos de aplicações, tais 

como revestimentos e embalagens para alimentos, na área da medicina como curativos 

e para produção de biossensores. A aplicação do método proposto notoriamente 

compete com os métodos tradicionais de produção de nanopartículas de prata 

caracterizados pelo uso de reagentes agressivos ao meio ambiente, tendo como 

principal vantagem o custo inferior e por ser ambientalmente amigável. Além disso, a 

invenção dá um destino alternativo e agrega valor ao resíduo casca da amêndoa do 

cacau. 
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SÍNTESE VERDE DE NANOPARTÍCULAS DE PRATA ATRAVÉS DE RESÍDUOS DA 

CASCA DA AMÊNDOA DO CACAU 

Campo da invenção 

[001] A presente invenção trata de um método de síntese verde de nanopartículas de 

prata e seu uso como agente bactericida. 

[002] Mais particularmente, refere-se ao método de síntese de nanopartículas de prata 

microbicidas pela redução de prata iônica na forma de AgNO3 através de uma solução 

redutora composta por resíduos de casca de amêndoa de cacau, subproduto da indústria 

cacaueira. Refere-se ainda a uma formulação de nanopartículas de prata e solução de 

casca de amêndoas de cacau. A formulação de nanopartículas reivindicada apresenta 

propriedade microbicida frente a microrganismos perniciosos de importância médica e 

para a indústria de alimentos. 

[003] A aplicação do método proposto compete com os métodos convencionais de 

síntese de nanopartículas de prata, nomeadamente frente a não produção de resíduos 

contaminantes, bem como a redução de custos de síntese das referidas nanopartículas, 

mostrando a vantagem de ser um método ambientalmente amigável e de custo inferior, 

além de agregar valor e dar um novo destino ao resíduo de casca de amêndoa de cacau, 

produzido em vasta quantidade pela indústria cacaueira.  

[004] As nanopartículas de prata microbicidas produzidas podem ser aplicadas em 

distintos setores, tais como nas indústrias de sanitizantes, materiais e produtos como 

têxteis, curativos, plásticos, dispositivos de proteção individual, utensílios domésticos e 

para o desenvolvimento de composições com atividade microbicida. 

Fundamentos da invenção 

[005] As nanopartículas metálicas são sólidos metálicos que possuem pelo menos 50% 

da sua população com pelo menos uma de suas dimensões entre 1 e 100 nm. Estas têm 

gerado muito interesse por apresentarem propriedades físicas, químicas e/ou biológicas 

únicas, em comparação a partículas macroestruturadas.  
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[006] Devido ao seu tamanho em nanoescala, a razão entre a área de superfície e o 

volume das nanopartículas aumenta, fazendo com que elas se tornem mais reativas. 

Além disso, podem surgir comportamentos eletrônicos e ópticos diferenciados, devido 

ao confinamento eletrônico, característica proeminente nas nanopartículas metálicas. 

Em razão a estas propriedades, as nanopartículas, por exemplo, passaram a ser 

investigadas principalmente quanto ao uso em embalagens de alimentos com o objetivo 

de prolongar a vida de prateleira, para fins terapêuticos em infecções de feridas, 

curativos e como revestimentos de diferentes superfícies.   

[007] A via tradicional de síntese de nanopartículas se dá por métodos químicos e 

físicos. A maioria dos quais são onerosos, requerem alto consumo de energia, envolvem 

a utilização de reagentes perigosos e alguns deles produzem quantidades substanciais 

de resíduos.  Em contraposto aos métodos convencionais, a síntese verde de 

nanopartículas oferece algumas vantagens que incluem o uso de solventes ecológicos e 

agentes redutores não tóxicos extraídos de plantas, bactérias e fungos.  

[008] Por esses motivos, a via biotecnológica tem se mostrado uma promissora 

abordagem quanto aos quesitos de segurança, sustentabilidade do método e também 

por conferir maior estabilidade das nanopartículas, bem como por conferir características 

inovadoras e melhorar outras propriedades responsáveis por suas aplicações, tal como 

o tamanho das mesmas, forma e atividade antioxidante do material produzido. 

[009] Dentre as nanopartículas, as de prata (AgNPs) se destacam pelas propriedades 

de alta atividade catalítica e antimicrobiana, mostrando como vantagens a sua alta 

eficácia frente a microrganismos deteriorantes e maior segurança que microbicidas 

carcinogênicos. Em razão destas propriedades, as AgNPs mostram-se como uma 

promissora abordagem para o aumento da vida de prateleira de alimentos.  

[0010] É bem conhecida a capacidade de extratos de plantas e frutas como substrato 

para a síntese de nanopartículas, haja vista o mecanismo inerente a esse processo 

envolver a redução química de Ag+ a Ag0 por metabólitos secundários (terpenoides, 

flavonoides e ácidos fenólicos).  Nesse sentido, o emprego de resíduos agroindustriais 

como fonte de substâncias redutoras tem o potencial de diminuir ainda mais os custos 
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da dita síntese verde e direcionar esses materiais a uma finalidade alternativa nobre 

através da valorização em produtos nanotecnológicos. 

[0011] Um resíduo agroindustrial amplamente produzido pela indústria cacaueira é a 

casca da amêndoa de cacau, a qual é majoritariamente empregada como combustível 

para caldeiras. Como esse material apresenta elevada concentração de compostos 

fenólicos e outros metabólitos secundários (terpenóides, flavonóides), seu emprego 

como combustível acaba por subutilizar seu potencial econômico. Por isso, seu 

beneficiamento como substrato redutor explora de forma mais eficiente suas 

propriedades químicas e vai ao encontro dos requisitos necessários para produção de 

soluções redutoras. Essas características evidenciam que a casca de amêndoa do cacau 

pode ser empregada como uma promissora plataforma para a síntese verde de AgNPs 

e dessa forma elevando a geração de valor na cadeia produtiva do cacau. O processo 

de síntese verde é simples, utiliza matéria prima renovável de baixo custo e não requer 

grandes implementações de infraestrutura para ser escalado, aspectos que evidenciam 

a viabilidade técnica e econômica do mesmo. 

[0012] Não obstante alguns documentos patentários reivindiquem a síntese verde de 

AgNPs com propriedades microbicidas a partir de extratos de origem vegetal, a presente 

invenção refere-se à abordagem inovadora do uso de resíduos de casca da amêndoa do 

cacau (Theobroma cacao) como plataforma redutora para a síntese de nanopartículas 

de prata, mostrando como vantagens menor tempo de síntese, redução de custos, 

melhora de características funcionais das nanopartículas de prata (tamanho, carga... 

citar), alto rendimento e por dar um novo destino ao resíduo industrial casca da amêndoa 

do cacau. 

Estado da técnica 

[0013] A partir da realização de buscas de anterioridades verificou-se que patente de 

número CN104043837A de 12/03/2013 refere-se a um método verde para obtenção de 

nanopartículas estáveis de prata através da mistura de uma solução de Reativo de 

Tollens (nitrato de prata) com uma solução de glucano e outra de glicose. Apesar do 

documento supracitado reivindicar vantagens como a síntese verde, não foram 

empregados resíduos agroindustriais, tal como a casca de amêndoa de cacau utilizada 
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na presente invenção. Além disso, a presente invenção não faz isso de glucano e glicose, 

sendo portanto, mais econômica.  

[0014] A patente de número KR102091166B1 de 25/05/2018 refere-se a um método para 

a produção de nanopartículas de prata através de extrato de semente de gardênia e 

empregando uma espécie de prata iônica e apresentando diâmetro médio das 

nanopartículas de 20 nm. Apesar de ser utilizado um extrato vegetal para a síntese de 

nanopartículas de prata, não foi empregado o resíduo de casca de amêndoa de cacau, 

bem como a presente invenção reivindica características vantajosas das nanopartículas 

de prata tal como o menor diâmetro (15-80 nm) e propriedade bactericida frente as 

bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria monocytogenes (ATCC 19117) e 

Staphylococcus aureus (ATCC 22923), Salmonella enterica (S64), Cronobacter 

sakazakii (ATCC 29004) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883).     

[0015] A patente de número US9907817B1 de 14/09/2017 descreve um método de 

produção de nanopartículas de prata com propriedade anti hiperglicêmica a partir de 

nitrato de prata e uma solução de folhas de Lavatera cretica. Contudo, não é reivindicada 

capacidade bactericida e nem utilizada solução de casca de amêndoa de cacau como 

agente redutor. 

[0016] A patente de número BR102021016375-5 A2 de 18/08/2021 descreve um método 

verde de produção de nanopartículas de prata com capacidade microbicida a partir de 

uma solução de nitrato de prata e uma solução de casca de catuaba (Trichilia catigua) 

com incubação preferencial de 24 a 72 horas e proporção de NaNO3 e extrato de cutuaba 

de 1:1000. Contudo, a presente invenção diferencia-se do documento supracitado por 

possibilitar a síntese verde de nanopartículas de prata de forma mais celere 

(preferencialmente de 10 a 60 minutos). Ademais, a síntese descrita na patente 

BR102021016375-5 A2 utiliza como agente redutor um material empregado em outros 

setores industriais (bebidas, suplementor, etc.), não possuindo o viés de valoração de 

resíduos agroindustriais subutilizados (casca de amêndoa do cacau)  da patente aqui 

reivindicada. 

[0017] Portanto, não foram encontrados documentos patentários que compreendam as 

vantagens elencadas no método de síntese verde empregando o extrato de casca de 
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amêndoas de cacau, proposta que contribui para a gestão sustentável deste resíduo 

agroindustrial altamente produzido e geração de valor através da síntese de compostos 

de química verde (nanopartículas). 

Descrição resumida da invenção 

[0018] É, portanto, objeto da presente invenção, um processo de produção de 

nanopartículas de prata a partir de uma solução de nitrato de prata (AgNO3), com extrato 

liofilizado da casca da amêndoa do cacau como agente redutor. A invenção também 

descreve a forma de preparação do extrato, direcionando-o a um destino mais nobre que 

o de sua simples combustão. 

[0019] Adicionalmente à produção das nanopartículas através do extrato de casca de 

amêndoa de cacau, também foram realizados testes que demonstraram a eficácia 

microbicida dessas frente a distintos microrganismos patogênicos (Escherichia coli 

(ATCC 25922), Listeria monocytogenes (ATCC 19117) e Staphylococcus aureus (ATCC 

22923), Salmonella enterica (S64), Cronobacter sakazakii (ATCC 29004) e Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 18883)).  

Descrição detalhada da invenção 

[0020] A presente invenção versa sobre a síntese verde de nanopartículas de prata 

através de uma solução de NaNO3 e extrato do resíduo agroindustrial casca de amêndoa 

de cacau. 

[0021] Em uma realização preferencial do processo de invenção, a solução de extrato da 

casca da amêndoa do cacau é uma solução aquosa, na concentração de 2,5 a 30% de 

m/v, preferencialmente de 5 a 20% m/v, mais preferencialmente de 10 a 20% m/v.   

[0022] Em outra realização preferencial do processo da presente invenção, solução de 

nitrato de prata (AgNO3) é uma solução aquosa na concentração de 0,01 a 1 mM.  

[0023] Em ainda outra realização preferencial do processo da presente invenção, a 

proporção em volume de solução de nitrato de prata para o extrato da casca da amêndoa 

do cacau é de 1:1 a 1:100.  
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[0024] Em ainda outra realização preferencial do processo da presente invenção, o 

tempo de incubação da solução de nitrato de prata (AgNO3) com o extrato da casca da 

amêndoa do cacau para a síntese é de 5 a 1440 minutos, preferencialmente de 10 a 60 

minutos.  

[0025] Em ainda outra realização preferencial do processo da presente invenção, a 

temperatura  de incubação da solução de nitrato de prata (AgNO3) com o extrato da 

casca da amêndoa do cacau para a síntese é de 40 a 150 ºC, preferencialmente de 50 

a 100 ºC.  

[0026] Em ainda outra realização preferencial do processo da presente invenção, a 

solução de extrato da casca da amêndoa do cacau é obtida pela trituração de 50 a 250 

g de casca em 1000 mL de água ultrapura, seguida de homogeneização até formar uma 

solução e posterior filtração.  

[0027] Em ainda outra realização preferencial do processo da presente invenção, as 

nanopartículas de prata possuem atividade contra microrganismos, particularmente 

antibacteriana.  

[0028] Um segundo objeto da presente invenção se refere às nanopartículas de prata, 

produzidas pelo processo, conforme definido no presente pedido.  

[0029] Em uma realização preferencial das nanopartículas de prata da presente 

invenção,  as nanopartículas possuem carga zeta de -15 a -30 e tamanho de 15 a 100 

nm, preferencialmente de 30 a 70 nm.  

Breve descrição dos desenhos 

[0030] A Figura 1 apresenta soluções, obtidas em diferentes condições de síntese verde, 

contendo nanopartículas de prata obtidas com o extrato da casca da amêndoa do cacau.   

[0031] A Figura 2 apresenta o espectro de absorção UV-Vis da solução contendo as 

nanopartículas de prata (AgNPs) sintetizadas com a casca da amêndoa do cacau. 

[0032] A Figura 3 apresenta a micrografia das nanopartículas de prata (AgNPs) 

sintetizadas com a casca da amêndoa do cacau. 
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[0033] A Figura 4 mostra os halos de inibição formados pelas AgNPs nas placas 

inoculadas com a) Escherichia coli (ATCC 25922), b) Staphylococcus aureus (ATCC 

22923), c) Listeria monocytogenes (ATCC 19117), d) Salmonella enterica (S64), e) 

Cronobacter sakazakii (ATCC 29004) e f) Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883).  

Exemplos de concretização da invenção 

[0034] A fim de atestar a eficácia do processo de produção das nanopartículas de prata 

obtidas por síntese verde com a casca da amêndoa do cacau, os resultados encontrados, 

a título de exemplo não limitante, foi dividido em: (1) Preparo do extrato aquoso da casca 

da amêndoa do cacau; (2) Síntese Verde das nanopartículas de prata; (3) Avaliação das 

características das partículas obtidas e (4) Aplicação das nanopartículas obtidas contra 

patógenos de origem alimentar.  

[0035] Preparo do extrato aquoso da casca da amêndoa do cacau 

[0036] Cascas da amêndoa do cacau (Theobroma cacao L.) foram previamente 

trituradas e peneiradas. Em 10 gramas desse resíduo foram adicionados 100 mL de água 

deionizada. A mistura resultante foi submetida à extração assistida por ultrassom durante 

30 minutos. Posteriormente, realizou-se o processo de centrifugação por 15 minutos a 

1000 × g, o sobrenadante foi liofilizado e armazenado sob congelamento. 

[0037] Nesse extrato observou-se a presença de elevado teor de compostos fenólicos 

totais (353,13±0,67 mg.100 g-1 EAG) e de acentuada capacidade antioxidante pelos 

métodos de DPPH (18,56±0,61 CE50) e β-caroteno/ácido linoleico (87,26±4,61% de 

proteção). Estes resultados evidenciaram que o extrato obtido configura-se como um 

material com forte potencial para a realização da síntese verde das nanopartículas de 

prata uma vez que a presença de compostos fenólicos com atividade antioxidante 

evidencia sua capacidade de reduzir os íons  Ag+ em Ag0. É importante ressaltar que o 

processo de redução anteriormente citado é fundamental para a obtenção das 

nanopartículas de prata.        

[0038] Síntese Verde das nanopartículas de prata 
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[0039] A síntese verde foi realizada em um reator hidrotérmico no qual adicionou-se 10 

mL da mistura proveniente de 20 mg do extrato liofilizado da casca da amêndoa do cacau 

com 10 mL de solução aquosa de nitrato de prata (AgNO3) a 0,01 mM. Essa mistura 

permaneceu incubada por 40 minutos a 90°C. Durante o processo de síntese verde, 

observou-se a mudança da coloração do extrato de casca de amêndoa do cacau de 

castanho claro a castanho escuro que indica a formação das nanopartículas de prata 

(Figura 1).  

[0040] Avaliação das características das partículas obtidas 

[0041] Após a síntese, as partículas nanométricas de prata foram monitoradas em um 

espectrômetro de UV-visível a fim de observar o resultado da excitação superficial do 

fenômeno de ressonância plasmônica do metal prata (Figura 2).    

[0042] A ressonância plasmônica apresentou um pico agudo em 430-445 nm 

confirmando o processo de síntese uma vez que esta corresponde a faixa de absorção 

característica da nanopartícula de prata.  

[0043] A caracterização do tamanho e formato das nanopartículas foram realizadas por 

Microscopia Eletrônica de Varredura de acordo com as técnicas tradicionais empregadas 

e conhecidas por um técnico no assunto. Essa técnica (Figura 3) possibilitou evidenciar 

o formato esférico das nanopartículas de prata obtidas bem como o diâmetro médio de 

60 nm das mesmas.  

[0044] Aplicação das nanopartículas obtidas contra patógenos de origem alimentar 

[0045] As cepas bacterianas utilizadas foram: Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria 

monocytogenes (ATCC 19117), Staphylococcus aureus (ATCC 22923), Salmonella 

enterica (S64), Cronobacter sakazakii (ATCC 29004) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 

18883).  

[0046] Para avaliar a atividade antimicrobiana das AgNPs, as cepas foram cultivadas em 

caldo tríptico de soja (TSB) e incubadas a 35ºC por 24h. As suspensões das células 

foram diluídas em solução salina (NaCl 0,9%) até a obtenção de uma suspensão 

equivalente a 0,5 na escala de McFarland (aproximadamente 108 UFC.mL-1). As 
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suspensões bacterianas foram semeadas em placas previamente preparadas com meio 

PCA enriquecido com adição de extrato de levedura 0,6% apenas para a semeadura da 

Listeria monocytogenes. Posteriormente, discos esterilizados de papel-filtro foram 

dispostos nas placas previamente semeadas com os microrganismos e sobre os discos 

foi adicionado 10 µL das amostras de AgNPs. A atividade antimicrobiana do extrato 

aquoso da casca da amêndoa do cacau (0,1 mg.mL-1) e do cloranfenicol (500 μg.mL-1) 

foram incluídas como referência. Após incubação por 24 h a 37°C, foi realizada a leitura 

do halo de inibição.   

[0047] Para todas as bactérias testadas a nanopartícula de prata foi capaz de promover 

a formação de halos de inibição o que demonstra a ação bactericida das AgNPs (Figura 

4 e Tabela 1).  

[0048] Em geral, os resultados mostraram que as nanopartículas de prata produzidas 

com o processo da presente invenção possuem eficiente atividade antibacteriana. 

Tabela 1  

 Resultado dos halos de inibição formados pela nanopartícula de prata (AgNPS) e 

pelo extrato puro da casca da amêndoa do cacau.  

 

Bactérias Halo de inibição (mm) 

AgNPs Extrato 

Escherichia coli (ATCC 25922) 13,10 ±0,20 9,01±0,29 

Staphylococcus aureus (ATCC 22923) 11,61±0,63 * 

Listeria monocytogenes (ATCC 19117) 12,51±0,23 * 

Salmonella enterica (S64) 10,03±0,88 * 

Cronobacter sakazakii (ATCC 29004) 8,44±0,86 * 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883) 7,94±1,39 * 

* Não houve formação de halo de inibição  

Petição 870230095546, de 27/10/2023, pág. 19/23



1 / 2 
 

 

 

 

 
 

 

REIVINDICAÇÕES 

1. SÍNTESE VERDE DE NANOPARTÍCULAS DE PRATA caracterizada por utilizar 

como agente redutor um extrato composto por resíduos de cascas de amêndoas de 

cacau e como espécie a ser reduzida uma solução de nitrato de prata – AgNO3 

2. SÍNTESE, de acordo com a reivindicação 1, caracterizada por utilizar o extrato de 

resíduos de cascas de amêndoas de cacau na concentração de 2,5 a 30% 

(massa/volume), preferencialmente 5 a 20% (massa/volume) e mais preferencialmente 

10 a 20% (massa/volume)  

3. SÍNTESE, de acordo com a reivindicação 1 e 2, caracterizada por o extrato de 

resíduos de cascas de amêndoas de cacau ser produzido através da moagem de 1 a 

100 g de 2 a 50 g, preferencialmente, 5 a 20 g de casca e misturado a 500 mL de água 

destilada estéril, homogeneizado e separado por um método físico tal como a filtração 

ou centrifugação  

4. SÍNTESE, de acordo com a reivindicação 1 e 2, caracterizada por utilizar AgNO3 

na concentração de 0,001 a 10 mM, preferencialmente 0,01 a 5 mM e mais 

preferencialmente 0,01 a 1 mM 

5. SÍNTESE, de acordo com a reivindicação 1 e 2, caracterizada por utilizar a 

temperatura de síntese preferencialmente de 40 a 150 ºC 

6. SÍNTESE, de acordo com a reivindicação 1 e 2, caracterizada por utilizar o tempo 

de síntese de 5 a 1440 minutos, preferencialmente de 10 a 60 minutos 

7. SÍNTESE, de acordo com a reivindicação 1 e 2, caracterizada por se obter ao 

menos um rendimento de síntese de 2,5 a 30% (massa/volume), preferencialmente 10 a 

20 % (massa/volume) 

8.  NANOPARTÍCULAS DE PRATA, de acordo com a reivindicação 1 e 2, 

caracterizada por se obter nanopartículas de prata de formato esférico e com diâmetro 

de 15 a 100 nm, preferencialmente de 10 a 90 nm 
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9. NANOPARTÍCULAS, de acordo com a reivindicação 1 e 2, caracterizada por as 

nanopartículas de prata possuírem atividade microbicida, particularmente bactericida 

10. NANOPARTÍCULAS, de acordo com a reivindicação 1, 2 e 8, caracterizada por 

as nanopartículas de prata possuírem atividade bactericida frente a pelo menos os 

microrganismos Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria monocytogenes (ATCC 19117) 

e Staphylococcus aureus (ATCC 22923), Salmonella enterica (S64), Cronobacter 

sakazakii (ATCC 29004) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883) 

11. USO DAS NANOPARTÍCULAS DE PRATA, de acordo com a reivindicação 1 e 2, 

caracterizada por as nanopartículas poderem ser empregadas diretamente como uma 

solução, pulverizadas, ou secas em forma de sólido ou purificadas por métodos físico-

químicos  

12. USO, de acordo com a reivindicação 9 e 10, caracterizada por ser passível de 

aplicação em sanitizantes, sobre materiais e produtos como têxteis, curativos, plásticos, 

dispositivos de proteção individual, utensílios domésticos e para o desenvolvimento de 

composições com atividade microbicida 

13. SÍNTESE VERDE DE NANOPARTÍCULAS DE PRATA, de acordo com a 

reivindicação 1 e 2, caracterizada por compreender as seguintes etapas: 

Etapa A: Utilização da casca da amêndoa do cacau para produção do extrato 

redutor 

Etapa B: Aplicação do extrato como agente redutor de Ag+ a Ag0  fazendo uso do 

nitrato de prata 

Etapa C: Obtenção de uma solução com nanopartículas de prata  
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Figura 1 

 

 

Figura 2 
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Figura 3 

 

 

Figura 4 
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