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Resumo

Objetivo. Analisar a eficacia antimicrobiana in vitro de compdsito em po a
base de prata e sua aplicacdo em diferentes concentracbes em filmes de
policloreto de vinila (PVC) produzidos em escala industrial e em laboratorio.
Métodos. Um material compdsito constituido por didxido de silicio (SiO2) e
nanoparticulas de prata (NpAg), produzido e cedido por uma empresa de
solugcbes tecnoldgicas, foi caracterizado por Microscopia Eletrbnica de
Varredura (MEV), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) e Difracdo de Raio X (DRX). Filmes de PVC industrial
aditivados com 6,25, 12,5, 25 e 100 ppm de NpAg e filmes produzidos
laboratorialmente pelo método de casting aditivados com 12,5, 25 e 100 ppm
de NpAg foram caracterizados por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
e Difracdo de Raio X (DRX). Testes microbioldgicos in vitro foram realizados
com o composito de prata e com os filmes de PVC. Com o compasito realizou-
se o Teste de Difusdo em Agar por poco e a Contagem de Microrganismos
Viaveis. Com os filmes industrial e laboratorial realizou-se o teste da Norma
JIS Z 2801:2000, e com os filmes industriais realizou-se os testes de Agitacao
em Frasco e Contagem de Microrganismos Viaveis. Resultados. O compdsito
apresentou inibicdo para Escherichia coli em todas as concentracdes
estudadas e para Staphylococcus aureus nas concentragfes de 12,5, 25 e
100 ppm de NpAg. A adicdo de compdsito na matriz polimérica do PVC néo
alterou as propriedades fisico-quimicas dos filmes. Os filmes industriais
apresentaram taxa de inibicdo baixa para Escherichia coli e Staphylococcus
aureus segundo a Norma JIS e os filmes produzidos em laborat6rio
apresentaram inibicdo alta para Staphylococcus aureus apenas na
concentracdo de 100 ppm de NpAg (97,95%). Em meio liquido, os filmes
industriais ndo apresentaram reducdo microbiana para ambos
microrganismos. Conclusao. Conclui-se que ndo houve uma boa interacéo
entre a silica e o polimero, ocasionando aglomeracbes de compdsito no
interior dos filmes e consequente diminuicdo da acdo antimicrobiana das
nanoparticulas. Filmes casting apresentaram uma alta taxa de inibicdo contra
S. aureus na concentracao de 100 ppm possivelmente devido a auséncia de
aditivos no polimero.

Palavras-chave: policloreto de vinila (PVC), nanoparticulas de prata,
atividade antimicrobiana.



Abstract

Purpose. Analyze the in vitro antimicrobial efficacy of powder silver
composites and its applications in different types of polyvinyl chloride (PVC)
films in industrial and laboratory scale. Methods. A composite material
consisting of silicon dioxide (SiO2) and silver nanopatrticles (NpAg), produced
and supplied by a company of technological solutions, was characterized by
Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) and X-Ray Diffraction (XRD). Industrial PVC films added
with 6.25, 12.5, 25 and 100 ppm of NpAg and laboratorial films produced by
the casting method added with 12.5, 25 and 100 ppm of NpAg were
characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Infrared Spectroscopy
with Fourier Transform (FTIR) and X-Ray Diffraction (XRD). In vitro
microbiological tests were performed with the silver composite and the PVC
films. With the composite, the Agar Diffusion Test per Well was made and the
Counting of Viable Microorganisms. The JIS Z 2801: 2000 standard was tested
with the industrial and laboratory films, and with the industrial films were carried
out Flask Shake and Counting of Viable Microorganisms tests. Results. The
compound presented inhibition for Escherichia coli at all concentrations
studied and for Staphylococcus aureus at concentrations of 12.5, 25 and 100
ppm of NpAg. The addition of composites in the polymeric matrix of PVC does
not altered the physical-chemical properties of the films. Industrial films had a
low inhibition rate for Escherichia coli and Staphylococcus aureus according
to the JIS Standard and the films produced in the laboratory showed high
inhibition for Staphylococcus aureus only at the concentration of 100 ppm of
NpAg (97,95%). In the liquid medium, the industrial films does not presented
antimicrobial action for both microorganisms. Conclusion. It was concluded
that there was no good interaction between silica and polymer, causing
agglomerations of compounds within films and consequent loss of
antimicrobial action of nanoparticles. The casting films presented a high
inhibition rate against S. aureus at a concentration of 100 ppm, possibly due
to the absence of additives in the polymer.

the concentrations of composites utilized in the PVC films, as well as the
distribution of the material in the polymer they were not enough to reduce the
concentration of the microorganisms.

Key words: polyvinyl chloride (PVC), silver nanoparticles, antimicrobial
activity.
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1. Introducéao

A seguranca alimentar constitui uma das principais preocupacoes de
paises em desenvolvimento. Com o aumento populacional, até 2050 o mundo
terd cerca de 9 bilhdes de pessoas, sendo necessario um aumento na
producdo de alimentos de forma segura e sustentavel. Entretanto, falhas na
cadeia do alimento ocasionam um aumento das perdas, resultando no
desperdicio de recursos como agua e solo e no aumento do preco do produto
final. A reducdo das perdas de alimentos tornaria o alimento mais acessivel
contribuindo de forma substancial para a diminuicdo da fome, a manutencéo
da seguranca alimentar e a economia do pais(1)(2).

Uma das formas de perdas de alimento € por contaminacdo. A
contaminacao de alimentos, seja de origem quimica ou microbioldgica, pode
ocorrer em qualquer etapa da cadeia do alimento, desde a colheita até o
preparo pelo consumidor (3)(4). No processo de contaminacéo microbioldgica,
microrganismos produzem metabdlitos que alteram as caracteristicas
organolépticas dos alimentos, deteriorando-os. Ainda, ha microrganismos
alimentares causadores de doencas ao ser humano, denominados
patogénicos. A proliferagdo desses microrganismos depende de alguns
fatores relacionados ao alimento, como temperatura, pH e disponibilidade de
agua livre (5). Formas de diminuir o crescimento microbiolégico e prolongar a
vida de prateleira dos alimentos incluem o armazenamento em temperaturas
adequadas e a utilizacdo de embalagens apropriadas.

As embalagens exercem um papel crucial na industria de alimentos

devido as suas funcdes de contencdo e protecdo, mantendo a qualidade e
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seguranca do alimento (6). Embalagens convencionais mantém a seguranca
dos alimentos passivamente, interagindo o minimo possivel com estes.
Entretanto, nas ultimas décadas tém-se desenvolvido embalagens com
caracteristicas adicionais, denominadas ativas e inteligentes, que tem por
principio interagir com o alimento ou com o meio que o circunda a fim de
manter ou melhorar sua qualidade (7).

No que diz respeito as embalagens ativas, as embalagens a base de
nanoparticulas de prata mostram-se promissoras devido sua atividade
antimicrobiana, reduzindo a presenca patégenos e prolongando a vida de
prateleira dos alimentos (8). Diante disso, a presente pesquisa tem por
objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de um compdsito em p6 a base de
prata e sua aplicacao em diferentes concentrac6es em filmes nanocompadsitos
de PVC industrial e produzidos laboratorialmente por casting.

O compdésito em po e os filmes de PVC foram avaliados quanto a
imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X
(DRX) e avaliacdo microbiologica. Ainda, os filmes foram analisados por

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC).
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2. Revisdo Bibliogréfica

2.1 Doencas Transmissiveis por Alimentos

As Doengas Transmissiveis por Alimentos (DTAs) constituem um
problema mundial decorrente de problemas econémicos e de saude publica,
causando morbidade e mortalidade no mundo todo (9). As doencas de origem
alimentar ocorrem quando uma pessoa consome alimentos ou &agua
contaminados com microrganismos ou toxinas indesejaveis, contraindo
alguma doenca. Os sintomas mais comuns das DTAs sao febre, dor no
estbmago, nausea e diarreia, podendo ocorrer sintomas mais graves como
insuficiéncia renal e hepética, distarbios neurais, paralisia e morte (10) (11).

No Brasil, os casos de surtos e doencas causadas por alimentos sao
monitorados pela Vigilancia Epidemioldgica das DTA’s e, segundo o Sistema
de Informacédo de Agravos de Notificacdo (Sinan), 700 casos sao notificados
por ano (9). Entretanto, sabe-se que apenas poucos casos de DTA sédo
notificados aos 6rgdos competentes. 1SS0 ocorre porgue em muitos casos 0s
sintomas sao brandos e a vitima ndo procura auxilio médico ou porque 0s
sintomas séo confundidos com outras doencgas, como gripe (10).

As DTAs podem ser causadas por virus, prions, bactérias, fungos,
parasitas, agrotoxicos, metais pesados e substancias quimicas (12)(13).
Dentre as bactérias, Escherichia coli e Staphylococcus aureus constituem o
segundo e terceiro microrganismo bacteriano mais notificado nos casos de

DTAs (Figura 1).
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Distribuicdo dos 10 agentes etioldgicos mais identificados em surtos de DTA.
Brasil, 2000a 2017*.
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Figura 1. Distribuicdo dos 10 agentes etioldégicos mais identificados em surtos de DTA de
2000 a 2017. Fonte:Brasil, Ministério da Saude.

Escherichia coli, importante bactéria Gram negativa, possui linhagens
patogénicas que sdo divididas de acordo com os sintomas patogénicos e
mecanismos de agéo, sendo elas: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogéncia (EPEC), E. coli entero-hemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EaggAC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli
difusamente adesiva (DAEC), todas causadoras de diarreia. Staphylococcus
aureus é uma bactéria Gram positiva esférica que ocorre em cadeias ou
cachos. S. aureus produz uma gama de fatores e de patogenicidade, sendo
as intoxicacOes alimentares causadas pelas enterotoxinas. Além de viver no
ambiente, como ar, agua e esgoto, S. aureus também estdo presentes nas
vias aéreas, garganta e cabelo de pelo menos 50% dos individuos. Podem

estar presentes em equipamentos de processamento ou na superficie de
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alimentos, mas a principal forma de contaminacéo € pelo manipulador do
alimento. Os principais sintomas relacionados a intoxicagdes causadas por
estafilococos sdo nauseas, vomitos e dores abdominais (10)(5).

As embalagens desempenham um papel fundamental na protecéo dos
alimentos contra agentes externos, diminuindo a contaminagao microbioldgica
e alteracdes fisico-quimicas (14) (15). As embalagens ativas agem mantendo
a qualidade do produto e sua vida de prateleira, atuando na reducdo da
deterioracdo, do desperdicio e de surtos de doencas transmissiveis por

alimentos (16).

2.2 Embalagens

As embalagens devem conter e proteger os alimentos de modo que
minimize influéncias externas como alteracdes quimicas, bioquimicas e
microbiolégicas (17), além de funcionar como uma barreira ao meio externo,
permitindo a troca de gases e passagem de luz com mais ou menos eficiéncia
(18), dependendo do tipo de material. Os principais materiais de embalagens
de alimentos sdo plastico, vidro, metal e papel, havendo, além destes,
embalagens de madeira, cortica e téxteis (6).

No mercado competidor os materiais plasticos tém ganhado cada vez
mais espaco (6). Plasticos sdo materiais poliméricos de alta massa molecular,
divididos em termorrigidos e termoplasticos: termorrigidos caracterizam-se
por sofrer transformacgfes quimicas irreversiveis quando submetidos a
aguecimento, tornando-se rigidos, ao passo que termoplasticos sofrem

transformacdes fisicas reversiveis quando aquecidos e resfriados, capazes de
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amolecer e fluir quando em aquecimento e solidificar com a diminuigéo da
temperatura (19). A maior parte dos materiais plasticos utilizados em
embalagens séo termoplasticos derivados do etileno (20) e entre eles
destaca-se o polimero policloreto de vinila (PVC), utilizado em diversos
alimentos como frutas, verduras, massas, queijos e carnes (21) .

O PVC é constituido por cloro (proveniente do sal industrial) e carbono
e hidrogénio (provenientes de 6leo/gas via etileno). O PVC se destaca pela
presenca da clorina na sua cadeia, que o torna compativel com muitos outros
materiais, tornando-o versatil. Além disso, a presenca de clorina o torna
menos dependente de 6leo ou gas, quando comparado a outros polimeros
totalmente dependentes desses recursos, como o0 polietileno (PE),
polipropileno (PP) e poliestireno (PS). (22)

O PVC rigido é uma macromolécula de cadeia polihalogenada, na qual
atomos de cloro ligam-se covalentemente aos atomos de carbono,
ocasionando interacdes dipolo-dipolo entre o cloro e o hidrogénio em muitos
pontos, promovendo desse modo a rigidez do material. A utilizacdo de
plastificantes causam quebra da interacao dipolo das cadeias, proporcionando
um material mais flexivel (23). O comportamento dos filmes de PVC varia de
acordo com o grau de plastificacdo mas, de um modo geral, possuem como
caracteristicas aparéncia transparente e brilhante, boa resisténcia a
hidrocarbonetos ndo polares, alta barreira a acidos, bases e gordura, e
propriedade de barreira média a umidade e baixa a gases (6) (8).

Embalagens tradicionais protegem os alimentos atuando o minimo

possivel com estes, ou seja, de modo praticamente inerte. Entretanto, uma
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das principais inovacdes na é&rea de embalagens atualmente € o
desenvolvimento de embalagens ativas e inteligentes, que atuam interagindo
com o alimento ou 0 ambiente em torno deste. O principio das embalagens
ativas € manter a qualidade dos alimentos e prolongar sua vida Util, ao passo
gue embalagens inteligentes tem por escopo monitorar e dar indicacao sobre
a qualidade dos alimentos (7). Embora existam materiais usuais para tais
embalagens, a nanotecnologia possui grande potencial para a producéo de

materiais inovadores (24).

2.3 Nanotecnologia

A nanotecnologia consiste na aplicagdo de conhecimentos
provenientes de diversas éareas, tais como fisica, biologia, eletronica,
materiais, entre outras, para a sintese, manipulacdo e uso da matéria na
escala nano, com o objetivo de produzir materiais, estruturas ou dispositivos
capazes de promover solucdes ou beneficios ao ser humano, (25) (24).
Nanomateriais caracterizam-se por ter ao menos uma dimensao de até 100
nanbmetros e incluem nanofimes e revestimentos, nanotubos e
nanoparticulas (26).

Nanoparticulas podem ocorrer naturalmente, serem produzidas
involuntariamente ou manipuladas intencionalmente (27). Um dos principais
fenbmenos observados em nanoparticulas é o efeito de superficie,
ocasionado pelo aumento da relacdo superficie-volume em materiais
nanomeétricos (28). Com a diminui¢cdo do volume em detrimento do tamanho,

a proporcdo de atomos na superficie aumenta, conferindo as nanoparticulas
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propriedades fisicas, quimicas e 6pticas distintas daquelas encontradas no
mesmo material na escala macro (29) (26), variando de acordo com o
tamanho, forma e funcionalizagdo da nanoparticula (30). As nanoparticulas
podem ser divididas em orgéanicas (nanoparticulas poliméricas) e inorganicas
(nanoparticulas metalicas, oxidos, sais e hidréxidos) (31).

Apesar da aplicagdo de nanotecnologia na &area de alimentos ser
recente, € observado uma crescente aplicagdo nos ultimos anos (32), sendo
o0 setor de embalagens a maior categoria nessa area (24). As principais
aplicacdes em embalagens séo incorporacdo de nanomateriais para melhorar
suas propriedades, incorporacdo de nanoparticulas com atividade
antimicrobiana em embalagens ativas, incorporagdo de nanosensores que
monitoram o alimento ou eliminam o oxigénio em embalagens inteligentes e
producdo de nanopolimeros biodegradaveis (32).

Nanocompdsitos sdo materiais hibridos que possuem ao menos um
componente em dimensdo nhanométrica e sdo constituidos por um segundo
componente que serve como matriz no qual o nanomaterial é disperso (33).
Para se obter um bom nanocompdsito, sdo necessarios uma dispersao
homogénea do material de refor¢co e uma forte adeséo entre este e a matriz.
Contudo, devido sua elevada energia de superficie de adsor¢cdo e sua
diferenca de polaridade em relacéo aos polimeros, as hanoparticulas tendem
a formar aglomerados (34). Desse modo, materiais porosos como silicas e
zedlitas séo utilizados como carreadores para que tais aglomerados sejam

evitados.
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De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), materiais porosos séo classificados em trés categorias segundo
o didmetro de seus poros, sendo microporosos os materiais com diametro de
poro menor que 2 nm, mesoporos materiais com diametro de poro entre 2 e
20 nm e macroporosos materiais cujo diametro de poro é superior a 50 nm
(35). Particulas de silica mesoporosas possuem poros cilindricos regulares e
uma grande area superficial interna, além de alta estabilidade térmica e
quimica, sendo, desse modo Uteis para catalise, separacdes quimicas,

adsorcao e dispositivos biotecnoldgicos (35).

2.4 Acéo antimicrobiana de nanoparticulas de prata

Entre os cations metélicos, o ion Ag* se destaca pela sua alta
capacidade antimicrobiana contra uma gama de microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos e sua baixa volatilidade, além de ndo possuir
efeitos adversos para células eucaribticas abaixo de certas concentracoes.
(30).

A acdo antimicrobiana de nanoparticulas Ag® é atribuida a liberagédo de
ions Ag*. Devido a alta estabilidade das nanoparticulas, a liberagdo desses
ions ocorre através da oxidacdo em meio aquoso, com a dissolugcdo do
oxigénio atmosférico na agua. A liberagdo de ions Ag* também esta
relacionada com o tamanho das nanoparticulas, pois com a diminuigdo do
volume ocorre um aumento da superficie e consequente aumento da oxidacéo
de AgP. Desse modo, quanto menor a nanoparticula maior a liberacédo de Ag*

e maior o potencial antimicrobiano (36).
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Nanoparticulas de prata atuam como um reservatorio liberando
lentamente os ions Ag*, 0s quais possuem um amplo espectro antimicrobiano
contra fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, protozoarios e
alguns virus (37) (38).

Diferentes mecanismos de acdo da prata sdo descritos na literatura.
Raffi e colaboradores (39) verificaram, por meio de Microscopia Eletronica de
Transmissédo (MET) a presenca de nanoparticulas de prata aderidas a parede
celular e no interior de Escherichia coli. Devido ao pequeno tamanho e grande
superficie de contato, as nanoparticulas sao capazes de aderir fortemente a
superficie bacteriana, alterando as propriedades da membrana (40) (41).

fons Ag* possuem alta afinidade pelos grupos tiol e fosfato, interagindo
com diversos componentes celulares. No interior da célula reagem com o0s
grupos tiol das proteinas, alterando as atividades enzimaticas e ocasionando
a inativacdo bacteriana. A interacdo com grupos tiol de enzimas respiratorias
causa um desacoplamento do transporte de elétrons na cadeia respiratoria,
inibindo essas enzimas e alterando a permeabilidade da membrana (42).

fons e nanoparticulas Ag* também interagem com é&cidos nucleicos
através dos grupamentos de fésforo e enxofre, causando danos ao DNA,
inviabilizando sua replicagdo (40), além de interagir com os ribossomos,

inibindo a expresséo de enzimas vitais (43).
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3. Objetivos

3.1 Obijetivos gerais

Avaliar o potencial antimicrobiano de compa@sito em p6 constituido por
diéxido de silicio e nanoparticulas de prata (SiO2:NpAg) e sua aplicagcdo em
diferentes concentragcfes em filmes de policloreto de vinila (PVC) produzidos

em escala industrial e por casting em laboratorio.

3.2 Obijetivos especificos

(1)  Caracterizar o p6 SiO2:NpAg

(2)  Produzir filmes de PVC pelo método de casting, com diferentes
concentragbes do compdsito.SiO2:NpAg.

(3) Caracterizar os filmes de PVC industriais e produzidos em
laboratorio, com e sem SiO2:NpAg.

(4) Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro do composito
SiO2:NpAg.

(5)  Awvaliar o potencial antimicrobiano in vitro dos filmes de PVC.
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4. Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido na Embrapa Instrumentacao
localizada em S&o Carlos — SP utilizando-se compdésito em pé de silica e
nanoparticulas de prata (SiO2:NpAg) e filmes de PVC produzidos em escala
industrial e pelo método de casting, acrescidos do respectivo compdsito. O
composito SiO2:NpAg, bem como os filmes de PVC industrial, foram
produzidos e cedidos por uma empresa especializada em solucdes
tecnoldgicas localizada em Séo Carlos — SP. Os filmes de PVC produzidos

pelo método de casting foram confeccionados na Embrapa Instrumentacéao.

MATERIAL

O composito utilizado apresenta-se em forma de pd, constituido por
diéxido de silicio e nanoparticulas de prata (99,5% SiO2 e 0,5% NpAg). Os
filmes de PVC industrial foram confeccionados pelo método de extrusdo e as
concentracbes de SiO2:NpAg adicionadas a esses, bem como a quantidade

de NpAg correspondente, estdo descritas no Quadro 1:

Filmes Concentracdes de SiO2:NpAg Concentracées de NpAg

(ppm) (ppm)
1 0 0
2 1250 6,25
3 2500 12,50
4 5000 25,00
5 20000 100,00

Quadro 1. Concentracdes de SiO2:NpAg presente nos filmes de PVC industrial e respectivas
concentracdes de nanoparticulas de prata.
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Os filmes de PVC confeccionados em laboratério foram produzidos
pelo método de casting utilizando-se apenas solvente, polimero e o compdsito
SiO2:NpAg, sendo esse Ultimo adicionado nas concentragfes de 12,5, 25 e

100 ppm NpAg.

METODOS

Os materiais foram avaliados quanto a suas caracteristicas fisico-
quimicas e seu potencial antimicrobiano conforme descrito a seguir:

O p6 de SiO2:NpAg e os filmes de PVC com diferentes concentractes
de SiO2NpAg foram caracterizado através de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) e Difracdo de Raio X (DRX). Os filmes também foram
caracterizados por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). Para avaliar
a acdo antimicrobiana in vitro do p6é de SiO2:NpAg foram realizados os testes
de Difusdo em Agar em poco e Contagem de microrganismos viaveis e para
os filmes industriais foram realizados o Teste de Agitacdo em Frasco,
Contagem de Microrganismos Viaveis e procedimento da Norma JIS Z
2801:2000. Os filmes laboratoriais foram produzidos pelo método de casting
e sua atividade antimicrobiana foi avaliada pelo procedimento da Norma JIS
Z 2801:2000.

Os microrganismos utilizados em todos os testes microbiolégicos foram
Escherichia coli INCQS 33 ATCC 25922 como Gram negativo e

Staphylococcus aureus subsp. aureus INCQS 15 ATCC 25923 como Gram
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positivo, importantes microrganismos patogénicos na area de alimentos. Os

procedimentos realizados séo detalhados a seguir.

4.1 Confeccao dos filmes de PVC pelo método de casting

Filmes de PVC foram confeccionados em laboratério com mesmas
concentracOes de SiO2:NpAg presentes nos filmes industriais com o objetivo
de compreender o comportamento do PVC. Nos filmes produzidos por casting
nao foi utilizado nenhum aditivo para se compreender a interacao da silica
com o polimero.

A confeccao dos filmes de PVC foi realizada a partir da adaptacdo do
método de casting (44), nas concentracdes de 12,5, 25 e 100 ppm de NpAg.
Inicialmente 10% (m/v) do polimero de PVC foi mantido em agitacdo em 15
mL de THF por duas horas em shaker automéatico, até completa solubilizacéo
dos pellets. Paralelamente, o compadsito SiO2:NpAg foi disperso em 5 mL de
THF em ultrassom de ponteira por 2 minutos e ampitude de 10% e adicionado
a solucdo de polimero. A solucdo foi mantida em agitacdo por mais cinco
minutos e posteriormente vertida em placa de vidro, drenando-se 0 excesso.
As placas foram mantidas em temperatura ambiente por 24 horas para

evaporacao do solvente.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica de SiO2:NpAg e filmes de PVC
4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os materiais foram caracterizados morfologicamente por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) além de um mapeamento dos principais

elementos constituintes através da técnica de Energia Dispersiva de Raio X
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(EDS). Para se obter imagens superficiais do p6 de SiO2:NpAg, uma pequena
quantidade de p6 foi colocada sobre fita carbono previamente fixada no stub
e, com o auxilio de uma pera, o excesso foi retirado. Para realizar a
Microscopia Eletronica de Varredura com Emissado de Campo (FEG-SEM),
preparou-se uma solucdo de nanocompdsito e isopropanol, que foi mantida
em banho ultrassonico por 10 minutos. Em seguida, pingou-se uma gota da
solucdo em uma placa de silicio previamente fixada no stub com fita carbono.

Para imagens superficiais dos filmes, amostras foram fixadas em porta
amostras e recobertas com carbono. Para imagens de corte transversal,
amostras dos filmes foram congeladas em nitrogénio liquido com posterior
fratura criogénica e fixacdo no porta amostra. Para um maior detalhamento
morfolégico, as amostras também foram analisadas por Microscopia

Eletrénica de Varredura com Emissao de Campo (FEG-SEM).

4.2.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os materiais foram analisados pela técnica de FTIR para avaliar os
grupos funcionais das amostras. Todas as amostras foram analisadas em
espectrometro Paragon 1000 Perkin—Elmer, realizando-se varreduras no
intervalo de 4000 a 400 cm™ e resolucdo de 4 cm™. O p6 de SiO2:NpAg foi
analisado como pastilha e os filmes foram analisados pelo método de

Refletancia Total Atenuada (ATR).

4.2.3 Difragdo de Raios X (DRX)
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Ensaios de difragao de raios X foram realizados em equipamento XRD
Shimadzu-6000, a fim de avaliar a cristalinidade dos materiais. A amostra de
p6 de SiO2:NpAg foi varrida com 26 entre 5° e 90° com velocidade de 1° por
minuto, sob tensdo de aceleracao de 30 kV e com corrente de 30 mA. Todas
as amostras de filmes foram varridas com 26 entre 4° e 70° com velocidade

de 2° por minuto, sob tensdo de aceleracao de 30 kV, com corrente de 30 mA.

4.2.4 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Para se obter a temperatura de transicao vitrea (Tg), realizou-se a
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) dos filmes com e sem
nanoparticulas em equipamento DSC Q100 (TA — Instruments).
Aproximadamente 5 mg de amostra foi colocada em porta amostra de
aluminio e aquecida de -90° C a 150° C, com taxa de aquecimento de 10° C

min e fluxo de nitrogénio a 60 mL min-.

4.3 Atividade antimicrobiana in vitro de SiO2:NpAg
4.3.1 Difusao em &gar por poco

Para avaliar se as concentracdes de nanoparticulas utilizadas nos
filmes s&o suficientes para inibir o crescimento de microrganismos foi
realizado o teste de difusdo em poco, adaptado de Khalil e colaboradores
(2014) (45). Uma solucéo contendo 10 mL de a&gua deionizada e 200 mg de
SiO2:NpAg (correspondendo a 100 ppm de NpAg, maior concentragao
utilizada nos filmes industriais) foi mantida em banho ultrassénico por 15

minutos para dispersdo das particulas. Em seguida, foram realizadas 4
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diluicbes de 1:1, obtendo-se as concentracdes de 25, 12,5 e 6,25 ppm,
utilizadas no experimento.

A partir de uma cultura estoque dos microrganismos Escherichia coli e
Staphylococcus aureus foi preparado um inéculo de 2,5 x 108 UFC mL* para
cada um, comparando-se com o padrao de turbidez McFarland. Placas
contendo &gar Muller Hinton foram preparadas e, sobre estas, foram
pipetados 100 pL do in6culo dos microrganismos, o qual foi espalhado por
todo agar com uma alca de Drigalsky. Com o auxilio de uma ponteira de 100
pL, foram feitos 3 pogcos em cada placa, nos quais foram pipetados 40 uL de
cada solucéo estudada, em triplicata. As placas foram incubadas a 30 °C por

24 horas e o halo formado foi medido com paquimetro digital Mitutoyo.

4.3.2 Contagem de microrganismos viaveis

Para averiguar se as concentracfes de SiO2:NpAg utilizadas nos
flmes de PVC séo eficazes, foi realizado o Teste de Contagem de
Microrganismos Viaveis com o compdsito, nas mesmas concentracdes
presentes nos filmes. Desse modo, foram calculadas as concentracdes de
SiO2:NpAg presentes numa area de 8 x 10 cm de cada filme (mesma area
utilizada no experimento com os filmes - item 4.4.3). Assim, foram utilizadas
nesse experimento as concentracdes de 1,37, 3,5, 6,0 e 22,0 ug mL?* de
compésito.

Com uma alca de inoculacdo, duas colonias de Escherichia coli e
Stapylococcus aureus foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10
mL de Caldo Nutriente estéril e mantidas em estufa a 35 "C por 12 a 16 horas.

Posteriormente a concentracdo bacteriana foi ajustada para 1 x 106 UFC mL"
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! utilizando o padréo de turbidez McFarland. Uma Solucdo Estoque com 100
mL de Caldo Nutriente e 100 mg de SiO2:NpAg foi preparada para que, a partir
desta, as concentragdes do experimento fossem ajustadas.

Erlenmeyers com 100 mL de Caldo Nutriente foram preparados, em
triplicata, com 1 mL do microrganismo e com concentragdes de 1,37, 3,5, 6,0
e 22,0 ug mL* de SiO2:NpAg, a partir da Solucdo Estoque. Os erlenmeyers
foram mantidos em agitacdo constante a 35 ‘C e 150 rpm por 24 horas e,
posteriormente, foram realizadas diluicdes seriadas em Solugcdo Salina
Tamponada com Fosfato até 108, com plagueamento das diluicées 106, 10”7
e 108 pela técnica de Pour Plate. As placas foram mantidas em estufa a 35 °C
por 24 horas e foi realizada a contagem de microrganismos viaveis, expressa

em log de UFC mL?

4.4 Atividade antimicrobiana in vitro dos filmes de PVC
4.4.1 Norma JIS Z 2801:2000

Para avaliar a eficacia antimicrobiana dos filmes industriais e
produzidos por casting em laboratério, foi utilizada a norma japonesa JIS Z
2801:2000 “Antimicrobial products — Test for antimicrobial activity and efficacy”
(46). Para o ensaio, foram utilizadas bactérias Gram negativas Escherichia
coli e bactérias Gram positivas Staphilococcus aureus, as quais, a partir de
uma cultura estoque, foram repicadas para tubos contendo Caldo Nutriente e
mantidas em estufa a 35 °C por 16 a 20h. Apos esse periodo, a suspensao

bacteriana foi ajustada para 2,5 x 10° UFC mL™ utilizando um espectrémetro
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de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), no comprimento de onda 625 nm e
comparando a turvagdo do inéculo com a escala Mc Farland 0,5.

Filmes de PVC sem SiO2:NpAg foram cortados, em triplicata, em
amostras de 5 cm x 5 cm para compor o controle e filmes com SiO2:NpAg
foram cortados, na mesma medida, para compor 0s tratamentos do
experimento. Filmes de polietileno de baixa densidade (PEBD) foram cortados
em amostras de 4cm x 4 cm para cobertura de todas as amostras de PVC.
Todas as amostras de filmes foram lavadas com alcool 70% por 15 minutos.
Posteriormente, os filmes de PVC foram colocados individualmente em placas
de Petri e, com o auxilio de uma micropipeta, 400 pL do inéculo foi colocado
no centro do filme e recoberto com uma amostra de filme de polietileno,
fazendo-se uma leve presséo para que o inéculo se espalhasse por toda area

do filme (Figura 3).
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Figura 2. Fluxograma esquematico do procedimento da Norma JIS Z 201:2000. Modificado
de: Gibelli, 2012.

Os filmes foram mantidos em estufa a 35 °C por 24 h, em bandejas
forradas com papéis toalha umedecidos. Apds esse periodo, os filmes foram
lavados com 10 mL de caldo SCDLP e foram realizadas diluicées seriadas em
Solucédo Salina Tamponada com Fosfato até 10°7. Em seguida, 1 mL das
diluicdes 10°, 10® e 107 foi plaqueada utilizando meio PCA (Plate Count
Agar), através da técnica do Pour Plate. As placas foram mantidas em estufa
a 35 °C por 24 h para posterior contagem de microrganismos viaveis. A
contagem foi multiplicada pelo inverso da diluicdo e os valores foram
expressos em UFC mL?. A reducdo decimal (RD) dos microrganismos foi

calculada a partir da seguinte férmula:
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RD = logio (B/A) — logio (C/A), onde:

RD = reducéo decimal,

A= média do numero de colbnias vidveis imediatamente apds a
inoculagao para as amostras sem antimicrobiano;

B= média do numero de colbnias viaveis para as amostras sem
antimicrobiano apdés 24 horas;

C= média do numero de colbnias vidveis para as amostras com
antimicrobiano apdés 24 horas.

A reducdo percentual (RP) dos microrganismos foi calculada a partir da

seguinte equacéao:

RP = (1-1x10-PR) x 100, onde:

RP= reducéo percentual

RD = reducao decimal

Para os filmes industriais, foram utilizados como controle filmes de PVC
sem SiO2:NpAg provenientes da empresa de solugdes tecnologicas
(denominado controle Referéncia) e filme de PVC comercial da marca Alpfilm
(denominado controle Comercial). Para os filmes por casting foram utilizados

como controle apenas os filmes prodzidos pela técnica sem adi¢cdo de NpAg.

4.4.2 Teste de Agitacdo em Frasco
De modo a avaliar a cinética microbiana, realizou-se o teste de agitacao

em frasco com curva de crescimento (47) com os filmes industriais. Nesse
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ensaio, a eficacia dos filmes de PVC foi avaliada de acordo com o perfil de
crescimento dos microrganismos ao longo do tempo.

A partir de uma cultura estoque dos microrganismos Escherichia coli
(ATCC 25922) e Staphyloccocus aureus (ATCC 25922), foi realizada uma
suspensao microbiana, no qual 2 a 4 colbnias de cada microrganismo foram
inoculadas em 10 mL de Caldo Nutriente estéril e mantidas em estufa a 35 °C
por 12 a 16 horas. A concentracéo final dos microrganismos foi ajustada para
1 x 108 UFC mL* em espectrédmetro UV-Vis utilizando-se o Padréo de turbidez
McFarland.

Os filmes de PVC foram cortados em oito pedacos de 2 cm x5 cm e
lavados com &lcool 70% por 15 minutos. Erlenmeyers de 250 mL foram
preparados com 100 mL de Caldo Nutriente estéril, oito pedacos de filme e 1
mL do microrganismo. Apds o preparo do material, uma aliquota de 2 mL foi
imediatamente retirada e realizada a leitura da absorbancia no tempo zero,
em espectrometro UV-Vis no comprimento de onda de 625 nm. Os
erlenmeyers foram mantidos em agitacdo constante em shaker automatico a
35 °C e 150 rpm durante 12 horas, com leituras de absorbancia em intervalos
de 2 horas. O experimento foi realizado em triplicata e erlenmeyers contendo
filmes sem SiO2:NpAg foram utilizados como controle. A partir das leituras de
densidade o6tica em fungéo do tempo, foi determinada a curva de crescimento

bacteriano para cada amostra.

4.4.3 Contagem de microrganismos viaveis
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Para avaliar quantitativamente a inibicdo antimicrobiana dos filmes, foi
realizado o teste de contagem de microrganismos viaveis. Erlenmeyers
contendo 100 mL de Caldo Nutriente estéril foram preparados com 1 mL de
microrganismo e oito pedacos de 2 cm x 5 cm e mantidos em agitacéo
constante por 24 h a 35 °C e 150 rpm. Apés esse periodo, 1 mL de cada
amostra foi coletado e foram realizadas diluicbes seriadas em Solugéo Salina
Tamponada com Fosfato até 108. Posteriormente, 1 mL das diluicées 1076, 10-
7 e 108 foram plaqueadas com meio PCA, utilizando-se a técnica do Pour
Plate. As placas foram mantidas em estufa a 35 °C por 24 horas e foi realizada
a contagem de microrganismos. Os resultados sé&o apresentados em log de

UFC mL1.

4.5 Andlise Estatistica

A comparacdo de médias do tamanho do halo de inibicdo no teste de
difusdo em agar por poco foi realizada por Anova nao paramétrica de Kruskal-
Wallis. No Teste de Agitacdo em Frasco os valores de absorbancia obtidos
apos 12 horas de experimento foram comparados pelo teste de Kruskal Wallis.
Para os testes de Contagem de Microrganismos Viaveis, a comparacéo de
médias foi realizada por Anova de Regressao com efeitos aleatérios para a
variavel concentracdo. O software utilizado nas analises foi 0 R versdo 3.5.1

e o nivel de significancia adotado em todas as analises foi de 5%.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacgao fisico-quimica do compadsito SiO2:NpAg
5.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura foram obtidas para
avaliar a estrutura do compadsito SiO2:NpAg. A Figura 4 mostra uma imagem
de MEV da amostra (esquerda) e seus principais elementos constituintes,
detectados por Energia de Dispersdo de Raio X (direita). Através da analise
por EDS, pode-se observar que os elementos principais sao silica e oxigénio,

sendo também detectado o pico da prata (Ag) (Figura 5).

Full scale counts: 349 Ag Nps em pof2)
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Figura 3. Imagem de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do compésito SiO2:NpAg
(esquerda) e mapeamento por EDS (direita).
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Figura 4. Mapeamento por EDS dos principais elementos constituintes do compdsito
SiO2:NpAg.
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Particulas de SiO2 mesoporosa possuem poros regulares e uma
grande area superficial interna, além de alta estabilidade térmica e quimica
(35), sendo muito utilizadas como matriz para impedir a aglomeragéo de
nanoparticulas (48). Dependendo da concentracdo, metais podem ser toxicos
para células procariéticas e eucaritticas. Metais como a prata e o aluminio
podem afetar microrganismos desestabilizando a membrana celular e
interferindo na cadeia de transporte de elétrons e bombeamento de prétons
(49), (50).

Para realizar uma andlise mais detalhada da amostra, foram feitas
imagens em Microscopia Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo
(FEG) com detector de elétrons retroespalhados, auxiliando na visualizagéo
da silica e das nanoparticulas de prata (Figura 6). Observa-se na imagem que
as nanoparticulas de prata se apresentam dispersas pela silica em baixa
guantidade, como esperado devido sua baixa concentragéo (0,5%), formando

pequenos agregados em alguns pontos.
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COMPO 6.0kV X30,000 WD 7.8mm 100nm

Figura 5. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura com Emissdo de Campo (FEG)
do composito SiO2:NpAg. Pontos mais claros (indicados por setas) representam aglomerados
de nanoparticulas de prata.

5.1.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Segundo a literatura o dioxido de silicio possui bandas caracteristicas
nas regides de 1100, 800 e 470 cm™ (51). A Figura 7 mostra os espectros na
regido do infravermelho do compdsito SiO2:NpAg, onde as trés bandas séo
evidenciadas: a vibracdo em 1071 cm™ corresponde ao estiramento simétrico
Si-O-Si ao passo que a vibracdo em 798 cm corresponde ao seu estiramento
assimétrico e a banda 458 cm™ evidencia a absorcéo da ligacédo Si-O (52).
Além das bandas inerentes ao dioxido de silicio, é observada a presenca de
outras bandas, indicando a possivel presenca de contaminantes adsorvidos

no material.
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Figura 6. Espectro de FTIR do compdsito SiO2:NpAg.

5.1.3 Difracédo de Raios X (DRX)

Para complementar a caracterizacao estrutural do compésito, foi
realizada a analise de DRX. Observa-se no difratograma da amostra (Figura
8) quatro picos de difracao referentes a cristalizagdo da prata, sendo, 26=
38,2° a 39,4°, 26=44,4° a 44,6°, 26=63,5° a 64,6° e 26=77,6° a 78,1°(52) (53)
(48). O difratograma ainda apresenta uma banda amorfa na regiao de 26 entre

15 e 35° correspondente a silica em seu estado amorfo .
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Figura 7. Difratograma de Raios X (DRX) do compdsito SiO2:NpAg.

5.2 Caracterizagdo fisico-quimica de filmes de PVC
5.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Microscopias eletrbnicas de varredura foram obtidas para analisar a
morfologia dos filmes industrial e produzidos em laborat6rio, com e sem
nanoparticulas de prata e, através da andlise por EDS, p6de-se mapear os
principais componentes quimicos que constituem os filmes. Todos os filmes
apresentaram em sua composicao C, O, Cl e Si, entretanto, a prata ndo p6de
ser detectada pelo equipamento, possivelmente pela baixa concentragao de
nanoparticulas.

As Figuras 9 a 18 apresentam os resultados do MEV e mapeamento
dos principais elementos constituintes por EDS dos filmes industriais com e

sem SiO2:NpAg:
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Full scale counts: 382573  Controle Nanox fratura(1)
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Figura 8. Microscopia Eletrénica de Varredura de filmes de PVC industrial sem NpAg
(esquerda) e analise por EDS (direita).

CK

Figura 9. Mapeamento por EDS dos principais elementos constituintes do filme de PVC
industrial sem NpAg.

Full scale counts: 436602 Nanox 12,5ppm fratura(1)
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Figura 10. Microscopia Eletrénica de Varredura de filme de PVC industrial com 6,25 ppm de
NpAg (esquerda) e analise por EDS (direita).
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Figura 12. Microscopia Eletrdnica de Varredura de filme de PVC industrial com 12,5 ppm de
NpAg (esquerda) e analise por EDS (direita).
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Figura 13. Mapeamento por EDS dos principais elementos constituintes do filme de PVC
industrial com 12,5 ppm de NpAg.
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Full scale counts: 410615 Nanox 50 ppm fratura(1}
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Figura 14. Microscopia Eletrénica de Varredura de filme de PVC industrial com 25 ppm de
NpAg (esquerda) e analise por EDS (direita).

|C K o ===

2.5 ym 25 : B>

Figura 15. Mapeamento por EDS dos principais elementos constituintes do filme de PVC
industrial com 25 ppm de NpAg.

Full scale counts: 565823 MNanox 200 ppm fratura(1}  Cursor:  6.078 keV
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Figura 16. Microscopia Eletrénica de Varredura de filme de PVC industrial com 100 ppm de
NpAg (esquerda) e analise por EDS (direita).
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Figura 17. Mapeamento por EDS dos principais elementos constituintes do filme de PVC
industrial com 100 ppm de NpAg.

As Figuras 19 a 26 apresentam os resultados do MEV e mapeamento
por EDS dos filmes produzidos em laboratério por casting, com e sem

SiO2:NpAg:

Full scale counts: 728788 Controle(1)

klm -1-H keV

Figura 18. Microscopia Eletrdnica de Varredura de filmes de PVC casting sem NpAg
(esquerda) e analise por EDS (direita).

500 pm 500 um

Figura 19. Mapeamento por EDS dos principais elementos constituintes do filme de PVC
casting sem SiO2:NpAg.
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12,5ppm Ag Np(1) Cursor:  10.438 keV
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Figura 20. Microscopia Eletrdnica de Varredura de filme de PVC casting com 12,5 ppm de
NpAg (esquerda) e analise por EDS (direita).
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Figura 21. Mapeamento por EDS dos principais elementos constituintes do filme de PVC
casting com 12,5 ppm de NpAg.

% _h’ Full scale counts: 607531 25ppm Ag Np(1)
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Figura 22. Microscopia Eletrénica de Varredura de filme de PVC casting com 25 ppm de
NpAg (esquerda) e analise por EDS (direita).
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Figura 23. Mapeamento por EDS dos principais elementos constituintes do filme de PVC
casting com 25 ppm de NpAg.

100ppm Ag Np(1)

In
Cu Cu

Figura 24, Microscopia Eletrénica de Varredura de filme de PVC casting com 100 ppm de
NpAg (esquerda) e analise por EDS (direita).

[ck]

Figura 25. Mapeamento por EDS dos principais elementos constituintes do filme de PVC
casting com 100 ppm de NpAg.

Pelas imagens de MEV os filmes industriais apresentaram uma
estrutura mais lisa enquanto os filmes casting apresentaram aglomerados de

silica, decorrentes do método de confeccdo dos filmes. Imagens de



44

Microscopia Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo (FEG) foram
obtidas para observar detalhadamente a morfologia das amostras. As Figuras

27 e 28 mostram imagens de superficie e fratura dos filmes industriais.

COMPO 6.0kV  X10,000 WD 9.6mm Tum COMPO  6.0kV X10,000

COMPO 6.0kV X5,000 WD 102mm 1um COMPO 6.0kvV X5000 WD 82mm 1um

»

COMPO 6.0kvV X5,000 WD 10.0mm 1-;::_” COMPO 6.0kV X10,000 WD 7.8mm 1um
Figura 26. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura com Emissao de Campo (FEG -
SEM) de filmes de PVC industrial com e sem NpAg. Imagens da espessura por meio de fratura
criogénica (esquerda) e imagens de superficie (direita). Ae B =0 ppm; C e D = 6,25 ppm; E
e F = 12,5 ppm. Setas laranjas indicam aglomerados de diéxido de silicio.
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COMPO  6.0kV  X10,000 WD 10.6mm 1um COMPO 60KV  X10,000 WD 79mm 1um

COMPO  6.0kV X10,000 WD 10.1mm m 6.0kV X5,000 WD 82mm Tum
Figura 27. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura com Emissao de Campo (FEG -
SEM) de filmes de PVC com NpAg. Imagens da espessura por meio de fratura criogénica
(esquerda) e imagens de superficie (direita). G e H = 25 ppm; | e J = 100ppm.

Pode-se observar, pela analise do FEG, o aumento crescente do
composito nos filmes (setas laranjas). Todas as amostras apresentaram
material no interior bem como na superficie. Filmes com as concentracdes de
25 e 100 ppm de NpAg apresentaram alguns aglomerados de silica. No geral,
0 compoésito apresenta uma distribuicdo homogénea na matriz polimérica
devido o método de extrusdo, entretanto, muito material de silica encontra-se
aprisionado no interior do filme.

As imagens de FEG dos filmes produzidos por casting sao

apresentadas nas figuras 29 e 30:
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COMPO  6.0kV X5,000 WD9.9mm 1um COMPO 6.0kV X5,000 WD8.0mm 1um

COMPO  6.0kV X5,000 WD 10.0mm Tum COMPO  6.0kV X5,000 WD 8.0mm Tum

COMPO  6.0kV X5,000 WD 9.6mm Tum COMPO  6.0kV X5,000 WD8.0 1um

Figura 28. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura com Emisséo de Campo (FEG -
SEM) de filmes de PVC produzidos em laboratério com e sem NpAg. Imagens da espessura
por meio de fratura criogénica (esquerda) e imagens de superficie (direita). Ae B =0 ppm; C
e D =12,5 ppm; E e F =25 ppm. Setas laranjas indicam aglomerados de diéxido de silicio.
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COMPO  6.0kV %X3,000 WD 10.0mm 1;:: COMPO  6.0kV X5,000 WD 8.0mm

Figura 29. Imagens de Microscopia Eletrdnica de Varredura com Emissao de Campo (FEG -
SEM) de filmes de PVC produzidos por casting com NpAg. Imagens da espessura por meio
de fratura criogénica (esquerda) e imagens de superficie (direita). G e H = 100ppm.

Através das imagens de FEG, pode-se observar a presenca de
compaésito tanto no interior quanto na superficie dos filmes casting. Entretanto,
guando comparados aos industriais, os filmes casting apresentaram uma ma
dispersdo do material, ocasionando grandes aglomerados de silica (setas
laranja). Essa disperséo heterogénea fica mais evidente na amostra com 100
ppm de NpAg (Figura 30. G-H), a qual apresenta pouco material de silica na
area de filme da microscopia. Essa caracteristica é observada porgue nos
filmes casting ndo € utilizado nenhum compatibilizante, visto que o objetivo
era apenas investigar a interacdo do compaésito com o polimero.

O processo de extrusao € um método capaz de produzir filmes em larga
escala, com uma boa capacidade de mistura e baixo custo, sendo
amplamente utilizado na indastria (54). J4 a técnica de casting caracteriza-se
por ser uma técnica simples, rapida e de baixo custo, além de utilizar pouco
material, sendo mais aplicada em experimentos laboratoriais (55). Pela

microscopia é possivel visualizar a diferenca na dispersdo do compdsito na

1um
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matriz polimérica nas duas técnicas, podendo influenciar na atividade

antimicrobiana dos filmes.

5.2.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os grupos funcionais presente nos filmes industriais e produzidos por
casting, com e sem SiO2:NpAg, foram determinados pelas bandas de
absorcao do espectro do infravermelho, representados nas Figuras 31 e 32.
Pode-se observar que a adicdo de nanoparticulas de prata ndo alterou
significativamente os espectros. Todas as amostras apresentaram bandas

caracteristicas do polimero de PVC, descritas no Quadro 2 (51), (55), (56):

Bandas PVC industrial (cm™) Bandas PVC casting (cm™) Grupo funcional
1432 1431 Deformagéo angular de CHz
1333 1331 Deformacéo angular de CH:2
1232 1245 Estiramento C-Cl
836 836 Estiramento C-Cl
686 687 Estiramento C-Cl

Quadro 2: bandas de absorcéo do espectro do infravermelho de filmes de PVC.

As bandas nas regides de 1071 cm™, 791 cm e 458 cm™ encontradas
no espectro do compdosito de SiO2:NpAg foram mascaradas nos espectros dos
filmes de PVC, possivelmente devido a alta concentracéo de polimero e baixa
concentracdo de compdsito. A interacao entre as nanoparticulas de prata e a
matriz polimérica também ndo pdde ser observada, devido a baixa quantidade

de NpAg.
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Figura 30. Espectros de FTIR de filmes de PVC industrial com diferentes concentragdes de
NpAg. A= 0 ppm; B= 6,25 ppm; C= 12,5 ppm; D= 25 ppm; E= 100 ppm.

SR Ad

b
;\; W—_\/—“’_—"‘“—’—‘ N
o
=2 C
© g
=
c
G d
|_

\’\f'/— w
$
i e

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 31. Espectros de FTIR de filmes de PVC por casting com diferentes concentracbes de
NpAg. A= 0 ppm; B= 12,5 ppm; C= 25 ppm; D= 100 ppm.
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5.2.3 Difracdo de Raios X (DRX)

A difragao de raios X dos filmes de PVC industrial e sintetizados em
laboratério sdo mostradas nas Figuras 33 e 34, respectivamente. Os filmes
sem SiO2:NpAg (Figuras 30.a e 31.a) apresentaram uma estrutura amorfa,
como relatado na literatura (51). Os demais filmes apresentaram uma
estrutura semelhante ao PVC puro correspondente, sugerindo que o
processamento ndo alterou a estrutura do PVC. Os picos referentes a prata
detectados no DRX do compoésito SiO2:NpAg ndo foram observados,
possivelmente devido a baixa concentracdo de NpAg adicionada aos filmes,
estando abaixo do limite de deteccao do equipamento.

Braga e colaboradores (2018) (55)sintetizaram filmes de PVC com
diferentes concentracbes de nanoparticulas de prata e detectaram a fase
cristalina da prata apenas nos difratogramas dos filmes com concentracdes
mais altas (4% e 8% NpAg), ndo sendo detectadas nas concentracdes
inferiores. Becaro e colaboradores, ao trabalhar com polietileno de baixa
densidade (PEBD) com nanoparticulas de prata, também observaram a
cristalinidade da prata apenas nas concentracdes mais altas (57) Todas as
concentracbes detectadas em DRX pelos autores sdo superiores as

concentracOes utilizadas nessa pesquisa.
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Figura 32. Difratograma de Raios X de filmes de PVC industrial com diferentes concentra¢des
de NpAg. A= 0 ppm; B= 6,25 ppm; C= 12,5 ppm; D= 25 ppm; E= 100 ppm.
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Figura 33. Difratograma de Raios X de filmes de PVC produzido em laboratério com
diferentes concentragfes de NpAg. A= 0 ppm; B= 6,25 ppm; C= 12,5 ppm; D= 25 ppm; E=
100 ppm.
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5.2.4 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As curvas de DSC dos filmes de PVC industrial e produzidos em
laboratério com e sem o compdésito sdo apresentadas nas Figuras 35 e 36,
respectivamente. A partir das curvas de DSC, foi obtida a Temperatura de
transicao vitrea (Tg), utilizada para avaliar a rigidez das cadeias poliméricas
(58). Os valores de Tg dos filmes industriais sdo apresentados na Tabela 1 e
dos filmes produzidos em laboratério na Tabela 2.

Os filmes industriais apresentaram os valores de Tg menor que 0s
filmes produzidos em laboratério. Esse fenbmeno € observado devido a
presenca de plastificantes e outros aditivos nesses filmes, que ocasionam a
diminuicdo da Tg quando comparados a filmes sem plastificantes (59)(56).

Os filmes nanocompd@sitos apresentaram uma diminuicdo da Tg em
relacdo ao filme puro, tanto para os industriais quanto os laboratoriais. 1Sso
ocorre porque a aglomeracéo de silica, observada nos polimeros por FEG,
diminui sua superficie de contato, podendo diminuir a interacdo entre a silica
e as cadeias poliméricas (58), interferindo pouco na mobilidade das cadeias.

Segundo Taha e Azab (2019) (60), se nanoparticulas apresentam
atracao pelo polimero a Tqg aumenta, entretanto, se ha repulséo, a Ty diminui.
Nesse sentido, é possivel que tenha ocorrido repulsao entre as nanoparticulas
de prata e o polimero, resultando na diminuigdo da T4. Entretanto, apesar da
diminuicdo observada, o comportamento do gréfico foi semelhante entre os
nanocompaositos e seus respectivos controles, indicando que ndo ha alteragéo

significativa no polimero.
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Figura 34. Calorimetria Diferencial de Varredura de filmes de PVC industrial com diferentes
concentracdes de NpAg. A= 0 ppm; B= 6,25 ppm; C= 12,5 ppm; D= 25 ppm; E= 100 ppm.
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Figura 35. Calorimetria Diferencial de Varredura de filmes de PVC produzido em laboratorio
com diferentes concentracdes de NpAg. A= 0 ppm; B= 6,25 ppm; C= 12,5 ppm; D= 25 ppm;
E= 100 ppm.
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Tabela 1: Temperatura de transicdo vitrea (Tg) de filmes de PVC industrial com diferentes
concentrac8es de NpAg.

Sample (ppm NpAg) Tg (°C)

0 52,39
6,25 51,32
12,5 50,13

25 52,05
100 47,23

Tabela 2: Temperatura de transi¢éo vitrea (Tg) de filmes de PVC produzidos em laboratério
com diferentes concentragdes de NpAg.

Sample (ppm NpAQ) Tg (°C)

0 63,56
12,5 60,1
25 62,25
100 60,46

5.3 Avaliacao antimicrobiana do composito SiO2:NpAg

5.3.1 Difusdo em agar por poco

O teste de difusdo em agar por poco foi realizado com o compésito em
suspensao nas mesmas concentracdes dos filmes de PVC industrial (6,25,
12,5, 25 e 100 ppm de NpAg). O didametro do halo formado indica a
suscetibilidade dos microrganismos ao material testado (61). As Figuras 37 e
38 apresentam imagens do halo formado para E. coli e S. aureus,
respectivamente, e a Tabela 3 apresenta a meédia e desvio padrdo dos halos

de inibicdo.
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Figura 36. Halo de inibigdo formado pelo compésito em suspenséo contra Escherichia coli. A
=6,25 ppm; B =12,5 ppm; C = 25 ppm; D = 100 ppm NpAg.

Figura 37. Halo de inibicdo formado pelo compdésito em suspenséo contra Staphylococcus
aureus. A = 6,25 ppm; B =12,5 ppm; C = 25 ppm; D = 100 ppm NpAg.

Tabela 3. Média + desvio padrdo do didmetro do halo de inibicdo (mm) formado pela
suspensdo do compdasito SiO2:NpAg.

Diametro (mm)

Concentracdo NpAg (ppm)

E. coli S. aureus
6.25 0,54 £ 0,162 -
12.5 1,95+ 0,232 1,72 +0,01°
25 1,75+ 0,162 3,51 + 0,362
100 1,89 + 0,052 3,71 + 0,202

NUmeros com letras iguais nas colunas ndo apresentam diferenca significativa segundo o
teste de Kruskal-Wallis.

A concentracdo de 6,25 ppm de nanoparticulas de prata ndo formou
halo de inibicAo para S. aureus, entretanto, as demais concentracdes
apresentaram inibicdo para ambos microrganismos, indicando a eficacia do
composito testado. Para S. aureus, o diametro do halo aumentou com o
aumento das concentracdes de nanoparticulas e a concentracédo de 100 ppm

ficou no limite de significancia (p= 0,06), sendo considerado estatisticamente
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diferente das demais concentracdes, indicando maior suscetibilidade de S.
aureus em relacéo a E. coli.

Kowsalya e colaboradores (2019) (62) realizaram o teste de difuséo em
agar com nanoparticulas de prata nas concentra¢des de 15, 30, 45 e 60 ppm,
contra E. coli, S. aureus. P. aeruginosa e B. subtilis e observaram que todos
0S microrganismos apresentaram halo de inibigdo para todas as
concentracfes testadas, sendo as bactérias Gram positivas mais sensiveis
que as bactérias Gram negativas. Esses resultados confirmam a eficacia das
concentracbes de nanoparticulas de prata utilizadas na presente pesquisa,
bem como a maior sensibilidade de S. aureus em relacao a E. coli.

A maior suscetibilidade a NpAg de S. aureus em relacéo a E. coli esta
de acordo com a literatura (63)(57) e é atribuida a diferenca da parede celular
desses microrganismos. Bactérias Gram positivas e Gram negativas
apresentam uma diferenca estrutural na membrana: bactérias Gram negativas
possuem uma fina camada de peptideoglicana entre sua membrana e a
parede celular, ao passo que bactérias Gram positivas possuem varias
camadas dessa substancia, formando uma estrutura espessa e rigida (64).
Entretanto, bactérias Gram negativas apresentam uma membrana externa,
ausente em Gram positivas, que lhes confere maior protecéo. Ainda, bactérias
Gram-positivas possuem acidos teicéicos em suas paredes, que possuem
carga negativa e auxiliam na entrada e saida de cations do interior da célula

(64), podendo atrair e facilitar a entrada de ions Ag*.

5.3.2 Contagem de microrganismos viaveis
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O teste de agitacdo em frasco com contagem de microrganismos
viaveis foi realizado com o compdsito nas mesmas concentragcdes presentes
numa area de 8 x 10 cm de cada filme (area utilizada nesse mesmo
experimento com os filmes). O objetivo desse experimento foi avaliar se as
concentracdes de composito presentes numa area de 8 x 10 cm de filmes séo
suficientes para inibir o crescimento microbiano. Desse modo, foram utilizadas
as concentragbes de 1,37, 3,5, 6,0 e 22 pug mL?! de compésito,
correspondentes aos filmes com 6,25, 12,5, 25 e 100 ppm, respectivamente.
O experimento foi executado duas vezes para E. coli e uma vez para S.

aureus. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Média % desvio padrdo de log de UFC mL™! para o experimento de Contagem de Microrganismos Viaveis com compdésito SiO2:NpAg.

Concentracéo de composito SiO2:NpAg ( ug mL1)

bactéria

0 1,37 3,5 6 22
E.colil 8,90 £ 0,112 8,51 + 0,242 8,54 + 0,222 8,81 + 0,062 8,94 + 0,212
E. coli 2 9,23 + 0,112 9,08 + 0,192 9,30 = 0,112 9,02 = 0,342 9,26 = 0,192
S. aureus 9,01 +0,032 8,98 + 0,082 8,96 + 0,052 9,03 + 0,062 8,87 = 0,06

Numeros com letras iguais nas linhas ndo apresentam diferenca significativa segundo teste Anova de Regresséo.
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Segundo a regresséo, nao houve relacao significativa entre o log de
UFC mL* e a concentracdo de compdsito nos experimentos com E. coli
(p=0,121 e p=0,602 para os experimentos 1 e 2 respectivamente). Para S.
aureus houve uma tendéncia de reducdo de 0,056 log de UFC mL™! para cada
unidade de concentracdo acrescida (p=0,013). Entretanto, S. aureus
apresentou r’= 0,37, ndo sendo considerado uma reducdo importante do

ponto de vista prético.

5.4 Avaliacdo antimicrobiana dos filmes de PVC
5.4.1 Teste antimicrobiano segundo Norma JIS Z 2801:2000

Os testes segundo a Norma JIS Z 2801:2000 foram realizados para
avaliar quantitativamente a inibicao dos filmes de PVC industriais e produzidos
por casting. Para os filmes industriais, foram utilizados como controle filmes
de PVC sem NpAg de mesma matriz dos filmes com NpAg (denominado
controle Referéncia) e filmes de PVC sem NpAg da marca Apfilm, adquiridos
comercialmente (denominado controle Comercial). Os resultados da inibicé&o
dos filmes de PVC industrial com NpAg sao apresentados nas Tabelas 5 a 8

para E. colie 9 e 10 para S. aureus.

Tabela 5. Resultados da inibicado de E. coli por filmes de PVC industrial com concentracfes

de 0, 6,25 e 25 ppm de NpAg, comparados com filmes controle Comercial.

Escherichia coli
Inéculo para calculo Concentragcao apos 24

Reducéo (%)

base h (UFC mL?)
0 9,8 x 108 9,8x 108+ 1,79 -
6,25 9,8 x 108 9,36 x 108+ 0,86 3,43

25 9,8 x 108 9,46 x 108+ 1,10 2,59
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Tabela 6. Resultados da inibicdo de E. coli por filmes de PVC industrial com concentracdes de
0, 12,5 e 100 ppm de NpAg, comparados com filmes controle Comercial.

Escherichia coli

Concentracéo apos 24 h

In6culo para calculo base Reducéo (%)

(UFC mL™)
0 6,85 x 108 6,85 x 108 + 1,20 _
12,5 6,85 x 108 3,35 x 108+ 0,71 51,27
100 6,85 x 108 4,33 x 108+ 1,23 37,67

Tabela 7. Resultados da inibicdo de E. coli por filmes de PVC industrial com concentracdes de
0, 6,25 e 25 ppm de NpAg, comparados com filmes controle Referéncia.

Escherichia coli

. . Concentracdo apos 24 h  Reducao
Inéculo para calculo base

(UFC mL) (%)

0 9,94 x 108 9,94 x 108+ 1,90
6,25 9,94 x 108 9,36 x 108+ 0,86 4,79
25 9,94 x 108 9,46 x 108+ 1,10 3,96

Tabela 8. Resultados da inibicdo de E. coli por filmes de PVC industrial com concentracfes
de 0, 12,5 e 100 ppm de NpAg, comparados com filmes controle Referéncia.

Escherichia coli

. . Concentracdo ap6s 24 h  Reducéo
Inéculo para calculo base

(UFC mL™) (%)
0 4,62 x 108 4,62 x 108+ 1,05 _
12,5 4,62 x 108 3,35 x 108+ 0,71 26,87
100 4,62 x 108 4,33 x 108+ 1,23 6,46

Tabela 9. Resultados da inibicdo de S. aureus por filmes de PVC industrial com diferentes
concentracdes de NpAg, comparados com filmes controle Comercial.

Staphylococcus aureus

. . concentracdo apés 24 h  Reducao
Inoculo para calculo base

(UFC mL™) (%)
0 2,12 x 107 2,12 x 107+ 0,23 —
6,25 2,12 x 107 1,37 x 107 £ 0,44 38,33
12,5 2,12 x 107 5,5 x 106+ 3,46 77,92
25 2,12 x 107 1,42 x 107 £ 0,36 34,25

100 2,12 x 107 9,2x10%+ 3,7 58,81
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Tabela 10. Resultados da inibicdo de S. aureus por filmes de PVC industrial com diferentes
concentracbes de NpAg, comparados com filmes controle Referéncia.

Staphylococcus aureus
concentragcdo ap0s 24 h  Redugéo

Inéculo para célculo base

(UFC mL™) (%)
0 1,15 x 107 1,15 x 107 £ 0,30 -
6,25 1,15 x 107 1,37 x 107 £ 0,44 -
12,5 1,15 x 107 5,5 x 108+ 3,46 58,25
25 1,15 x 107 1,42 x 107 £ 0,36 -
100 1,15 x 107 9,2 x 106+ 3,74 22,10

Os resultados encontrados indicam baixa taxa de inibicdo dos filmes
com NpAg contra E. coli e S. aureus, considerando o controle Referéncia.
Através dos resultados obtidos, observa-se uma possivel acéo inibitéria do
filme de PVC controle Referéncia, mascarando o resultado dos filmes com
NpAg. Desse modo, fez-se necessario incluir um outro tipo de filme como
controle.

Os filmes com compdsito ndo apresentaram uma taxa de inibicao
crescente de acordo com o aumento da concentracdo de NpAg. Em geral,
embalagens de PVC apresentam em sua composicdo estabilizantes,
plastificantes, lubrificantes e pigmentos, tornando-os aderentes e esticaveis
(6). A presenca de aditivos nos filmes industriais pode ter dificultado a
presenca de nanoparticulas na superficie, mantendo-as predominantemente
no interior, diminuindo desse modo sua eficacia. Além disso, alguns aditivos
poliméricos podem ser toxicos, como ftalatos e estearato de zinco, podendo
apresentar acao antimicrobiana, mesmo no filme controle. Por essa razao, o
experimento foi realizado com os filmes casting, que ndo possuiam aditivos

em sua composicgao.



62

Os resultados da taxa de inibicdo dos filmes de PVC produzidos por
casting sado apresentados nas Tabelas 11 e 12, para E. coli e S. aureus,

respectivamente:

Tabela 11. Resultados da inibicdo de E. coli por flmes de PVC produzidos por casting, com
diferentes concentracdes de NpAg.

E. coli
in6culo para o célculo concentracdo apos 24 h Reducéao
base (UFC/mL) (%)
0 6,36 x 10’ 6,36 x 107 £ 0,14 -
12,5 6,36 x 107 6,13 x 107 £0,75 2,35
25 6,36 x 10 6,28 x 107 £0,43 -
100 6,36 x 10’ 6,08 x 107 +0,26 9,49

Tabela 12. Resultados da inibicdo de S. aureus por filmes de PVC casting com diferentes
concentracfes de NpAg.

Staphylococcus aureus

in6culo para o célculo concentracdo apos 24 h Reducéao
base (UFC/mL) (%)
0 2,47 x 107 2,47 x 10" £0,17 -
12,5 2,47 x 107 2,15x 107 £0,25 13,04
25 2,47 x 107 2,05 x 107 £0,27 17,49
100 2,47 x 107 5,5x10°% +0,23 97,95

Os filmes de casting apresentaram baixa inibicdo em todas as
concentragbes para Escherichia coli e baixa inibicdo para S. aureus nas
concentracdes de 12,5 e 25 ppm de NpAg. Na concentracédo de 100 ppm foi
obtida uma alta taxa de inibicdo para S. aureus (97,95%), indicando eficacia
da concentracdo estudada para esse microrganismo. A taxa de inibicéo
aumentou com o aumento das concentracdes de NpAg e, como observado no
teste de Difusdo em Agar com o compésito de SiO2:NpAg, houve maior

suscetibilidade de S. aureus.
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5.4.2 Teste de Agitacdo em Frasco

O teste de Agitagdo em Frasco foi realizado apenas com os filmes de
PVC industrial. As curvas de crescimento de E. coli e S. aureus em contato
com filmes com compdédsito ndo apresentaram diferenca da curva de
crescimento de bactérias na presenca de filmes sem o compdésito (Figuras 39

e 40).
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Figura 38. Resultados das curvas de crescimento para Escherichia coli em contato com
filmes de PVC industrial com 0, 6,25, 12,5, 25 e 100 ppm de NpAg por 12 horas.
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39. Resultados das curvas de crescimento para Staphylococcus aureus em contato com
filmes de PVC industrial com 0, 6,25, 12,5, 25 e 100 ppm de NpAg por 12 horas.
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A média dos valores de absorbancia obtidos apdés 12 horas de
experimento s&o apresentadas na Tabela 13. Os valores de absorbéncia nao
se diferiram entre os grupos para Escherichia coli, indicando um crescimento
bacteriano semelhante entre os tratamentos e o controle. Para
Staphylococcus, microrganismos em contato com filmes com 12,5, 25 e 100
ppm de NpAg apresentaram valores de absorbancia maior que o controle,
sugerindo que os filmes controle possam estar tendo algum tipo de acao
antimicrobiana, como constatado pela norma JIS.

Tabela 13. Média * desvio padrdo da absorbancia dos microrganismos em contato com 0s
filmes apds 12 horas de agitacdo em frasco.

Concentracdo NpAg (ppm)

Bactéria
0 6.25 12.5 25 100

E.coli 1,230,052 1,24 +0,05% 1,21+0,02% 1,250,032 1,26 +0,052
S. aureus 0,91 +0,35¢ 1,41 +0,09%¢ 1,56 +0,04* 1,66 +0,112 1,47 +0,10°°

Médias com a mesma letra nas linhas ndo apresentam diferenca significativa de acordo com
o teste de Kruskal-Wallis.

Jokar e colaboradores (63) realizaram o teste de Agitacdo em Frasco
com filmes de polietileno aditivados com 1,19, 2,14, 6,69, 11,23 e 22,64 ppm
de nanoparticulas de prata, com E. coli e S. aureus. As concentracfes de
6,69, 11,23 e 22,64 ppm apresentaram diferenca do controle, com aumento
da fase lag e reducéo da concentragcdo maxima bacteriana. As concentracdes
utilizadas pelos autores séo semelhantes as utilizadas na presente pesquisa,
indicando que sdo suficientes para exibir acdo antimicrobiana quando
inseridas na matriz de polietileno. Entretanto, nanoparticulas inseridas na
matriz de PVC néo apresentaram atividade antimicrobiana em nenhuma

concentracdo estudada. Esse resultado € observado porque o polimero de
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PVC possui caracteristica hidrofébica, ao passo que a silica possui
caracteristica hidrofilica. Desse modo, h4 uma tendéncia da silica se
aglomerar no interior polimero, sendo tal aglomeracdo aumentada com o
aumento da concentracdo de composito.

A aglomeracdo de silica no interior dos filmes é observada nas
micrografias por FEG (Figuras 28 e 29) e indica que a silica ndo é um bom
carreador para ser incorporado em filmes de PVC. Com o aprisionamento da
silica no interior do filme ha uma diminuicdo da presenca de nanoparticulas
na superficie, ou seja, embora a concentracdo de nanoparticulas possa ser
suficiente para um efeito antimicrobiano, sua disponibilidade é reduzidaos.

No presente experimento, a curva de crescimento microbiano é plotada
de acordo com a densidade 6tica do meio de cultura ao longo do tempo (47),
constituindo-se uma medida indireta. Para confirmar os resultados obtidos,
optou-se por realizar a contagem de microrganismos viaveis a partir desse

mesmo experimento.

5.4.3 Contagem de microrganismos viaveis

O teste de Contagem de microrganismos viaveis foi realizado apenas
com os filmes industriais. Para este experimento os microrganismos foram
mantidos em agitagcdo constante em 100 mL de meio e oito pedacos de filmes,
com uma area total de 8 x 10 cm?, por 24 h. Ap6s esse periodo as amostras
foram diluidas e plaqueadas para a contagem de Unidades Formadoras de
Colbnias. O crescimento dos microrganismos em contato com os filmes de

PVC com e sem compadsito SiO2:NpAg foram comparados ao crescimento de
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cada microrganismo crescendo sem a presenca de filmes (controle). Os
resultados sado apresentados na Tabela 14 para Escherichia coli e

Staphylococcus aureus.
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Tabela 14. Média * desvio padrédo de log de UFC mL1 para o experimento de Contagem de Microrganismos Viaveis com filmes de PVC industrial.

Filmes de PVC com compésito SiO2:NpAg (ppm)

bactéria
controle 0 6,25 12,5 25 100
E. coli 8,85 + 0,042 8,98 + 0,062 8,58 + 0,602 8,56 + 0,532 8,17 + 0,192 8,85 + 0,242
S. aureus 8,61 + 0,062 8,67 +0,292 8,74 + 0,152 8,77 £ 0,292 8,66 + 0,072 8,65 + 0,402

NuUmeros com letras iguais nas linhas nao apresentam diferenca significativa segundo Anova de Regresséo.
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Os resultados dos ajustes de regressao néo indicam relacdo entre a
concentrag&o de microrganismos e o aumento da concentragéo de NpAg para
Escherichia coli em contato com filmes (p=0,655), assim como para
Staphylococcus aureus (p=0,686), indicando que os filmes nao foram capazes
de reduzir o crescimento microbiano, assim como foi observado na curva de
crescimento.

De um modo geral, os filmes de PVC industrial ndo apresentaram
eficacia contra os microrganismos estudados nas concentracdes de NpAg
testadas. O filme controle (sem adicdo de NpAg) apresentou uma aparente
inibicdo nos testes de Norma JIS e Agitacdo em Frasco, indicando uma
possivel contaminacdo da amostra ou a presenca de algum aditivo com acgéo
antimicrobiana.

A inibicdo de nanoparticulas de prata depende da concentracéao inicial
de UFC mL?' dos microrganismos bem como da concentracdo de
nanoparticulas utilizadas (65). Apesar de ndo ser observada uma reducéo
microbiana com os filmes de PVC industriais, a concentracdo de
microrganismos utilizada nos experimentos de Agitagdo em Frasco e
Contagem de microrganismos viaveis (1 x 10° é muito superior as
concentracbes presentes em alimentos proprios para consumo, nao
representando condi¢des reais.

Um fendbmeno comum em nanoparticulas capaz de diminuir a acdo
antimicrobiana € a agregacdo, que consiste na aproximacdo das

nanoparticulas, formando particulas maiores, diminuindo assim sua area
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superficial. A acao antimicrobiana de nanoparticulas de prata ocorre a partir
da sua oxidacao e liberacdo de ions Ag*. Com a fusdo das nanoparticulas e
diminuicdo da area superficial, ocorre menos oxidacdo e ha uma menor
atividade antimicrobiana (36).

O aprisionamento das nanoparticulas de prata no interior do polimero
também diminui sua atividade antimicrobiana pois as nanoparticulas séo
oxidadas pelo oxigénio dissolvido no meio aguoso (66), sendo necessario,
portanto, estarem na superficie do polimero.

Os filmes de PVC industriais apresentaram baixa taxa de inibicdo
microbiana segundo a Norma JIS e, para o0s outros testes, ndo houve relagao
entre a concentracao de NpAg e a concentragédo de microrganismos. Os filmes
produzidos por casting apresentaram uma baixa taxa de inibicdo para E. coli
em todas as concentracdes e para S. aureus nas concentracdes de 12,5 e 25
ppm. Por outro lado, filmes casting apresentaram uma alta taxa de inibic&o
para S. aureus na concentracédo de 100 ppm (97,95%), sugerindo que essa
concentracdo € suficiente para reduzir o crescimento microbiano quando
inserida em filmes sem aditivos. Além da aglomeracéo de silica no interior dos
filmes, a presenca de aditivos nos filmes industriais pode ter funcionado como

uma barreira entre o compaésito de silica e o meio externo, diminuindo ainda

mais a agao antimicrobiana dos filmes.
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6. Conclusdes

A caracterizagdo do composito SiO2:NpAg confirmou a presenca de
nanoparticulas de prata no material.

O compésito SiO2:NpAg em suspensao foi eficaz para E. coli em todas
as concentragfes e para S. aureus nas concentracdes de 12,5, 25 e
100 ppm de NpAg, sendo um bom agente antimicrobiano.

A adicdo do compésito no PVC ndo alterou significativamente as
caracteristicas fisico-quimicas dos filmes industriais e produzidos em
laborat6rio em nenhuma concentracao.

A aglomeracéo de silica no interior dos filmes verificada nas imagens
de FEG, bem como a diminuicdo da T4 sugerem que nao houve boa
interacdo entre a silica e o polimero

Os filmes de PVC industrial apresentaram baixa taxa de inibicdo para
E. coli e S. aureus, segundo Norma JIS Z. Nos experimentos em meio
liquido ndo foi observado aumento de inibicAo com o aumento da
concentracdo do compasito.

Os filmes de PVC produzidos por casting apresentaram alta taxa de
inibicdo microbiana para S. aureus na maior concentracdo de NpAg
(100 ppm), segundo Norma JIS Z.

No geral, S. aureus foi mais sensivel que E. coli, tanto para o compdésito
em suspensao quanto para os filmes nanocompdsitos, devido a

diferenca da parede celular desses microrganismos.
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