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APRESENTACAO

O e-book Inovacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Vol 1, 2 e 3, traz um
olhar integrado da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é composta
por 86 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
as inovacoes na area de Ciéncia e Tecnologia de alimentos.

No volume 1 o leitor ira encontrar 28 artigos com assuntos que abordam a
inovacé&o no desenvolvimento de novos produtos como sucos, cerveja, paes, nibs,
doce de leite, produtos desenvolvidos a partir de residuos, entre outros. O volume
2 é composto por 34 artigos desenvolvidos a partir de analises fisico-quimicas,
sensoriais, microbiolégicas de produtos, os quais tratam de diversos temas
importantes para a comunidade cientifica. Ja o volume 3, é composto por 25 artigos
cientificos que expdem temas como biotecnologia, nutricdo e revisdes bibliograficas
sobre toxinfecgdes alimentares, probidticos em produtos carneos, entre outros.

Diante da importancia em discutir as inovagcdes na Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, os artigos relacionados neste e-book (Vol. 1, 2 e 3) visam disseminar o
conhecimento e promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos
uma excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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CAPITULO 24

INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
DE FILMES BIOPOLIMERICOS CONTENDO

Maicon Roldao Borges

Escola de Quimica e Alimentos — Universidade
Federal do Rio Grande, Rua Barao do Cai, 125-
Campus Santo Anténio da Patrulha — CEP:
95500-000 — Santo Anténio da Patrulha — RS —
Brasil

Carla Weber Scheeren

Escola de Quimica e Alimentos — Universidade
Federal do Rio Grande, Rua Barédo do Cai, 125-
Campus Santo Anténio da Patrulha — CEP:
95500-000 — Santo Anténio da Patrulha — RS —
Brasil-e-mail: (carlascheeren@gmail.com)

RESUMO: Nanoparticulas de Au foram
sintetizadas pela reducdo do complexo
tetracloroaurico triidratado (HAuCl,3H,0) em
liquido ibnico hexafluorofosfato de 1-n-butil-3-
metil-imidazolio (BMI.PF ) usando boroidreto de
so6dio como redutor em temperatura ambiente.
Posteriormente as nanoparticulas de Au obtidas
foram suportadas em filmes biopoliméricos,
utilizando-se solugao de acetato de celulose
dissolvido em acetona. Os filmes biopoliméricos
contendo nanoparticulas de Au suportadas
foram aplicados na investigacdo da atividade
antimicrobiana frente as bactérias E.Coli e S.
Aureus.

PALAVRAS-CHAVE: Filmes biopoliméricos,
Nanoparticulas de Au, Liquido idnico, Atividade
antimicrobiana.

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2

NANOPARTICULAS DE OURO

ABSTRACT: Au nanoparticles were synthesized
by reduction of tetrachloroauric trihydrate
complex (HAuCl,.3H,0) in hexafluorophosphate
1-n-butyl-3- methyl-imidazolium ionic liquid
(BMI.PF,) using sodium borohydride as reducing
agent at room temperature. Subsequently, the
Au nanoparticles obtained were supported in
biopolymeric films using solution of cellulose
acetate dissolved in acetone. The biopolymeric
films containing Au nanoparticles supported
were applied in investigation of antimicrobial
activity against bacteria E.coli and S. aureus.

KEYWORDS: Biopoymeric films, Au
nanoparticles, lonic Liquid, Antimicrobial activity.

11 INTRODUCAO

Multidisciplinar a nanociéncia tem
potencial de aplicacdo em diferentes areas
como: alimentos, biologia, fisica, quimica e
engenharia.’ A combinacao de nanoparticulas
(NPs)

com

metalicas e filmes biopoliméricos

atividade antibacteriana tém sido
muito estudados, os quais exibem grande
atividade toxica frente a bactérias e outros
microorganismos, como fungos e também o
sistema humano.2® NPs metalicas sao capazes
de incapacitar micrébios através da interacao
com algumas enzimas, proteinas e/ou DNA,

inibindo a proliferacéo celular ou diviséo celular.
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Para estas aplicacdes, NPs tém sido suportadas em biopolimeros em varias formas
(por ex. cateteres, material dentario, dispositivos médicos, implantes e curativos para
gueimaduras) com o objetivo de proteger contra a contaminagcdo microbiana. Pra
aplicacbes médicas, o acetato de celulose (AC) é um bom candidato, porque este
polimero é hidrofilico, ndo téxico, biodegradavel e renovavel.’® Podemos citar um
exemplo, onde tecido de algodao foi usado como suporte para NPs de prata (41 +7
nm) com efeito antimicrobiano em bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus)
e gram-negativas (Escherichia coli). Filmes biopoliméricos de acetato de celulose
semipermeaveis foram utilizados como suporte para NPs de Pt e Au." Entretanto,
um filme polimérico pode exibir outras vantagens adicionais como um material com
maior capacidade de imobilizacao e seletividade, redugcédo no tamanho de particula,
prevencao da aglomeracdo das NPs e estabelecimento de uma regido de contato
poroso entre as fases liquida e gasosa com a estrutura polimérica.’ Neste trabalho,
ndés demonstramos a combinacao de NPs de Au sintetizadas em liquido ibnico BMI.
PF, suportadas em filme biopolimérico de acetato de celulose com investigagdo em
atividade antimicrobiana frente as bactérias S. aureus e E. coli. A combinacao gerou
a formacao de um material com estrutura porosa com facil incorporacédo das NPs de
Au e boa atividade antimicrobiana. Este material pode ser utilizado na fabricacédo de
filmes antimicrobianos para embalagem de alimentos, proporcionando assim maior
tempo de conservacéo.

2| MATERIAL E METODOS

Sintese de NPs de Au em liquido i6nico BMI.PF: Foi preparada uma solugéo
dissolvendo borohidreto de sédio (NaBH,), (9,25 mg, 250 mmol) em 2 mL de metanol
e disperso em 1 mL de liquido i6nico (BMI.PF,). Separadamente, foi preparada uma
solugéo contendo o precursor utilizado na sintese de NPs de Au, HAuCl,.3H,0 (10
mg, 25 mmoL) dissolvido em 2 mL de metanol e disperso em 1mL de liquido iGnico
(BMI.PF,), esta solugdo formada foi agitada a temperatura ambiente por 15 min,
formando uma solugao amarela. Posteriormente a primeira solugao contendo NaBH,
foi adicionada a segunda solu¢do contendo ouro formando uma solugcao vermelha
(caracteristica da formacado de NPs de ouro). A solucdo de NPs de Au obtida foi
analisada em espectrofotometro UV-Vis e por MET.

Sintese da solucao biopolimérica e dos filmes biopoliméricos contendo
NPs de Au suportadas: Neste experimento, foi preparada uma solu¢éo contendo 35
mL de acetona e 2,5 g de acetato de celulose, ap6s dissolucéo do acetato de celulose
a mistura permaneceu em repouso por 1 h, para obter a viscosidade desejada. Apos
1 h os filmes biopoliméricos foram preparados, sendo que foram preparados filmes
biopoliméricos sem NPs (denominados de branco, AC) e filmes contendo 10 mg de
NPs de Au (denominados AC/Au). A mistura foi imersa em equipamento ultrassom
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Maxiclean 750A Unique, para dispersdo das NPs de Au e depois a solucéo foi vertida
em placa de Petri formando os filmes biopoliméricos.

Investigacao da atividade antimicrobiana frente as bactérias E. coli e S.
aureus: Estas experiéncias foram realizadas num meio de Luria-Bertani (LB) Agar
sélido em uma placa de Petri. Os filmes biopoliméricos liofilizados foram cortados
em forma de disco de 1,5 cm de diametro, esterilizados por autoclave durante 15
minutos a 120 °C, e colocados em uma placa de Agar contendo bactérias E. coli-
cultivadas e em outra placa Agar de bactérias S. aureus- cultivadas. As placas de
Petri foram colocadas em incubadora durante 24 h a 37 °C para formacéao dos halos
de inibicao bacteriana.

Avaliacao dos resultados obtidos: Neste experimento as placas de Petri
contendo as culturas de bactérias de E. colie S. aureus incubadas na aula anterior
foram analisadas para medir o halo de inibicao bacteriana formado pelos filmes
biopoliméricos contendo NPs de Au suportadas e os resultados obtidos foram
avaliados.

31 ANALISES REALIZADAS

Espectroscopia na regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis): O espectro
eletrdbnico da dispersdo coloidal de NPs de Au foi realizado utilizando-se um
Espectrofotdmetro UV-visivel modelo UV-2550 da Shimadzu, com leituras na regiao
de 190 a 800 cm™, com celas de quartzo de 1 cm de caminho 6éptico.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): As analises por MEV para o
estudo da morfologia dos filmes biopoliméricos contendo NPs de Au suportadas
foram conduzidas utilizando-se um modelo JEOL JSM 5800 com 10 a 20 kV e
magnificacao de 5000x.

Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET): A analise de MET das NPs de
Au foi realizada utilizando-se um microscépio JEOL JEM1200EXII operando em 120
kv. Para a analise foi utilizada uma amostra das NPs de Au obtidas no experimento.
A analise da solucéo coloidal foi realizada com auxilio de pipeta de Pasteur, sobre o
grid de cobre (300 mesh) recoberto com uma fina camada de Carbono. A contagem
das particulas foi feita utilizando o software SigmaScan Pro 5. Os histogramas
da distribuicao foram obtidos usando o programa Origin 8, através da medida do
diametro de aproximadamente 300 particulas de Au.

4 | RESULTADOS E DISCUSSOES

A sintese das NPs de Au coloidal esta relacionada a redugcao do Au®* para Au°
pela acdo do boroidreto de sédio como agente redutor, resultando na formacéo de
NPs que possuem rede cubica de face centrada (fcc). Os ions Au®* sdo introduzidos
ao meio reacional a partir do acido tetracloroaurico trildratado, sendo a forma acida do
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cloreto de ouro (lll). No nosso experimento observou-se a mudancga de coloragcéo do
meio reacional de amarelo para vermelho, que se intensificou até o final da sintese.
Apéds aproximadamente 5 min, a solugdo resultante apresentou uma coloragcao
vermelha intensa. Na Figura 1 esta representado o espectro da solucdo de NPs de
Au, obtidas no experimento, por espectroscopia de UV-visivel. A banda de absorcao
para a amostra ocorreu em 524 nm. A interacao entre as NPs metalicas e a luz esta
relacionada com a ressonancia plasménica. Ao contrario do ouro em forma de sal
ou metélico, que apresentam cor amarelada, o ouro coloidal apresenta coloracéao
avermelhada, as NPs de ouro absorvem na regiao de ~500 nm a ~560 nm.

As técnicas de caracterizacdo utilizadas, ultravioleta-Visivel (UV-Vis),
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletrdnica de transmissao
(MET) nos fornecem informacdes a respeito do tamanho, forma e composicao das
NPs de Au e dos filmes biopoliméricos. Estas informacdes s&o de suma importancia,
pois estao diretamente relacionadas com os resultados obtidos na aplicacdo destas
NPs em diversas areas como, catalise, 6tica, médica, farmacéutica, eletroquimica e
atividade biologica.

524 nm

Absorbancia
-

[N
T

1 L L L 1 1 1
300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Espectro de Uv-visivel da disperséo coloidal de NPs de Au

Se observarmos o espectro eletromagnético veremos que a regiao em que as
NPs de ouro absorvem corresponde ao verde, ou seja, elas absorvem o verde e
refletem o vermelho. As NPs de Au obtidas também foram analisadas por microscopia
eletronica de transmissé&o (MET). A micrografia e o histograma de distribuicdo de
diametro médio das particulas obtidas s&o expostos na Figura 2. As NPs de Au
(Figura 2A) exibiram didametro médio de 11 + 1.5 nm. O histograma de distribuicao
de diametro (Figura 2B) foi obtido pela contagem de cerca de 300 particulas em
diferentes regides do grid analisado por MET.
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Figura 2. Micrografia obtida por MET (A) NPs de Au e (B) histograma de distribuicao de
didmetro das NPs de Au.

A disperséo coloidal vermelha de ouro preparada em liquido iénico BMI.PF foi
misturada com uma solu¢do de acetato de celulose (AC) dissolvida em acetona. A
mistura obtida foi vertida em placa de Petri, ap6s 5 min ocorreu a evaporacao total
do solvente e obtiveram-se os filmes biopoliméricos contendo NPs de Au suportadas,
denominados AC/Au.

Os filmes biopoliméricos contendo NPs de Au suportadas (AC/Au) foram
analisados por microscopia eletrénica de varredura (MEV). A Figura 3 expde a
micrografia obtida por MEV. Podemos observar que o filme apresenta estrutura porosa

e que pequenos aglomerados de NPs de Au estao distribuidos homogeneamente
sobre todo filme biopolimérico.

Nanoparticula de Au(0)

Nanoparticula de Au(0)

Nanoparticula de Au(0)

Ace.V SpotMagn Det WD ———— 10um
20.0kv 40 5000x BSE 105

Figura 3. Micrografia obtida por MEV de pequenos aglomerados de NPs de Au distribuidos nos
filmes biopoliméricos.

A atividade antimicrobiana dos filmes biopoliméricos foi investigada frente a
bactérias gram-positivas (S. aureus) e gram-negativas (E.coli) através do método de
disco com formacado de halo de inibicdo. As bactérias S. aureus, sao cocos, gram-
positivos, sendo que muitos pertencem a microbiota normal do trato respiratério
superior ou da pele. As bactérias E. coli, se referem a géneros diversos de bactéria
bacilar gram-negativa, sendo um parasita intestinal generalizado de mamiferos. A
habilidade dos filmes biopoliméricos contendo NPs de Au suportadas em inibir o
crescimento destas bactérias esta exposto na Figura 4. Nos experimentos utilizamos
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um disco de 1,5 cm de filme biopolimérico sem a presenca NPs de Au (denominado
de AC), localizado na esquerda da placa de Petri, e um disco de filme biopolimérico
contendo NPs de Au (denominado AC/Au), localizado a direita na placa de Petri.

A acdo antibacteriana das NPs metalicas ocorre através da coordenagao
destas a camada superficial das bactérias ocasionando o rompimento da camada de
peptidoglicano e consequente inativacdo. A camada de peptidoglicano da bactéria
gram-negativa (E.coli) € mais fina do que nas bactérias gram-positivas (S.aureus),'
provavelmente este fato esta relacionado as NPs de Au se coordenarem mais
facilmente e eficientemente causando maior inibicdo nas bactérias E. coli do que
nas bactérias S. aureus (a formagao de 5 mm de halo de inibicdo bacteriana foram
obtidos para E. colie 3 mm para S. aureus, Figura 4). '

Figura 4. Atividade Antimicrobiana dos filmes biopoliméricos, AC (Branco, filme sem NPs Au) e
AC/Au (filme contendo NPs de Au) frente as Bactérias: (A) E.colie (B) S. aureus.

51 CONCLUSAO

Podemos concluirque asintese de filmesbiopoliméricos contendo nanoparticulas
de Au suportada gerou um material eficiente com grande efeito antimicrobiano. As
técnicas de caracterizacao utilizadas contribuiram para que a pratica fosse bem
sucedida e agregasse conhecimento a respeito dos fendbmenos relacionados a
sistemas em escala nano. A aplicagcdo dos filmes biopoliméricos contendo NPs de
Au suportadas em inativacéo antimicrobiana também despertou grande atencéo dos
alunos, devido a ser um tema sempre atual e resultado de extensa aplicacéo, os
filmes biopoliméricos antimicrobianos podem ser utilizados como embalagens para
a conservacgao de frutas e alimentos.
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