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SANTOS, I. A. Obtencéo de nanoparticulas de prata através da sintese verde e sua incorporacao
em filmes de nanocelulose para aplicagcdo como revestimento em frutas. Itapetinga — BA: UESB,
2024. 170p. Tese (Doutorado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos).”

RESUMO

A aplicagdo de revestimentos e filmes com nanomateriais em frutos vem sendo utilizada para
promover o aumento da vida util. A celulose nanofibrilada (NFC) pode melhorar a flexibilidade,
durabilidade, estabilidade, resisténcia a temperatura e umidade, além de aprimorar as propriedades
de barreira contra trocas gasosas, aumentando assim a eficiéncia das embalagens. As nanoparticulas
de prata (AgNPs) podem conferir aos materiais alta atividade antimicrobiana contra uma ampla gama
de microrganismos. No entanto, os métodos tradicionais da sintese de AgNPs envolvem o uso de
solventes toxicos e a geracdo de residuos prejudiciais ao meio ambiente. A sintese verde consiste na
aplicagdo de principios da quimica verde como uso de solventes e reagentes ndo toxicos, gasto
reduzido de energia e uso de matéria-prima renovavel. Nesse contexto, objetivou-se obter AgNPs
através da sintese verde e realizar sua incorporagdo em filmes com NFC para aplicagdo como
revestimento em frutas. Para isso, inicialmente investigou-se a utilizacdo da casca da améndoa do
cacau (Theobroma cacao L.) para a producdo de AgNPs, além de sua caracterizacdo e avaliagdo
contra patdgenos de origem alimentar. Posteriormente, foi avaliada a influéncia da adi¢do de AgNPs,
e de diferentes concentracdes de NFC de eucalipto nas propriedades de bionanocompositos a base de
amido. Em seguida, laranjas foram utilizadas para averiguar a eficicia do bionanocomposito com
30% de NFC na manutencdo da qualidade pos-colheita. O extrato proveniente da casca da améndoa
do cacau produziu AgNPs eficientemente com alta area superficial (74,51 + 0,38 nm) e estabilidade
(-17,97 £ 0,12 mV) além de apresentar agdo contra Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Cronobacter sakazakii e Klebsiella pneumoniae. Por
outro lado, a adicdo maxima de NFC (50%) estudada e AgNPs em bionanocompdsitos promoveu um
aumento na resisténcia a tracdo em aproximadamente 283,93%, enquanto o mdédulo de Young
também apresentou um aumento significativo de 303,03%, indicando maior rigidez. Ja a
permeabilidade ao vapor de dgua foi reduzida em cerca de 47,89%. As curvas de fluxo indicaram um
comportamento pseudoplastico e todos os bionanocompositos apresentaram efeito inibidor contra
Botrytis cinerea e Fusarium semitectum. Em relacdo a aplicacdo em laranjas, os resultados mostraram
que o bionanocompdsito aderiu bem aos frutos, reduzindo a perda de massa e mantendo a firmeza e
a integridade estrutural ao longo do armazenamento. Além disso, 0 bionanocompoésito apresentou
propriedades antimicrobianas, inibindo o crescimento de microrganismos e preservando a qualidade
das laranjas, superando os tratamentos com cera de carnalba e sem revestimento. Conclui-se,
portanto, que é viavel utilizar uma abordagem ambientalmente amigavel na producdo de AgNPs
usando a casca da améndoa do cacau. A combinacdo de amido, AgNPs e NFC resultou em
bionanocompositos com propriedades melhoradas, sobretudo em termos de resisténcia a tragéo, forca
de puncdo e eficacia antimicrobiana. O bionanocomposito com 30% de NFC foi eficaz como
revestimento para a manutencdo da qualidade pos-colheita de laranjas. Esses materiais podem ser
empregados em futuros estudos para explorar diferentes metodologias de aplicacdo e diversas
matrizes alimentares, visando ampliar suas possibilidades de uso. Essas inovag¢fes ndo apenas
melhoraram a eficiéncia dos bionanocompdsitos, mas também promovem a utilizacao de subprodutos
agroindustriais, contribuindo para a sustentabilidade ambiental.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas metalicas, Theobroma cacao L., filmes nanoestruturados.
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SANTOQOS, I. A. Obtaining silver nanoparticles through green synthesis and their incorporation
into nanocellulose films for application as a coating on fruits. Itapetinga— BA: UESB, 2024. 170p.
Thesis (Doctorate in Engineering and Food Science).”

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. INTRODUCAO

A crescente demanda por materiais biodegradaveis tem estimulado estudos que visam a
obtencdo de materiais que além de apresentarem excelentes propriedades tecnologicas também nao
prejudiquem o meio ambiente (Gutiérrez & Alvarez, 2018). Nesse contexto, o setor de embalagens
para alimentos tem investido na realizacdo de pesquisas voltadas para o desenvolvimento de
revestimentos comestiveis 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 obtencdo de materiais biodegradaveis devido ao seu baixo custo, excelentes propriedades
mecanicas, neutralidade sensorial e ndo toxicidade (Li etal., 2015a). A celulose, portanto, se qualifica
como um material altamente promissor para a substituicdo de polimeros ndo totalmente reciclaveis e
ndo biodegradaveis (Tkacheva et al., 2013; Li et al., 2015a).

A utilizacdo da celulose em escala nanométrica, comumente denominada de nanocelulose,
vem se destacando na area de polimeros pela sua ampla aplicabilidade (Flores-Lépez 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 sdo utilizados para descrever nanoestruturas de
celulose com pelo menos uma de suas dimensdes, em escala nanométrica, com didmetros inferiores
a 100 nm e comprimentos de varios micrdmetros em que alternam dominios cristalinos e amorfos
(Phanthong et al., 2018), geralmente produzida por delaminacdo da fibra por meio de pressado
mecanica (Lago et al., 2020; Silva et al., 2021).

As nanofibrilas de celulose sdo muito utilizadas para reforco de compdsitos como
revestimentos de alimentos (Jafari et al., 2018) e, na producéo de filmes (Pacaphol et al., 2019), pelas
excelentes propriedades fisicas e mecanicas (Tayeb et al., 2018). As nanofibrilas também tem sido
aplicadas em papéis com o objetivo de melhorar suas propriedades fisicas (Taipale et al., 2010; Kose
et al., 2015), na producdo de embalagens para aumentar o tempo de prateleira de alimentos
(Guimarées et al., 2016; Jafari et al., 2018; Pacaphol et al., 2019) e como reforco em matrizes
poliméricas a base de amido (Abreu et al., 2015). Um dos sistemas promissores para a melhoria das
caracteristicas dos materiais obtidos utilizando a nanocelulose € a incorporacdo de nanoestruturas
(Brinchi et al., 2013). Algumas nanoestruturas como as nanoparticulas metélicas, podem conferir as
embalagens nanoceluldsicas uma atividade antimicrobiana que quando aplicada a alimentos, pode
culminar em uma maior durabilidade do produto (Errokh et al., 2019).

As nanoparticulas de prata (AgNPs), dentre as nanoparticulas metalicas existentes, se
destacam em razdo de suas propriedades particulares como as altas atividades cataliticas e

antimicrobianas (Rasheed et al., 2017). O uso de AgNPs apresenta como principal vantagem a sua
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alta eficacia contra microrganismos deteriorantes sendo mais seguro que fungicidas carcinogénicos
(Mathew et al., 2019). Devido a essas propriedades, as AgNPs comecaram a ser investigadas quanto
ao uso em embalagens de alimentos, com o objetivo de prolongar a vida util dos produtos (Vieira et
al., 2020). Varios métodos para a sintese de AgNPs tem sido relatados, incluindo o método
eletroquimico (Nasretdinova et al., 2015) ou reducdo quimica, evaporacdo induzida por calor
(Bahiraei et al., 2017), micro-ondas (Sokmen 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 utilizacdo de produtos
quimicos perigosos e alguns deles produzem quantidades substanciais de subprodutos (Glizel &
Erdal, 2018; Alkhulaifi et al., 2020; Gomathi et al., 2020). Em contraposto aos métodos
convencionais, a sintese verde de nanoparticulas oferece algumas vantagens que incluem o uso de
solventes ecoldgicos e agentes redutores ndo toxicos extraidos de plantas, bactérias e fungos, que
adicionalmente promovem uma estabilidade aprimorada as nanoparticulas (Li et al., 2015b; Soto et
al., 2019).

A sintese verde de AgNPs foi alcangada usando extratos de plantas e frutas como Melissa
officinalis (Ruiz-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 sintese de AgNPs com extratos de plantas ou frutas envolve a reducéo quimica de Ag*
a Ag® por metabolitos secundarios (terpenoides, flavonoides e acidos fenélicos). O uso de residuos
agroindustriais como fonte de produtos quimicos redutores tornou-se cada vez mais atraente, trazendo
beneficios econbémicos consideraveis, especialmente porque esses materiais, sdo ricos em compostos
bioativos como os compostos fendlicos (Kaderides & Goula, 2017). Diferentes residuos tém sido
usados para a sintese de AgNPs, como casca de banana (lbrahim, 2015), casca de mamao
(Balavijayalakshmi & Ramalakshmi, 2017), residuos de cha (Qing et al., 2017) e casca de laranja
(Soto et al., 2019).

As cascas da améndoa do cacau constituem cerca de 20% da améndoa do fruto e, portanto,
corresponde a uma parte significativa dos residuos gerados pela industria cacaueira. Costumeiramente
as cascas da améndoa do cacau sdo subutilizadas, sendo que na industria é empregada principalmente
como combustivel para caldeiras (Arlorio et al., 2005). Dos produtos e subprodutos obtidos a partir
do cacau, a casca da améndoa apresenta elevada concentracdo de compostos fendlicos com efeito
antioxidante significativo e tem demonstrado ser uma fonte rica destes biocompostos (Vasquez et al.,
2019). Através da avaliacdo do potencial bioativo das cascas da améndoa do cacau, fica evidente que
este material € rico em metabolicos secundarios (Vasquez et al., 2019), compostos essenciais para a
sintese verde de AgNPs. Até o presente momento, ndo foram encontrados estudos que abordassem a

utilizacdo das cascas da améndoa do cacau para producao de nanoparticulas de prata.
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A producdo de materiais biodegradaveis com diferentes constituintes, como NFC e AgNPs,
da origem a bionanocompésitos que oferecem melhorias significativas devido a escala nanométrica
dos constituintes (Puiggali & Katsarava, 2017). Isso se deve a combinacdo sinérgica entre oS
diferentes materiais, onde as caracteristicas de um podem complementar as limitagdes do outro. A
sinergia entre 0s constituintes dos filmes e revestimentos pode melhorar caracteristicas como
permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e compressao, e propriedades antimicrobianas
(Lago et al., 2020). Essas caracteristicas sdo particularmente benéficas para frutas e hortalicas, como
as laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck), que enfrentam diversos desafios pos-colheita, como perda
significativa de massa, danos mecanicos, podriddo, estresses oxidativos e outros distarbios
bioguimicos e fisiologicos (Lu et al., 2023; Barros et al., 2024).

Posto isso, essa tese visa estudar a obtencdo de nanoparticulas de prata através da sintese verde
e realizar suaincorporagdo em filmes reforcados com nanocelulose para aplicagdo como revestimento
em frutas. A estrutura deste trabalho esta organizada em quatro capitulos principais sendo que neste
primeiro & apresentado o referencial teorico utilizado como base para a execu¢do do estudo e 0s
objetivos norteadores da presente pesquisa. No segundo capitulo investigamos 0 uso da casca da
améndoa do cacau para obtencdo de nanoparticulas de prata, por meio de sintese verde, além de sua
caracterizacao e posterior avaliacdo de seu efeito contra patdgenos de origem alimentar. O terceiro
capitulo é dedicado a avaliacdo da influéncia da adi¢&o das nanoparticulas de prata, obtidas por sintese
verde com a casca da améndoa do cacau, e de diferentes concentracdes de celulose nanofibrilada de
eucalipto nas propriedades de bionanocompositos a base de amido. Por fim, o quarto capitulo estuda
a eficacia do bionanocomposito na manutencdo da qualidade pos-colheita de laranjas. Ademais, 0s
resultados apresentados nesta tese possibilitaram o depésito de um pedido de patente, que esta

anexado ao documento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Embalagens de alimentos

As embalagens de alimentos desempenham um papel crucial, ndo apenas para embrulhar,
proteger e conservar os alimentos durante o armazenamento, transporte e venda, mas tambeém para
atender as exigéncias regulatdrias de seguranca e fornecer informacges nutricionais aos consumidores
(Jorge, 2013; Kusuma et al., 2023). Elaboradas a partir de uma variedade de materiais, como plastico,
vidro, papel, metal, madeira e tecidos, essas embalagens sdo especialmente adaptadas para proteger
e preservar as caracteristicas especificas dos diferentes tipos de alimentos (Alamri et al., 2021).

Dado seu papel crucial na preservacdo e seguranca dos alimentos, as embalagens devem
cumprir rigorosos requisitos regulatérios de seguranga, garantindo a integridade e a qualidade dos
produtos, além de fornecer informac6es nutricionais aos consumidores (Kusuma et al., 2023). Dentre
suas fungdes destacam-se: a protecgdo fisica, que possibilita a formacgdo de uma barreira contra danos
mecanicos, impactos, umidade, luz e temperatura excessiva, bem como impedir a entrada de agua, ar
Ou microrganismos; a preservacao, que ajuda a prolongar a vida util dos alimentos, mantendo por
mais tempo seu frescor, sabor, textura e valor nutricional; a informacéo, que possibilita a obtencéo
de dados nutricionais do produto, ingredientes utilizados, prazo de validade, instrucdes de
armazenamento e preparo, e informacdes sobre potenciais alérgenos; e a identificacdo, que por meio
de elementos visuais diferencia o produto dos demais existentes no mercado e influencia a decisao de
compra do consumidor (Paula & Alves, 2023).

O setor de embalagens faz uso dos diversos materiais ja mencionados, dentre estes destacam-
se 0s plasticos devido a sua capacidade de serem moldados em uma ampla gama de produtos (Dhanraj
et al.,, 2022). Os plasticos sdo polimeros formados por carbono, silicio, oxigénio, hidrogénio,
nitrogénio e cloro, derivados de fontes como carvdo, gas natural e, mais predominantemente, petroleo
(Hasan et al., 2016; Dhanraj et al., 2022). Caracteristicas como a facilidade de processamento, o baixo
custo, a robustez mecénica, a eficAcia como barreira, a leveza, a transparéncia e a resisténcia a tracdo
sdo amplamente reconhecidas nesses materiais (Attaran et al., 2017). Exemplos de plésticos a base
de petroleo utilizados na fabricacdo de embalagens alimenticias 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 plasticos de fonte petrolifera, eles também apresentam
desafios significativos. A fabricagdo e o descarte inadequado desses materiais resultam na liberacéo
de uma série de compostos toxicos, como mondxido de carbono, acido cloridrico, cloro, dioxinas,
aminas, furanos, nitretos, benzeno, estireno, butadieno e acetaldeido, que podem prejudicar o meio

ambiente e representar riscos a saude humana (Mangaraj et al., 2018). H4, ainda, a preocupagdo com
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a possibilidade de contaminacédo dos alimentos por compostos quimicos provenientes das embalagens
(Sid et al., 2021).

Nos ultimos anos a producdo de plasticos experimentou um crescimento, alcangando um
marco significativo em 2021 com uma producdo global totalizando 390,7 milhdes de toneladas
(Plastics Europe, 2024). Este aumento ocorreu apesar de uma desaceleracdo temporaria em 2020,
provocada pelos desafios impostos pela pandemia de Covid-19 ao setor. Dentre a producéo total em
2021, foi relatado pela Plastics Europe (2024) em seu relatério bienal que apenas uma fragao de 32,5
milhGes de toneladas derivou de processos de reciclagem, enquanto 5,9 milhdes de toneladas
consistiam em plasticos de base bioldgica.

A reciclagem de embalagens e produtos plasticos é frequentemente sugerida para diminuir 0s
efeitos perigosos dos plasticos no meio ambiente (Qahtani et al., 2021). No entanto, o processo de
reciclagem ndo esta isento de riscos, principalmente devido a exposi¢do dos envolvidos no processo
a compostos quimicos nocivos (He et al., 2015). Segundo He et al. (2015), trabalhadores envolvidos
na reciclagem de materiais plasticos, como poliestireno, acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS),
poliamida e cloreto de polivinila (PVC), estdo sujeitos a exposi¢do a produtos quimicos organicos
volateis, esta exposicdo tem sido associada ao desenvolvimento de cancer (Briassoulis et al., 2021;
Sid etal., 2021).

Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), a problematica do plastico no mundo
atinge dados preocupantes, com apenas um terco dos plasticos produzidos globalmente destinados a
um Unico uso, contribuindo significativamente para o acimulo de residuos. A quantidade de plastico
que termina nos oceanos, rios e lagos € surpreendente, equivalendo ao descarte diario de mais de 2000
caminhdes de lixo. Anualmente, isso se traduz em aproximadamente 19 a 23 milhdes de toneladas de
residuos plasticos que poluem os ecossistemas aquaticos. Este desafio ambiental ndo somente
prejudica os habitats e 0s processos naturais, mas também tem um impacto direto sobre a vida e a
seguranca alimentar de milhdes de pessoas (ONU, 2024).

A preocupacdo com a poluicdo por plasticos inclui os riscos a sadde humana, visto que
microplasticos degradados no ambiente marinho sdo 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 ingestdo de microplasticos induz uma variedade de efeitos tdxicos, incluindo stress
oxidativo, disturbios metabolicos, resposta imunitaria, neurotoxicidade, bem como efeitos adversos
sobre a saude 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 quimicos usados para a producdo de plasticos, os microplasticos 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 organicos (Athey et al., 2020; Rios-Fuster
etal., 2021).

Além dos problemas gerados pela poluicdo ambiental, durante o armazenamento e
processamento de alimentos, substancias quimicas presentes nas embalagens podem migrar para 0s
alimentos, afetando ndo apenas o sabor e aroma, mas também potencializando riscos a salde quando
excedem limites seguros preestabelecidos (Guerreiro et al., 2018). Dentre 0s compostos migratorios
estdo substancias como plastificantes, antioxidantes, estabilizadores (tanto dos efeitos da luz quanto
do calor), lubrificantes, agentes antiestaticos e monémeros (Graifio et al., 2018). Preocupac@es
especificas surgem com a lixiviacdo de produtos quimicos como antimdnio, bisfenol A e ftalatos de
materiais plasticos reutilizados que ndo foram adequadamente limpos (Sid et al., 2021). Estudos
indicam que, entre 0s compostos em embalagens plasticas, pelo menos 148 sdo perigosos,
apresentando propriedades cancerigenas, mutagénicas, toxicas para a reproducdo ou que desregulam
o0 sistema enddcrino, e muitos desses compostos permanecem nao identificados (Muncke, 2021; Sid
etal., 2021).

Diante desse panorama, fica evidente a problematica imposta pela producdo em massa de
plasticos e pela gestdo ineficiente de seus residuos (Samir et al., 2022). Essas questes sdo centrais
para a busca por solucbes sustentaveis que atendam as necessidades ambientais e sociais da
humanidade (Cakmak, 2023). Para combater tal desafio, emerge como solucéo a adocao de polimeros
biodegradaveis, uma alternativa que visa reduzir o acimulo de residuos plasticos e atenuar 0s
impactos ambientais associados. Essa transi¢do para o uso de materiais biodegradaveis constitui um
avango importante rumo a sustentabilidade, sinalizando uma mudancga consciente na forma como

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

2.2 Polimeros biodegradaveis

Polimeros biodegradaveis sdo materiais que se decompdem completamente sob a acdo de
microrganismos, transformando-se em dioxido de carbono, metano, 4gua e outros produtos de baixo
peso molecular através de processos aerobicos e anaerébicos (Cakmak, 2023; Zhuang et al., 2024).
Esses polimeros sdo valorizados por sua capacidade de substituir materiais petrogquimicos
convencionais de forma econémica e sem prejudicar o meio ambiente (Cakmak, 2023).

Os polimeros biodegradaveis podem ser classificados em polimeros naturais e polimeros
sintéticos biocompativeis com base em suas fontes (Samir et al., 2022). Polimeros naturais,
provenientes de fontes renovaveis ou biologicas como plantas, animais, organismos marinhos e
microrganismos, incluem polissacarideos como amido, celulose e quitosana, e polimeros proteicos
como fibroina de seda, colageno, seda de aranha e proteinas vegetais (Zhuang et al., 2024). Ja os

polimeros sintéticos sdo fabricados por sintese quimica e incluem variedades biodegradaveis, que
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contém ligacbes éster, amida ou éter, como &cido polilatico (PLA), policaprolactona (PCL),
poliuretano (PU), polietilenoglicol (PEG), poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA), polibutileno
succinato (PBS) e alcool polivinilico (PVA) (Doppalapudi et al., 2014; Zhuang et al., 2024).

Dentre os polissacarideos, o amido se destaca como o mais amplamente empregado na
producdo de biopolimeros, gracas ao seu baixo custo, facilidade de manipulacdo e vasta
disponibilidade na natureza (Gamage et al., 2022). O amido é um polimero formado por abundantes
unidades de glicose unidas por ligacoes glicosidicas, 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 biopolimero, é necessario quebrar sua estrutura granular semicristalina
através do processo de gelatinizacdo, que converte o amido em uma pasta viscoelastica sob condicdes
especificas na presenca de excesso de agua e temperatura, desfazendo sua cristalinidade e estrutura
molecular original através do rompimento das ligacGes de hidrogénio (Gamage et al., 2022). Este
processo resulta na formagao de uma matriz polimérica homogénea, majoritariamente amorfa, que ao
reassociar suas moléculas em um fenémeno conhecido como retrogradagdo ou recristalizacéo, cria
uma nova estrutura semicristalina essencial para a producdo de filmes de amido (Parker & Ring,
2001; Pérez et al., 2009).

A literatura relata a producdo de biopolimeros a 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-Gonzalez et al., 2022; Erna
etal., 2022; Moin et al., 2024), mandioca (Lago et al., 2021; Costa et al., 2023; Wu et al., 2024), além
de fontes ndo convencionais como banana (Taweechat et al., 2021; Chandrasekar et al., 2023) e
quinoa (Araujo-Farro et al., 2010; Pagno et al., 2015; Pajak et al., 2019). Dentre as formas de uso
desses biopolimeros destacam-se os filmes, provenientes do processo de secagem ap06s a gelatinizacao
do material, sendo utilizados tanto diretamente na embalagem de alimentos quanto como
intermediarios entre camadas de produtos alimenticios (Shaikh et al., 2021). Os revestimentos
representam outra aplicagdo importante, funcionando como barreiras protetoras aplicadas diretamente
em estado liquido ou semissolido sobre o produto alimenticio através de imersdo ou pulverizacdo
(Amin et al., 2021).

Os polimeros a base de amido, apesar de apresentarem diversas vantagens, como serem
provenientes de fontes renovaveis e biodegradaveis, tendem a mostrar limitagcbes em termos de
propriedades mecéanicas, incluindo menor flexibilidade e baixa resisténcia ao impacto, além de uma
permeabilidade ao vapor d'agua relativamente alta devido a sua natureza hidrofilica (Diez-Pascual,

2019). As deficiéncias nas caracteristicas mecanicas mencionadas podem ser melhoradas por meio
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de estratégias como modificacdes quimicas, fisicas, enzimaticas ou pela adicdo de outros
componentes (Diez-Pascual, 2019; Lago, 2021).

Se tratando de materiais biodegradaveis, 0s termos biopolimeros, biocompdsitos e
bionanocompositos sdo frequentemente utilizados na area académica.

Biopolimeros sdo materiais de origem natural com alto peso molecular, constituidos por
unidades repetitivas (mondmeros) ligadas por ligacdes covalentes, como € o caso dos biopolimeros a
base de amido (Musa & Bwatanglang, 2020). Biocompdsitos referem-se a materiais compostos por
dois ou mais componentes distintos, em que pelo menos um deles é biolégico, como a combinacgdo
de biopolimeros de amido com plastificantes para melhorar suas propriedades mecanicas (Manu et
al., 2022). Bionanocompdsitos, por outro lado, sdo uma categoria especifica de biocompositos que
incluem pelo menos um material em escala nanométrica (menor ou igual a 100 nm), oferecendo
melhorias significativas nas propriedades mecanicas e de barreira em compara¢do aos biopolimeros
e biocompadsitos tradicionais (Puiggali & Katsarava, 2017). Isso se deve a combinacao sinérgica dos
diferentes materiais, onde as caracteristicas de um podem complementar as limitacGes do outro. Um
exemplo proeminente de reforco em bionanocompdsitos sdo as nanofibrilas celuldsicas, que podem
significativamente aumentar a rigidez e reduzir a permeabilidade ao vapor d'agua dos biopolimeros a

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

2.3 Nanocelulose

A celulose, um polissacarideo linear composto por unidades repetidas de p-D-glucopiranose
unidas por liga¢des B-(1,4) glicosidicas, possui uma conformacao em forma de cadeira e caracteriza-
se pela presenca de uma extremidade redutora com um grupo hemiacetal e uma extremidade nédo
redutora com um grupo hidroxila (Magalhées et al., 2023; Guan et al., 2024; Jabeen & Atif, 2024). A
presenca desses grupos hidroxila tornam ainda a celulose altamente reativa e suscetivel a
modificacdes quimicas ou fisicas possibilitando que a celulose seja modificada, enxertada ou
reticulada através de métodos quimicos ou fisicos (Magalhdes et al., 2023; Liu et al., 2024). A
estrutura da celulose se organiza em regides amorfas, onde estdo desordenadamente emaranhadas, e
regides cristalinas, mais ordenadas e compactadas, resultando em uma estrutura densa (Zuppolini et
al., 2022). As transicdes entre essas regides sdo graduais e sem fronteiras definidas, com as areas
amorfas sendo mais susceptiveis a degradacdo em comparacao as areas cristalinas, que sdo mais
resistentes (Li et al., 2021). Através da quebra dessas estruturas celulosicas, é possivel obter a
nanocelulose, aproveitando suas propriedades singulares para diversas aplicacGes (Trache et al.,
2020; Liu et al., 2024).

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

a celulose cristalina e a celulose amorfa, com pelo menos uma dimensdo na escala nanométrica
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(Phanthong et al., 2018). A sintese e aplicacdo desses materiais alcancou um crescimento notavel
devido a sua natureza biodegradavel, grande area superficial especifica (>100 m? g1), excelentes
propriedades mecénicas, alta resisténcia quimica, cristalinidade personalizada e facil funcionalizagéo
da superficie (Shamskar et al., 2019). Existem trés principais tipos de nanocelulose: celulose
nanocristalina, celulose bacteriana ou microbiana e a celulose nanofibrilada (Mishra et al., 2018).
Embora compartilhem uma composi¢do quimica semelhante, rica em grupos hidroxila, apresentem
elevada area superficial, boas propriedades mecénicas, biocompatibilidade e biodisponibilidade, os
diferentes tipos variam em morfologia, tamanho de particula, cristalinidade e certas propriedades,
atribuiveis as distintas fontes e métodos de extracdo (Liu et al., 2024).

A celulose nanocristalina (CNC), também chamada de nanocristais de celulose, apresenta-se
geralmente na forma de cristais (ou bastfes) com didmetro 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 atraves de hidrolise acida
ou hidrélise enzimatica a partir da polpa de celulose. Os processos de hidrdélise acida precisam passar
por condicOes de reacdo muito severas que geralmente requerem acido concentrado, enquanto o
processo de hidrélise enzimatica requer muito tempo (Xie et al., 2018). O processo de hidrélise se
inicia com a remocdo dos polissacarideos ligados a superficie das fibrilas e segue com a clivagem e
destruicdo das regides 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 género
Gluconacetobacter, sendo mais utilizado o microrganismo Gluconacetobacter xylinus (Acetobacer
xylinus) (Trache et al., 2020). O cultivo ocorre em meio rico em glicose, em condigdes aerobias e
com temperatura controlada, onde as cadeias de glicose produzidas durante a biossintese sdo
perfiladas pelos poros da parede celular do microrganismo, formando estruturas fibrilares que se
agregam em uma rede de nanofibras com didmetros 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, flexiveis e
emaranhadas (Khalil et al., 2014). Os métodos mais comuns para obter a NFC utilizam a
desintegracdo mecanica da fibra, em que a polpa celuldsica ou outro material de interesse é
processado em um moinho com uma superficie mével e outra fixa, facilitando a fibrilagdo do material
conforme ele passa entre essas superficies (Nechyporchuk et al., 2016). As forcas centripetas fazem
com que a polpa de celulose passe por uma fenda entre as superficies, que é ajustada de forma a
ocorrer contato, ocasionando assim a fibrilacdo da polpa (Banvillet et al., 2023).

No setor de alimentos a NFC apresenta uma vasta aplicacdo para a elaboragéo e reforgo de

materiais para embalagens, como filmes e embalagens inteligentes. A incorporacdo da NFC em filmes
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e revestimentos para alimentos € interessante, pois a maioria das embalagens é limitada como barreira
a umidade e a trocas gasosas, além de serem frageis, termossensiveis e possuirem elevado custo
(Camatari et al., 2018). O uso de nanofibrilas celulésicas pode melhorar a flexibilidade, a
durabilidade, a estabilidade, a resisténcia a temperatura e a umidade, as propriedades de barreira as
trocas gasosas, aumentando a eficiéncia da embalagem e a vida util dos alimentos, e diminuindo os
residuos de embalagens, contribuindo, assim, com um menor impacto ao meio ambiente (Camatari et
al., 2018; Viana etal., 2018; Pacaphol et al., 2019). Diversas pesquisas exploram o uso de nanofibrilas
celulosicas provenientes de diferentes fontes na elaboracdo de filmes e revestimentos comestiveis.

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 hidrélise acida em temperatura amena (45 °C) seguida de ultrassonicacdo. Os
autores analisaram os efeitos da adicdo de nanofibrilas nas propriedades de filmes de amido
produzidos por extrusao e concluiram que a NFC de casca de arroz foi capaz de reduzir a opacidade,
a permeabilidade ao vapor de dgua e ocasionar melhorias nas propriedades mecénicas 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 hidrolise 4cida e tratamento mecénico. Ao adicionar esta
NFC a filmes a base de amido de banana, observaram melhorias significativas nas propriedades de
barreira a agua e mecanicas dos filmes, com varia¢des notaveis dependendo da concentracdo de acido
usada para a obtencédo da nanocelulose. Os filmes com NFC mostraram menor umidade, solubilidade
em agua e maior resisténcia a tracdo, além de reduzirem a transmissdo de UV/luz em comparagdo
com o controle.

Lago et al. (2021), investigaram a adi¢do de nanofibrilas de celulose de palha de trigo em
filmes de fécula de mandioca, testando concentracdes de 0% a 50%. As nanofibrilas melhoraram as
propriedades mecénicas e reduziram a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes, especialmente
nas concentracfes de 30% e 50%. Essas concentracGes também diminuiram a hidrofilicidade dos
filmes, sugerindo uma melhor interagdo com o amido e tornando-0s mais eficazes para embalagens.

Tais estudos evidenciam que a nanocelulose, com sua ampla gama de propriedades desejaveis,
abre novas possibilidades para a criacdo de materiais sustentaveis e biodegradaveis. Seu uso na
formulacdo de filmes ndo s6 atende a crescente demanda por solucdes ecoldgicas, mas também
melhora significativamente a funcionalidade dos materiais, tornando-os mais resistentes e eficientes
na preservagdo dos alimentos. A busca por embalagens mais eficientes e sustentaveis conduz a
exploragédo de aditivos que possam conferir propriedades antimicrobianas, um aspecto fundamental
para prolongar a vida util dos alimentos. Neste contexto, as nanoparticulas de prata surgem como um

aditivo promissor, gragas as suas conhecidas propriedades antimicrobianas. A integracdo de
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nanoparticulas de prata em filmes de nanocelulose representa uma abordagem inovadora que combina
a sustentabilidade e biodegradabilidade da nanocelulose com as excepcionais capacidades

antimicrobianas das nanoparticulas de prata.

2.4 Nanoparticulas de prata

As nanoparticulas (NPs) metélicas sdo estruturas que possuem pelo menos 50% de suas
particulas com pelo menos uma de suas dimens@es entre 1 e 100 nm (Teulon et al., 2018). Estas tém
gerado muito interesse por apresentarem propriedades fisicas, quimicas e/ou bioldgicas Unicas, como
alta reatividade, capacidade de penetracdo celular e comportamento éptico distinto, em comparacao
a particulas macroestruturadas (Gilizel & Erdal, 2018). Devido ao seu tamanho em nanoescala, a razao
entre a area de superficie e o volume das NPs aumenta, fazendo com que elas se tornem mais reativas.
Além disso, podem surgir comportamentos eletronicos e Opticos diferenciados, devido ao
confinamento eletrénico, caracteristica proeminente nas nanoparticulas metalicas (NPMs) (Siddiqi et
al., 2018; Teulon et al., 2018).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo as nanoparticulas metalicas 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 quimicos
usados atualmente: AgNPs podem ser dispersas em uma variedade de solventes (incluindo agua,
isopropanol e etanol) para produzir suspensfes convenientes; tém alta eficacia contra fungos em
concentracdes mais baixas (Abreu et al., 2015; Khanh et al., 2019; Mathew et al., 2019; Saedi et al.,
2020), e podem ser consideradas materiais ndo toxicos quando sintetizadas usando compostos ndo
toxicos, sendo mais segura quando comparada com fungicidas carcinogénicos (Mathew et al., 2019).
As AgNPs funcionam bem como compostos antimicrobianos porque ocasionam a formacao de
espécies reativas de oxigénio capazes de se ligar as proteinas de membrana da célula bacteriana
causando alteracfes estruturais na parede celular e consequentemente vazamento de substancias
intracelulares ocasionando a morte celular do microrganismo (Fabrega et al., 2011).

As duas principais metodologias empregadas para a sintese de NPs sdo conhecidas como
abordagens top-down e bottom-up (Figura 1) (Dhaka et al., 2023). Estas estratégias englobam
métodos de sintese que se classificam em trés categorias principais: quimicos, fisicos e bioldgicos. A
abordagem top-down, que utiliza métodos fisicos, parte de um bloco maior de material e 0 decompde
progressivamente até atingir a escala nanomeétrica. Exemplos comuns de técnicas top-down incluem
a fotolitografia, moagem, litografia por feixe de elétrons e a gravagdo com plasma iénico, sendo todas
estas voltadas para a producdo em larga escala de NPs (Fu et al., 2018). Ja a abordagem bottom-up
parte de atomos e moléculas que se agregam para formar as nanoparticulas. Este método é baseado

em processos quimicos e biologicos, empregando técnicas como o processamento sol-gel, pirdlise a
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laser, sintese por pulverizacdo de plasma ou chama, deposicdo quimica de vapor, automontagem a
partir de moléculas de monémeros, precipitacdo nanoestrutural por métodos eletroquimicos ou
quimicos, e a sintese bioassistida (Abid et al., 2022). Comparativamente, a abordagem bottom-up é
frequentemente considerada como menos custosa e toxica do que a top-down, oferecendo uma

alternativa mais segura e econdmica para a producdo de nanoparticulas (Dhaka et al., 2023).

Sintese de nanoparticulas
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Figura 1 — Métodos usados para a sintese de nanoparticulas metalicas.
Fonte: Adaptado de Dhaka et al. (2023)

Os métodos quimicos sdo notaveis pela sua diversidade e eficiéncia na producdo de NPs,
incluindo nanoparticulas de prata (AgNPs), através de uma variedade de técnicas como o método sol-
gel, reducdo quimica, deposicdo quimica de vapor, microemulsdo, reducao eletroquimica e sintese de
poliol (Jamkhande et al., 2019; Dhaka et al., 2023). Na sintese quimica de AgNPs, trés componentes
sdo essenciais: precursores metalicos, agentes redutores e agentes estabilizantes. Os precursores
metalicos comuns sdo sais de prata, como nitrato de prata (AgNQO3), perclorato de prata (AgCIO,) e
tetrafluoroborato de prata (AgBF4), que sdo reduzidos a Ag metalico por agentes redutores

(Jamkhande et al., 2019). Varios agentes redutores sdo empregados para essa finalidade, incluindo
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citrato de sodio, ascorbato, borohidreto de sodio (NaBHa), hidrogénio, borohidreto tio-glicerol, 2-
mercaptoetanol, o reagente de Tollens e N,N-dimetilformamida (DMF) (Lee & Jun, 2019). Para evitar
a aglomeragdo e manter as nanoparticulas estaveis e dispersas, 0s agentes estabilizantes, como
polivinilpirrolidona (PVP), polissacarideos, alcool polivinilico (PVA), polietilenoglicol (PEG),
quitosana, oleilamina e acido glucdnico, sdo introduzidos. Eles desempenham um papel crucial em
manter a dispersdo 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 condigdes de reacdo
(pH, tempo de reacdo, concentragdo 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 nucleacdo e crescimento subsequente,
destacando a importancia de um controle preciso sobre as condi¢cdes de reacdo para alcancar as
caracteristicas desejadas nas nanoparticulas sintetizadas (Dhaka et al., 2023).

Os métodos fisicos para a sintese de nanoparticulas, incluindo AgNPs, envolvem técnicas
diversificadas, tais como ablacéo a laser, litografia, moagem de bolas, e condensacéo de vapor. Estes
processos podem variar desde métodos mecanicos até técnicas baseadas em vapor, sendo a
condensacéo de vapor uma das mais utilizadas (Jamkhande et al., 2019; Saravanan etal., 2021). Neste
método, materiais sdo vaporizados por uma fonte de calor e, em seguida, rapidamente condensados,
permitindo a formagao de NPs. Diferentes formas de energia - luminosa, mecanica, térmica, e elétrica
- sd0 empregadas para ajustar o tamanho das particulas, com o uso de estabilizadores para prevenir a
reagregacdo e promover a formacao de coldides estaveis. A ablacdo a laser é destacada por criar
AgNPs de alta pureza e tamanho controlado atraves da condensagdo de nanogotas de prata em um
meio liquido de resfriamento (Jamkhande et al., 2019). Alternativamente, a pirdlise por spray, uma
técnica que envolve a decomposicdo térmica de uma solucdo aquosa de precursores de prata em
presenca de um estabilizador como PVP ou dextrana, permite a sintese de AgNPs monodispersas em
uma matriz sem a necessidade de agentes redutores (Jamkhande et al., 2019). Este processo utiliza a
atomizacdo ultrassénica e o transporte por gas nitrogénio para proteger as NPs da oxidacdo,
evidenciando a versatilidade e a eficicia dos métodos fisicos na producgao de nanoparticulas (Dhaka
etal., 2023).

Os métodos tradicionais de sintese, como os fisicos e quimicos, embora eficazes, apresentam
desafios em termos de custo e impacto ambiental (Osman et al., 2024). Os métodos quimicos
frequentemente recorrem a substancias toxicas e perigosas tanto para 0 meio ambiente quanto para
0s seres humanos. Por outro lado, os métodos fisicos sdo caracterizados por seu alto consumo de
energia e a necessidade de condicBes especificas, como temperaturas elevadas e vacuo, além de

requererem equipamentos especializados e dispendiosos. Tais métodos também dependem do uso de
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agentes estabilizadores e redutores em altas concentrac@es, que podem ser nocivos a salide humana e
ao meio ambiente (Dhaka et al., 2023).

Atualmente, ha um crescente interesse em alternativas mais sustentaveis que reduzam ou
eliminem o uso de compostos organicos perigosos na sintese de NPs. Assim, a atengdo tem se voltado
para a sintese verde que oferece uma abordagem mais segura para a producdo de NPs (Ali etal., 2021;
Osman et al., 2024). O método bioldgico destaca-se como a opcao preferencial para a sintese de NPs,
devido a sua eficiéncia, baixo custo, e minimizagao de riscos a saude e a0 meio ambiente (Saravanan
et al., 2021). Esta abordagem utiliza agentes redutores e estabilizadores naturais, promovendo um
processo mais limpo e sustentavel. A transicdo para a sintese bioldgica de NPs ndo sé atende a
demanda por métodos de produc¢do mais seguros e econdmicos, mas também alinha a nanotecnologia
com os principios da sustentabilidade ambiental (Dhaka et al., 2023).

Muitos pesquisadores tém sugerido que a abordagem de sintese verde representa uma escolha
mais apropriada em comparagdo com os métodos tradicionais de sintese quimica e fisica (Dhaka et
al., 2023). Os extratos naturais, como 0s provenientes de plantas e microrganismos, sdo utilizados
nos processos de sintese bioldgica. O método de biossintese que utiliza esses extratos bioldgicos tem
ganhado destaque globalmente devido a presenca de diversos metabdlitos que ndo apenas reduzem
os ions Ag* em AgNPs, mas também os estabilizam, evitando a aglomeracéo e reduzindo a toxicidade
(Saravanan et al., 2021). Além disso, a biossintese baseada em microrganismos € reconhecida por
suas biomoléculas redutoras e de natureza ecologicamente correta. Os compostos fitoquimicos
encontrados em extratos naturais, como polissacarideos, compostos fenolicos, vitaminas, amidas,
alcaloides, terpenoides, taninos, acidos organicos e acidos dicarboxilicos aromaticos, desempenham
um papel crucial na reducdo dos ions Ag* em AgNPs durante a sintese bioldgica (Saravanan et al.,
2021).

2.4.1 Sintese verde de AgNPs

As AgNPs podem ser sintetizados por diferentes métodos, sejam eles quimicos, fisicos ou
biolégicos (Gomathi et al., 2020). Embora sejam os mais utilizados, os métodos quimicos e fisicos
sdo onerosos, demorados, prejudiciais ao meio ambiente, utilizam reagentes inflaméaveis e toxicos, e
produzem uma quantidade consideravel de produtos secundarios indesejaveis (Glizel & Erdal, 2018;
Soto et al., 2019; Gomathi et al., 2020). Em contrapartida, os métodos bioldgicos sdo econémicos,
reduzem o0s gastos com energia e tém uma técnica que traz protocolos benignos ao meio ambiente
(Alkhulaifi et al., 2020).

Diante disso, um conceito recentemente apresentado como “sintese verde” consiste na
aplicacdo de principios da quimica verde em uma sintese quimica, como por exemplo, uso de

solventes e reagentes nao téxicos, gasto reduzido de energia, reacdo conduzida a temperatura e
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pressao ambiente, matéria-prima renovavel, dentre outros (Guizel & Erdal, 2018). Em outras palavras
a sintese verde surgiu como uma rota de sintese alternativa, de facil manuseio e viavel aos métodos
fisicos e quimicos, pois € um método mais sustentavel, de baixo custo e com geragdo de produtos
menos nocivos a satude humana e ao meio ambiente (Salam et al., 2012).

A sintese bioldgica ou sintese verde € um método que utiliza sistemas biolégicos, como
plantas e algas, bactérias e fungos, que através de suas proteinas e metabolitos sdo capazes de
transformar ions metalicos em nanoparticulas metalicas (Angel et al., 2018). Para a preparagao de
nanoparticulas abordando o método de sintese verde, sdo necessarios a escolha do solvente (de
preferéncia dgua), um agente redutor e um material para a estabilizacdo das nanoparticulas ndo toxico
(Raveendran et al., 2003).

Dentre os materiais utilizados na sintese verde de AgNPs, extratos provenientes de tecidos e
orgdos de plantas tém sido os mais reportados na literatura (Gomathi et al., 2020). Plantas podem
atuar como agentes quimicos redutores de sais metalicos devido aos seus numerosos componentes.
Dentre estes, destacam-se: aminoacidos, compostos fendlicos, terpenoides, acido citrico, grupos
funcionais (alcoois, aldeidos, aminas), compostos heterociclicos, desidrogenases, CO» intracelular,
proteinas de membrana, NADP redutases, peptideos, polissacarideos, saponinas e acido tanico (Ingale
& Chaudhari, 2013). Alguns desses compostos também podem atuar como agentes estabilizantes,
recobrindo a superficie das particulas, limitando o seu crescimento excessivo que ocasiona a reducéo
da reatividade das AgNPs (Ingale & Chaudhari, 2013; Gomathi et al., 2020; Vijayaram et al., 2023).

Os compostos fenolicos sdo o0s grandes responsaveis pela capacidade de produzir
nanoparticulas de prata por meio de matrizes vegetais (Kumar et al., 2017). Isso ocorre porque 0S
fitoquimicos apresentam elevada capacidade antioxidante que corrobora para a conversdo dos ions
Ag* para AgP. Logo, quanto maior a quantidade de agentes redutores, como 0s compostos fendlicos,
maior as chances de sucesso referente a sintese de AgNPs (Soto et al., 2019).

As matrizes vegetais utilizadas para a sintese de AgNPs sdo diversas, entretanto, o extrato
proveniente das folhas (Rasheed et al., 2017) é a escolha mais comum, mas também ha 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 preocupac¢ao com o meio ambiente, tem-se estimulado o uso ao
invés do descarte de residuos agroindustriais. Estes residuos sdo, muitas vezes, ricos em compostos
fenolicos com alto potencial antioxidante e, portanto, capazes de serem utilizados para a sintese de
AgNPs (Saraiva et al., 2018; Soto et al., 2019; Alkhulaifi et al., 2020; Omran & Baek, 2022). A tabela
1 apresenta uma selecdo de estudos que exploram o uso de residuos agroindustriais na sintese verde

de nanoparticulas de prata, evidenciando os avangos significativos nesta area 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 residuos sdo convertidos em nanoparticulas 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 informacdes
destacam as variacdes nas propriedades das AgNPs a depender da matéria-prima utilizada.

Embora as fontes de investigacdo de residuos para a producdo de nanoparticulas de prata
sejam diversas, até o presente momento, nas bases de dados utilizadas pelos autores (Web of Science,
PubMed, ScienceDirect, Scopus e SpringerLink) ndo foram identificadas pesquisas que avaliem
especificamente um importante residuo da industria de alimentos, a casca da améndoa do cacau, como
precursor na formacdo de AgNPs. Adicionalmente, ha uma caréncia de estudos focados na aplicacdo
dessas nanoparticulas obtidas por sintese verde em alimentos, visando prolongar a vida util dos

mesmaos.
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Tabela 1 — Estudos envolvendo o uso de residuos agroindustriais para a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) bem como seu formato, tamanho,
potencial zeta e microrganismos alvo da atividade antimicrobiana.

Potencial Zeta

Residuo utilizado Formato ~ Tamanho (nm) (mV) Microrganismo alvo Referéncia
Candida albicans,
Casca da banana (Musa paradisiaca) - - - Enterobacte_nm_r aCrogenes,  gankar et al. (2010)
Escherichia coli e
Klebsiella sp.
3}%5?: ;;)lgt.ege Escherichia coli,
Casca da laranja (Citrus sinensis) Esférico para a sinteée - Pseudomonas aeruginosa e  Kaviya et al. (2011)
feita a 60°C Staphylococcus aureus
Casca da pinha (Annona squamosa) iE:;SUICaOr 20a 60 - - Kumar et al. (2012)
Bacillus cereus,
Semente da jaca (Artocarpus _ Bacillus subtilis,
heterophyllus Lam.) Irregular 10.78 i Staphyloccocus aureus e Jagtap e Bapat (2013)
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus,
Folhas do abacaxi (Ananas comosus) Esférico ~12,4 - Streptococcus pneumoniae, e eka et al. (2014)
Proteus mirabilis e
Escherichia coli
Vibrio alginolyticus,
Semente da uva (Vitis vinifera) Esférico e 25235 28,4  vibrio anguillarum, Xu etal. (2015)
poligonal Vibrio parahaemolyticus e
Aeromonas punctata
Dauthal e
Cascas do limdo (Citrus limon) Esférico 10a32 -26,1 - Mukhopadhyay
(2015)
Escherichia coli, Phongtongpasuk et al
Casca da pitaya (Hylocereus undatus) Esférico ~26 Superiora £20  Pseudomonas aeruginosa e g (2%%6) '

Staphylococus aureus
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Tabela 1 — (continuacao)

Potencial Zeta

Residuo utilizado Formato Tamanho (nm) (mV) Microrganismo alvo Referéncia
Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia,
Streptococcus pyogenes,
Casca do cacau (Theobroma cacao) Esférico 4232 - Staphylococcus aureus, Lateef et al. (2016)
Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus e
Aspergillus niger
Vagem da noz de cola (Cola nitida) Esférico 12a80 - - Azeez et al. (2017)
Cascas da roméd (Punica granatum), Salm_onfalla, . Naganathan e
. . . . - Escherichia coli, .
laranja (Citrus sinensis), banana (Musa Esferico ~25 - ; Thirunavukkarasu,
spp.) e maca (Malus domestica) Pseudomonas, Fusarlgm € (2017)
' Aeromonas hydrophila
Pseudomonas aeruginosa; Reenaa e Menon
Casca da laranja (Citrus sinensis) - - - Escherichia coli e (2017) ’
Salmonella typhimurium
Casca do caroco dq péssego (Prunus Ponto <20 i i Khodadadi et al.
persica) (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)
s Bastos-Arrieta et al.
Talos da uva (Vitis vinifera) - 27,7 - - (2018)
Casca do liméo (Citrus limon) Esferico e ~37.1 : Escherichia coli e Annu et al. (2018)
irregular Staphylococcus aureus
Casca da laranja (Citrus sinensis) Esferico e ~86,4 - Escherichia coli e Annu et al. (2018)
irregular Staphylococcus aureus
Casca da laranja-lima (Citrus limetta) Esferico e ~98,1 - Escherichia coli e Annu et al. (2018)
irregular Staphylococcus aureus
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Tabela 1 — (continuacao)

Potencial Zeta

Residuo utilizado Formato Tamanho (nm) (mV) Microrganismo alvo Referéncia
Residuos solidos do mirtilo (Vaccinium
corymbosum) apos centrifugacdo do fruto Cubica 29,4 a63,1 -35,6 a-20,5 - Zuorro et al. (2019)
inteiro
Residuos solidos da groselha (Ribes
rubrum) apés centrifugacéo do fruto Cubica 25,4 a 64,6 -29,0a-22,0 - Zuorro et al. (2019)
inteiro
Klebsiella pneumoniae;
. - , Pseudomonas aeruginosa; .
Residuo sollt_JIo apos o processamento do Esférico 8212 1341 Escherichia coli: Vishwasrao et al.
sapoti (Manilkara zapota) (2019)
Staphyllococcus aureus e
Bacillus subtilis
Residuo solido ap0s prgcessamento da Esférico 3314 i _ Esqherlchla colie Soto et al. (2019)
uva (Vitis vinifera) Listeria monocytogenes
Residuo sollplo ap0s processamento da Esférico 5450 i _ Esgherlchla colie Soto et al. (2019)
laranja (Citrus sinensis) Listeria monocytogenes
Quase Bacillus cereus;
Casca do abacaxi (Ananas comosus L.) esférica - - Listeria monocytogenes e Das et al. (2019)
Enterococcus faecium
Latex do sapoti (Manilkara zapota) Esférico 20a40 - - Thakore et al. (2019)
Bagaco da grpselha preta_(Rlpes_nlgrum) Esférico 40 260 1341 Escherichia coli Vorobyova et al.
fornecido por agroindustria (2020)
Améndoas da Terminalia bellerica Esférico ~29,6 - - Sherin et al. (2020)
Cascas do tomate (SLo;anum lycopersicum Esférico 21293 i i Carbone et al. (2020)
Casca da cebola (Allium cepa) Esferico 12,5 - - Yap et al. (2020)
Residuo solido apos prgcessamento da Esférico 20435 i Escherichia coli e Saratale et al. (2020)
uva (Vitis vinifera) Staphylococcus aureus
Folhas da couve-flor (Br.assma oleracea Esférico 5450 i i Kadam et al. (2020)
var. botrytis)
Casca do tamarindo (Tamarindus indica) Esférico 20a52 - - Gomathi et al. (2020)
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Tabela 1 — (continuacao)

Potencial Zeta

Residuo utilizado Formato Tamanho (nm) (MV) Microrganismo alvo Referéncia
Acinetobacter baumannii,
Salmonella typhimurium,
. . . . Escherichia coli, Alkhulaifi et al.
Casca do liméo (Citrus limon) Esférico 59,74 - Pseudomonas aeruginosa, (2020)
Staphylococcus aureus e
Proteus vulgaris
Casca da noz (Juglans regia) Esférico 46,2 -41,2 - Ituen et al. (2021)
. - Esférico e Escherichia coli e .
Casca da manga (Mangifera indica) elipsoidal 25a70 - Staphylococcus aureus Xing et al. (2021)
Triangulares,
. . . bastonetes, Escherichia coli e Niluxsshun et al.
Casca da tangerina (Citrus tangerina) osféricos 6 5a80 - Staphylococeus aureus (2021)
hexagonais
Esfeérico, _—_ . .
Casca do limao (Citrus limon) ovais e 10a70 - Escherichia coli e Niluxsshun et al.
. Staphylococcus aureus (2021)
irregulares
. . . . Esférico e Escherichia coli e Niluxsshun et al.
Casca da laranja (Citrus sinensis) irregulares 1050 i Staphylococcus aureus (2021)
Borra do café (Coffea arabica) - ~10 -30,5a-20,7 - Zuorro et al. (2022)
Casca do coco (Cocos nucifera) Esférico 60 a 105 - Escherichia coli e Khan et al. (2023)
Staphylococcus aureus
Escherichia coli,
Casca do grao-de-bico preto (Cicer Esférico 4746 473 Staphylococcus aureus, Mouriya et al. (2023)
arietinum) Bacillus cereus e
Pseudomonas aeruginosa
Casca da roma (Punica granatum) Cristalino ~60 - - Rasool et al. (2024)
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2.4.2 Residuo de interesse: casca da améndoa do cacau

A casca daaméndoa do cacau (Theobroma cacao L.), um subproduto proveniente da producéo
de chocolate, é gerada em quantidades aproximadas de 700 mil toneladas anualmente em escala
global (Rojo-Poveda et al., 2020). Esse residuo faz parte da semente e sdo separadas dos cotilédones
junto com o gérmen durante o processo de pré-torrefacdo ou ap6s o processo de torrefacdo das
améndoas do cacau (Vasquez et al., 2019). Costumeiramente as cascas da améndoa do cacau sao
subutilizadas, sendo que na inddstria sdo empregadas principalmente como combustivel para
caldeiras (Arlorio et al., 2005). Esta pratica desvaloriza a casca da améndoa do cacau uma vez que
esta apresenta elevada concentracdo de compostos fendlicos com efeito antioxidante e tem
demonstrado ser uma fonte rica e menos onerosa biocompostos (Vasquez et al., 2019).

Pérez (2015) avaliando subprodutos do cacau identificaram procianidinas, entre outros
compostos, por analise qualitativa dos metabdlitos secundarios encontrados na casca da améndoa do
cacau. As procianidinas encontradas no cacau séo taninos, os quais podem variar de tamanho partindo
desde mondémeros até polimeros de cadeia longa (Ortega et al., 2010), sendo seu tamanho descrito
pelo grau de polimerizacdo (Gu et al., 2006). Também foram identificadas nas cascas da améndoa do
cacau elevada capacidade antioxidante (Lecumberri et al., 2007; Martinez et al., 2012; Vasquez et al.,
2019). Esta foi atribuida a presenca de polifenois (catequina, epicatequina e procianidina B2). Todos
esses atributos benéficos indicam que este produto pode ser de grande interesse para a industria,
considerando sua potencial aplicacdo como ingrediente funcional (Lecumberri et al., 2007).

Através da avaliacdo do potencial bioativo das cascas da améndoa do cacau, fica evidente que
este material é rico em metabdlicos secundarios (terpenoides, flavonoides e &cidos fendlicos). A casca
da améndoa do cacau €, portanto, um material rico em compostos bioativos que ainda permanece
sendo subutilizado e sem mercado definitivo (Vasquez et al., 2019). Este é, portanto, um residuo com
elevado potencial para ser utilizado e adicionado em materiais com maior valor tanto econdémico
quanto ecoldgico. Atualmente a producdo de AgNPs por sintese verde tem obtido destaque em razdo
aos seus beneficios frente as sinteses quimicas comumente utilizadas, € de conhecimento que a
presenca de compostos antioxidantes nas matrizes vegetais sao pré-requisito para a eficacia da sintese
(Alkhulaifi et al., 2020; Gomathi et al., 2020). Portanto, com base na composi¢do em bioativos da
casca da améndoa do cacau pressupBe-se que este seja um material com elevado potencial para ser

aplicado na sintese verde de AgNPs.

2.5 AgNPs e Aplicactes em filmes nanocelulésicos
A hibridizacdo de nanocelulose com nanoparticulas metalicas tem atraido interesse crescente
durante a Gltima década (Errokh et al., 2019). A alta area superficial da nanocelulose promove um

carregamento estavel de NPs em meio aquoso evitando o uso de solventes organicos. As
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nanoceluloses hibridas tém amplo potencial como biossensores (Wang et al., 2011), embalagem ativa
(Azeredo et al., 2017), curativos (Haider et al., 2018) adsorventes e em dispositivos eletrénicos
(Errokh et al., 2019).

Mais especificamente, a hibridizacdo de celulose com AgNPs tem sido objeto de extensa
pesquisa com o objetivo de conferir atividade antibacteriana forte e duravel a celulose, aproveitando
a propriedade bactericida da Ag contra uma ampla gama de bactérias, fungos e virus (Chernousova
& Epple, 2013). A imobilizagdo de AgNPs em nanocelulose evita sua agregagdo durante o
crescimento e reduz o risco de lixiviagdo para o meio circundante (Errokh et al., 2019).

Os filmes e revestimentos que apresentam nanocelulose e AgNPs sdo basicamente
“embalagens ativas”, capazes de cumprir sua fungido de barreira contra gases, umidade e luz. Além
disso, nos casos de predisposicdo a contaminacdo microbioldgica do alimento, tais embalagens
podem atuar como barreira para o crescimento microbiolégico pela presenca das AgNPs, com um
consequentemente aumento no tempo de prateleira do alimento (Fernandez et al., 2010; Errokh et al.,
2019).

Fernandez, Picouet e Lloret (2010), empregaram filmes de celulose contendo AgNPs para
armazenamento de cortes de meldo fresco. Como resultado, durante o periodo de armazenamento,
esses alimentos apresentaram baixa contagem, em média 3 logio UFC.g* a menos, de microrganismos
mesofilos, psicotréficos e leveduras, em comparacdo com filmes de celulose sem a presenca de
AgNPs.

Claro et al. (2019) confeccionaram filmes de nanocelulose de eucalipto e 0s impregnou com
oleo essencial de caléndula e nanoparticulas de prata para testar se suas caracteristicas fisicas e
quimicas poderiam viabilizar sua utilizagdo como curativos para queimaduras. Segundo os autores,
os resultados de cicatrizagdo obtidos com estes filmes apresentaram-se bastante semelhantes aos
encontrados com curativos fabricados a partir de celulose bacteriana que ja sio amplamente utilizados
como pele artificial, mas que tém baixa eficiéncia e elevado custo de fabricacdo. Porém, ndo foi
observado nos filmes agdo antimicrobiana contra S. aureus e E. coli nos testes de disco-difusdo em
agar (Claro et al., 2019).

Nesse contexto, a juncdo das nanoparticulas de prata proveniente de fontes seguras e ndo
toxicas, extraidas de forma segura por meio da sintese verde, com a nanocelulose apresenta-se como
um produto que deve ser investigado em razdo ao seu potencial de dar origem a filmes e/ou
revestimentos que apresentem as caracteristicas mecanicas e de barreira advindas da nanocelulose

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

3.1 Objetivo geral
Obter nanoparticulas de prata através da sintese verde e realizar sua incorporacdo em filmes

de nanocelulose para aplicagdo como revestimento em frutas.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de prata empregando o extrato aquoso da casca da améndoa do cacau
(Theobroma cacao L.);

e Realizar a caracterizacdo estrutural e fisico-quimica das nanoparticulas obtidas;

e Produzir revestimento utilizando nanocelulose comercial de eucalipto adicionada das
nanoparticulas de pratas obtidas;

e Caracterizar o revestimento quanto as propriedades fisicas, microestruturais e de
permeabilidade;

e Avaliar o potencial tecnoldgico do revestimento no periodo pés-colheita da laranja.
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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 agueous 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-Gonzalez
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
(S6kmen 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
etal., 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
(Ruiz-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 Ag°
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
etal., 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; Vasquez 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; Vasquez 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 etal., 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 B-carotene/linoleic acid system assay (Marco, 1968). The results of the DPPH and
ABTS assays were expressed as effective concentration (ECsp) in pg.mL?, those of the
phosphomolybdenum assay were expressed as mg of ascorbic acid equivalent (EAA) per mL of

extract, and those of the B-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?) 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™ to
4000 cm* with a resolution of 2 cm™ 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 nanopatrticles

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% NacCl) 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 pL
of the AgNP samples were added to the discs. The antimicrobial activity of an aqueous cocoa bean
shell extract (0.1 mg.mL™) and chloramphenicol (500 pg.mL™) were included as references. After
incubating for 24 h at 37 °C, the inhibition zone was measured, and the results were expressed in

millimeters.
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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 (NCCLYS)
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™ using the MacFarland scale. A 150 uL aliquot of tryptic soy broth
(TSB) was added to each microplate well, except for the first row. The first row was filled with 300
uL of a 10% AgNPs solution in TSB broth. Then, 150 pL was removed from the first row and added
to the second row, and this was repeated until the plate was complete. Finally, 10 pL 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™?) 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 pg.mg™)
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 (ECsp), indicating the concentration required to reduce 50% of the radicals in the
medium. Therefore, the lower the ECso value, the better the antioxidant capacity. The extract
evaluated effectively captured free radicals using both tests (DPPH and ABTYS).

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 -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 Martinez 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 Ag°

and give rise to AgNPs.

Optimization of the green synthesis of silver nanopatrticles

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
Ag° 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
etal., 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 Amax = 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 corresponding to the
-OH stretching; a peak corresponding to the aromatic ring (~2915 cm™) corresponding to the
stretching of C-H alkanes; a peak at ~1592 and ~1579 cm™ attributed to the aromatic C=C ring
stretching (Batista et al., 2016; Lessa et al., 2021) or the asymmetric stretching of C=0 groups of
hemicellulose carboxylic acid (Castoldi et al., 2014), as well as a peak indicating the angular
deformation of C-H at 1016 cm™* (Huang et al., 2012). The peak with a signature at 1399 cm-* 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 cm1. The new peaks
evidenced at 953, 817, and 763 cm™ 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. 3aand b, as well asin 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 pg.mL* and 125 ug.mL", a result superior to that obtained by
the AgNPs produced with the aqueous extract of the cocoa bean shell (15.62+0.00 pg.mL ). 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 pg.mL! for Cronobacter
sakazakii (ATCC 29004), a concentration superior to that found for the AgNPs synthesized with the

cocoa bean shell (15.62+0.00 pg.mL™?).
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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.

Data availability
69



Data will be made available on request.

Declaration of Competing Interest
The authors declare that they have no known competing financial interests or personal relationships

that could have appeared to influence the work reported in this paper.

Funding
To the National Council for Scientific and Technological Development (CNPq, Brazil) for financial
support (308300/2021-1).

Contributions

Ingrid Alves Santos: Formal analysis, Conceptualization, Methodology, Writing — original draft and
preparation. Hanna Elisia Aratjo de Barros: Conceptualization and investigation. Danilo José
Machado de Abreu: Conceptualization and investigation. Igor Carvalho Fontes Sampaio: Writing —
review and editing. Elano Pinheiro Pereira: Conceptualization and investigation. Cristiane dos Reis
Feliciano: Data curation, Investigation. Mariane Gongalves Santos: Methodology, Review and
editing. Juliano Elvis de Oliveira: Methodology and Supervision. Roberta Hilsdorf Piccoli:
Methodology and Supervision. Muhammad Irfan: Software, Writing, Review and editing. Eduardo
Valério de Barros Vilas Boas: Methodology, Funding acquisition, Conceptualization and
Supervision. Marcelo Franco: Conceptualization, Review and editing, Funding acquisition, Project

administration, Supervision.

References

Alkhulaifi, M. M., Alshehri, J. H., Alwehaibi, M. A., Awad, M. A., Al-Enazi, N. M., Aldosari, N. S.,
et al. (2020). Green synthesis of silver nanoparticles using Citrus limon peels and evaluation of
their antibacterial and cytotoxic properties. Saudi Journal of Biological Sciences, 27, 3434—
3441. https://doi.org/10.1016/j.5jbs.2020.09.031

Allafchian, A. R., Mirahmadi-Zare, S. Z., Jalali, S. A. H., Hashemi, S. S., & Vahabi, M. R. (2016).
Green synthesis of silver nanoparticles using phlomis leaf extract and investigation of their
antibacterial  activity. Journal of Nanostructure in  Chemistry, 6, 129-135.
https://doi.org/10.1007/s40097-016-0187-0

Amjadi, S., Emaminia, S., Nazari, M., Davudian, S. H., Roufegarinejad, L., & Hamishehkar, H.
(2019). Application of Reinforced ZnO Nanoparticle-Incorporated Gelatin Bionanocomposite
Film with Chitosan Nanofiber for Packaging of Chicken Fillet and Cheese as Food Models. Food
and Bioprocess Technology, 12, 1205-1219. https://doi.org/10.1007/s11947-019-02286-y

Amna, T., Hassan, MS, Yousef, A., Misra, A., Barakat, A. AM., Khil, M., & Carciofi, B. A. M.
(2013). Inactivation of Foodborne Pathogens by NiO/TiO, Composite Nanofibers: A Novel
Biomaterial System. Food and Bioprocess Technology, 6, 988-996.
https://doi.org/10.1007/s11947-011-0741-1

70



Arfat, Y.A., Benjakul, S., Prodpran, T., Sumpavapol, P., & Songtipya, P. (2016). Physico-Mechanical
Characterization and Antimicrobial Properties of Fish Protein Isolate/Fish Skin Gelatin-Zinc
Oxide (ZnO) Nanocomposite Films. Food and Bioprocess Technology, 9, 101-112.
https://doi.org/10.1007/s11947-015-1602-0

Arlorio, M., Coisson, J. D., F.Travaglia, Varsaldi, F., Miglio, G., Lombardi, G., & Martelli, A. (2005).
Antioxidant and biological activity of phenolic pigments from Theobroma cacao hulls extracted
with  supercritical CO ,. Food Research International, 38, 1009-1014.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2005.03.012

Azlin-Hasim, S., Cruz-Romero, M.C., Morris, M.A., Padmanabhan, S. C., Cummins, E., & Kerry, J.
P. (2016). The Potential Application of Antimicrobial Silver Polyvinyl Chloride
Nanocomposite Films to Extend the Shelf-Life of Chicken Breast Fillets. Food and Bioprocess
Technology, 9, 1661-1673. https://doi.org/10.1007/s11947-016-1745-7

Bahiraei, M., Naghibzadeh, S. M., & Jamshidmofid, M. (2017). Efficacy of an eco-friendly nanofluid
in a miniature heat exchanger regarding to arrangement of silver nanoparticles. Energy
Conversion and Management, 144, 224-234. https://doi.org/10.1016/j.enconman.2017.04.076

Barabadi, H., Vahidi, H., Damavandi Kamali, K., Rashedi, M., & Saravanan, M. (2020).
Antineoplastic Biogenic Silver Nanomaterials to Combat Cervical Cancer: A Novel Approach
in  Cancer  Therapeutics. Journal  of  Cluster  Science, 31, 659-672.
https://doi.org/10.1007/S10876-019-01697-3/FIGURES/1

Barros, H. E. A. de, Natarelli, C. V. L., Carvalho Tavares, I. M. de, Oliveira, A. L. M. de, Araujo, A.
B. S., Pereira, J., et al. (2020). Nutritional Clustering of Cookies Developed with Cocoa Shell,
Soy, and Green Banana Flours Using Exploratory Methods. Food and Bioprocess Technology,
13, 1566-1578. https://doi.org/10.1007/S11947-020-02495-W/FIGURES/3

Batista, N. N., Andrade, D. P. de, Ramos, C. L., Dias, D. R., & Schwan, R. F. (2016). Antioxidant
capacity of cocoa beans and chocolate assessed by FTIR. Food Research International, 90, 313—
319. https://doi.org/10.1016/J.FOODRES.2016.10.028

Becaro, A. A., Puti, F. C., Panosso, A. R., Gern, J. C., Branddo, H. M., Correa, D. S., & Ferreira, M.
D. (2016). Postharvest quality of fresh-cut carrots packaged in plastic films containing silver
nanoparticles. Food and Bioprocess Technology, 9, 637-649. https://doi.org/10.1007/s11947-
015-1656-z

Bhaduri, G. A., Little, R., Khomane, R. B., & Lokhande, S. U. (2013). Green synthesis of silver
nanoparticles using sunlight. Journal of Photochemistry and Photobiology A : Chemistry, 258,
1-9. https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2013.02.015

Bilal, M., Rasheed, T., Igbal, H. M. N., Hu, H., & Zhang, X. (2017a). Silver nanoparticles:
biosynthesis and antimicrobial potentialities. International Journal of Pharmacology, 13, 832-
845. https://doi.org/10.3923/ijp.2017.832.845

Bilal, M., Rasheed, T., Igbal, H. M., Li, C., Hu, H., & Zhang, X. (2017b). Development of silver
nanoparticles loaded chitosan-alginate constructs with biomedical potentialities. International
journal of biological macromolecules, 105, 393-400.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.07.047

Boateng, 1.D. (2023). Mechanisms, Capabilities, Limitations, and Economic Stability Outlook for
Extracting Phenolics from Agro-byproducts Using Emerging Thermal Extraction Technologies

71


http://dx.doi.org/10.3923/ijp.2017.832.845

and Their Combinative Effects. Food and Bioprocess Technology,
https://doi.org/10.1007/s11947-023-03171-5

Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., & Berset, C. (1995). Use of a free radical method to evaluate
antioxidant  activity. LWT - Food Science and Technology, 28, 25-30.
https://doi.org/10.1016/S0023-6438(95)80008-5

Carrillo-Gonzalez, R., Martinez-Gomez, M. A., Gonzalez-Chavez, M. del C. A., & Mendoza
Hernandez, J. C. (2016). Inhibition of microorganisms involved in deterioration of an
archaeological site by silver nanoparticles produced by a green synthesis method. Science of The
Total Environment, 565, 872-881. https://doi.org/10.1016/J.SCITOTENV.2016.02.110

Castoldi, R., Bracht, A., de Morais, G. R., Baesso, M. L., Correa, R. C. G., Peralta, R. A, etal. (2014).
Biological pretreatment of Eucalyptus grandis sawdust with white-rot fungi: Study of
degradation patterns and saccharification kinetics. Chemical Engineering Journal, 258, 240—
246. https://doi.org/10.1016/j.cej.2014.07.090

Chen,H.T., Lee, D., & Linic, S. (2023). Formation of Mixed Bimetallic Nanoparticles of Immiscible
Metals through Plasma-Induced Reduction of Precursors in Solutions: A Case Study of Ag—Pt
Alloy Nanoparticles. Chemistry of Materials, 35, 6557-6565.
https://doi.org/10.1021/acs.chemmater.3c01745

Dakal, T. C., Kumar, A., Majumdar, R. S., & Yadav, V. (2016). Mechanistic Basis of Antimicrobial
Actions of  Silver  Nanoparticles.  Frontiers in  Microbiology, 7, 1831.
https://doi.org/10.3389/FMICB.2016.01831

Deshmukh, RK, Kumar, P., Tanwar, R., & Gaikwad, K. K. (2022). Antimicrobial and Antioxidant
Nanocomposite Film Impregnated with Titania Nanoparticles and Bael Shell Extract. Food and
Bioprocess Technology, 15, 2839-2853. https://doi.org/10.1007/s11947-022-02922-0

Doostmohammadi, A., Monshi, A., Salehi, R., Fathi, M. H., Golniya, Z., & Daniels, A. U (2011).
Bioactive glass nanoparticles with negative zeta potential. Ceramics International, 37, 2311-
2316. https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2011.03.026

Elamawi, R. M., Al-Harbi, R. E., & Hendi, A. A. (2018). Biosynthesis and characterization of silver
nanoparticles using Trichoderma longibrachiatum and their effect on phytopathogenic fungi.
Egyptian journal of biological pest control, 28, 1-11. https://doi.org/10.1186/s41938-018-0028-
1

Gomathi, A. C., Xavier Rajarathinam, S. R., Mohammed Sadig, A., & Rajeshkumar, S. (2019).
Anticancer activity of silver nanoparticles synthesized using aqueous fruit shell extract of
Tamarindus indica on MCF-7 human breast cancer cell line. Journal of Drug Delivery Science
and Technology, 55, 101376. https://doi.org/10.1016/j.jddst.2019.101376

Goya, L., Kongor, J. E., & Pascual-Teresa, S. de. (2022). From Cocoa to Chocolate: Effect of
Processing on Flavanols and Methylxanthines and Their Mechanisms of Action. International
Journal of Molecular Sciences, 23, 14365. https://doi.org/10.3390/1JMS232214365

Hemlata, Meena, P. R., Singh, A. P., & Tejavath, K. K. (2020). Biosynthesis of Silver Nanoparticles
Using Cucumis prophetarum Aqueous Leaf Extract and Their Antibacterial and
Antiproliferative Activity against Cancer Cell Lines. ACS Omega, 5, 5520-5528.
https://doi.org/10.1021/ACSOMEGA.0C00155/ASSET/IMAGES/MEDIUM/AO0C00155_MO
03.GIF

72



Huang, Y., Wang, L., Chao, Y., Nawawi, D. S., Akiyama, T., Yokoyama, T., & Matsumoto, Y.
(2012). Analysis of Lignin Aromatic Structure in Wood Based on the IR Spectrum. Journal of
Wood Chemistry and Technology, 32, 294-303. https://doi.org/10.1080/02773813.2012.666316

Ibrahim, H. M. M. (2015). Green synthesis and characterization of silver nanoparticles using banana
peel extract and their antimicrobial activity against representative microorganisms. Journal of
Radiation Research and Applied Sciences, 8, 265-275.
https://doi.org/10.1016/j.jrras.2015.01.007

Jayaprakash, N., Vijaya, J. J., Kaviyarasu, K., Kombaiah, K., Kennedy, L. J., Ramalingam, R. J., et
al. (2017). Green synthesis of Ag nanoparticles using Tamarind fruit extract for the antibacterial
studies. Journal of Photochemistry & Photobiology, B: Biology, 169, 178-185.
https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2017.03.013

Jokar, M., Rahman, R. A., Ibrahim, N. A., Abdullah, L. C., & Tan, C. P. (2012). Melt production and
antimicrobial efficiency of low-density polyethylene (LDPE)-silver nanocomposite film. Food
and bioprocess technology, 5, 719-728. https://doi.org/10.1007/s11947-010-0329-1

Kotakadi, V. S., Gaddam, S. A., Venkata, S. K., Sarma, P. V. G. K., & Sai Gopal, D. V. R. (2016).
Biofabrication and spectral characterization of silver nanoparticles and their cytotoxic studies
on human CD34+ ve stem cells. 3 Biotech, 6, 1-11. https://doi.org/10.1007/s13205-016-0532-5

Kumar, B., Smita, K., Cumbal, L., & Debut, A. (2017). Green synthesis of silver nanoparticles using
Andean blackberry fruit extract. Saudi Journal of Biological Sciences, 24, 45-50.
https://doi.org/10.1016/j.5jbs.2015.09.006

Lago, R. C. do, Zitha, E. Z. M., Oliveira, A. L. M. de, Abreu, D. J. M. de, Carvalho, E. E. N., Piccoli,
R. H., et al. (2023). Effect of coating with co-product-based bionanocomposites on the quality
of strawberries under refrigerated storage. Scientia Horticulturae, 309, 111668.
https://doi.org/10.1016/J.SCIENTA.2022.111668

Lampg¢, 1., Beke, D., Biri, S., Csarnovics, 1., Csik, A., Dombradi, Z., Hajdu, P., Hegedds, V., Racz,
R., Varga, 1., & Hegedis, C. (2019). Investigation of silver nanoparticles on titanium surface
created by ion implantation technology. International journal of nanomedicine, 14, 4709-4721.
https://doi.org/10.2147/1JN.S197782

Lecumberri, E., Mateos, R., Izquierdo-Pulido, M., Rupérez, P., Goya, L., & Bravo, L. (2007). Dietary
fibre composition, antioxidant capacity and physico-chemical properties of a fibre-rich product
from cocoa  (Theobroma cacao L.. Food Chemistry, 104, 948-954.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2006.12.054

Lessa, O. A., de Carvalho Tavares, I. M., Souza, L. O., Tienne, L. G. P., Dias, M. C., Tonoli, G. H.
D., et al. (2021). New biodegradable film produced from cocoa shell nanofibrils containing
bioactive compounds. Journal of Coatings Technology and Research, 18, 1613-1624.
https://doi.org/10.1007/S11998-021-00519-4/FIGURES/8

Lessa, O. A, Reis, N. dos S, Leite, S. G. F., Gutarra, M. L. E., Souza, A. O., Gualberto, S. A., et al.
(2018). Effect of the solid state fermentation of cocoa shell on the secondary metabolites,
antioxidant activity, and fatty acids. Food Science and Biotechnology, 27, 107-113.
https://doi.org/10.1007/s10068-017-0196-x

Li, D., Liu, Z., Yuan, Y., Liu, Y., & Niu, F. (2015). Green synthesis of gallic acid-coated silver
nanoparticles with high antimicrobial activity and low cytotoxicity to normal cells. Process

73


https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2017.03.013

Biochemistry, 50, 357—-366. https://doi.org/10.1016/j.procbio.2015.01.002

Liu, J., Xiao, Y., Wang, Y., Qin, X,, Tan, S., Wang, W., Lou, L., Wu, Z., Aihaiti, A., Ma, C., & Liu,
Y. (2023). The Inhibition Effect and Mechanism of Nano Magnesium Peroxide Against
Spoilage Fungi Emerging in Hami Melon. Food and Bioprocess Technology, 16, 2027—-2038.
https://doi.org/10.1007/s11947-023-03052-x

Liu, P., Zhou, R., Yin, T., Wang, Q., Guo, Z., Qiwen, T., Bilal, M., He, S., Zhu, X & Shi, H. (2020).
Novel bio-fabrication of silver nanoparticles using the cell-free extract of Lysinibacillus
fusiformis sp. and their potent activity against pathogenic fungi. Materials Research Express, 6,
1250f2. https://doi.org/10.1088/2053-1591/ab664a

Malik, G.K., & Mitra, J. (2021). Zinc Oxide Nanoparticle Synthesis, Characterization, and Their
Effect on Mechanical, Barrier, and Optical Properties of HPMC-Based Edible Film. Food and
Bioprocess Technology, 14, 441-456. https://doi.org/10.1007/s11947-020-02566-y

Marco, G. J. (1968). A rapid method for evaluation of antioxidants. Journal of the American Oil
Chemists’ Society, 45, 594-598. https://doi.org/10.1007/BF02668958

Martinez, R., Torres, P., Meneses, M. A., Figueroa, J. G., Pérez-Alvarez, J. A., & Viuda-Martos, M.
(2012). Chemical, technological and in vitro antioxidant properties of cocoa (Theobroma cacao
L.) co-products. Food Research International, 49, 39-45.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2012.08.005

Mathew, S., S, S., Mathew, J., & Radhakrishnan, E. K. (2019). Biodegradable and active
nanocomposite pouches reinforced with silver nanoparticles for improved packaging of chicken
sausages. Food Packaging and Shelf Life, 19, 155-166.
https://doi.org/10.1016/j.fpsl.2018.12.009

Medina, M. B. (2011). Determination of the total phenolics in juices and superfruits by a novel
chemical method. Journal of Functional Foods, 3, 79-87.
https://doi.org/10.1016/J.JFF.2011.02.007

Meng, X., Zhang, M. & Adhikari, B. (2014). The Effects of Ultrasound Treatment and Nano-zinc
Oxide Coating on the Physiological Activities of Fresh-Cut Kiwifruit. Food and Bioprocess
Technology, 7, 126-132. https://doi.org/10.1007/s11947-013-1081-0

Meulebroeck, W., Patin, M., Nys, K., & Thienpont, H. (2023). Using absorption spectroscopy as a
non-destructive tool for the study of silver-staining in glass: An operational flowchart to assign
the technology parameters. Journal of Non-Crystalline Solids, 602, 122066.
https://doi.org/10.1016/J.JNONCRYSOL.2022.122066

Munir, H., Mumtaz, A., Rashid, R., Najeeb, J., Zubair, M. T., Munir, S., Bilal, M. & Cheng, H.
(2020). Eucalyptus camaldulensis gum as a green matrix to fabrication of zinc and silver
nanoparticles: Characterization and novel prospects as antimicrobial and dye-degrading agents.
Journal of Materials Research and Technology, 9, 15513-15524.
https://doi.org/10.1016/j.jmrt.2020.11.026

Nandiyanto, A. B. D., Oktiani, R., & Ragadhita, R. (2019). How to Read and Interpret FTIR
Spectroscope of Organic Material. Indonesian Journal of Science and Technology, 4, 97.
https://doi.org/10.17509/ijost.v4i1.15806

Nasretdinova, G. R., Fazleeva, R. R., Mukhitova, R. K., Nizameev, I. R., Kadirov, M. K., Ziganshina,

74


https://doi.org/10.1016/j.procbio.2015.01.002
https://doi.org/10.1016/J.JNONCRYSOL.2022.122066

A. Y., & Yanilkin, V. V. (2015). Electrochemistry Communications Electrochemical synthesis
of silver nanoparticles in solution. Electrochemistry Communications, 50, 69-72.
https://doi.org/10.1016/j.elecom.2014.11.016

NCCLS (Natiomal Committee for Clinical Laboratory Standards). (2019). Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing (29th ed.). Wayne, PA: Clinical ans Laboratory Standards
Institute.

Nga, N. T. A., Raghavendra, V. B., Sindhu, R., Alshiekheid, M., Sabour, A., Krishnan, R., et al.
(2022). Green fabrication of silver nanoparticles using Chloroxylon swietenia leaves and their
application towards dye degradation and food borne pathogens. Food and Chemical Toxicology,
165, 113192. https://doi.org/10.1016/J.FCT.2022.113192

Njiemou, A. F. T., Gbambie, A. P., Fannang, S. V., Manaoda, A. V., Gvilava, V., SpieB, A., et al.
(2022). Antimicrobial Properties of Strychnos phaeotricha (Loganiaceae) Liana Bark Secondary
Metabolites at the Interface of Nanosilver Particles and Nanoencapsulation by Chitosan
Transport Vehicles. Journal of Nanomaterials, 2022. https://doi.org/10.1155/2022/3491267

Ortiz-Duarte, G., Martinez-Hernandez, G.B., Casillas-Pefiuelas, R., & Pérez-Cabrera, L. E. (2021).
Evaluation of Biopolymer Films Containing Silver—Chitosan Nanocomposites. Food and
Bioprocess Technology, 14, 492-504. https://doi.org/10.1007/s11947-021-02585-3

Pagliari, S., Celano, R., Rastrelli, L., Sacco, E., Arlati, F., Labra, M., & Campone, L. (2022).
Extraction of methylxanthines by pressurized hot water extraction from cocoa shell by-product
as natural source of functional ingredient. LWT, 170, 114115.
https://doi.org/10.1016/J.LWT.2022.114115

Palithya, S., Gaddam, S. A., Kotakadi, V. S., Penchalaneni, J., Golla, N., Krishna, S. B. N., & Naidu,
C. V. (2022). Green synthesis of silver nanoparticles using flower extracts of Aerva lanata and
their biomedical applications. Particulate Science and Technology, 40, 84-96.
https://doi.org/10.1080/02726351.2021.1919259

Pandey, S., De Klerk, C., Kim, J., Kang, M., & Fosso-Kankeu, E. (2020). Eco Friendly Approach for
Synthesis, Characterization and Biological Activities of Milk Protein Stabilized Silver
Nanoparticles. Polymers, 12, 1418. https://doi.org/10.3390/polym12061418

Pate, K., & Safier, P. (2022). Chemical metrology methods for CMP quality. In Advances in chemical
mechanical planarization (CMP) (pp. 355-383). Woodhead Publishing.

Patel, A., Shah, N., Ambalam, P., PRAJAPATI, J B., Holst, O., Ljungh, A. (2013). Antimicrobial
Profile of Lactic Acid Bacteria Isolated from Vegetables and Indigenous Fermented Foods of
India against Clinical Pathogens Using Microdilution Method. Biomedical and Environmental
Sciences, 26, 759-764. https://doi.org/10.3967/0895-3988.2013.09.007

Phongtongpasuk, S., Poadang, S., & Yongvanich, N. (2016). Environmental-friendly method for
synthesis of silver nanoparticles from dragon fruit peel extract and their antibacterial activities.
Energy Procedia, 89, 239-247. https://doi.org/10.1016/j.egypro.2016.05.031

Prieto, P., Pineda, M., & Aguilar, M. (1999). Spectrophotometric quantitation of antioxidant capacity
through the formation of a phosphomolybdenum complex: specific application to the
determination of  vitamin E. Analytical biochemistry, 269, 337-341.
https://doi.org/10.1006/abi0.1999.4019

75


https://doi.org/10.1016/j.elecom.2014.11.016

Qing, A. W., Chen, K., Wang, Y., Liu, X., & Lu, M. (2017). Green synthesis of silver nanoparticles
by waste tea extract and degradation of organic dye in the absence and presence of H 2 O 2.
Applied Surface Science, 423, 1019-1024. https://doi.org/10.1016/j.apsusc.2017.07.007

Raja, S., Ramesh, V., & Thivaharan, V. (2017). Green biosynthesis of silver nanoparticles using
Calliandra haematocephala leaf extract, their antibacterial activity and hydrogen peroxide
sensing capability. Arabian journal of chemistry, 10, 253-261.
https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2015.06.023

Rasheed, T., Bilal, M., Igbal, H. M. N., & Li, C. (2017). Green biosynthesis of silver nanoparticles
using leaves extract of Artemisia vulgaris and their potential biomedical applications. Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces, 158, 408-415. https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2017.07.020

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., & Rice-Evans, C. (1998). Antioxidant
activity applying an improved ABTS radical cation decolorization assay. Free Radical Biology
and Medicine, 26, 1231-1237.

Ruiz-baltazar, A. D. J., Reyes-l6pez, S. Y., Larrafiaga, D., Estévez, M., & Pérez, R. (2017). Green
synthesis of silver nanoparticles using a Melissa officinalis leaf extract with antibacterial
properties. Results in Physics, 7, 2639—-2643. https://doi.org/10.1016/j.rinp.2017.07.044

Sahraee, S., Ghanbarzadeh, B., Milani, J.M., & Hamishehkar, H. (2017). Development of Gelatin
Bionanocomposite Films Containing Chitin and ZnO Nanoparticles. Food and Bioprocess
Technology, 10, 1441-1453. https://doi.org/10.1007/s11947-017-1907-2

Santos, I. A., Batista, A. S., Conceicdo, D. G., Porfirio, M. C. P., Santos, L. S., & Ferrdo, S. P. B.
(2022). Determining the Authenticity of Cocoa Solid in Chocolates Using Chemical Markers,
Antioxidant Activity, and Multivariate Analysis. Food Analytical Methods, 15, 2558-2565.
https://doi.org/10.1007/S12161-022-02316-0/FIGURES/2

Saravanan, M., Barabadi, H., Ramachandran, B., Venkatraman, G., & Ponmurugan, K. (2019).
Emerging plant-based anti-cancer green nanomaterials in present scenario. Comprehensive
Analytical Chemistry, 87, 291-318. https://doi.org/10.1016/BS.COAC.2019.09.001

Scatolino, M. V., Dias, M. C., Silva, D. W., Bufalino, L., Martins, M. A., Piccoli, R. H., et al. (2019).
Tannin-stabilized silver nanoparticles and citric acid added associated to cellulose nanofibrils:
effect on film antimicrobial properties. SN  Applied Sciences, 1, 1-9.
https://doi.org/10.1007/S42452-019-1289-3/FIGURES/7

Siddique, M. H., Aslam, B., Imran, M., Ashraf, A., Nadeem, H., Hayat, S., et al. (2020). Effect of
Silver Nanoparticles on Biofilm Formation and EPS Production of Multidrug-Resistant
Klebsiella pneumoniae. BioMed Research International, 2020, 1-9
https://doi.org/10.1155/2020/6398165

Sokmen, M., Alomar, S. Y., Albay, C., & Serdar, G. (2017). Microwave assisted production of silver
nanoparticles using green tea extracts. Journal of Alloys and Compounds, 725, 190-198.
https://doi.org/10.1016/j.jallcom.2017.07.094

Soto, K. M., Quezada-Cervantes, C. T., Hernandez-lturriaga, M., Luna-Barcenas, G., Vazquez-
Duhalt, R., & Mendoza, S. (2019). Fruit peels waste for the green synthesis of silver
nanoparticles with antimicrobial activity against foodborne pathogens. Lwt, 103, 293-300.
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2019.01.023

76



Souri, P., Emamifar, A. & Davati, N. (2023). Physical and Antimicrobial Properties of Nano-ZnO-
loaded Nanoliposomes Prepared by Thin Layer Hydration-Sonication and Heating Methods.
Food and Bioprocess Technology, 16, 1822—-1836. https://doi.org/10.1007/s11947-023-03032-
1

Souza, R. C de., de Moraes, J.O., Haberbeck, L.U., Aradjo, P. H. H., Ribeiro,D. H. B., & Carciofi, B.
A. M. (2021). Antibacterial Activity of Low-Density Polyethylene and Low-Density
Polyethylene-co-maleic Anhydride Films Incorporated with ZnO Nanoparticles. Food and
Bioprocess Technology, 14, 1872—-1884. https://doi.org/10.1007/s11947-021-02684-1

Vasquez, Z. S., Carvalho, D. P. De, Pereira, G. V. M., Vandenberghe, L. P. S., Oliveira, P. Z. De,
Tiburcio, P. B., et al. (2019). Biotechnological approaches for cocoa waste management : A
review. Waste Management, 90, 72-83. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2019.04.030

Vieira, A. C. F., Matos Fonseca, J. de, Menezes, N. M. C., Monteiro, A. R., & Valencia, G. A. (2020).
Active coatings based on hydroxypropyl methylcellulose and silver nanoparticles to extend the
papaya (Carica papaya L.) shelf life. International Journal of Biological Macromolecules, 164,
489-498. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.07.130

Vijaya, J. J., Jayaprakash, N., Kombaiah, K., Kaviyarasu, K., Kennedy, L. J., Ramalingam, R. J., et
al. (2017). Bioreduction potentials of dried root of Zingiber officinale for a simple green
synthesis of silver nanoparticles: Antibacterial studies. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 177, 62—68. https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2017.10.007

Wang, H., Jiang, Y., Zhang, Y., Zhang, Z., Yang, X., Ali, M. A,, et al. (2018). Silver nanoparticles:
A novel antibacterial agent for control of Cronobacter sakazakii. Journal of Dairy Science, 101,
10775-10791. https://doi.org/10.3168/JDS.2018-15258

Zhang, L., Wei, Y., Wang, H., Wu, F., Zhao, Y., Liu, X., Wu, H., Wang , L & Su, H. (2020). Green
synthesis of silver nanoparticles using mushroom Flammulina velutipes Extract and their
antibacterial activity against aquatic pathogens. Food and Bioprocess Technology, 13, 1908-
1917. https://doi.org/10.1007/s11947-020-02533-7

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 ¢) 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).

Time Concentration of
Experiment Temperature (°C) DLS (nm)
(minutes) AgNO3 (M)
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 hean shell extract.

Determinations

Cocoa shell extract (mg.100 mL™1)

TPC
IBC
Gallic acid
Theobromine
Catechin
Chlorogenic acid
Caffeic acid
Syringic acid
p-Coumaric acid
0-Coumaric acid

Resveratrol

353.13 +0.67

1.72+0.14
174.50+0.24
1.62+0.37
0.15+0.00
28.02+2.47
0.35+0.03
0.15+0.03
0.25+0.03
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 B-carotene/linoleic acid system.

Determinations

Cocoa bean shell extract

DPPH [ECso(pg.mL)]
ABTS [ECso(ng.mL )]
Phosphomolybdenum (mg.mL

[-carotene/linoleic acid (% protection)

18.56+0.61

25.52+2.98
2.04+0.18

87.26+4.61

82



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

Inhibition halo (mm)

MIC (pg.mL7)
AgNPs Extract
Escherichia coli (ATCC 25922) 31.25+0.008 13.10 £0.20*  9.01+0.29°
Listeria monocytogenes (ATCC 19117) 125+0.00°¢ 12.51+0.234» *
Staphylococcus aureus (ATCC 22923) 31.25+0.008 11.61+0.63A8 *
Salmonella enteritidis (564) 31.25+0.008 10.03+0.88¢B *
Cronobacter sakazakii (ATCC 29004) 15.62+0.00 8.44+0.86¢ *
Klebsiella pneumoniae (ATCC 18883) 15.62+0.004 7.94+1.39¢€ *

* 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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CAPITULO 111

Artigo 2: Propriedades mecanicas, reologicas, opticas, antifungicas e de barreira em
bionanocompositos de amido refor¢ados com nanocelulose e funcionalizados com AgNPs da

casca da améndoa do cacau

Artigo elaborado segundo as normas da revista Carbohydrate Polymers — ISSN: 1879-1344
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Resumo

Neste estudo, foi explorada a sinergia entre nanoparticulas de prata (AgNPs), celulose nanofibrilada
(NFC) de eucalipto e amido de mandioca com o0 objetivo de criar bionanocompdsitos com
propriedades excepcionais para embalagens sustentaveis e antifungicas. A influéncia da adicéo de
AgNPs obtidas por sintese verde a partir da casca da améndoa do cacau e diferentes concentracGes
de NFC foram investigadas. As propriedades morfoldgicas (microscopia eletrénica de varredura e
microscopia de forca atbmica), opticas (L*, C*, °hue e opacidade), quimicas (espectroscopia no
infravermelho médio), mecénicas (forca de puncdo, resisténcia a tracdo e mddulo de Young),
reoldgicas (curva de fluxo e varreduras de frequéncia, deformacao e tensdo), além das propriedades
de barreira e hidrofilicidade (permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade, molhabilidade e angulo
de contato) bem como o efeito contra patdgenos fangicos (Botrytis cinerea, Penicillium expansum,
Colletotrichum musae e Fusarium semitectum) foram analisados. A analise morfolégica indicou
excelente interacdo entre os constituintes dos bionanocompdsitos. A adicdo méxima de NFC
aumentou a resisténcia a tragdo dos bionanocompositos em aproximadamente 283,93%, enquanto o
modulo de Young também apresentou um aumento significativo de 303,03%, indicando maior
rigidez. A permeabilidade ao vapor de agua foi reduzida em cerca de 47,89%. Os materiais
apresentaram carater hidrofilico, porém com baixa molhabilidade. Além disso, os bionanocompdsitos
apresentaram comportamento pseudoplastico e efeito inibidor contra patdgenos fungicos. Em
conclusdo, esses materiais promissores podem revolucionar embalagens, substituindo polimeros

derivados do petrdleo e valorizando residuos agroindustriais.

Palavras-chave: Sintese verde, filmes, sustentabilidade, Theobroma cacao L.
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1. Introdugéo

Polimeros biodegradaveis tém recebido crescente atencdo nas Ultimas décadas visando
minimizar os impactos ambientais associados ao uso de materiais derivados do petroleo, como
poluicdo e acumulo de microplasticos nos ecossistemas (Gamage et al., 2022; Kumar et al., 2023).
Entre os polimeros mais utilizados para a producdo de materiais biodegradaveis encontra-se o amido,
que se destaca por sua facilidade de obtencdo 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), tém se destacado na producédo de biopolimeros
devido a sua eficacia como materiais de base. Embora oferecam uma barreira eficaz contra gases
atmosféricos e sejam biodegradaveis, esses biopolimeros enfrentam limitagdes como baixa
resisténcia a tracdo e alta permeabilidade ao vapor de agua (Seligra et al., 2016; Lago et al., 2021). A
incorporacdo de materiais que possam melhorar esses aspectos se apresenta como uma solucdo
promissora para superar essas desvantagens.

A celulose nanofibrilada (NFC) em funcdo de suas caracteristicas intrinsecas apresenta-se
como um material capaz de conferir melhorias significativas as propriedades dos biopolimeros (Lago
et al., 2021). A NFC ¢ obtida por meio da quebra de estruturas celulésicas até a obtencdo de fibras
em escala nanometrica (Phanthong et al., 2018). Esses materiais oferecem alta area superficial (>100
m? g1), excelente resisténcia mecanica, estabilidade térmica e propriedades épticas desejaveis, que
contribuem para melhorar as propriedades mecanicas e de barreira de materiais a base de amido (Li
etal., 2022; Peter etal., 2022). Além disso, sdo materiais biodegradaveis e sdo considerados a segunda
geracdo de recursos renovaveis (Peter et al., 2022). Assim, a utilizacdo da NFC na preparacdo de
materiais € uma pratica que atende plenamente aos requisitos do conceito de sustentabilidade,
principalmente quando sdo obtidos a partir de fontes renovaveis, como a madeira do eucalipto
(Eucalyptus sp) (Lago et al., 2020; Souza et al., 2023). O eucalipto é uma espécie de rapido
crescimento e ampla adaptacgdo climatica, o que facilita sua producéo sustentavel e continua (Zhang
& Wang, 2021). Além disso, possui uma elevada concentracdo de celulose (40 a 50%), tornando-se
uma fonte abundante para a industria de biopolimeros (Souza et al., 2023).

Outro componente que pode adicionar propriedades de interesse aos polimeros biodegradaveis
sdo as nanoparticulas de prata (AgNPs). Essas particulas possuem comprovada a¢do antimicrobiana
mesmo em baixas concentrages contra um amplo espectro de microrganismos e sdo consideradas
seguras para aplicacbes em embalagens de alimentos (Mathew et al., 2019). As AgNPs podem ser
sintetizadas por diferentes métodos, sejam eles quimicos, fisicos ou biologicos (Gomathi et al., 2020).
Embora sejam os mais utilizados, os métodos quimicos e fisicos sdo onerosos, demorados,
prejudiciais ao meio ambiente e produzem uma quantidade consideravel de produtos secundarios

indesejaveis (Abreu et al., 2015; Mathew et al., 2019; Saedi et al., 2020). Diante disso, 0 método de
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sintese verde é incentivado pelo uso de solventes ndo toxicos, reducdo do consumo de energia e
emprego de matérias-primas renovaveis, contribuindo para praticas ambientalmente sustentaveis
(Salam et al., 2012; Glizel & Erdal, 2018). Para realizar a sintese verde € necessario um agente redutor
que promova a reducdo dos fons Ag* para Ag?% essa necessidade abre oportunidades para a
valorizacdo de residuos agroindustriais, que contém compostos redutores como os fendlicos e sdo
frequentemente descartados sem aproveitamento (Soto et al., 2019; Santos et al., 2023b). Nesse
contexto, destaca-se a casca da améndoa do cacau como um residuo comprovadamente rico em
compostos fendlicos (Lessa et al., 2018). Embora a sintese de AgNPs a partir da casca da améndoa
do cacau ja tenha sido previamente alcancada por Santos et al. (2023b) e testada com sucesso em
bactérias patogénicas de origem alimentar, a aplicacdo dessas AgNPs em bionanocompasitos para
explorar sua efetividade em meio polimérico ainda ndo foi investigada. Além disso, a eficacia dessas
AgNPs contra fungos, também nao foi explorada.

Estudos anteriores averiguaram o potencial de materiais hibridos contendo NFC e AgNPs e
obtiveram resultados promissores. Radwan et al. (2021) demonstraram que a adicdo de NFC a
criogéis de amido aumentou significativamente a resisténcia mecanica, enquanto a inclusao de AgNPs
proporcionou propriedades antimicrobianas eficazes. Martins et al. (2012) investigaram o uso de NFC
e AgNPs para a fabricacdo de papel a base de amido, encontrando aumento na resisténcia a tracéo e
a ruptura, além de uma excelente capacidade antimicrobiana. Yuan et al. (2021) estudaram
nanocompdsitos a base de amido contendo NFC e AgNPs, observando que a combinacdo dos dois
materiais resultou em uma barreira aprimorada contra o vapor de dgua e gases, além de propriedades
mecénicas aprimoradas e eficacia antimicrobiana. Esses resultados indicam um sinergismo entre NFC
e AgNPs, justificando seu emprego conjunto para superar as limitacdes dos materiais isolados.

Os bionanocompdsitos avaliados neste estudo se destacam por apresentarem em sua
composicdo materiais provenientes de fontes renovaveis e utilizarem um método sustentavel para a
obtencdo das AgNPs. Propomos, portanto, que a adicdo de AgNPs obtidas por sintese verde,
juntamente com a celulose nanofibrilada de eucalipto, resultara em bionanocompositos a base de
amido com propriedades mecanicas, de barreira, reoldgicas, Oéticas e antimicrobianas
significativamente melhoradas.

Diante do exposto, investigamos a influéncia da adi¢cdo de nanoparticulas de prata, obtidas por
sintese verde com a casca da améndoa do cacau, e de diferentes concentracGes de celulose
nanofibrilada de eucalipto nas propriedades de bionanocompdsitos a base de amido. Para isso, foram
avaliadas as propriedades morfologicas (microscopia eletrdnica de varredura e microscopia de forca
atdbmica), dpticas (L*, C*, °hue e opacidade), quimicas (espectroscopia no infravermelho médio),
mecanicas (forca de puncdo, resisténcia a tracdo e modulo de Young), reoldgicas (curva de fluxo e

varreduras de frequéncia, deformacéo e tenséo), além das propriedades de barreira e hidrofilicidade
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(permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade, molhabilidade e angulo de contato) bem como o
efeito contra patdgenos fungicos (Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Colletotrichum musae e

Fusarium semitectum).

2. Materiais e métodos
2.1 Sintese verde da nanoparticula de prata

A sintese verde foi realizada utilizando como agente redutor o extrato aquoso da casca da
améndoa do cacau (Theobroma cacao L.) fornecida por agroindustrias localizadas na cidade de Il1héus
(Bahia, Brasil). A obtencdo 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, Sdo 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 Producéo da celulose nanofibrilada de eucalipto

Polpas branqueadas de eucalipto (Eucalyptus sp.), fornecidas por uma inddstria nacional de
papel e celulose, foram inicialmente hidratadas a uma concentracéo de 2% (m/v) durante 48 h. Apos
a hidratagdo, as polpas foram homogeneizadas em um homogeneizador (Tecnal, Turratec 102,
Piracicaba, Brasil) a 8000 rpm por 1 h. Em seguida, procedeu-se a desfibrilacdo das suspensoes,
realizando 5 passagens em microfibrilador (Masuko Sangyo, MKGAG6-80, Kawaguchi, Japdo). Este
processo resultou na obtencdo do gel de celulose nanofibrilada (NFC), que foi armazenado a 4 £ 2
°C.

2.3 Preparo dos bionanocompdsitos

Filmes a base de fécula de mandioca (Amafil, Brasil) com diferentes porcentagens de adicao
de NFC foram obtidos pelo método casting baseado na formulacdo proposta por Guimardes et al.
(2015). Uma solugdo de fécula de mandioca a 3% (m/v) em &gua destilada, previamente hidratada
por 24 h, foi submetida a gelatinizacdo a 80 °C por 20 minutos sob agitagdo de 750 rpm. Sorbitol
(30% em relagdo a massa de amido) foi adicionado a solucdo antes da gelatinizacdo, como
plastificante. Diferentes concentragdes (m/m) de NFC (0%, 10%, 20%, 30% e 50%), em relacdo a
massa final dos bionanocompositos, foram adicionadas a solucdo gelatinizada. Posteriormente as
AgNPs foram incorporadas as solucdes resultantes até uma concentracdo de 0,075 mg L de prata.
Esse valor foi escolhido considerando o limite maximo de 0,1 mg L de prata livre que pode ser
tolerado, sem riscos a saude humana, em agua potavel segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2003). Apos a adicdo da NFC e das AgNPs, as solucdes foram agitadas manualmente até
alcancarem a homogeneizacdo. Em seguida, aproximadamente 40 g da solugdo filmogénica foram

despejados em placas de acrilico e secos em estufa com circulacdo de ar (Tecnal, TE-319, Piracicaba,
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Brasil) a 40 £ 2 °C por 24 h. Apds esse periodo os bionanocompdsitos foram retirados das placas e

armazenados em sacos de polietileno a temperatura ambiente (25 + 2 °C), até a realizacdo das analises.

2.4 Caracterizacdo dos bionanocompdsitos
2.4.1 Morfologia

A morfologia dos bionanocompositos foi avaliada por meio da Microscopia Eletronica de
Varredura com Emisséo de Campo (MEV-FEG) e da Microscopia de Forga Atdomica (AFM). A MEV-
FEG foi realizada em microscopio eletrénico de varredura com emissdo de campo (Tescan, CLARA,
Brno, Repulblica Tcheca) operando a uma tensdo de aceleragdo de 20 kV. Amostras com
aproximadamente 0,5 cm? foram fixados em suportes com fitas adesivas de dupla face e
posteriormente metalizadas em evaporador de ouro (Baltec, SCD 050, Balzers, Liechtenstein). As
micrografias eletrénicas foram realizadas com ampliagdo de 1000x.

A AFM foi realizada utilizando um microscépio de forca atdmica (Nanosurf, FlexAFM,
Liestal, Suica). O teste foi efetuado em modo de forca dindmica a temperatura ambiente (25 + 2°C),
com uma velocidade de varredura de 2 segundos por linha e 256 pontos por linha. Foram utilizadas
pontas de silicio com um raio nominal de 10 nm e uma constante elastica de 48 N m*. O ensaio
analisou regides de 60 x 60 um de area. As imagens obtidas foram analisadas pelo software Gwyddion
(Republica Tcheca) para obter a rugosidade média da superficie (Ra) nas regides exploradas (Necas
& Klapetek, 2012).

2.4.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR) dos
bionanocompositos foi realizada no modo de transmitancia (%) utilizando um espectrometro FTIR
(Bruker, Vertex 70v, Ettlingen, Alemanha) acoplando com acessério de reflexdo total atenuada
(ATR) (Bruker, ATR Platinum, Ettlingen, Alemanha). As amostras foram colocadas no suporte do
ATR e pressionadas contra o cristal pelo sensor de medicao. Os espectros foram adquiridos realizando

32 varreduras na faixa espectral de 4000 a 400 cm* com uma resolucéo espectral de 4 cm™.

2.4.3 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas foram determinadas em um texturdmetro (Stable Micro Systems,
TA.TX2i, Godalming, Inglaterra), com base na metodologia da American Society for Testing and
Material - D882-00 (ASTM, 2002), com adaptagdes propostas por Lago et al. (2021).

Para os ensaios de tracdo, 0s corpos de prova foram cortados nas dimensdes de 25 x 100 mm
e ajustados as garras pneumaticas (A/TG) do equipamento. A distancia entre as garras foi de 50 mm
e a velocidade de tracdo de 0,8 mm st. Os parametros determinados foram resisténcia a tracdo (MPa)
e modulo de Young (MPa). Para o ensaio de puncgdo, os corpos de prova foram cortados nas

dimensoes de 30 x 30 mm e ajustados ao suporte para a sonda (p/S5) de 5 mm de &rea de contato com
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a amostra. A distancia entre a sonda e o corpo de prova foi ajustada manualmente e a velocidade do

teste foi de 0,8 mm s~ %, por meio da qual foi determinado o parametro de forca de puncéo (N).

2.4.4 Propriedades de barreira e hidrofilicidade

As propriedades de barreira e a hidrofilicidade dos bionanocompasitos foram avaliadas por
meio das analises de permeabilidade ao vapor de agua (PVA), solubilidade em &gua, angulo de
contato e molhabilidade.

As medidas de taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua dos filmes seguiram a adaptacdo do
método padrdo ASTM (2016), utilizado por Santos et al. (2023a). Amostras com 16 mm de diametro
foram acopladas a células de permeacao preenchidas com silica. 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 solucdo salina saturada foi produzido com base na ASTM
(2002). Uma curva de calibracdo foi construida considerando o ganho de peso da silica ao longo do
tempo de avaliagdo. Foi calculada a taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA), de acordo com
a Eq. (1), sendo a taxa de transmissdo de vapor de agua do filme biodegradavel determinada a partir
da inclinacdo do grafico de variacdo de peso do frasco em funcdo do tempo. A permeabilidade ao

vapor de agua (PVA) foi calculada usando a Eg. (2).

TPVA (g m2dia?) = %a @
Onde: ca é o coeficiente angular da equacéo reta (regressdo linear) e A é a area de permeacédo (m?).

TPVA. E 2
zva. 8 @

PVA (g mm kPa! diat m?) =
Onde: E ¢ a espessura da amostra (mm) e Ap € a pressao de saturacao do vapor na temperatura de
teste (kPa).

A solubilidade em agua foi avaliada pelo método gravimétrico proposto por Gontard et al.
(1994). Amostras dos bionanocompdsitos com 2 c¢cm? de didmetro foram secas em estufa com
circulacdo forcada de ar (Tecnal, TE-319, Piracicaba, Brasil) a 55 °C até peso constante. Apds esse
procedimento, os bionanocompositos foram imersos em um recipiente contendo 30 mL de agua
destilada e incubados a 25 + 2 °C e 50 rpm durante 24 h. As suspensdes resultantes foram filtradas e
0s materiais ndo solubilizados secos em estufa com circulagdo forcada de ar (Tecnal, TE-319,
Piracicaba, Brasil) a 105 °C por 24 h e posteriormente pesados. A solubilidade foi calculada de acordo

com a Eqg. (3) e expressa em porcentagem.
PI — PF
S(%) = (T) * 100 3)

Onde: S (%) é a solubilidade dada em porcentagem, Pl é a massa inicial do material seco e PF

€ a massa final massa do material seco ndo solubilizado.
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O angulo de contato e a molhabilidade dos bionanocompoésitos foram medidos em um
gonidmetro (Kruss, DSA25, Hamburgo, Alemanha), com aquisi¢ao de imagens e medic¢ao dos valores
por meio do software Advanced (Kruss, Alemanha). Amostras dos materiais com dimensoes de 2,5
cm x 1,0 cm foram utilizadas para os testes. Uma gota de agua foi aplicada sobre as amostras e 0s
valores dos angulos 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 angulo de contato.
As leituras foram realizadas em triplicata em trés regides distintas de cada repeticdo. A molhabilidade
foi calculada de acordo com a Eq. (4) conforme a ASTM D 724-99 (ASTM D 724-99, 2003).

A—a
Molhabilidade (°s-1)=( = ) (4)

Onde: A ¢é o valor medio do angulo de contato em 5 s; a é 0 valor médio do angulo de contato

em 60 s; e 55 € o tempo entre as medicdes.

2.4.5 Propriedades oticas e espessura

Coloracdo e opacidade foram avaliadas em colorimetro (Konica Minolta®, Chroma Meter
CR-400, Toquio, Japdo), sendo os resultados expressos pelo sistema de cores CIE LCh, onde L*
representa a claridade, C* a cromaticidade e °hue (angulo hue) a tonalidade. A espessura foi obtida
por meio de um micrometro digital (Mitutoyo®, H-2780, Kawasaki, Japdo) com resultados expressos

em mm.

2.4.6 Analises reologicas

As curvas de fluxo, varreduras de frequéncia, de deformacéo e de tensdo foram determinadas
em um redmetro (Anton Paar, MCR 102e, Graz, Austria) com sistema de medicao de placas paralelas
(PP50 SN102090, D = 49,965; Gap = 1,0 mm). Estas determina¢fes foram realizadas nas solugdes
filmogénicas que deram origem aos bionanocompaésitos.

As curvas de fluxo foram obtidas a 25 °C, utilizando trés rampas continuas (crescente,
decrescente e crescente) com uma taxa de deformacdo variando de 0 a 300 s, durante 2,5 minutos
para cada curva. O modelo da Lei da Poténcia (Eq. 5), foi ajustado aos dados experimentais da
segunda curva crescente, que representa o fluxo em estado estacionario (Steffe, 1996). A viscosidade
aparente foi obtida a 100 s, que corresponde a taxa de deformacéo associada a processos industriais
de bombeamento e agitagdo (McClements, 2004).

c=Ky" ®)

Onde: c é a tensdo de cisalhamento em (Pa), vy é a taxa de deformacéo (s*), K é o indice de
consisténcia (Pa-s"), e n é o indice de comportamento (adimensional).

O ajuste do modelo foi avaliado por meio do coeficiente de determinacdo (R?) e da raiz
quadrada do erro médio quadratico (RMSE).
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A varredura de frequéncia foi realizada em uma faixa de 0,1 a 100 rad s e em varias tensdes
de cisalhamento adequadas na regido viscoelastica linear. As varreduras de deformacdo e tensdo
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 Aplicagdo dos bionanocompositos em fungos

A atividade antifungica foi avaliada por meio do método de disco-difusdo em agar conforme
descrito na norma CLSI M44 (2003), com adaptacdes. Foram utilizados isolados de Botrytis cinerea,
Penicillium expansum, Colletotrichum musae e Fusarium semitectum pertencentes a colecdo 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. Apds esse periodo,
as suspensoes das células dos microrganismos foram diluidas em &gua peptonada até a obtencgdo de
uma suspensdo com 108 UFC mLt. Em seguida, 100 pL dessas suspensdes 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 n° 3) com 6 mm de didmetro foram dispostos nas placas e
sobre os discos foi adicionado 10 puL das amostras. A atividade antimicrobiana da nanoparticula de
prata da casca da améndoa do cacau foi incluida. Apds incubacdo de 5 dias a 25 + 2°C, foi realizada

a leitura do halo de inibicdo (mm).

2.6 Planejamento experimental e anélise estatistica

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos (0%,
10%, 20%, 30% e 50%) referentes a concentracdo de nanocelulose de eucalipto adicionadas aos
bionanocompositos preparados. Foram realizadas trés repetices para cada tratamento. Cada
repeticdo foi composta por 200 mL de solucdo de filme, resultando em um rendimento médio de cinco
discos de filme. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), analise de regressao e
analise de componentes principais (ACP). Para a analise de regressdo os modelos linear, quadratico
e cbico foram testados, utilizando como critério de escolha o coeficiente de determinacao (Rz>0,70),
a ndo significancia da falta de ajuste do modelo (P>0,05) e coeficientes significativos (P<0,05). O

software SAS University foi utilizado para analise dos dados.
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3. Resultados e discussao

3.1 Morfologia

As micrografias de MEV-FEG obtidas para a superficie e seccdo transversal dos
bionanocompdsitos sdo mostradas na Fig. 1. A amostra controle apresentou superficie e seccdo
transversal lisa e homogénea (Fig. 1A e 1F), tipica dos biopolimeros a base de amido, conforme
descrito por Lago et al. (2021). Notou-se, em todas as concentrac¢des de nanocelulose estudadas (0%,
10%, 20%, 30% e 50%,), a presenca de particulas dispersas que podem ser atribuidas as
nanoparticulas 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 formacéo de aglomerados a medida com que a concentracdo de nanocelulose também aumentava.
Essa formacdo de aglomerados pode ser atribuida, evidentemente, a tendéncia das mesmas em
estabelecer ligacdes de hidrogénio, promovendo a concentracdo das fibras em areas especificas
(Jongaroontaprangsee et al., 2018). A formacdo dessas aglomeragdes no material pode levar a
acumulacdo de tensdes em pontos especificos quando este € submetido a esforcos de tracdo ou
compressdo, potencialmente comprometendo a integridade estrutural e aumentando sua
susceptibilidade a danos (Tian et al., 2024). Contudo, a analise dos resultados relativos as
propriedades mecanicas mostra que o0s aglomerados detectados ndo foram suficientemente
significativos para afetar adversamente o desempenho mecanico do material.

A visualizacdo da secc¢do transversal dos tratamentos Ag-NCF10%, Ag-NCF20% e Ag-
NCF30% (Fig. 1G, 1H e 1I) revelou materiais continuos, sem a presenca de aglomeragdes. 1sso
indica que a nanocelulose adicionada estd dispersa de maneira uniforme na matriz de amido,
evidenciando uma excelente compatibilidade entre estes dois componentes majoritarios. Tal
compatibilidade é provavelmente resultado de ligacGes intermoleculares eficazes entre a nanocelulose
e 0 amido, possivelmente mediadas por pontes de hidrogénio (Chen et al., 2020; Tian et al., 2024).

Ag-NCF50% (Fig. 1E) destacou-se por apresentar, em sua sec¢édo transversal, uma densidade
visualmente maior de aglomeracGes em comparacdo as demais amostras. Essas aglomera¢Ges mais
proeminentes de fibras na matriz de amido podem ser advindas da saturacdo do meio polimeérico com
a celulose nanofibrilada, que, com o aumento da concentracdo, reduz o espaco para dispersao
homogénea e favorece a formacdo de aglomerados (Peng et al., 2020). A presenca dessas
aglomeracdes pode afetar as propriedades mecanicas, de barreira e antimicrobianas, o que justifica a
otimizacédo da concentragdo de nanocelulose em bionanocompdsitos a fim de encontrar um equilibrio
entre melhorar as propriedades desejadas e evitar a formacédo excessiva de aglomerados que podem

comprometer a performance do material.
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Fig. 1. Microscopia Eletrénica de Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG) dos
bionanocompositos de amido adicionados de nanoparticulas de prata (AgNPs) e diferentes
concentracoes de celulose nanofibrilada de eucalipto (NFC): A) secgdo transversal do
bionanocomposito controle sem adicdo de NFC (Ag-NFC0%); B) seccdo transversal do
bionanocompdsito com 10% de NFC (Ag-NFC10%); C) seccdo transversal do bionanocomposito
com 20% de NFC (Ag-NFC20%); D) seccdo transversal do bionanocomposito com 30% de NFC
(Ag-NFC30%); E) seccdo transversal do bionanocomposito com 50% de NFC (Ag-NFC50%); F)
superficie do bionanocomposito controle sem adicdo de NFC (Ag-NFC0%); G) superficie do
bionanocomposito com 10% de NFC (Ag-NFC10%); H) superficie do bionanocompdsito com 20%
de NFC (Ag-NFC20%); 1) superficie do bionanocompoésito com 30% de NFC (Ag-NFC30%); J)
superficie do bionanocompésito com 50% de NFC (Ag-NFC50%).
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A AFM foi realizada para avaliar a rugosidade superficial dos materiais estudados e o0s
resultados obtidos com este método encontram-se na Fig. 2. As imagens topograficas (Fig. 2A a 2E)
ilustram como os filmes se alteram com a adi¢cdo da nanocelulose, oferecendo uma representacao
visual do aumento da rugosidade e destacando a influéncia da composi¢do na microestrutura e nas
propriedades finais dos filmes.
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Fig. 2. Microscopia de Forca Atdmica (AFM) dos bionanocompdsitos de amido adicionados de
nanoparticulas de prata (AgNPs) e diferentes concentracGes de celulose nanofibrilada de eucalipto
(NFC): A) controle sem adicdo 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 concentracdo de NFC na rugosidade dos bionanocompositos, com o modelo
ajustado e coeficiente de determinagdo (R?). Dados experimentais (m) ¢ 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 concentragao testada (Ag-NFC50%). Este aumento sugere que a incorporacdo de nanocelulose
no filme ndo é uniforme, podendo levar a formacédo de aglomerac¢des ou uma distribuicao heterogénea
da nanocelulose, resultando em uma superficie mais rugosa. A observacdo anterior pode ser
confirmada por meio das micrografias obtidas com a MEV-FEG onde é possivel identificar a

formacéo 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™, associada as vibracdes de
estiramento O-H, ressalta a presenca de grupos hidroxila fundamentais ao amido, celulose e sorbitol,
bem como a agua adsorvida, sugerindo uma natureza hidrofilica e a potencial formacédo de ligacdes

de hidrogénio entre os componentes (Joshi et al., 2023).
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Fig. 3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR) dos
bionanocompdsitos de amido adicionados de nanoparticulas de prata (AgNPs) e diferentes
concentracdes de celulose nanofibrilada de eucalipto (NFC): controle sem adi¢do 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 reflete as vibrages de estiramento C-H, evidenciando as cadeias
carbdnicas 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™ esta associada a dgua fortemente
ligada presente no amido (Muscat et al., 2014). As bandas em 1149 cm e 1076 cm* estdo comumente
associadas as vibracGes de estiramento das ligacbes C-O em estruturas glicosidicas, as quais sao
abundantes em carboidratos (Nikonenko et al., 2005). As bandas em 1006 cm™ e em 852 cm™ estéo
associadas as vibracdes de estiramento C-O-C e também indicam a presenca de estruturas glicosidicas
(Nikonenko et al., 2005; Khalili et al., 2023).
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Embora a banda em 1076 cm™ também esteja associada as vibracdes de estiramento C-O, a
mesma pode estar relacionada a estruturas especificas dentro do carboidrato ou a interac@es entre as
cadeias polissacaridicas e outros componentes do bionanocompoésito, como a nanocelulose. Esta
banda destaca-se das demais por apresentar uma reducdo na intensidade com a adicdo de
nanocelulose. Acredita-se que a celulose nanofibrilada, com sua elevada area superficial e abundancia
de grupos hidroxila, pode formar mais ligacGes de hidrogénio internas ou com moléculas de agua,
potencialmente reduzindo a acessibilidade ou alterando o ambiente das ligagbes C-O no amido,
refletido pela diminuigdo da intensidade dessa banda (Singh et al., 2016).

De modo geral, ndo foi observada diferenca entre os espectros do filme controle (Ag-NFC0%)
sem adicdo de nanocelulose e aqueles com adi¢cdo da mesma (Ag-NCF10%, Ag-NCF20%, Ag-
NCF30% e Ag-NFC50%). Esse achado indica que a adicdo de nanofibrilas ndo leva a uma
modificacdo quimica significativa em termos de grupos funcionais devido a similaridade estrutural
entre o amido de mandioca e o gel de nanofibrilas (Lago et al., 2021). Outro ponto que vale ser
mencionado é a diminuicdo sutil na intensidade da banda atribuida ao grupo O-H (3298 cm?), a
medida que a concentracdo de nanofibrilas aumenta. Essa menor intensidade pode indicar interagdes
mais intensas e maiores entre as moléculas de amido e as nanofibrilas. Quando tais ligacGes sdo
formadas, as cadeias de polissacarideos, bem como as moléculas de sorbitol, perdem grupos hidroxila
para 0 meio na forma de agua, e como essa dgua € 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 etal., 2021).

3.3 Propriedades mecanicas

Os resultados para as analises mecanicas dos bionanocompdsitos encontram-se na Fig. 4. A
forca de puncdo (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 fisicos, um atributo desejavel em
aplicacdes que exigem durabilidade, como embalagens.

De forma similar, a resisténcia a tracdo (Fig. 4B), também apresenta um aumento progressivo
conforme a concentracao de nanocelulose se eleva. A resisténcia a tracao 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 resisténcia demonstra que a incorporacdo de nanocelulose conferiu ao

material uma capacidade aprimorada de suportar tensdes externas sem se romper.
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Fig. 4. Efeito da concentracio de NFC nos bionanocompdsitos de amido adicionados de
nanoparticulas de prata (AgNPs), com modelo ajustado e coeficiente de determinacdo R? para: A)
forca de pungdo; B) resisténcia a tragdo e C) médulo de Young. Dados experimentais (m) e dados do
modelo (linha). Bionanocompdsito controle sem adi¢cdo de NFC (Ag-NFC0%); bionanocomposito
com 10% de NFC (Ag-NFC10%); bionanocomposito com 20% de NFC (Ag-NFC20%);
bionanocomposito com 30% de NFC (Ag-NFC30%); bionanocomposito com 50% de NFC (Ag-
NFC50%).

O incremento na forca de puncdo e na resisténcia a tracdo, observado com o aumento da
concentracdo de NFC, pode ser explicado pela ampla area superficial dos materiais em nanoescala
(Sehaqui et al., 2011; Malekzadeh et al., 2023). Esta caracteristica facilita a formacdo de um nimero
maior de ligacOes de hidrogénio, o que, por sua vez, melhora significativamente as propriedades
mecanicas dos materiais. As propriedades de tracdo e resisténcia a ruptura sdo diretamente
influenciadas pela qualidade das liga¢Bes interfibrilares, que dependem da area de superficie
disponivel para a ligacdo entre as fibras; assim, um maior tamanho ideal da fibra resulta em uma
ampla area de contato, potencializando a formacdo de ligagdes interfibrilares mais robustas e, por
consequéncia, aprimorando as propriedades mecanicas do material (Lengowski et al., 2020). Esses
resultados sdo consistentes com descobertas anteriores que relataram efeitos positivos de materiais a

base de celulose em micro e nanoescala nas propriedades mecanicas de filmes (Mao et al., 2019;
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Coelho etal., 2020; Malekzadeh et al., 2023;) e papéis (Sanchez-Salvador et al., 2020; Perdoch et al.,
2022).

Além disso, 0 modulo 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, atribuivel a interacédo
reforcada entre a nanocelulose e a matriz polimérica, que resulta em uma estrutura compdsita mais
consolidada.

Os resultados indicam que a nanocelulose ndo apenas melhora as propriedades mecanicas dos
filmes de maneira significativa, mas também sugerem uma interacao sinérgica positiva entre o amido
de mandioca e nanocelulose. Esta sinergia promove um reforco na estrutura dos filmes, tornando-os
mais fortes, resistentes e rigidos. Essas caracteristicas expandem o potencial de uso desses filmes
compositos em uma variedade de aplicagdes que vdo desde embalagens resistentes até potenciais usos
em campos exigentes como a biomedicina, onde é crucial o uso de materiais com caracteristicas

mecanicas especificas e de alta confiabilidade.

3.4 Propriedades de barreira e hidrofilicidade

Os resultados referentes as propriedades de barreira e hidrofilicidade dos bionanocompdsitos
encontram-se na Fig. 5. A solubilidade (Fig. 5A) em agua dos filmes apresentou uma tendéncia
decrescente com o aumento da concentragdo de nanocelulose, variando de 22,26% para filmes com
50% de adicdo de nanocelulose (Ag-NFC50%) a 32,84% para filmes sem adi¢do (Ag-NFC0%). Estes
resultados sugerem que a adicdo de nanocelulose contribui para uma maior estabilidade dos filmes
em ambientes umidos, possivelmente devido a formacéo de uma matriz mais compacta (Malekzadeh
etal., 2023). A nanocelulose, conhecida por sua natureza hidrofilica e habilidade de formar extensas
redes de hidrogénio, pode reduzir a acessibilidade da agua as cadeias de amido, consequentemente
diminuindo a solubilidade do filme. Essa propriedade € especialmente relevante considerando que a
hidrofilicidade é uma das caracteristicas 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 comparacdo ao amido, o que confere um maior grau de ordem molecular e a torna
menos hidrofilica (Montero et al., 2017; Malekzadeh et al., 2023). Comparativamente, outros estudos
obtiveram resultados semelhantes para nanocompdsitos a base de amido refor¢cados 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 bionanocompositos de fécula de

mandioca reforcados com nanofibrilas de palha de trigo (Lago et al., 2021).
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Fig. 5. Efeito da concentragdo de NFC nos bionanocompositos de amido adicionados de
nanoparticulas de prata (AgNPs), com modelo ajustado e coeficiente de determinacdo R? para: A)
solubilidade; B) permeabilidade ao vapor de agua (PVA); C) angulo de contato e D) molhabilidade.
Dados experimentais (m) e dados do modelo (linha). Bionanocompdsito controle sem adi¢do de NFC
(Ag-NFC0%); bionanocompdsito com 10% de NFC (Ag-NFC10%); bionanocompésito com 20% de
NFC (Ag-NFC20%); bionanocomposito com 30% de NFC (Ag-NFC30%); bionanocomposito com
50% de NFC (Ag-NFC50%).

A PVA (Fig. 5B) também foi influenciada pela adi¢cdo de nanocelulose, apresentando um
comportamento linear decrescente com uma reducéo de 17,10 g mm (dia m? kPa)* em filmes sem
nanocelulose para 8,91 g mm (dia m2 kPa)* em filmes com 50% de nanocelulose. Este aprimoramento
na barreira ao vapor de &gua é particularmente relevante para aplicacGes de embalagens, onde a
protecdo contra a umidade é crucial. A diminuicdo nos valores de PVA ap06s a incorporacdo da NFC
pode ser atribuida a forte rede formada pelas nanofibrilas com moléculas de amido que reduz o
tamanho dos poros e cria uma barreira ao vapor de agua (Kang et al., 2021). Esse processo resulta em
um aumento na tortuosidade da trajetoria das moléeculas de &gua, dificultando ainda mais sua
passagem e contribuindo para a reducdo da PVA (Noshirvani etal., 2018). Em contraste, os resultados
de PVA que obtivemos séo superiores aos reportados por Souza et al. (2023), que investigaram filmes
a base de nanocelulose de eucalipto e encontraram uma permeabilidade de apenas 1,07 g mm (dia m?

kPa). Essa discrepancia nos resultados pode ser atribuida a auséncia 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 agua.

Em geral, superficies sdo classificadas como hidrofilicas quando apresentam angulos de
contato menores que 90° e hidrofobicas quando maiores que 90° (Yuan & Lee, 2013). Portanto, todos
0s bionanocompdsitos podem ser considerados hidrofilicos (Fig. 5C). Embora sejam classificados
como hidrofilicos, os materiais apresentaram uma reduc¢do da molhabilidade (Fig. 5D) a medida com
que a concentragdo de NFC aumentava. De fato, Lago et al. (2020) determinaram o angulo de
contanto em filmes de amido com nanocelulose e classificaram os materiais como hidrofilicos, porém
com baixa molhabilidade. Assim como para PVA, acredita-se que a reducdo da molhabilidade possa
ser atribuida as interacfes intermoleculares fortes entre os componentes dos bionanocompaésitos, as
quais resultam em maior dificuldade para a passagem da agua.

Ademais, os resultados para as propriedades de barreira ndo apenas evidenciam o potencial
da nanocelulose em modificar interacdes filme-agua, mas também indicam a exploracdo desses
materiais em aplicacfes onde a modulacdo da molhabilidade € desejavel, como em revestimentos

resistentes a agua ou em embalagens com barreiras especificas a umidade.

3.5 Propriedades oticas e espessura

A Tabela 1 detalha os resultados para espessura, opacidade L*, C* e hue® para 0s
bionanocompdsitos estudados. A espessura dos bionanocompdsitos ndo apresentou variacoes
significativas com o aumento da concentracdo de NFC, permanecendo em torno de 0,09 mm. Isso
sugere que a adicdo de nanocelulose de eucalipto até 50% ndo afeta a espessura dos
bionanocompositos de amido de mandioca, o que pode indicar uma boa dispersdo e compatibilidade
da nanocelulose no polimero base.

Assim como para espessura, 0s bionanocompésitos ndo apresentaram diferenca significativa
para opacidade, L* e hue®, indicando que em relacdo a estes parametros os resultados obtidos foram
aproximadamente constantes. Apenas C* apresentou diferencga significativa com comportamento
linear crescente, 0 que sugere uma maior saturacdo de cor nos bionanocompésitos com maior
concentracdo de NFC. Isso pode ocorrer devido a mudancas na superficie dos bionanocompositos,
que afetam a maneira como a luz é absorvida e refletida, potencialmente intensificando as cores

percebidas.
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Tabela 1. Médias, desvios padrdo e modelo ajustado para espessura e propriedades dpticas
(opacidade, clareza (L*), cromaticidade (C*) e angulo hue (hue®) dos bionanocompositos de amido
adicionados de nanoparticulas de prata (AgNPs) e diferentes concentracGes de celulose nanofibrilada
de eucalipto (NFC).

Concentracdo de NFC
Parametros Ag- Ag- Ag- Ag- Ag- Modelo ajustado R?
NFC0% NFC10% NFC20% NFC30% NFC50%
Espessura 0,10 = 0,09 = 0,09 = 0,09 £ 0,09 £ .
Y=Y=0,09 ns*
(mm) 0,02 0,01 0,00 0,01 0,01
Opacidade (% 2,33 % 2,50 + 2,56 £ 2,63+ 2,67 = L
Y=Y=2,07 ns*
pum) 0,10 0,06 0,07 0,01 0,02
98,79 + 97,46 + 98,24 + 99,36 + 99,81 + .
L* Y=Y=98,73 ns*
0,86 1,16 0,62 0,53 0,16
2,66 2,59+ 3,06 £ 3,06 £ 3,33+ .
c* Y=0,0149x+2,613  0,7052
0,19 0,12 0,16 0,18 0,12
88,46 + 92,06 + 89,49 + 88,09 + 89,97 + o
hue® Y=Y=89,61 ns*
2,12 1,13 1,48 0,58 0,38

Valores apresentados como média + desvio padrdo. Bionanocompdsito controle sem adigdo 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*: néo significativo. R% coeficiente de determinagio.

Portanto, os resultados para as propriedades opticas dos bionanocompositos demonstraram
que a adicdo de NFC afeta C*, sem alterar significativamente pardmetros como opacidade, L* e hue®.
Essas mudancas sugerem que a NFC pode ser utilizada para modificar a saturacdo de cor dos
materiais, tornando-os mais adequados para aplicacdes onde as caracteristicas visuais, como a
intensidade da cor, desempenhem um papel importante, como em produtos estéticos, revestimentos

ou embalagens onde a aparéncia visual seja um fator relevante.

3.6 Analises reoldgicas

Os dados reoldgicos de tensdo de cisalhamento e taxa de deformacdo das suspensdes que
deram origem aos bionanocompositos foram analisados e verificou-se que 0 modelo Lei da Poténcia
apresentou bom ajuste aos dados, uma vez que exibiu elevados coeficientes de determinagao (R? >
0,98) ¢ valores reduzidos para a raiz quadrada do erro médio (RMSE < 1,06). Além disso, notou-se
gue todas as suspensdes apresentaram um perfil de escoamento de fluido ndo-newtoniano do tipo
pseudoplastico, evidenciado pelos valores inferioresa 1 para o indice de comportamento de fluxo (n)

e valores superiores a 0 para o indice de consisténcia (K), como observado na Tabela 2.
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Tabela 2. Médias, desvios padrdo e modelo ajustado para indice de consisténcia (K), indice de
comportamento (n) e viscosidade aparente (n) a uma taxa de cisalhamento de 100 s dos
bionanocompositos de amido adicionados de nanoparticulas de prata (AgNPs) e diferentes

concentragdes de celulose nanofibrilada de eucalipto (NFC).

Concentracdo de NFC
Parametros Ag- Ag- Ag- Ag- Ag- Modelo ajustado R?
NFC0% NFC10% NFC20% NFC30% NFC50%
0,67 + 0,86 + 1,30 + 1,32+ 0,86 + Y=-
K (Pa-s") 0,7690
0,24 0,12 0,12 0,05 0,06 0,0009x%+0,0488x+0,6051
0,61+ 0,60 + 0,56 + 0,58 + 0,61+ .
Y=Y=0,59 ns*
0,01 0,00 0,01 0,01 0,01
011+ 0,14 + 017 0,19+ 0,14 + L
n (Pas?) Y=Y=0,15 ns*
0,04 0,02 0,01 0,01 0,01

Valores apresentados como média + desvio padrdo. Bionanocomposito controle sem adicdo 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*: ndo significativo. R? coeficiente de determinaco.

Esse comportamento também pode ser notado por meio da Fig. 6, na qual observou-se o
decrescimo da viscosidade aparente das suspensdes com o aumento da taxa de deformacdo, o que
confirma a conduta pseudopléstica desse tipo de material. Fluidos com esta classificacdo ao serem
cisalhados tém um maior alinhamento das particulas na direcdo da tensdo aplicada de forma que a
resisténcia a0 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 améndoa do cacau, eucalipto e pinho. Tais autores verificaram
que esses materiais também exibiram perfil de afinamento por cisalhamento, caracteristico de fluidos
pseudoplasticos. De fato, solucdes poliméricas geralmente apresentam comportamento de afinamento
por cisalhamento (Alves et al., 2020). Suspensdes de nanofibrilas de celulose normalmente se
comportam como solucdes poliméricas, formando uma rede emaranhada acima de uma concentracao
critica, sendo essa rede destruida pelo aumento das forgas de cisalhamento, levando & diminuicdo da
viscosidade (Vadodaria et al., 2018).

A Fig. 6 também permite a constatacdo do aumento da viscosidade com a elevagdo da
concentracao de nanocelulose do meio, sugerindo que as fibras da celulose nanofibrilada intensificam
as interagcbes moleculares, aumentando a resisténcia ao fluxo. Nesse quesito, a influéncia da
concentragdo no comportamento reoldgico das suspensdes também pode ser verificada por meio do
indice de consisténcia do fluido (K). Na Tabela 2 verifica-se que o pardmetro K aumenta
significativamente com a concentracdo de NFC até a concentracdo de 30%. Portanto, a medida que a
concentracdo de NFC aumenta até um limite de saturacdo, a viscosidade cresce devido ao maior

namero de fibrilas na solugdo, o que intensifica as interacbes entre os componentes do
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bionanocomposito (Albornoz-Palma et al., 2020). Isso resulta em uma matriz mais coesa, aumentando

a resisténcia ao fluxo e o indice de consisténcia.
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Fig. 6. Viscosidade aparente (Pa.s) em funcéo da taxa de deformacéo (s) para os bionanocompdsitos
de amido adicionados de nanoparticulas de prata (AgNPs) e diferentes concentragdes de celulose
nanofibrilada de eucalipto (NFC): controle sem adigdo 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 concentracdo de NFC na viscosidade aparente dos
bionanocompdsitos a uma taxa de deformacdo de 100 s (Tabela 2), observou-se que ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos estudados, indicando que, embora a adicdo de NFC
modifique o comportamento reoldgico, a viscosidade aparente a uma taxa de deformacéo de 100 s
ndo é significativamente afetada pela concentracdo de NFC.

A anélise do comportamento viscoelastico dos bionanocompdsitos foi realizada utilizando
varreduras de frequéncia, de deformacéo e de tenséo, e os resultados dessas analises sdo apresentados
na Fig. 7. Na varredura de frequéncia (Fig. 7A), nota-se um cruzamento entre 0os modulos de
armazenamento (G’) e de perda (G’’) exclusivamente no tratamento sem NFC (AgNFC0%). Esse
cruzamento sinaliza uma transicdo do comportamento elastico para o viscoso a medida que a
frequéncia aumenta, evidenciando que as propriedades viscosas predominam sobre as elasticas em
frequéncias mais elevadas. Tal mudanca sugere a desintegracdo da estrutura do material e uma
alteragdo no balanco 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 tendéncia de sobreposi¢édo
entre G” ¢ G”’, o que indica um equilibrio mais estavel entre as respostas elasticas e viscosas do
material ao longo das frequéncias testadas. 1sso sugere que a adicdo de NFC nessa concentracao
oferece um reforco que equilibra as propriedades viscoelasticas do material, mantendo uma

proporcionalidade entre o comportamento sélido e liquido sem uma transicdo marcada como
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observada nos demais tratamentos. A nao ocorréncia de cruzamentos entre G’ ¢ G’’ nas amostras com
concentragdes mais altas de NFC (20%, 30% e 50%) e a manutencao da relagdo G’>G’’ ressaltam
uma predominancia do comportamento elastico, sugerindo que a adi¢do de NFC fortalece a estrutura
interna dos bionanocompdsitos. Tal fortalecimento pode ser atribuido ao fato de que a medida que a
concentracao de nanofibrilas de celulose aumenta, elas tendem a entrelagar-se e formar mais ligacGes
de hidrogénio, 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).
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Fig. 7. Mddulo de armazenamento (G’) e Modulo de Perda (G’’) em fungdo da A) frequéncia angular
(rad s?), B) da deformacédo de cisalhamento (%) e da C) tensdo de cisalhamento (Pa) para os
bionanocompositos de amido adicionados de nanoparticulas de prata (AgNPs) e diferentes
concentragdes de celulose nanofibrilada de eucalipto (NFC): controle sem adicdo 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 deformagdo (Fig. 7B) enquanto a amostra sem NFC (Ag-NFC0%)
exibe uma dominancia de comportamento viscoso (G*’>G’), as amostras com NFC, especialmente a
partir de 10%, demonstram um refor¢o na resisténcia a deformacdo, evidenciado por G’>G’’.
Observa-se ainda que nas amostras com maior concentracdo de NFC, o ponto de cruzamento entre
G’ ¢ G”’ foi observado em maior deformacéo e maior médulo, sugerindo que a transformagao de fase

necessita de maior tensdo aplicada para exceder a tensdo de escoamento. O reforco proporcionado
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pela adicdo de NFC as suspensdes impede o deslizamento relativo entre as moléculas da matriz sob
aplicacéo de tenséo, resultando em um material que exige uma forca maior para ser deformado o que
implica em um aumento no modulo de elastico.

Assim como observado nas varreduras de frequéncia e deformagdo, a varredura de tensao
reforga o impacto da adicdo da NFC no comportamento das amostras. A Fig. 7C evidencia que a
presenca da NFC contribui para o aumento da resisténcia do material a aplicacdo de tens@es externas.
Especificamente, as amostras adicionadas de NFC, sobretudo aquelas com concentragdes mais
elevadas (20%, 30% e 50%), demonstram uma capacidade aprimorada de suportar tensfes sem sofrer

deformacdes significativas, sugerindo um aumento na resisténcia ao escoamento.

3.7 Aplicacao dos bionanocompdsitos em fungos

Os bionanocompdsitos foram avaliados quanto a sua atividade antifingica contra patdgenos
significativos para culturas agricolas. 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
podriddo em macas e peras (Yin et al., 2017); Colletotrichum musae, responsavel 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 antifingica foi medida usando o
método padrdo de disco-difusdo em agar. Os resultados, apresentados na Tabela 3, revelam que os
bionanocompdsitos exibiram atividade antifungica eficaz contra Botrytis cinerea e Fusarium
semitectum, mas ndo formaram halos de inibicdo contra Penicillium expansum e Colletotrichum
musae.

Embora o mecanismo exato pelo qual as AgNPs agem contra microrganismos ainda ndo esteja
completamente claro, é amplamente aceito que elas possam penetrar nas células ou hifas flngicas,
danificando membranas e superficies celulares e impactando organelas vitais como mitocondrias e
ribossomos, que séo essenciais para a producao de proteinas e energia (Xia et al., 2016; Ganash et al.,
2018). Além disso, as AgNPs sdo conhecidas por deteriorar os conidios dos fungos, afetando sua
forma e estrutura, e induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio que contribuem para a
destruicdo celular (Nisar et al., 2019). A diferenca na eficacia das AgNPs entre os fungos testados
pode ser atribuida a varios fatores bioldgicos e fisiologicos, incluindo a composi¢do da parede celular
dos fungos e a presenga de mecanismos de defesa como bombas de efluxo e enzimas neutralizadoras
(Slavin et al., 2022). A morfologia e o tamanho dos conidios também sdo fatores que podem
influenciar na interacdo das AgQNPs com os microrganismos (Matras et al., 2022).

O uso excessivo de produtos quimicos sintéticos como agentes de protecdo de culturas para
combater esses fungos tem levado ao surgimento de isolados resistentes, ressaltando a necessidade

urgente de explorar novas alternativas com potencial antifingico aprimorado para minimizar as
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perdas econdmicas associadas (Anum et al., 2023). Nesse contexto, as AgNPs e o0s
bionanocompdsitos produzidos emergem como opc¢des promissoras oferecendo uma abordagem
inovadora para o0 controle desses patdgenos, com o potencial de substituir ou reduzir a dependéncia
de tratamentos quimicos sintéticos, alinhando-se com praticas agricolas mais sustentaveis e

eficientes.

Tabela 3. Halos de inibicdo (mm) formados pelos bionanocompositos de amido adicionados de
nanoparticulas de prata (AgNPs) e diferentes concentragfes de celulose nanofibrilada de eucalipto
(NFC).

Halo de inibig&o (mm)

Microrganismo Modelo ajustado R?
AgNPs Ag- Ag- Ag- Ag- Ag-

NFC0% NFC10% NFC20% NFC30% NFC50%

Botrytis cinerea 096+ 0,50+0,00 0,50+0,00 0,50=+0,00 0,50+ 0,00 0,50+ 0,00 Y=Y=0,50  ns*

0,00
Penicillium 0,98 + * * * * * . ns*
expansum 0,00
Colletotrichum 0,96 + * * * * * . ns*
musae 0,00
Fusarium 0,98+ 0,50+0,00 0,50+0,00 0,50+0,00 0,50+0,00 0,50+ 0,00 Y=Y=0,50 ns*
semitectum 0,00

*: N&o houve formacdo de halo de inibi¢do. Valores apresentados como média + desvio padrdo. Bionanocompdsito
controle sem adicdo 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*: ndo significativo. R%: coeficiente de determinagio.

As AgNPs puras demonstraram ser eficazes contra todos os patdgenos testados, porém a
concentracdo usada nos bionanocompdsitos pode ndo ter sido suficiente para inibir o crescimento de
Penicillium expansum e Colletotrichum musae, especificamente. Portanto, a eficacia dos
bionanocompositos foi confirmada nos locais onde a solucdo filmogénica foi aplicada, impedindo o
crescimento de Botrytis cinerea e Fusarium semitectum. Sugerimos que futuros estudos testem
diretamente os bionanocompasitos em frutos acometidos por esses patdégenos para validar plenamente

seu potencial.

3.8 Analise de Componentes Principais
Para simplificar a interpretacdo dos resultados, recorreu-se a analise 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 atribuidos ao CP1 e 14,61% ao CP2. A ACP foi eficaz ndo apenas em
reduzir a dimensionalidade dos dados de 15 para 2 variaveis (CP1 e CP2), mas também permitiu a
identificacdo de grupos homogéneos entre as amostras. Observou-se que, com o aumento de CP1, 0s
bionanocompositos com maior concentracdo de NFC tendiam a agrupar-se.

Para CP1, apenas as variaveis °hue e viscosidade aparente medida a 100 s (n) ndo
apresentaram correlacdo significativa. Permeabilidade ao vapor de agua, angulo de contato,
molhabilidade e indice de comportamento (n) mostraram correlacdo negativa. 1sso indica que, a
medida que a concentragdo de NFC aumenta, esses indicadores diminuem, enquanto outros, como
rugosidade, forca de puncao, resisténcia a tracdo, médulo de Young, opacidade, L*, C* e indice de
consisténcia aumentam. Para CP2, as variaveis angulo de contato, molhabilidade e L* demonstraram
correlacdo positiva significativa, embora essa componente ndao tenha evidenciado a formacéo de
grupos distintos entre as amostras. Esses resultados refor¢cam o efeito positivo da adicdo de NFC aos
bionanocompositos, uma vez que houve aumento de propriedades indicativas de melhoria nas
propriedades mecénicas e reducdo de caracteristicas de interesse como permeabilidade ao vapor de

agua e solubilidade.
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Fig. 8. Dispersdo das componentes principais 1 e 2 para: A) bionanocompdsitos de amido com
nanoparticulas de prata (AgNPs) e NFC: controle (Ag-NFC0%), e adi¢des de 10% (Ag-NFC10%),
20% (Ag-NFC20%), 30% (Ag-NFC30%), e 50% (Ag-NFC50%) de NFC; e B) variaveis:
solubilidade, molhabilidade, rugosidade (R), permeabilidade ao vapor de agua (PVA), angulo de
contato, parametros de cor (L*, C*, hue®), opacidade (Opa), indice de consisténcia (K), indice de
comportamento (n), viscosidade aparente (1), for¢a de pungao, resisténcia a tra¢ao (Tracdo) e modulo
de Young (MY).

A melhoria das propriedades mecanicas, como a resisténcia a tracdo e mddulo de Young,
implica diretamente na durabilidade dos bionanocompositos. Materiais mais resistentes podem
suportar melhor 0 manuseio, o transporte e as condi¢des de armazenamento adversas, reduzindo a
probabilidade de danos fisicos ao produto embalado. Isso é essencial para garantir que os produtos
cheguem aos consumidores em condicOes ideais, especialmente para itens frageis ou de alto valor.
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Além disso, a diminuicdo da solubilidade em &gua e permeabilidade ao vapor de agua fortalece a
aplicabilidade dos bionanocompdsitos em ambientes variados, garantindo que a integridade do
material ndo seja comprometida em condigdes de alta umidade. Isso € crucial para embalagens de
produtos alimenticios, farmacéuticos e eletronicos, onde a protecdo contra a penetracdo de agua é
vital para preservar a funcionalidade e a seguranca do produto.

Ademais, a adicdo de NFC a bionanocomp0sitos ndo apenas melhora suas propriedades de
barreira e mecanicas, mas também amplia seu potencial de uso em uma gama diversificada de
aplicacdes. 1sso abre novas perspectivas para o desenvolvimento de solu¢bes de embalagem mais
sustentaveis e eficientes, que atendam as demandas crescentes por materiais ecoldgicos e de alto
desempenho no setor de embalagens. O espectro de aplicabilidade dos bionancompdsitos aumenta
mais ainda ao se considerar o efeito inibidor contra patdgenos que afetam importantes culturas

agricolas, como ja foi mencionado.

4. Concluséo

Este trabalho demonstrou o uso das AgNPs obtidas por sintese verde e da NFC como materiais
que potencializam em conjunto as propriedades mecanicas, reoldgicas, Opticas, de barreira e
antifungicas de biocompositos a base de amido. Os efeitos positivos foram observados quando o
percentual de adicdo de NFC foi superior a 20%, destacando a importancia da concentragdo adequada
de NFC para otimizar as propriedades desejadas. Esses resultados evidenciam que a tecnologia
desenvolvida pode ser aplicada como matéria-prima para a confec¢cdo de embalagens de alimentos e
revestimentos comestiveis, apresentando-se como uma solugao sustentavel para a gestéo e valoragédo
de residuos agroindustriais. Além disso, o uso de AgNPs obtidas por sintese verde contribui para a
sustentabilidade do processo, alinhando-se as praticas sustentaveis. Para o futuro, estudos adicionais
sdo necessarios para avaliar a viabilidade econdmica e a durabilidade a longo do tempo desses
materiais em condi¢cdes de uso. A exploracdo de outras fontes de residuos agroindustriais para a
producdo de NFC também pode ampliar o escopo de aplicacdo e a sustentabilidade dessa tecnologia.
Em suma, este trabalho abre caminho para o desenvolvimento de novas solu¢des em embalagens

sustentaveis, oferecendo um avanco significativo no campo dos biocompdsitos e dos nanomateriais.
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Resumo

Neste estudo, foi investigado o efeito de um bionanocompdésito a base de amido, reforcado com
celulose nanofibrilada (NFC) e funcionalizado com nanoparticulas de prata (AgNPs) obtidas por
sintese verde, na manutencdo da qualidade pds-colheita de laranjas. Laranjas revestidas com o
bionanocompdsito foram comparadas com laranjas revestidas com cera de carnatba e com frutos sem
revestimento. Os frutos foram avaliados durante 30 dias em relacdo a perda de massa, sélidos
soluveis, pH, acidez titulavel, coloragao, firmeza, analise microestrutural, compostos fendlicos totais,
acido ascorbico, atividade antioxidante e deterioracdo. Os resultados mostraram que o
bionanocompdsito aderiu bem aos frutos, formando uma barreira eficiente contra transpiracéo,
reduzindo a perda de massa, mantendo a firmeza e a integridade estrutural dos frutos ao longo do
armazenamento. O bionanocompdsito demonstrou propriedades antimicrobianas, inibindo o
crescimento de microrganismos e preservando a qualidade dos frutos em comparacao aos tratamentos
com cera de carnauba e sem revestimento. Comprovou-se, portanto, a efetividade do
bionanocomposito a base de amido de mandioca, reforcado com celulose nanofibrilada e
funcionalizadas com AgNPs como revestimento capaz de manter a qualidade p6s-colheita de laranjas.
Este bionanocomposito oferece, portanto, solucdes sustentaveis e eficazes para a conservacao pés-
colheita de frutas, valorizando residuos agroindustriais e contribuindo para a redugéo do desperdicio

alimentar.

Palavras-chave: nanotecnologia, filmes, Citrus sinensis L. Osbeck, sintese verde
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1. Introdugéo

Frutas e hortalicas, como as laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck), geralmente enfrentam
diversos problemas apo0s a colheita, incluindo perda significativa de massa, danos mecénicos,
podriddo, estresses oxidativos e outros disturbios bioquimicos e fisiologicos (Lu et al., 2023; Barros
et al., 2024a). A preservacdo da qualidade p6s-colheita de frutas € um desafio significativo para o
setor alimenticio, especialmente devido as perdas substanciais que ocorrem durante o armazenamento
e transporte. Estima-se que essas perdas alcancem percentuais entre 25% e 50% das frutas e hortalicas
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, ja que devido as
suas caracteristicas intrinsecas esses materiais permitem aumentar a vida Gtil e manter a qualidade
nutricional, sensorial e microbioldgica dos frutos (Barros et al., 2024a).

Os revestimentos de alimentos constituem uma estratégia para a manutencdo da qualidade
pos-colheita, pois, além de atuarem como barreira contra a perda de agua, podem promover a
modificagdo da atmosfera, reduzindo o metabolismo e retardando as consequentes reagfes de
oxidacao que culminam na perda de qualidade (Rajendran et al., 2024). Durante muitas décadas, ceras
a base de petréleo, além de fungicidas quimicos, tém sido usados para aumentar a durabilidade das
frutas, mas seu uso crescente prejudica 0 meio ambiente e a saide humana (EIl Khetabi et al., 2022).
Por serem materiais ambientalmente amigaveis e ndo toxicos, 0s bionanocompositos surgem como
uma alternativa promissora aos materiais de origem petrolifera.

Bionanocompdsitos sdo uma categoria especifica de biocompositos que incluem pelo menos
um material em escala nanométrica (menor ou igual a 100 nm), oferecendo melhorias significativas
nas propriedades mecénicas e de barreira em comparacdo aos biopolimeros e biocompositos
tradicionais (Puiggali e Katsarava, 2017). Isso se deve a combinacdo sinérgica dos diferentes
materiais, onde as caracteristicas de um podem complementar as limitacdes do outro. Um exemplo
proeminente de reforco em bionanocompdésitos sdo as nanofibrilas celuldsicas, que podem aumentar
a rigidez e reduzir a permeabilidade ao vapor de dgua dos biopolimeros a base de amido, otimizando
suas propriedades mecanicas e de barreira (Lago et al., 2021). Além disso, as nanoparticulas de prata,
guando obtida por métodos sustentaveis, pode trazer beneficios adicionais aos bionanocompdsitos
devido ao seu amplo espectro de agdo contra microrganismos (Santos et al., 2023).

Recentemente, a aplicacdo de bionanocompdsitos em revestimentos tem emergido como uma
abordagem promissora no campo da conservacdo pos-colheita das frutas e hortaligas (Lago et al.,
2023). Li et al. (2019) mostraram que revestimentos a base de isolado de proteina de soja com
cinamaldeido e nanoparticulas de 6xido de zinco foram eficazes na preservacao de bananas, atrasando
0 amadurecimento, evitando a perda de peso dos frutos. Vieira et al. (2020) investigaram

revestimentos de hidroxi-propil-metilcelulose com nanoparticulas de prata em mamao, constatando a
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reducdo da incidéncia 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 sodio e quitosana com nanoparticulas de 6xido de zinco em laranjas reduziram a perda
de peso, mantiveram a firmeza, melhoraram a atividade antioxidante e diminuiram a taxa de
respiracao dos frutos. Adicionalmente, Lago et al. (2023) verificaram que bionanocompdsitos a base
de amido e celulose nanofibrilada retardaram os eventos relacionados a senescéncia de morangos sob
armazenamento refrigerado, sugerindo uma alternativa as embalagens convencionais. Embora os
revestimentos comestiveis tenham demonstrado potencial na preservacdo de frutas, a eficacia desses
métodos pode variar consideravelmente dependendo da composic¢do do revestimento e das condicoes
de armazenamento (Blancas-Benitez et al., 2022). Portanto, é essencial buscar novos materiais e testa-
los em condigdes especificas, como diferentes temperaturas, niveis de umidade e tipos de frutos, para
verificar sua eficacia na preservacdo pds-colheita.

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da aplicacdo de
bionanocompositos a base de amido, reforcados com celulose nanofibrilada e funcionalizados com
nanoparticulas de prata, em laranjas ao longo do armazenamento a temperatura ambiente. Para isso,
foram avaliados parametros gerais de qualidade (perda de massa, solidos sollveis, pH e acidez
titulavel), parametros de coloracdo (L*, C* e °hue), firmeza, anélise microestrutural (microscopia
eletronica de varredura com emissao de campo), compostos bioativos (compostos fenolicos totais e
acido ascorbico), atividade antioxidante (captura do radical DPPH™ e reducdo do ferro) e a

deterioracdo dos frutos (porcentagem de frutos inaptos e analises microbiolégicas).
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2. Materiais e métodos
2.1 Aquisicdo da matéria-prima

O amido de mandioca (Amafil, Brasil) utilizado para o preparo do revestimento foi adquirido
no comercio local de Lavras, Minas Gerais, Brasil. A solucdo de sorbitol foi adquirida da Dindmica®
(Séo Paulo, Brasil). As polpas branqueadas de eucalipto (Eucalyptus sp.) foram fornecidas por uma
industria nacional de papel e celulose. As cascas da améndoa do cacau (Theobroma cacao L.)
utilizadas para a sintese verde das nanoparticulas de prata (AgNPs) foram fornecidas por
agroindustrias 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 carnalba utilizada para encerar 0s
frutos foi adquirida da SOLO QUIMICA EIRELI (Minas Gerais, Brasil).

2.2 Preparo da solucéo filmogénica

As solucgdes filmogénicas foram preparadas segundo Guimaraes et al. (2015), com pequenas
modificacdes. Para o preparo, uma solucdo de fécula de mandioca a 3% (m/v) em agua destilada,
previamente hidratada por 24 h, foi submetida a gelatinizacdo a 80 °C por 20 minutos sob agitacao
(750 rpm). Sorbitol foi adicionado a solucdo antes da gelatinizacdo como plastificante em uma
concentracdo de 30% em relacdo a massa do amido. A partir da solucao gelatinizada, foi preparada a
solucdo com adicdo de 30% (m/m) de nanofibrilas celulésicas de eucalipto. A concentracdo de
nanofibrilas foi definida com base em estudos prévios referentes as propriedades morfoldgicas,
mecanicas, reologicas, opticas e de barreira, sendo esta a concentracdo que atingiu o melhor
desempenho.

As polpas brangueadas de eucalipto foram inicialmente hidratadas a uma concentracdo de 2%
(m/v) durante 48 h. Apds a hidratacdo, as polpas foram homogeneizadas em um homogeneizador
(Tecnal, Turratec 102, Piracicaba, Brasil) a 8000 rpm por 1 h. Em seguida, procedeu-se a desfibrilacdo
das suspensoOes, realizando-se 5 passagens em microfibrilador (Masuko Sangyo, MKGAG6-80,
Kawaguchi, Japdo). Este processo resultou na obtengdo do gel nanocelulésico de eucalipto (NFC)
que foi armazenado a 4 + 2 °C até o momento de uso.

Apos a adicdo da NFC a solucdo filmogénica, AgNPs obtidas por sintese verde a partir da
casca da améndoa do cacau também foram incorporadas as soluc@es resultantes até uma concentracao
de 0,075 mg L de prata. As nanoparticulas de prata foram sintetizadas em reator hidrotérmico (WT
Industria, DWTI-439-15, Sdo Carlos, Brasil) de acordo com os melhores parametros de temperatura
(90 °C), tempo (40 minutos) e concentracao de nitrato de prata (0,01 M) determinados por (Santos et
al., 2023). A concentracdo maxima adicionada a solucdo filmogénica foi determinada considerando

o limite maximo de 0,1 mg L de prata livre que pode ser tolerado, sem riscos a salde humana, em
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agua potavel segundo a Organizacdo Mundial da Saiude (WHO, 2003). Apo6s a adicdo da NFC e das
AgNPs, as solucdes foram agitadas manualmente até alcancarem a homogeneiza¢do. Esta solucao

filmogénica resultante foi chamada de bionanocomposito.

2.3 Revestimento dos frutos

Apos a colheita, os frutos foram selecionados eliminando-se qualquer desuniformidade quanto
a forma, tamanho, coloracéo e injurias. Apds a selecdo, os frutos foram lavados em &gua corrente
para a retirada de sujidades e em seguida submetidos a sanitizacdo em solucao de hipoclorito de sodio
(100 ppm) por 15 minutos. Os frutos foram drenados a temperatura ambiente e, entdo divididos em
trés grupos, de acordo com os tratamentos: frutos revestidos com o bionanocomposito (CP); frutos
revestidos com cera de carnatba comercial (CE) e frutos sem revestimento (SR). O processo de
aplicacdo da cera foi realizado na propriedade em que os frutos foram adquiridos seguindo o
procedimento geral do comerciante. Apds esse processo, os frutos foram transportados em caixas de
para a Planta Piloto de Processamento Minimo de Vegetais do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) — Lavras-MG.

O revestimento dos frutos deu-se por imersdo. As laranjas foram imersas por 1 minuto na
solucdo filmogénica e, em seguida, drenadas até a completa secagem da solucdo (aproximadamente
8 hemrepouso) 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 analises foram realizadas a cada 5

dias, pelo periodo de 30 dias.

2.4 Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com fatorial 3 x 7, sendo trés
niveis de revestimento (CP, CE e SR) e sete niveis do fator tempo de avaliacéo (0, 5, 10, 15, 20, 25 e
30 dias), em trés repeticdes. Cada repeticdo consistiu de trés embalagens, cada uma contendo 6

laranjas. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.

2.5 Anélises

As determinacgdes de perda de massa, firmeza, avaliacdo microestrutural, coloracdo, analise
microbioldgica e contagem de frutos impréprios foram realizadas nos frutos integros em cada tempo
de avaliagdo. As demais analises foram realizadas no suco dos frutos que foi extraido utilizando um
extrator (Mondial, 4190-01, Conceicdo de Jacuipe, Brasil). Ap6s a extracdo 0s sucos foram
homogeneizados manualmente, filtrados em papel filtro quantitativo de 15 cm de didmetro (Unifil®,
Brasil), congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer (Revco, ULT1386-3-D30,

Asheville, EUA) a -80 £ 5°C até o momento de realizacdo dos testes.
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2.5.1 Perda de massa, pH, acidez titulavel e sélidos solUveis
A perda de massa dos frutos ao longo do tempo foi avaliada por meio da pesagem em balanca
analitica, considerando a massa inicial dos frutos e a massa dos frutos no tempo de armazenamento
avaliado (Eq. 1).
Perda de massa (%) = M;—i"f x 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 titulavel dos frutos foi determinada por titulagdo com solucdo de NaOH 0,1 M,
utilizando fenolftaleina como indicador; o pH foi medido em potenciémetro (Tecnal, TEC-3MP,
Piracicaba, Brasil) e o teor de sélidos solGveis foi determinado em refratdmetro digital (Atago, PAL-
1, Téquio, Japdo) (AOAC INTERNATIONAL, 2016).

2.5.2 Parametros de coloracéo

A analise de cor das laranjas foi realizada utilizando um colorimetro (Konica Minolta®,
Chroma Meter CR-400, Téquio, Japdo). Os resultados foram expressos pelo sistema de cores CIE
LCh. Nesse sistema, L* representa a claridade, C* a cromaticidade e °hue (angulo hue) a tonalidade.

As leituras foram realizadas em diferentes pontos da regido equatorial dos frutos.

2.5.3 Firmeza e analise microestrutural

A firmeza dos frutos foi avaliada pelo teste de punctura, com auxilio de um penetrémetro
(Magness — Taylor, FT 011, EUA), utilizando-se uma sonda de 5 mm de didmetro. A punctura foi
feita na regido equatorial dos frutos apds a retirada de uma pequena por¢édo da casca. Os resultados
foram expressos em N.

Para analise microestrutural, amostras dos tecidos das laranjas foram retiradas em cada tempo
de avaliacdo por meio de laminas e inseridas em microtubos contendo fixador Karnovsky, sendo
mantidas até 0 momento do preparo das amostras. Para o preparo dos especimes, as amostras foram
fraturadas em nitrogénio liquido e submetidas a desidratacdo em gradiente de acetona, seguida de
secagem em aparelho de ponto critico (Bal-Tec, CPD 030, Balzers, Liechtenstein). Posteriormente,
0s espécimes foram montados em stubs, submetidos a metalizacdo em aparelho evaporador de ouro
(Bal-Tec, SCD 050, Suica) e observados em microscopio eletronico de varredura com emissao de
campo (MEV-FEG) (Tescan, CLARA, Brno, Republica Tcheca) com uma tensdo de aceleracdo de 5
kV e ampliacdo de 300x. Foram utilizadas imagens obtidas nos tempos de avalia¢do 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 determinagoes
de compostos fendlicos totais (CFT), &cido ascorbico, e atividade antioxidante (AAT) pelos métodos
de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"*) e redugdo 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 soluc¢do Fast blue 0,01% e 0,4
mL de NaOH 5%. Apds 1 h de repouso, em ambiente escuro, as leituras foram procedidas a 420 nm.
Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG) por 100 mL de suco.

Para a determinacdo do acido ascérbico, 5 mL da amostra foram homogeneizados em 45 mL
de acido oxalico 0,5%. Posteriormente, 0 homogenato foi agitado por 30 minutos e, em seguida,
filtrado usando papel de filtro qualitativo de 15 cm de didametro (Unifil®, Brasil). O extrato resultante
foi utilizado para determinar o teor de acido ascorbico pelo método colorimétrico, utilizando 2,4-
dinitrofenilhidrazina, conforme realizado por Magalhées et al. (2019). Os resultados foram expressos
em mg equivalente de &cido ascorbico (EAA) por 100 mL de suco.

O ensaio de DPPH"* foi realizado conforme descrito por Brand-Williams et al. (1995), com
pequenas modificacdes. Utilizou-se 7,5 pL do suco € 292,5 uL de uma solugéo etanolica de DPPH"™*
(6 x 102 mM). Decorridos 30 minutos, as leituras foram realizadas a 515 nm. Os resultados foram
expresso em % de redugdo.

Para 0 método de FRAP, seguiu-se as orientacdes de Lago et al. (2023), no qual aliquotas de
9 pul das amostras foram combinadas com 27 pL de agua destilada e 264 puL de solucdo FRAP
(contendo TPTZ, cloreto férrico e tampéo acetato). Apos incubagdo em banho-maria a 37 °C por 30
minutos, a leitura das absorbancias foi realizada a 595 nm. Os resultados foram expressos em uM 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 Deterioracéo dos frutos

A avaliacdo da deterioracdo dos frutos ao longo do tempo foi realizada por meio das analises
microbioldgicas (coliformes totais, Salmonella sp., mesofilos aerdbios e fungos) e determinagéo
visual de frutos inaptos para consumo.

Para a contagem de coliformes totais, foi utilizado o método do namero mais provavel (NMP)
9:2015 (Kornacki et al., 2015). Aliquotas de amostras diluidas em agua tamponada foram inseridas
em tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), em diluicéo seriada e incubadas a 35 °C por
48 h. Apo0s esse periodo, os tubos contendo crescimento e producdo de gas foram submetidos ao teste

confirmatorio para coliformes totais: alcadas 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. Apds esse periodo, 0s tubos
com crescimento e producdo de gas foram considerados positivos para coliformes totais, sendo
submetidos a contagem de NMP e os resultados expressos em NMP gt .

A presenca de Salmonella sp. foi verificada sequndo 0 método 4.12 (United States Department
of Agriculture, 2017), com adaptacdes. Resumidamente, 2,5 g de amostra foram adicionados a
erlenmeyers contendo 225 ml de 4gua tamponada e incubados, a 37 °C, por 18 h. Posteriormente, foi
realizado o enriquecimento das amostras utilizando os caldos tetrationato e rapaport, com incubacdo
a 37 °C por 24 h. O plagueamento foi realizado em meio Hektoen Enteric Agar seguido de incubacéo
a 37 °C por 24 h. As coldnias suspeitas foram isoladas e transferidas para tubos contendo agar ferro
triplice actcar (TSI) e agar lisina de ferro (LIA), incubados a 37 °C por 24 h e, posteriormente,
submetidos a testes bioquimicos.

A contagem total de bactérias aerdbias mesdfilas foi realizada por meio do método de
plagueamento em superficie utilizando aliquotas de 100 uL das dilui¢des 101, 10 e 1073, que foram
semeadas em meio Agar Padréo para contagem (PCA) e, posteriormente, espalhadas com auxilio da
alca de Drigalsky. As placas foram incubadas a 35 °C por 48 h e, ap0s este periodo, aquelas que
apresentaram crescimento, tiveram suas coldnias contadas sendo o resultado expresso em Unidades
Formadoras de Col6nia por grama de fruto (UFC g*) (Ryser e Schuman, 2015).

A analise de fungos correspondeu a contagem de bolores e leveduras, determinada de acordo
com o método de plagueamento APHA 21:2015, com contagem de unidades formadoras de col6nias
(UFC) (Ryu e Wolf-Hall, 2015). Aliquotas de diluicBes seriadas das amostras homogeneizadas em
agua tamponada foram submetidas ao plaqueamento de superficie com meio de cultura agar dicloran
rosa de bengala cloranfenicol (DRBC). Apds incubacédo a 25 °C por 5 dias, 0os niUmeros de coldnias
tipicas de bolores e coldnias tipicas de leveduras foram medidos (apds confirmacdo microscopica da
morfologia celular), e a soma foi considerada como contagem total e expressa em UFC g L.

A determinacdo da porcentagem de frutos inaptos para consumo foi realizada por meio de
analise visual a cada tempo de avaliacdo (Eq. 2). Foram consideradas como alteracGes a presenca de
areas acastanhadas, areas amolecidas, odor desagradavel e crescimento visivel de micélios de fungos

(Lago et al., 2023).

Tf-If
Tf

x 100 Eq. 2

Frutos inaptos (%) =

Onde: Tf é o numero total de frutos e If é o nimero de frutos com alteragdes visiveis.
2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para avaliar os efeitos
independentes do tratamento pos-colheita (CP, CE e SR), do tempo de armazenamento (0, 5, 10, 15,

20, 25 e 30 dias) e da interacdo entre esses fatores. A analise de regressao foi realizada para avaliar o
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comportamento da varidvel quantitativa tempo de armazenamento, testando modelos de regressdo
linear, quadratico e cubico. O teste de médias de Tukey (p < 0,05) foi aplicado entre os tratamentos
de revestimento para cada tempo de armazenamento. Na anélise de regresséo foram considerados a
significancia do modelo de regressdo (p < 0,05), a ndo significancia da falta de ajuste do modelo
(p>0,05) e o coeficiente de determinacdo (R > 0,70). Quando nenhum dos modelos de regressao
testados foram significativos, as médias marginais foram utilizadas para comparar os tratamentos. A
realizacdo dos testes estatisticos foi realizada com o auxilio do software Statistical Analysis System
(SAS), versdo Studio 9.0.

3. Resultados e discusséo

Apos o periodo de secagem do bionanocompdsito, pode-se observar que o0s revestimentos
aderiram bem aos frutos, ndo havendo presenca de regides nao revestidas. Alterac6es visuais entre 0s
frutos revestidos e ndo revestidos ndo foram notadas. As variaveis estudadas foram influenciadas
pelos fatores tipo de revestimento e tempo de armazenamento de forma isolada, quando se utilizou
graficos de barras com teste de médias ou regressdo com uma unica curva, respectivamente. No caso
de interacdo significativa entre os fatores, os resultados foram apresentados em graficos que mesclam

teste de médias com curvas de regressao (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
bionanocomposito, com a cera de carnaliba e sem revestimento durante o tempo de armazenamento
encontram-se na Figura 1.

A variavel perda de massa (Figura 1a) foi significativamente influenciada pelos tratamentos
pos-colheita (CP, CE e SR), pelo tempo de armazenamento e pela interacdo entre esses fatores.
Observa-se que, independentemente do tratamento utilizado, a perda de massa dos frutos aumentou
linearmente ao longo do tempo. Além disso, diferencas 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 analise, menor para as laranjas CP.

A perda de massa dos frutos ocorre principalmente devido a perda de dgua pela transpiracéo
e a diminuicdo das reservas de carbono através da respiracdo (Vogler e Ernst, 1999; Luksiene e
Buchovec, 2019). Tal perda pode levar a alteragfes na textura, perda de suculéncia e reducdo da
qualidade nutricional resultando em um menor tempo de armazenamento (Barros et al., 2024b). Logo,
as diferencas relativas a perda de massa encontrada entre o tratamento CP e os demais (CE e SR)
indicam o efeito positivo na manutencao da qualidade dos frutos.

O melhor desempenho do tratamento CP na conservagdo da massa das laranjas pode ser

atribuido a escala nanomeétrica de seus constituintes, que provoca a formagdo de uma matriz mais
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coesa e densa, capaz de atuar como uma barreira eficiente contra a transpiracao e a difuséo 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, oxigénio, dioxido
de carbono e umidade, bem como encurtar a respiragdo e evitar a perda de agua. Ademais, 0s
resultados obtidos sdo consistentes com os de Lago et al. (2023), que estudaram a aplicacdo de
revestimento a base de amido de mandioca contendo 30% de celulose nanofibrilada em morangos,
um fruto igualmente ndo climatérico como a laranja, e observaram uma redu¢do no processo de perda
de massa dos frutos.

Para SS (Figura 1b), os resultados indicaram um efeito significativo do tratamento pds-
colheita, do tempo de armazenamento e da interacdo entre esses fatores. Para os tratamentos CE e
SR, os valores de SS aumentaram linearmente ao longo do tempo. Ja para o tratamento CP, ndo houve
ajuste significativo para os modelos de regressao testados, com resultados relativamente constantes.
O aumento continuo de agucares em frutas citricas conforme o observado nos tratamentos CE e SR
pode ser atribuido a hidrdlise de polissacarideos e a conversdo de &cidos organicos em acucares,
processos que sdo facilitados por enzimas hidroliticas durante o armazenamento (Lu et al., 2023). A
constancia dos resultados para o tratamento CP sugere que o bionanocompdsito pode ter um efeito
estabilizador, limitando a atividade das enzimas envolvidas nesses processos de conversao.

Em relacédo ao pH (Figura 1c), houve efeito significativo do tratamento pds-colheita, do tempo
de armazenamento e da interagdo 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 0s
tratamentos CE e SR, ndo houve ajustes significativos para os modelos de regresséo 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 reducdo na acidez dos frutos, dado que pH e acidez sdo
inversamente proporcionais. Segundo Chitarra e Chitarra (2005), em uma faixa de concentracdo de
acidos entre 2,5 e 0,5%, o pH pode aumentar e a acidez pode diminuir, indicando a utilizacdo de
acidos organicos no vacuolo celular durante o processo de respiracdo, uma vez que constituem uma
excelente reserva energética para suportar a maturacdo do fruto. Tal fato justifica o aumento do pH
observado nos frutos revestidos com o bionanocomposito. A baixa variagdo do pH observada nos
tratamentos CE e SR pode ser atribuida a formacao de acidos fracos que ndo sdo desprotonados em
baixos valores de pH, ndo contribuindo para altera-lo (Passos et al., 2016).

Para acidez (Figura 1d), assim como para o pH, houve efeito significativo do tratamento pds-
colheita, do tempo de armazenamento e da interacdo entre esses fatores. Observou-se um
comportamento quadratico para a acidez do tratamento CP, com um decréscimo inicial seguido de
um aumento apds o ponto de inflexdo, mantendo-se entre 0,75% e 0,97% ao longo do tempo. Para 0s

tratamentos CE e SR, a analise de regressdo ndo 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, 0os &cidos orgénicos totais em
frutas citricas diminuiram 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 alteracdes fisico-quimicas ocorridas em diferentes gen6tipos de laranjas ao longo

do armazenamento.

3.3 Parametros de coloracéo

Os resultados para os parametros de coloracdo L*, C* e °hue dos frutos revestidos com o
bionanocomposito, com a cera de carnalba e sem revestimento durante o tempo de armazenamento
podem ser observados na Figura 2.

Os efeitos do tratamento pos-colheita e do tempo de armazenamento para a varidvel L*
(Figura 2a) foram significativos, atuando de forma independente. Em relacdo ao tempo de
armazenamento, foi observado um comportamento linear decrescente o que indica que as laranjas
escureceram durante esse periodo. Em relacdo ao efeito dos tratamentos, CP e SR obtiveram 0s
maiores valores de L*, sem diferenca significativa entre si. Durante o armazenamento, os frutos
passam por varias reagdes bioguimicas que podem ocasionar na redugdo de sua claridade. Dentre
essas reacoes, destacam-se a degradacdo enzimatica da clorofila, a oxidagdo de compostos fendlicos
e a degradacéo dos carotenoides (Amiri et al., 2021).

Para C* (Figura 2b), houve interacao significativa entre os tratamentos aplicados aos frutos e
0 tempo de armazenamento, bem como um efeito significativo tanto para o tratamento pds-colheita
quanto para o tempo de armazenamento. No entanto, por meio da analise de regressao nao foi possivel
obter ajustes significativos ao longo do tempo. O valor de C* refere-se a saturacdo da cor e esta ligado
aconcentracdo do elemento corante, sendo que, quanto maior seu valor, mais brilhantes serdo as cores
aos olhos humanos (Pathare et al., 2012). Na maior parte dos tempos de anélise, ndo houve diferencga
significativa entre os tratamentos de recobrimentos aplicados 0 que destaca a manutengdo 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 proximos a 60° representam a cor amarela, enquanto os valores
préximos aos 120° representam cores verdes (Konica Minolta, 2007). Portanto, os resultados
confirmam o aspecto observado visualmente de que as laranjas possuiam a coloracdo da casca

amarelada. Essa coloracdo estd relacionada com a maturacdo das frutas citricas, caracterizada por
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alteracBes na cor da casca devido a degradacdo enzimatica das clorofilas e a sintese de carotenoides,
gue mudam a casca de verde para amarelo (Chitarra e Chitarra, 2005).

Os resultados para os parametros de coloracdo demonstram a auséncia de diferengas
significativas entre os tratamentos, o que € visualmente adequado uma vez que indica a eficacia do
bionanocompdsito em preservar a aparéncia natural dos frutos ao longo do armazenamento. Esta
constatacdo é importante para a aceitacdo dos produtos no mercado, pois a aparéncia é um fator

crucial na escolha dos consumidores.

3.4 Firmeza e andlise microestrutural

Houve influéncia significativa do tratamento pés-colheita, do tempo de armazenamento e da
interacdo entre esses fatores na firmeza dos frutos (Figura 3). Observou-se um aumento na firmeza
durante o periodo de armazenamento para todos os tratamentos, conforme evidenciado pelos modelos
lineares ajustados. Diferengas significativas foram notadas nos tempos de 25 e 30 dias, com 0
tratamento CP apresentando os menores valores de firmeza em comparagdo aos demais tratamentos.

O aumento na firmeza observado em todos os tratamentos pode ser atribuido ao ressecamento
superficial das células do exocarpo devido a perda de dgua pela respiracao e transpiracao (Khazaei et
al., 2011). Para o tratamento CP, a menor firmeza nos tempos finais avaliados pode ser atribuida a
capacidade do bionanocompdsito de formar uma barreira eficiente contra a perda de agua e a entrada
de oxigénio, retardando a senescéncia 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
modificacdes na textura de frutas e hortalicas é a despolimerizagao da pectina, associada as 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 analise microestrutural foi realizada utilizando imagens obtidas por MEV-FEG da
superficie (Figura 4) e da secc¢do transversal (Figura 5) do exocarpo das laranjas. Inicialmente, a
superficie aparece lisa e sem concavidades, indicando o inchaco das células devido a alta retengdo de
agua (Figuras 4a, 4e e 4i). A auséncia visivel do bionanocomposito sugere uma boa aderéncia do
revestimento & superficie dos frutos (Figura 4a). A medida que o tempo de armazenamento avanca,
observa-se a formacao de concavidades na superficie do exocarpo, provavelmente refletindo a perda
de &gua dos frutos com o consequente enrijecimento das células do exocarpo conforme ja
mencionado. Esse efeito de desidratagdo € mais pronunciado nos tratamentos CE e SR. Em particular,
nos frutos do tratamento SR, observa-se uma desintegracdo da camada externa, caracterizada pela

separacdo de partes do exocarpo (Figura 4k e 4l). Essa desintegracdo ndo foi observada em CP,
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indicando que o bionanocompdsito pode efetivamente retardar a perda de agua e manter com maior
efetividade a integridade estrutural do exocarpo durante o0 armazenamento.

Além disso, 0 numero de estdmatos no exocarpo das laranjas tambem foi afetado pelo
tratamento pds-colheita dos frutos (Figura 4a, 4e e 4i). A aplicacdo do bionanocompdsito e da cera
de carnauba resultou no preenchimento parcial dos estdmatos e na reducéo da porosidade dos frutos,
com o bionanocompdsito demonstrando maior eficacia. Esses resultados sdo compativeis com 0s
obtidos por Niu et al. (2023), que, ao estudarem o efeito de revestimentos em citricos (Citrus
reticulate cv. ‘Chunxiang’), também observaram a redu¢do do nimero de estomatos apds a aplicagdo
do revestimento e correlacionaram esse efeito a reducdo das taxas de respiracédo e transpiracdo dos
frutos, resultando no aumento da vida util.

A seccdo transversal nos permite observar a modificacdo estrutural da parede celular das
laranjas ao longo do tempo. No inicio do armazenamento (tempo zero), é possivel observar cavidades
bem definidas e a fronteira entre as células claramente delimitada, além da presencga de glandulas
oleiferas. Especialmente a partir do vigésimo dia de armazenamento (tempo 20), ainda que a
delimitacdo entre as células seja visivel, alteracdes na estrutura ja podiam ser detectadas, com inicio
da deformacdo no tratamento SR. No final do armazenamento, observa-se a presenca de células
deformadas e tecidos colapsados, sobretudo nos tratamentos CE e SR. As laranjas revestidas com o
bionanocomposito, por outro lado, mantiveram boa parte da estrutura inicial preservada, sendo
possivel delimitar as células. Ademais, as micrografias corroboram os resultados de firmeza ao

evidenciar a preservacdo da estrutura celular nas laranjas revestidas com o bionanocompadsito.

3.5 Compostos bioativos e atividade antioxidante

Os compostos fenolicos totais (Figura 6a) apresentaram influéncia significativa do tratamento
pos-colheita, do periodo de armazenamento e da interacdo entre esses fatores. Observou-se uma
reducdo no teor de compostos fendlicos no tratamento CP nos primeiros 15 dias de armazenamento.
Essa reducdo pode ser atribuida a diminuicdo da respiracdo promovida pelo bionanocomposito, que
inicialmente resultou em menor sintese de novos compostos fendlicos, pois a reducdo dos niveis de
O, pode diminuir a producdo desses compostos (Simdes et al., 2011). Apds esse periodo, 0s
compostos fenolicos totais aumentam com destaque ao tratamento SR que obteve as maiores médias.
A maior concentracdo de compostos fendlicos nessa segunda metade do armazenamento pode ser
atribuida ao ataque de fungos, que induz um mecanismo de defesa no fruto, resultando em maior
producdo de fendlicos (Hernandez et al., 2021). A presenca de fungos foi observada nesse tratamento
e confirmada pela analise de bolores e leveduras, que sera relatada posteriormente.

A concentracdo de acido ascérbico (Figura 6b) nos frutos foi significativamente afetada

apenas pelo tratamento pos-colheita. Embora os tratamentos CE e CP tenham apresentado
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concentracdes semelhantes de &cido ascorbico, os frutos sem revestimento apresentaram teores
significativamente maiores. Acredita-se que a maior concentracdo de acido ascorbico no tratamento
sem revestimento esteja associada a 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
ja relatado anteriormente (item 3.1). Consequentemente, os frutos sem revestimento, que perderam
mais massa devido a desidratacdo, apresentaram uma concentracdo aparente maior de acido
ascorbico.

A atividade antioxidante, avaliada pela captura do radical DPPH"" (Figura 7a), ndo foi
significativamente influenciada pela interacdo entre o tempo de armazenamento e o tratamento pds-
colheita. No entanto, os efeitos isolados do tratamento pos-colheita e do tempo de armazenamento
foram significativos. De maneira similar, a atividade antioxidante avaliada pela captura de ferro
(FRAP) (Figura 7b) também ndo mostrou influéncia significativa da interacdo entre o tempo de
armazenamento e o tratamento pds-colheita, mas os efeitos isolados foram significativos. Em ambos
0s métodos o tratamento CP apresentou uma maior atividade antioxidante. A capacidade antioxidante
dos compostos fendlicos depende do namero de grupos hidroxila na estrutura do anel aromatico e
seus arranjos. Quanto maior o nimero de grupos hidroxila, melhores sdo suas propriedades
antioxidantes (Olszowy, 2019). Portanto, as alteracdes bioquimicas provocadas pelo
bionanocomposito nos frutos provavelmente mantiveram compostos fenolicos com uma estrutura
quimica mais eficiente para a acao antioxidante.

3.6 Deterioracdo dos frutos

Os resultados referentes a porcentagem de frutos inaptos para o consumo ao longo do
armazenamento estdo apresentados na Figura 8. Houve um efeito significativo do tratamento pos-
colheita, do tempo de armazenamento e da interacdo entre esses fatores para essa variavel. Apos 15
dias de armazenamento, foi possivel observar diferencas significativas entre os tratamentos, com o
CP destacando-se por apresentar a menor incidéncia de frutos improprios. Ao final do periodo de
armazenamento, o tratamento CP teve 24,82% a menos de frutos improprios em comparacgao ao
tratamento CE e 43,34% a menos em relacédo ao tratamento SR. Esses resultados ressaltam a eficiéncia
do bionanocomposito em preservar a qualidade dos frutos durante o armazenamento.

Relativo aos parametros microbioldgicos (Tabela 1), ndo foram detectados coliformes totais
nem Salmonella nos frutos durante todo o periodo de armazenamento. Apenas no vigésimo dia de
armazenamento houve crescimento de mesofilos aerobios e fungos apenas tratamento CE. No
trigésimo dia, observou-se crescimento de mesofilos aerobios e fungos nos tratamentos CE e SR. Nao
houve contagem significativa (10 a 150 col6nias) para bolores e leveduras, nem para 0s mesofilos

aerobios (25 a 250 coldnias) (Silva et al., 2017) no tratamento CP.
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A auséncia de crescimento microbiano significativo nos frutos revestidos com o
bionanocompdsito pode ser atribuida a varios fatores indiretos, incluindo as propriedades de barreira
ao O do revestimento, que limitam a atividade de leveduras (anaerobias facultativas) e bolores
(estritamente aerdbios) (Lago et al., 2023). Outro fator determinante para a inibi¢do do crescimento
microbiano é a presenca de nanoparticulas de prata na composicdo do bionanocompdsito. As
nanoparticulas de prata sdo conhecidas por suas propriedades antimicrobianas. Embora o mecanismo
exato pelo qual as AgNPs agem contra microrganismos ainda ndo esteja completamente claro, é
amplamente aceito que elas possam penetrar nas células ou hifas fangicas, danificando membranas e
superficies celulares e impactando organelas vitais como mitocondrias e ribossomos, que sdo
essenciais para a producdo de proteinas e energia (Ganash et al., 2018). Além disso, as AgNPs séo
conhecidas por deteriorar os conidios dos fungos, afetando sua forma e estrutura, e induzir a producao
de espécies reativas de oxigénio que contribuem para a destruicdo celular (Nisar et al., 2019).
Acredita-se ainda que as AgNPs interagem com as células bacterianas e desacoplam o transporte de
elétrons da fosforilacdo oxidativa causando a morte celular (Dakal et al., 2016).

Os resultados destacam a eficacia do tratamento CP em comparacdo aos tratamentos CE e SR
na prevencdo de contaminagGes microbianas durante o armazenamento. A capacidade do
bionanocomposito de inibir o crescimento de mesdfilos aerdbios e fungos sugere que este tratamento
pode ser uma alternativa viavel e eficiente para a conservacdo de frutas, mantendo-as seguras para o

consumo por periodos mais longos.

4. Concluséo

Foi demonstrado que o uso do bionanocomposito a base de amido, reforcado com NFC de
eucalipto e funcionalizado com AgNPs obtidas por sintese verde com a casca da améndoa do cacau,
é eficaz na manutencado da qualidade p6s-colheita de laranjas. O bionanocompdsito apresentou uma
adeséo 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
comparacdo com laranjas revestidas com cera de carnaiba e sem revestimento. Além de oferecer
vantagens significativas em termos de conservacédo, o bionanocomposito utilizado como revestimento
também contribui para a sustentabilidade ambiental, valorizando residuos agroindustriais. A sintese
verde das AgNPs reforca o compromisso com praticas sustentaveis, tornando o processo ainda mais
ecologico. Para o futuro, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a viabilidade econémica
desse bionanocompdsito. A tecnologia desenvolvida ndo apenas melhora a conservacao de frutas,
mas também promove praticas agricolas e industriais mais sustentaveis, alinhando-se aos objetivos

globais de reducdo do desperdicio alimentar e valorizacdo de residuos.
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Figura 1 — Graficos relativos a (a) perda de massa, (b) sélidos soltveis, (c) pH e (d) acidez titulavel
em laranjas ao longo do armazenamento por 30 dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocomposito
a base de amido de mandioca reforcado com celulose nanofibrilada e funcionalizado com
nanoparticulas de prata; CE: laranjas revestidas com cera de carnalba; SR: laranjas sem revestimento.
Tratamentos seguidos das mesmas letras (dentro do mesmo tempo de armazenamento) nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 2 — Gréficos relativos aos parametros de coloracao (a) claridade (L*), (b) cromaticidade (C*)
e (c) tonalidade (°hue) em laranjas ao longo do armazenamento por 30 dias. CP: laranjas revestidas
com o bionanocompdsito a base de amido de mandioca reforcado com celulose nanofibrilada e
funcionalizado com nanoparticulas de prata; CE: laranjas revestidas com cera de carnalba; SR:
laranjas sem revestimento. Tratamentos seguidos das mesmas letras (dentro do mesmo tempo de
armazenamento) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 3 — Graficorelativo a firmeza de laranjas ao longo do armazenamento por 30 dias. CP: laranjas
revestidas com o bionanocompdsito a base de amido de mandioca reforcado com celulose
nanofibrilada e funcionalizado com nanoparticulas de prata; CE: laranjas revestidas com cera de
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tempo de armazenamento) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 4 — Micrografias obtidas em microscopio eletronico de varredura com emissédo de campo
(MEV-FEG) da superficie do exocarpo em laranjas ao longo do armazenamento aos 0, 10, 20 e 30
dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompdsito a base de amido de mandioca reforgado com
celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanoparticulas de prata; CE: laranjas revestidas com cera
de carnauba; SR: laranjas sem revestimento.
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aos 0, 10, 20 e 30 dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocomposito a base de amido de mandioca
reforcado com celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanoparticulas de prata; CE: laranjas
revestidas com cera de carnauba; SR: laranjas sem revestimento.
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Figura 6 — Graficos relativos aos (a) compostos fendlicos totais (CFT) e ao (c) acido ascérbico em
laranjas longo do armazenamento por 30 dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompasito a base
de amido de mandioca refor¢cado com celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanoparticulas de
prata; CE: laranjas revestidas com cera de carnauba; SR: laranjas sem revestimento. Tratamentos
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teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 7 — Graficos relativos a capacidade antioxidante pelos métodos de (a) captura do radical
DPPH" (DPPH™) e (b) reducdo do ferro (FRAP) em laranjas ao longo do armazenamento por 30
dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompdsito a base de amido de mandioca reforcado com
celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanoparticulas de prata; CE: laranjas revestidas com cera
de carnauba; SR: laranjas sem revestimento. Tratamentos seguidos das mesmas letras ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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armazenamento por 30 dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompdsito a base de amido de
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mesmas letras (dentro do mesmo tempo de armazenamento) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de significancia.

TABELAS

Tabela 1 — Mesofilos aerdbios e fungos presentes em laranjas armazenadas a temperatura ambiente
(25 = 5 °C) durante 30 dias. CP: laranjas revestidas com o bionanocompdsito a base de amido de
mandioca reforcado com celulose nanofibrilada e funcionalizado com nanoparticulas de prata; CE:

laranjas revestidas com cera de carnalba; SR: laranjas sem revestimento.

Tempo (dias) Tratamento

Mesofilos aerébios (UFC g %)

0

CP
CE
SR

Fungos (UFC g )
*

10

CP
CE
SR

¥ X x| X X %

% k| %

20

CP
CE
SR

*

2,83x10%2+ 5,77x10?

*

*

2,27x10% + 3,06x10!

*

30

CP
CE
SR

*

2,32x10%+ 1,31x10*
2,03x10°+ 9,86 x10*

*

3,27x10? + 3,06x10?
6,37x10° + 3,08x103

* N&o houve contagem significativa.
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CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho demonstrou o potencial promissor do uso de nanomateriais, como NFC e
AgNPs, nas propriedades de bionanocompositos a base de amido, como revestimento para frutas. Os
resultados obtidos evidenciaram que a sintese verde de AgNPs, utilizando a casca da améndoa do
cacau, é uma alternativa aos métodos tradicionais de sintese de nanoparticulas, alinhando-se aos
principios da quimica verde, ao evitar o uso de solventes toxicos e reduzir o impacto negativo ao meio
ambiente.

A adicdo de NFC aos bionanocompositos melhorou significativamente as propriedades
mecanicas, reoldgicas e de barreira, enquanto as AgNPs proporcionaram a¢do antimicrobiana. O uso
de 30% de NFC e AgNPs mostrou-se eficaz na manutencédo da qualidade p6s-colheita de laranjas,
resultando em uma reducao significativa da perda de massa e preservacdo da integridade estrutural
dos frutos ao longo do armazenamento.

Além de aumentar a vida til de frutas os bionanocompositos desenvolvidos tém potencial
para serem aplicados em outras matrizes alimentares. Adicionalmente, suas aplicacdes podem ser
expandidas para além do setor de alimentos, como nas industrias de embalagens, téxtil e médica,
devido as suas propriedades antimicrobianas e mecanicas aprimoradas (maior resisténcia a tracao e a
punctura).

Em suma, este trabalho abre novos caminhos para a valorizacdo de residuos agroindustriais
por meio da sintese verde através de um viés sustentavel. Os materiais desenvolvidos ndo apenas
contribuem para a conservacdo pés-colheita de frutas, mas também representam uma solucao
promissora para a reducédo do desperdicio de alimentos e aproveitamento de subprodutos industriais.
Para o futuro, recomenda-se a realizacdo de estudos adicionais que avaliem a viabilidade econdmica,
durabilidade a longo prazo e a ampliacdo das aplicacdes desses bionanocompaésitos em diferentes

contextos industriais.
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Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 7

MARCELO FRANCO

93022310978

Brasileira

Professor do ensino superior
Avenida Raimundo Sa Barreto 1351
ILHEUS

BA

BRASIL

mfranco@uesc.br

INGRID ALVES SANTOS
05040214510

Brasileira

Estudante de Pos Graduacao
Rua Elbert Vilela, 1710
LAVRAS

MG

BRASIL

ingridengali@gmail.com

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 27/10/2023 as 16:11, Peticdo 870230095546
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Endereco:
Cidade:
Estado:
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Pais:
Telefone:

Fax:
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Inventor 4 de 7

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5 de 7

IGOR CARVALHO FONTES SAMPAIO
04156378560

Brasileira

Pesquisador

Avenida Jodo Fraga Brandéo, 560
JACOBINA

BA

BRASIL

igorsampaio@outlook.com

HANNA ELIASIA ARAUJO DE BARROS
06054385526

Brasileira

Estudante de Pés Graduacgéo

Rua José de Anchieta, nimero 62
ILHEUS

BA

BRASIL

hannaelisia@gmail.com

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 27/10/2023 as 16:11, Peticdo 870230095546
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 6 de 7

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 7 de 7

CAIO VINICIUS LIMA NATARELLI
13866142706
Brasileira

Estudante de Pés Graduacéao

Av. josé luiz ferraz 355 apto 607, rio de janeiro, RJ - 22790587

RIO DE JANEIRO
RJ

BRASIL

caionatarelli@hotmail.com

JULIANO ELVIS DE OLIVEIRA
04386344624
Brasileira

Professor do ensino superior

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS Caixa Postal 3037, CEP

37200-900
LAVRAS

MG

BRASIL

juliano.oliveira@ufla.br

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 27/10/2023 as 16:11, Peticdo 870230095546
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Nome: EDUARDO VALERIO DE BARROS VILAS BOAS
CPF: 81427328668
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagéo Fisica: Professor do ensino superior
Endereco: UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS, CEP 37200-900
Cidade: LAVRAS
Estado: MG
CEP:
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:

Email: evbvboas@ufla.br

Documentos anexados

Tipo Anexo Nome
Comprovante de pagamento de GRU 200 NOB 29409162310107367.pdf
Resumo Resumo.pdf
Relat6rio Descritivo Relatorio descritivo.pdf
Reivindicacao Quadro reivindicatério.docx.pdf
Desenho FIGURAS.pdf

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 27/10/2023 as 16:11, Peticdo 870230095546
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Acesso ao Patrimdnio Genético

Declaracdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencgéo
nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou ndo se aplica.

Declaragdo de veracidade

E[Declaro, sob as penas da lei, que todas as informac¢des acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO Esta solicitacso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 27/10/2023 as 16:11, Peticdo 870230095546
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SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA ATRAVES DE RESIDUOS DE
CASCA DA AMENDOA DO CACAU

A presente invencéo aborda um método ecologicamente sustentavel e economicamente
viavel de producéo de uma formulacéo de nanoparticulas de prata. Mais particularmente,
refere-se ao método de producédo de nanoparticulas de prata utilizando como agente de
sintese verde um extrato produzido através de residuos de cascas de améndoa do cacau
(Theobroma cacao). A formulagéo reivindicada apresenta propriedade antioxidante e
bactericida o que confere prospectos de seu uso em diversos tipos de aplicacdes, tais
como revestimentos e embalagens para alimentos, na area da medicina como curativos
e para producdo de biossensores. A aplicacdo do método proposto notoriamente
compete com o0s métodos tradicionais de producdo de nanoparticulas de prata
caracterizados pelo uso de reagentes agressivos ao meio ambiente, tendo como
principal vantagem o custo inferior e por ser ambientalmente amigavel. Além disso, a
invencdo da um destino alternativo e agrega valor ao residuo casca da améndoa do

cacau.
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SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA ATRAVES DE RESIDUOS DA
CASCA DA AMENDOA DO CACAU

Campo dainvencéo

[001] A presente invencao trata de um método de sintese verde de nanoparticulas de

prata e seu uso como agente bactericida.

[002] Mais particularmente, refere-se ao método de sintese de nanoparticulas de prata
microbicidas pela reducéo de prata ibnica na forma de AgNOs através de uma solucao
redutora composta por residuos de casca de améndoa de cacau, subproduto da industria
cacaueira. Refere-se ainda a uma formulacdo de nanoparticulas de prata e solucao de
casca de améndoas de cacau. A formulacdo de nanoparticulas reivindicada apresenta
propriedade microbicida frente a microrganismos perniciosos de importancia médica e

para a industria de alimentos.

[003] A aplicacdo do método proposto compete com os métodos convencionais de
sintese de nanoparticulas de prata, nomeadamente frente a ndo producéo de residuos
contaminantes, bem como a reducao de custos de sintese das referidas nanoparticulas,
mostrando a vantagem de ser um método ambientalmente amigavel e de custo inferior,
além de agregar valor e dar um novo destino ao residuo de casca de améndoa de cacau,

produzido em vasta quantidade pela industria cacaueira.

[004] As nanoparticulas de prata microbicidas produzidas podem ser aplicadas em
distintos setores, tais como nas industrias de sanitizantes, materiais e produtos como
téxteis, curativos, plasticos, dispositivos de protecéo individual, utensilios domésticos e

para o desenvolvimento de composi¢cdes com atividade microbicida.
Fundamentos da invencgéo

[005] As nanoparticulas metalicas séo sélidos metalicos que possuem pelo menos 50%
da sua populacédo com pelo menos uma de suas dimensdes entre 1 e 100 nm. Estas tém
gerado muito interesse por apresentarem propriedades fisicas, quimicas e/ou biolégicas

Unicas, em comparacgao a particulas macroestruturadas.
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[006] Devido ao seu tamanho em nanoescala, a razdo entre a area de superficie e o
volume das nanoparticulas aumenta, fazendo com que elas se tornem mais reativas.
Além disso, podem surgir comportamentos eletrdnicos e 6pticos diferenciados, devido
ao confinamento eletrbnico, caracteristica proeminente nas nanoparticulas metalicas.
Em razdo a estas propriedades, as nanoparticulas, 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 terapéuticos em infeccbes de feridas,

curativos e como revestimentos de diferentes superficies.

[007] A via tradicional de sintese de nanoparticulas se da por métodos quimicos e
fisicos. A maioria dos quais sdo onerosos, requerem alto consumo de energia, envolvem
a utilizacéo de reagentes perigosos e alguns deles produzem quantidades substanciais
de residuos. Em contraposto aos métodos convencionais, a sintese verde de
nanoparticulas oferece algumas vantagens que incluem o uso de solventes ecolégicos e

agentes redutores nado toxicos extraidos de plantas, bactérias e fungos.

[008] Por esses motivos, a via biotecnolégica tem se mostrado uma promissora
abordagem quanto aos quesitos de seguranca, sustentabilidade do método e também
por conferir maior estabilidade das nanoparticulas, bem como por conferir caracteristicas
inovadoras e melhorar outras propriedades responsaveis por suas aplicacdes, tal como

o tamanho das mesmas, forma e atividade antioxidante do material produzido.

[009] Dentre as nanoparticulas, as de prata (AgNPs) se destacam pelas propriedades
de alta atividade catalitica e antimicrobiana, mostrando como vantagens a sua alta
eficacia frente a microrganismos deteriorantes e maior seguranca que microbicidas
carcinogénicos. Em razdo destas propriedades, as AgNPs mostram-se como uma

promissora abordagem para o aumento da vida de prateleira de alimentos.

[0010] E bem conhecida a capacidade de extratos de plantas e frutas como substrato
para a sintese de nanoparticulas, haja vista o0 mecanismo inerente a esse processo
envolver a reducdo quimica de Ag* a Ag® por metabdlitos secundarios (terpenoides,
flavonoides e &cidos fendlicos). Nesse sentido, 0 emprego de residuos agroindustriais

como fonte de substancias redutoras tem o potencial de diminuir ainda mais 0s custos
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da dita sintese verde e direcionar esses materiais a uma finalidade alternativa nobre

através da valorizacdo em produtos nanotecnoldgicos.

[0011] Um residuo agroindustrial amplamente produzido pela industria cacaueira é a
casca da améndoa de cacau, a qual € majoritariamente empregada como combustivel
para caldeiras. Como esse material apresenta elevada concentracdo de compostos
fendlicos e outros metabdlitos secundérios (terpendides, flavondides), seu emprego
como combustivel acaba por subutilizar seu potencial econémico. Por isso, seu
beneficiamento como substrato redutor explora de forma mais eficiente suas
propriedades quimicas e vai ao encontro dos requisitos necessarios para producédo de
solucdes redutoras. Essas caracteristicas evidenciam que a casca de améndoa do cacau
pode ser empregada como uma promissora plataforma para a sintese verde de AgNPs
e dessa forma elevando a geragéo de valor na cadeia produtiva do cacau. O processo
de sintese verde é simples, utiliza matéria prima renovavel de baixo custo e nao requer
grandes implementacdes de infraestrutura para ser escalado, aspectos que evidenciam

a viabilidade técnica e econdmica do mesmo.

[0012] Nao obstante alguns documentos patentarios reivindiguem a sintese verde de
AgNPs com propriedades microbicidas a partir de extratos de origem vegetal, a presente
invencao refere-se a abordagem inovadora do uso de residuos de casca da améndoa do
cacau (Theobroma cacao) como plataforma redutora para a sintese de nanoparticulas
de prata, mostrando como vantagens menor tempo de sintese, reducdo de custos,
melhora de caracteristicas funcionais das nanoparticulas de prata (tamanho, carga...
citar), alto rendimento e por dar um novo destino ao residuo industrial casca da améndoa

do cacau.
Estado da técnica

[0013] A partir da realizacdo de buscas de anterioridades verificou-se que patente de
namero CN104043837A de 12/03/2013 refere-se a um meétodo verde para obtencédo de
nanoparticulas estaveis de prata através da mistura de uma solucdo de Reativo de
Tollens (nitrato de prata) com uma solucéo de glucano e outra de glicose. Apesar do
documento supracitado reivindicar vantagens como a sintese verde, nao foram

empregados residuos agroindustriais, tal como a casca de améndoa de cacau utilizada
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na presente invencao. Além disso, a presente invencédo ndo faz isso de glucano e glicose,

sendo portanto, mais econémica.

[0014] A patente de numero KR102091166B1 de 25/05/2018 refere-se a um método para
a producdo de nanoparticulas de prata através de extrato de semente de gardénia e
empregando uma espécie de prata ibnica e apresentando diametro médio das
nanoparticulas de 20 nm. Apesar de ser utilizado um extrato vegetal para a sintese de
nanoparticulas de prata, ndo foi empregado o residuo de casca de améndoa de cacau,
bem como a presente invencao reivindica caracteristicas vantajosas das nanoparticulas
de prata tal como o menor diametro (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 numero US9907817B1 de 14/09/2017 descreve um método de
producdo de nanoparticulas de prata com propriedade anti hiperglicémica a partir de
nitrato de prata e uma solucéo de folhas de Lavatera cretica. Contudo, néo é reivindicada
capacidade bactericida e nem utilizada solucdo de casca de améndoa de cacau como

agente redutor.

[0016] A patente de niumero BR102021016375-5 A2 de 18/08/2021 descreve um método
verde de producdo de nanoparticulas de prata com capacidade microbicida a partir de
uma solucado de nitrato de prata e uma solucéo de casca de catuaba (Trichilia catigua)
com incubacéo preferencial de 24 a 72 horas e propor¢cao de NaNOs e extrato de cutuaba
de 1:1000. Contudo, a presente invencéo diferencia-se do documento supracitado por
possibilitar a sintese verde de nanoparticulas de prata de forma mais celere
(preferencialmente de 10 a 60 minutos). Ademais, a sintese descrita na patente
BR102021016375-5 A2 utiliza como agente redutor um material empregado em outros
setores industriais (bebidas, suplementor, etc.), ndo possuindo o viés de valoracao de
residuos agroindustriais subutilizados (casca de améndoa do cacau) da patente aqui

reivindicada.

[0017] Portanto, ndo foram encontrados documentos patentarios que compreendam as

vantagens elencadas no método de sintese verde empregando o extrato de casca de
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améndoas de cacau, proposta que contribui para a gestao sustentavel deste residuo
agroindustrial altamente produzido e geracdo de valor através da sintese de compostos

de quimica verde (nanopatrticulas).
Descricao resumida da invencgéo

[0018] E, portanto, objeto da presente invencdo, um processo de producdo de
nanoparticulas de prata a partir de uma solucéo de nitrato de prata (AgNOs), com extrato
liofilizado da casca da améndoa do cacau como agente redutor. A invencao também
descreve a forma de preparacéo do extrato, direcionando-o0 a um destino mais nobre que

o de sua simples combustao.

[0019] Adicionalmente a producdo das nanoparticulas através do extrato de casca de
améndoa de cacau, também foram realizados testes que demonstraram a eficacia
microbicida dessas frente a distintos microrganismos patogénicos (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)).

Descricao detalhada da invencao

[0020] A presente invencdo versa sobre a sintese verde de nanoparticulas de prata
através de uma solucao de NaNOs e extrato do residuo agroindustrial casca de améndoa

de cacau.

[0021] Em uma realizacao preferencial do processo de invencéo, a solucao de extrato da
casca da améndoa do cacau é uma solucdo aquosa, na concentracao 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 realizagao preferencial do processo da presente invencéo, solugao de

nitrato de prata (AgNOs3) € uma solucdo aquosa na concentracdo de 0,01 a 1 mM.

[0023] Em ainda outra realizacdo preferencial do processo da presente invencao, a
proporcao em volume de solucéo de nitrato de prata para o extrato da casca da améndoa
do cacau é de 1:1 a 1:100.
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[0024] Em ainda outra realizacdo preferencial do processo da presente invengao, o
tempo de incubacédo da solucéo de nitrato de prata (AgNO3s) com o extrato da casca da
améndoa do cacau para a sintese € de 5 a 1440 minutos, preferencialmente de 10 a 60

minutos.

[0025] Em ainda outra realizacdo preferencial do processo da presente invencao, a
temperatura de incubacéo da solucdo de nitrato de prata (AgNOs) com o extrato da
casca da améndoa do cacau para a sintese € de 40 a 150 °C, preferencialmente de 50
a 100 °C.

[0026] Em ainda outra realizacdo preferencial do processo da presente invencao, a
solucdo de extrato da casca da améndoa do cacau é obtida pela trituracdo de 50 a 250
g de casca em 1000 mL de agua ultrapura, seguida de homogeneizacéao até formar uma

solucéo e posterior filtracéo.

[0027] Em ainda outra realizacéo preferencial do processo da presente invencao, as
nanoparticulas de prata possuem atividade contra microrganismos, particularmente

antibacteriana.

[0028] Um segundo objeto da presente invencéo se refere as nanoparticulas de prata,

produzidas pelo processo, conforme definido no presente pedido.

[0029]Em uma realizacdo preferencial das nanoparticulas de prata da presente
invencdo, as nanoparticulas possuem carga zeta de -15 a -30 e tamanho de 15 a 100

nm, preferencialmente de 30 a 70 nm.
Breve descricdo dos desenhos

[0030] A Figura 1 apresenta solugdes, obtidas em diferentes condi¢des de sintese verde,

contendo nanoparticulas de prata obtidas com o extrato da casca da améndoa do cacau.

[0031] A Figura 2 apresenta o espectro de absor¢cao UV-Vis da solugéo contendo as

nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas com a casca da améndoa do cacau.

[0032] A Figura 3 apresenta a micrografia das nanoparticulas de prata (AgNPs)

sintetizadas com a casca da améndoa do cacaul.

Peticéo 870230095546, de 27/10/2023, pag. 16/23



7/9

[0033] A Figura 4 mostra os halos de inibicdo 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 concretizagdo da invencao

[0034] A fim de atestar a eficacia do processo de produgdo das nanoparticulas de prata
obtidas por sintese verde com a casca da améndoa do cacau, os resultados encontrados,
a titulo de exemplo néo limitante, foi dividido em: (1) Preparo do extrato aquoso da casca
da améndoa do cacau; (2) Sintese Verde das nanoparticulas de prata; (3) Avaliacdo das
caracteristicas das particulas obtidas e (4) Aplicacdo das nanoparticulas obtidas contra

patdgenos de origem alimentar.

[0035] Preparo do extrato aguoso da casca da améndoa do cacau

[0036] Cascas da améndoa do cacau (Theobroma cacao L.) foram previamente
trituradas e peneiradas. Em 10 gramas desse residuo foram adicionados 100 mL de agua
deionizada. A mistura resultante foi submetida a extracao assistida por ultrassom durante
30 minutos. Posteriormente, realizou-se o processo de centrifugacdo por 15 minutos a

1000 x g, o sobrenadante foi liofilizado e armazenado sob congelamento.

[0037] Nesse extrato observou-se a presenca de elevado teor de compostos fendélicos
totais (353,13+0,67 mg.100 g EAG) e de acentuada capacidade antioxidante pelos
métodos de DPPH (18,56+0,61 CEso) e B-caroteno/acido linoleico (87,26+4,61% de
protecdo). Estes resultados evidenciaram que o extrato obtido configura-se como um
material com forte potencial para a realizacéo da sintese verde das nanoparticulas de
prata uma vez que a presenca de compostos fendlicos com atividade antioxidante
evidencia sua capacidade de reduzir os ions Ag* em AgP. E importante ressaltar que o
processo de reducdo anteriormente citado € fundamental para a obtencdo das

nanoparticulas de prata.

[0038] Sintese Verde das nanoparticulas de prata
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[0039] A sintese 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 améndoa do cacau
com 10 mL de solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNO3) a 0,01 mM. Essa mistura
permaneceu incubada por 40 minutos a 90°C. Durante o processo de sintese verde,
observou-se a mudancga da coloracdo do extrato de casca de améndoa do cacau de
castanho claro a castanho escuro que indica a formag&o das nanoparticulas de prata
(Figura 1).

[0040] Avaliacéo das caracteristicas das particulas obtidas

[0041] ApOs a sintese, as particulas nanométricas de prata foram monitoradas em um
espectrémetro de UV-visivel a fim de observar o resultado da excitagdo superficial do

fendbmeno de ressonancia plasmonica do metal prata (Figura 2).

[0042] A ressonancia plasmoénica apresentou um pico agudo em 430-445 nm
confirmando o processo de sintese uma vez que esta corresponde a faixa de absorgéo
caracteristica da nanoparticula de prata.

[0043] A caracterizacao do tamanho e formato das nanoparticulas foram realizadas por
Microscopia Eletrénica 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 nanoparticulas de prata obtidas bem como o diametro médio de

60 nm das mesmas.

[0044] Aplicacéo das nanopatrticulas obtidas contra patbgenos 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 triptico de soja (TSB) e incubadas a 35°C por 24h. As suspensdes das células
foram diluidas em solucdo salina (NaCl 0,9%) até a obtencdo de uma suspensao
equivalente a 0,5 na escala de McFarland (aproximadamente 108 UFC.mL1). As

Peticéo 870230095546, de 27/10/2023, pag. 18/23



9/9

suspensdes bacterianas foram semeadas em placas previamente preparadas com meio
PCA enriquecido com adicao 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 0s microrganismos e sobre 0s discos
foi adicionado 10 pL das amostras de AgNPs. A atividade antimicrobiana do extrato
aquoso da casca da améndoa do cacau (0,1 mg.mL™!) e do cloranfenicol (500 pug.mL™)
foram incluidas como referéncia. Apos incubacao por 24 h a 37°C, foi realizada a leitura

do halo de inibicao.

[0047] Para todas as bactérias testadas a nanoparticula de prata foi capaz de promover
a formacéo de halos de inibicdo o que demonstra a acao bactericida das AgNPs (Figura
4 e Tabela 1).

[0048] Em geral, os resultados mostraram que as nanoparticulas de prata produzidas

com o processo da presente invencgao possuem eficiente atividade antibacteriana.
Tabela 1

Resultado dos halos de inibicdo formados pela nanoparticula de prata (AgNPS) e
pelo extrato puro da casca da améndoa do cacau.

Bactérias Halo de inibicdo (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 *

* N&o houve formagéo de halo de inibigéo
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REIVINDICACOES

1. SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA caracterizada por utilizar
como agente redutor um extrato composto por residuos de cascas de améndoas de

cacau e como espécie a ser reduzida uma solucao de nitrato de prata — AgNOs3

2. SINTESE, de acordo com a reivindicag&o 1, caracterizada por utilizar o extrato de
residuos de cascas de améndoas de cacau na concentracdo de 2,5 a 30%
(massa/volume), preferencialmente 5 a 20% (massa/volume) e mais preferencialmente

10 a 20% (massa/volume)

3. SINTESE, de acordo com a reivindicacéo 1 e 2, caracterizada por o extrato de
residuos de cascas de améndoas 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 agua
destilada estéril, homogeneizado e separado por um método fisico tal como a filtracéo

ou centrifugacéo

4. SINTESE, de acordo com a reivindicacéo 1 e 2, caracterizada por utilizar AGQNO3
na concentracdo de 0,001 a 10 mM, preferencialmente 0,01 a 5 mM e mais

preferencialmente 0,01 a 1 mM

5. SINTESE, de acordo com a reivindicacdo 1 e 2, caracterizada por utilizar a
temperatura de sintese preferencialmente de 40 a 150 °C

6. SINTESE, de acordo com a reivindicacéo 1 e 2, caracterizada por utilizar o tempo

de sintese de 5 a 1440 minutos, preferencialmente de 10 a 60 minutos

7. SINTESE, de acordo com a reivindicacéo 1 e 2, caracterizada por se obter ao
menos um rendimento de sintese de 2,5 a 30% (massa/volume), preferencialmente 10 a

20 % (massa/volume)

8. NANOPARTICULAS DE PRATA, de acordo com a reivindicagio 1 e 2,
caracterizada por se obter nanoparticulas de prata de formato esférico e com diametro

de 15 a 100 nm, preferencialmente de 10 a 90 nm
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9. NANOPARTICULAS, de acordo com a reivindicacdo 1 e 2, caracterizada por as

nanoparticulas de prata possuirem atividade microbicida, particularmente bactericida

10. NANOPARTICULAS, de acordo com a reivindicacéo 1, 2 e 8, caracterizada por
as nanoparticulas de prata possuirem 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 NANOPARTICULAS DE PRATA, de acordo com a reivindicacdo 1 e 2,
caracterizada por as nanoparticulas poderem ser empregadas diretamente como uma
solucéo, pulverizadas, ou secas em forma de solido ou purificadas por métodos fisico-

quimicos

12. USO, de acordo com a reivindicacdo 9 e 10, caracterizada por ser passivel de
aplicacdo em sanitizantes, sobre materiais e produtos como téxteis, curativos, plasticos,
dispositivos de protecao individual, utensilios domésticos e para o desenvolvimento de

composicdes com atividade microbicida

13. SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA, de acordo com a

reivindicacdo 1 e 2, caracterizada por compreender as seguintes etapas:

Etapa A: Utilizacdo da casca da améndoa do cacau para producdo do extrato

redutor

Etapa B: Aplicacdo do extrato como agente redutor de Ag* a Ag® fazendo uso do

nitrato de prata

Etapa C: Obtencéo de uma solugéo com nanopatrticulas de prata
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Figura 1
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Figura 4
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