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RESUMO

As inovagdes proporcionadas pela reducdo de tamanho de particulas
tornam o estudo de materiais nanométricos de enorme importancia.
Entre essas propriedades, a acdo antimicrobiana de nanoparticulas de
oxido de zinco (NPs-ZnO) vem se destacando. O objetivo deste trabalho
foi incorporar NPs-ZnO em filmes de polietileno de baixa densidade
(PEBD) e polietileno de baixa densidade linear modificado com
anidrido maleico (PEBDL-AM) e avaliar a atividade antimicrobiana
frente as bactérias Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium. Os filmes foram
incorporados com 10,0; 5,0; 1,0 e 0,5 % de NPs-ZnO por extruséo e por
aspersdo das NPs-ZnO sobre o filme. As NPs-ZnO foram identificadas
como nanobastdes com comprimento entre 90,1 e 100,0 nm (10,5 %) e
espessura entre 80,1 e 90,0 nm (21 %). As dispersdes das nanoparticulas
em agua Milli-Q e os filmes foram avaliados em relacdo a acédo
antimicrobiana pelo método de difusdo em agar e diluicdo em caldo e
pelo comportamento do crescimento microbiano. A concentra¢do
inibitéria minima e a concentracdo bactericida minima das dispersdes
das NPs-ZnO foram estabelecidas como 0,05 mg/mL e 0,5 mg/mL,
respectivamente, para Staphylococcus aureus e Salmonella
Thiphymurium. A bactéria Pseudomonas aeruginosa mostrou-se pouco
sensivel as NPs-ZnO em dispersdo ou incorporadas aos filmes. Frente ao
Bacillus cereus, as NPS-ZnO ndo apresentaram efeito antimicrobiano.
Os filmes incorporados com NPs-ZnO por extrusdo apresentaram
superficie lisa e ndo apresentaram acdo antimicrobiana, sugerindo que as
NPs-ZnO ficaram aprisionadas no interior da matriz polimérica, néo
permitindo o contato com 0s micro-organismos. Efeito bacteriostatico
foi observado nos filmes incorporados com NPs-ZnO por aspersao
frente a Staphylococcus aureus. Frente a Salmonella Typhimurium, o
filme de PEBDL-AM incorporado com 10 % de NPs-ZnO apresentou
efeito bactericida e o filme de PEBD para mesma concentragao reprimiu
0 crescimento microbiano, porém para as demais concentracfes a
bactéria mostrou-se pouco sensivel. A analise de FTIR dos filmes de
PEBDL-AM indica a reagdo entre as NPs-ZnO e o anidrido maleico
presente no polimero. Néo foi observada diferenca na molhabilidade dos
filmes. Este estudo amplia o interesse da aplicacdo de NPs-ZnO para a
garantia da seguranca dos alimentos.

Palavras-chave: Nanoparticulas de oOxido de zinco. Efeito
antimicrobiano. Polietileno. Anidrido maleico.






ABSTRACT

The innovation provided by the reduction in particle size turned into the
study of nanometric materials of great importance. Among these
properties, the antimicrobial action of zinc oxide nanoparticles (ZnO-
NPs) has been outstanding. The aim of this work was to incorporate
ZnO-NPs on films low density polyethylene (LDPE) and linear low
density polyethylene modified with maleic anhydride (LLDPE-MA) and
evaluate the antimicrobial activity against the bacterias Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella
Typhimurium. Films were incorporated with 10,0; 5,0; 1,0 e 0,5 % de
ZnO-NPs by extrusion and spraying the ZnO-NPs onto the films. ZnO-
NPs were identified as nanorods with a length of 90.1 to 100,0 nm
(10.5%) and a thickness of 80.1 to 90,0 nm (21%). Dispersions of
nanoparticles in Milli-Q and films were evaluated for antimicrobial
activity by the disk diffusion and broth dilution and by behavior of
microbial growth. The minimum inhibitory concentration and minimum
bactericidal concentration of dispersions ZnO-NPs were determined to
be 0.05 mg/mL and 0.5 mg/mL, respectively against Staphylococcus
aureus and Salmonella Thiphymurium. Bacteria Pseudomonas
aeruginosa showed little sensitivity ZnO-NPs in dispersion or
incorporated into the films. Against Bacillus cereus, ZnO-NPS showed
no antimicrobial effect. The films incorporated ZnO-NPs by extrusion
showed smooth surface and showed no antimicrobial action, suggesting
that the ZnO-NPs were entrapped within the polymeric matrix,
preventing contact with the micro-organisms. Bacteriostatic effect was
observed in ZnO-NPs films by spraying against Staphylococcus aureus.
Against Salmonella Typhimurium, LLDPE-MA film incorporated with
10,0 % ZnO-NP showed bactericidal effect and LDPE film for same
concentration suppressed microbial growth, however for the other
concentrations of bacteria showed little sensitive. FTIR analysis of the
LLDPE-MA films indicated a reaction between ZnO-NPs and maleic
anhydride present in the polymer. No significant difference was
observed in the wettability of the films. These results further the interest
of the application of ZnO-NPs to food safety.

Keywords: Zinc oxide nanoparticles. Antibacterial effect. Polyethylene.
Maleic anhydride.
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INTRODUCAO

A preocupacdo com a seguranca de alimentos vem estimulando o
estudo de agentes antimicrobianos em varios segmentos industriais e
meios cientificos, para uso direto em alimentos ou incorporados em
embalagens. Esses agentes antimicrobianos podem ter origem natural,
como as bhacteriocinas e 6leos vegetais, ou origem quimica, podendo ser
compostos organicos e inorganicos (HAN, 2005).

Nesta linha de pesquisa destacam-se as particulas inorganicas,
gue, em dimensdes nanométricas, atualmente, sdo foco de grande
interesse devido as inovacBes proporcionadas pela reducdo de tamanho.
Os ions ou 6xidos metélicos, como nanoparticulas de prata, dioxido de
titnio, 6xido de magnésio e éxido de zinco, podem apresentar novas
propriedades, diferentes daquelas que geralmente apresentam em escala
macroscopica. O estudo do potencial antimicrobiano e antifingico
destas nanoparticulas, com destaque para as nanoparticulas de 6xido de
zinco (NPs-Zn0), frente a micro-organismos patégenos e deteriorantes
vinculados a alimentos, assim como as diversas formas de obtencéo, é
uma area recente e que ainda deve ser explorada (MATTOSO;
MORAIS; DURAN, 2006; MARTINEZ-GUTIERREZ et al.; 2010;
AZEREDO, 2013; ANN, et al., 2014; PASQUET et al.; 2014).

As NPs-ZnO sdo estruturas cristalinas e resistentes as condicoes
severas de temperatura e pressio (OZGUR et al., 2005) e podem
apresentar nanoestruturas de diferentes morfologias e obtidas de
diversos métodos, caracteristicas estas que influenciam diretamente nas
propriedades e aplicacdo do material (FAN; LU, 2005; GUSSATI,
2010). As NPs-ZnO possuem potencial atividade antimicrobiana e esta
propriedade aumenta com o decréscimo do tamanho da particula,
podendo ser bacteriostatica ou bactericida, dependendo da concentracédo
(YAMAMOTO, 2001; ZHANG et al. 2007; JONES et al., 2008;
PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2008).

Visto que o oOxido de zinco é um composto atualmente
reconhecido como substancia segura para consumo (GRAS) pela U.S.
Food and Drug Administration (FDA, 2014), o estudo da sua aplicagéo
em comparacdo a outras nanoparticulas metalicas com acédo
antimicrobiana torna-se uma motivacdo. Além do mais, ndo ha na
literatura um estudo conclusivo a respeito do perfil toxicol6gico dessas
nanoparticulas, visto as diversas respostas bioldgicas frente a
diversidade de propriedades, concentracdo, tempo de exposicao e tipo de
ensaio (HSIAO; HUANG, 2011, KOEDRITH, 2014, KWONA, 2014).
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Na aplicacdo em embalagens de alimentos, o uso de NPs-ZnO
pode resultar em novos materiais com propriedades mecanicas e de
barreira melhoradas, além da atividade antimicrobiana (CHAUDHRY et
al., 2008; ESPITIA et al., 2012).

As embalagens de polietileno sdo amplamente utilizadas na
indGstria de alimentos, sendo utilizadas em embalagens de produtos
lacteos, carneos, polpa de frutas, produtos de panificagdo e produtos
alimenticios secos, devido as suas excelentes propriedades mecanicas,
ao baixo custo, as propriedades de barreira e por ndo serem toxicas
(BARAO, 2011). Deste modo, a incorporacdo de substancias
antimicrobianas favorecem ainda mais estas embalagens, prolongando o
periodo de vida atil e promovendo a seguranca dos alimentos através da
reducdo da taxa de crescimento de micro-organismos especificos ou
reduzindo significativamente o potencial de recontaminagdo dos
produtos (HOTCHKISS, 1997; APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi incorporar nanoparticulas de 6xido
de zinco em filmes de polietileno de baixa densidade e de polietileno de
baixa densidade linear modificado com anidrido maleico e avaliar a
atividade antimicrobiana frente a Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium.

1.1.2  Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sdo apresentados abaixo:

a) Caracterizar as nanoparticulas de oxido de zinco em tamanho,
morfologia e cristalinidade;

b) Awvaliar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de 6xido
de zinco frente as bactérias Gram positivas Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus, e as bactérias Gram negativas
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium;

c) Incorporar as nanoparticulas de 6xido de zinco em filmes de
polietileno de baixa densidade e polietileno de baixa densidade
linear modificado com anidrido maleico por extruséo e aspersao
de nanoparticulas de 6xido de zinco sobre o filme;
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d) Caracterizar os filmes de polietileno de baixa densidade e

€)

polietileno de baixa densidade linear modificado com anidrido
maleico incorporados com nanoparticulas de 6xido de zinco
qguanto a morfologia da superficie, molhabilidade, ligacdes
guimicas presentes e homogeneidade da distribuicdo das
nanoparticulas de 6xido de zinco;

Determinar a atividade antimicrobiana dos filmes de polietileno
de baixa densidade e de polietileno de baixa densidade linear
modificado com anidrido maleico incorporados com
nanoparticulas de Oxido de zinco frente as bactérias Gram
positivas Bacillus cereus e Staphylococcus aureus e as bactérias
Gram negativas Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
Typhimurium.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os agentes antimicrobianos sdo substancias que podem eliminar
ou inibir o crescimento de micro-organismos e sdo amplamente
utilizados e estudados em varios segmentos. Estes agentes podem ser
classificados de acordo com sua origem em naturais ou quimicos
(obtidos sinteticamente por reagBes quimicas). Os antimicrobianos
naturais podem ter origem microbiana, animal ou vegetal, e os quimicos,
podem ser denominados como organico ou inorganico. Estas substancias
antimicrobianas naturais e quimicas possuem potencial aplicagdo na
conservacdo de alimentos, incluindo a aplicacdo em embalagens de
alimentos (HAN, 2005).

As bacteriocinas, como nisina, pediocina e reuterina, sdo
peptideos antimicrobianos de origem bacteriana. A lactoferrina, presente
no leite, a lisozima, no ovo, a quitosana, na casca de camardo e 0s
peptideos de caseina bovina sdo peptideos antimicrobianos de origem
animal, os quais vém sendo investigados para aplicacdo em alimentos.
(MACHADO; BORGES; BRUNO, 2011; ZOU et al., 2013). Os
antimicrobianos de origem vegetal sdo amplamente estudados e
pertencem ao grupo de componentes fendlicos encontrados em 6leos
essenciais de plantas, os quais podem ser obtidos a partir de 6leos
volateis, sementes, flores, folhas, cascas, frutos, madeira e raizes de
plantas, como exemplos podem ser citados os Oleos essenciais de
mostarda (TURGIS, 2009), orégano (BENAVIDES; VILLALOBOS-
CARVAJAL; REYES, 2012), cravo (SOUZA et al., 2013) e tomilho
(DEL TORO-SANCHEZ, 2010), com 0s componentes antimicrobianos
alil-isotiocinato, timol, carvacrol e eugenol.

Os agentes antimicrobianos de origem quimica e que ja sdo
conhecidos como conservadores de grau alimenticio pertencem ao grupo
dos compostos organicos, tais como acidos organicos e seus sais, como,
por exemplo, 0 acido benzdico, os sorbatos, o acido sérbico, o acido
propidnico, o acido acético, o nitrito e nitrato de sodio, entre outros
(WENG; CHEN, 1997; HAN, 2000; MOLINA et al., 2013).

Outro grupo sd8o os compostos inorganicos. Nessa linha de
pesquisa destacam as nanoparticulas metalicas, como por exemplo, as
nanoparticulas de prata, diéxido de titdnio, Oxido de zinco e de
magnésio. Esses compostos, geralmente encontrados na forma de ions
ou Oxidos metalicos, em dimensfes nanométricas, atualmente, séo foco
de grande interesse, devido ao seu potencial antimicrobiano e as
diversas formas de obtencdo, sendo uma &rea recente e que ainda deve
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ser explorada (MARTINEZ-GUTIERREZ et al., 2010; AZEREDO,
2013;).

O estudo e aplicagdo de materiais na escala nanométrica é amplo
e de enorme importancia, devido as inovagGes proporcionadas pela
reducdo de tamanho. Os materiais em escala nanométrica, usualmente
descritos entre 0,1 e 100 nm, podem apresentar novos comportamentos
e/ou propriedades diferentes daquelas que geralmente apresentam em
escala macroscépica, sendo uma area de pesquisa e desenvolvimento
interdisciplinar uma vez que sdo baseados nos mais diversificados tipos
de materiais (polimeros, ceramicas, metais, semicondutores, compdsitos
e biomateriais) (MATTOSO; MORAIS; DURAN, 2006).

2.1 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO

O 6xido de zinco (ZnO) é um semicondutor, de coloragdo branca
ou levemente amarelada, com massa especifica de 5,6 g cm’3, massa
molar de 81,4 gmol®, se decompde, na pressio atmosférica, em
temperaturas superiores a 2070 K e é alvo de grande interesse pelas suas
propriedades eletronicas, Opticas, quimicas e térmicas (OZGUR et al.,
2005; PEARTON et al., 2005)

As estruturas cristalinas dos cristais de ZnO podem ser do tipo
wurtzita, sal de rocha ou blenda de zinco (Figura 2.1), sendo a fase
wurtzita - uma estrutura com coordenacdo tetraédrica entre atomos de
oxigénio e zinco, com ligacdo covalente sp®, mas também com caréter
parcialmente idnico - a termodinamicamente mais estavel em condigdes
ambientes (STEINER, 2004; OZGUR et al., 2005; MAENSIRI;
LAOKULA; PROMARAKB, 2006).

Figura 2.1.Estrutura cristalina dos cristais de ZnO (a) sal de rocha, (b) blenda de
zinco e (¢) wurtzita.

Fonte: Ozgir et al. (2005).



37

O ZnO pode apresentar nanoestrutura com diferentes morfologias,
tais como nanoesferas, nanobastdes, nanofios e nanoprismas,
caracteristica esta que influencia diretamente nas propriedades e
aplicacdo do material e que é dependente das condicdes de sintese
(FAN; LU, 2005; GUSSATI, 2010).

As principais técnicas de obtencdo de nanoparticulas de 6xido de
zinco (NPs-ZnO) referenciadas na literatura s@o sol-gel (KOLEKAR et
al., 2011), hidrotérmica (HU; CHEN, 2008), coprecipitacdo (ZHONG;
MATIJEVIC, 1996) e soloquimica (VAEZI, 2008). A técnica
soloquimica vem adquirindo destaque atualmente. Gusatti (2010),
obteve NPs-ZnO baseado no processamento soloquimico convencional,
para producdo de nanoestruturas de ZnO através da reacdo entre uma
solucdo precursora, contendo zinco e uma solucdo alcalina (NaOH)
aquecida, possibilitando a preparacdo de NPs-ZnO em baixas
temperaturas, em curto tempo de reacdo, de forma simples, de baixo
custo e com a formacdo de particulas com tamanho e morfologia
controlados, sem a adicdo de nenhum agente estabilizante.

As NPs-ZnO apresentam propriedades de interesse para diversas
aplicacdes tecnoldgicas, atendendo as necessidades de muitos setores
industriais, como a de borracha, quimica, farmacéutica, cosmética,
odontoldgica e de alimentos.

Na indistria da borracha, ZnO é utilizado como ativador de
vulcanizacdo (NIEUWENHUIZEN, 2001); na cosmética, como agente
atenuante da radiacdo ultravioleta em protetor solar (AL-HILLI;
WILLANDER, 2006); na quimica, como pigmentos, ceramicas
avancadas, células solares e materiais 6pticos (TANG et al., 1998; KEIS
et al., 1999; HUANG et al., 2001; LOOK, 2001; CAIl; HE; ZHANG,
2008); e na industria farmacéutica e de alimentos, devido as
propriedades antimicrobianas e antiflngicas, além de performance em
propriedades mecénicas e de barreira de embalagens (ESPITIA, 2012).

A toxicidade das NPs-ZnO ainda ndo esta esclarecida, havendo
controvérsias. Alguns estudos tém demonstrado efeitos citotoxicos de
NPs-ZnO em diferentes tipos de células humanas, como células
epiteliais brénquicas (HENG et al, 2010), células epiteliais do pulmao
(HSIAO; HUANG, 2011), células renais (PUJALTE et al., 2011) e
células epidérmicas (SHARMA et al., 2009). Segundo Heng et al.
(2010), os resultados ainda sugerem que certas condi¢es patologicas
associadas com o aumento do estresse oxidativo no epitélio das vias
aéreas, como pacientes com asma, podem colocar individuos atingidos
em risco adicional. Esses estudos, a respeito dos efeitos toxicoldgicos
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das NPs-ZnO, conduzem como 0s principais mecanismos de acdo o
estresse oxidativo e 0 dano oxidativo ao DNA. Sharma et al. (2009)
observaram uma reducdo na viabilidade das células em funcdo da
concentragdo NPS-ZnO e do tempo de exposi¢do, demonstrando danos
ao DNA e sugerindo potencial genotdxico em células epidérmicas
humanas, resultante da peroxidacdo lipidica e do estresse oxidativo.

Segundo Heng et al. (2010), a exposicdo de células a niveis
moderados de estresse oxidativo pode regular mecanismos antioxidante
e de defesa de estresse no interior da célula, o que pode por sua vez,
conferir uma maior resisténcia aos efeitos citotdxicos de NPs-ZnO.
Assim, podera existir certo nivel limiar de pré-exposicdo ao estresse
oxidativo. De acordo com Pujalté et al. (2011), a validade dos resultados
in vitro é limitada e os resultados desses ensaios de toxicidade mostram
danos as células mais graves do que investigacGes in vivo.

Nohynek, Antignac e Toutain (2010) afirmam que evidéncias
atuais sugerem que essas nanoparticulas ndo séo téxicas, ndo penetram
através da pele humana normal ou comprometida e, portanto, néao
representam um risco para a salde humana. Kwon et al. (2014)
defendem também que as nanoparticulas de ZnO ndo provocam
genotoxicidade in vitro ou em sistemas de ensaio in vivo.

Portando, ndo h& um estudo conclusivo a respeito do perfil
toxicoldgico dessas nanoparticulas, visto as diversas respostas
biologicas frente a diversidade de propriedades, como tamanho e
morfologia, de concentracdo e tempo de exposi¢do das NPs-ZnO, além
do tipo de ensaio, in vitro ou in vivo (HSIAO; HUANG, 2011,
KOEDRITH, 2014, KWON, 2014).

2.1.1  Acéo antimicrobiana

O ZnO tem sido estudado devido ao seu excelente potencial
antimicrobiano e antifingico. Esta substancia, atualmente, é reconhecida
como substancia segura (GRAS) pela U.S. Food and Drug
Administration (FDA, 2011), motivando o estudo da sua aplicacdo em
comparagao a outras nanoparticulas metalicas com agdo antimicrobiana.
O Ministério da Salde estabelece uma ingestdo diaria recomendada
(IDR) para adultos de 15 mg de zinco (BRASIL, 1998). Porém, ndo ha
uma legislacao especifica para NPs-ZnO.

A atividade antimicrobiana do ZnO aumenta com o decréscimo
do tamanho da particula e pode ser bacteriostatica ou bactericida,
dependendo da concentragdo de ZnO (YAMAMOTO, 2001; ZHANG et
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al. 2007; JONES et al., 2008; PADMAVATHY;
VIJAYARAGHAVAN, 2008).

Os efeitos antimicrobianos de NPs-ZnO podem ser atribuidos a
diversos mecanismos, 0s quais ainda devem ser mais estudados para
maior compreensdo. Os principais mecanismos de acdo sdo atribuidos a
indugdo do stress oxidativo, devido & geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS); a desorganizacdo da membrana devido a um acumulo
de NPs-ZnO na membrana bacteriana e a sua internalizagdo celular; e a
liberacéo de fons zinco (Zn*?).

A geracdo ROS, como radical hidroxil (OH"), perdxido de
hidrogénio (H,0,) e superdxido (O,), é resultado da ativacdo das NPs-
ZnO pela luz visivel e/ou luz ultravioleta, visto que é um material
semicondutor e € o responsavel por um estresse oxidativo, no interior ou
exterior da célula, e por uma interacdo entre essas espécies com as
proteinas, DNA e lipideos, causando a morte celular (SAWAI et al.,
1996; YAMAMOTO, 2001; PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN,
2008; ZHANG et al., 2008; JALAL et al., 2010; GORDON et al., 2011).

A liberagdo de fons antimicrobianos de Zn** e, consequente,
solubilizagio no meio contendo 0s micro-organismos, pode ser
responsavel pela atividade antimicrobiana de NPs-ZnO, através da
ligagdo & membrana de micro-organismos (KASEMETS et al., 2009).
Porém, diferencas no processo metabdlico dos ions podem ser
observadas dependendo das caracteristicas intrinsecas de cada micro-
organismo e da concentracio presente no meio. Os fons Zn*? podem ser
indesejaveis e potencialmente toxicos, mas para alguns micro-
organismos e em baixas concentra¢cfes, podem aumentar o crescimento
bacteriano, agindo como nutriente para 0 micro-organismo, visto que o
elemento zinco é um cofator essencial em diversos processos celulares
(REDDY et al., 2007; PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2008).

A interacdo direta entre NPs-ZnO e a superficie da bactéria é
relatada como devido as forcas eletrostaticas. Segundo Stoimenov et al.
(2002), a carga total das células bacterianas é negativa devido a
dissociacdo de grupos carboxilicos, 0s quais estdo presentes em excesso
e as NPs-ZnO possuem potencial zeta de + 24 mV em pH 7. O resultado
das cargas opostas entre as nanoparticulas e a superficie das bactérias é
a geracdo de forcas eletrostaticas, gerando consequentemente danos e o
colapso na membrana bacteriana, como a desorganizacdo da parede
celular, alteracdo na morfologia e efluxo de contetdo celular. O colapso
da membrana afeta também a sua permeabilidade, permitindo a
internalizacdo das nanoparticulas e a indugdo de um estresse oxidativo
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(XIE et al,, 2011; ZHANG et al.,, 2007; BRAYNER et al.,2006).
Adicionais danos a membrana celular podem ser causados também pela
superficie abrasiva das NPs-ZnO, resultado de irregularidades na
superficie  (STOIMENOV et al. 2002; PADMAVATHY;
VIJAYARAGHAVAN, 2008). Ann et al. (2014) observaram por
imagens de MEV com EDS a adesdo das estruturas de ZnO nas células
bacterianas, induzindo danos fisicos nas membranas.

Padmavathy e Vijayaraghavan (2008) estudaram a atividade
antimicrobiana de suspensdes de ZnO de 12 nm, 45 nm e 2 um contra
Escherichia coli (E. coli) e observaram efetiva inibi¢cdo de crescimento
da bactéria em uma concentracdo entre 100 a 5 mM. Segundo o0s
autores, abrasividade e geracdo de ROS promoveram as propriedades
biocidas das NPs-ZnO.

Jin et al. (2009) observaram atividade antimicrobiana de NPs-
ZnO de 5 nm, contra Listeria monocytogenes (L. monocytogenes),
Salmonella enterica Enteritidis (S. Enteritidis) e E. coli O157:H7.

O comportamento antimicrobiano de suspensfes de NPs-ZnO
(nanofluidos de Zn0O), com distribuicdo de tamanho de 24-71 nm e 90-
200 nm, contra E. coli foi investigada por Zhang et al. (2007). Os
resultados demonstraram acdo bacteriostatica e que o uso de dois
dispersantes (polietilenoglicol - PEG e polivinilpirrolidona - PVP) ndo
afetou a acdo dos nanofluidos, mas melhorou a estabilidade das
suspensdes. Os resultados sugeriram que a interacdo entre a parede da
membrana celular com as nanoparticulas e a geracdo de ROS foram os
mecanismos de acéo.

Savi, Bortoluzzi e Scussel (2013) avaliaram a propriedade
antifungica de NPs-ZnO contra Fusarium graminearum, Penicillium
citrinum e Aspergillus flavus nas concentragdes de 10, 25, 50 e 100 mM.
Os autores observaram que tratamentos com NPs-ZnO interferem no
metabolismo celular, conidios (reducdo do nimero) e hifas (alteragdes
morfoldgicas e producdo de ROS) e que a a¢cdo aumenta com 0 aumento
da concentragéo.

O efeito antibacteriano de NPs-ZnO sobre Campylobacter jejuni
(C. jejuni) foi investigado por Xie et al. (2011). Os resultados
demonstraram que a C. jejuni foi extremamente sensivel ao tratamento
com NPs-ZnO. A concentracdo inibitéria minima de NPs-ZnO para
C. jejuni foi determinada ser de 0,05-0,025 mg/mL (aproximadamente
0,6 — 0,3 mM), que é de 8 a 16 vezes menor do que para S. Enteritidis e
E. coli O157:H7 (0,4 mg/mL ou aproximadamente 4,9 mM). A acdo de
NPs-ZnO contra C. jejuni foi determinada como bactericida.
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2.2 MATERIAIS POLIMERICOS

Os polimeros sdo macromoléculas compostas por unidades
pequenas de repeticdo (mondmeros), ligadas por ligacdo covalente.
Quando os polimeros sdo obtidos por reacdo entre mondémeros da
mesma natureza designam-se por homopolimeros e quando obtidos por
duas ou mais espécies monoméricas diferentes sdo chamados de
copolimeros (SPERLING, 2006).

Os polimeros podem ser classificados de acordo com sua origem
em polimeros naturais, artificiais ou sintéticos. Os polimeros naturais
sdo sintetizados pela natureza, como a borracha natural, a celulose e o
amido. Os polimeros artificiais sdo polimeros naturais modificados pelo
homem através de reacfes quimicas, como 0 acetato de celulose e o
nitrato de celulose. Os polimeros sintéticos sdo os sintetizados pelo
homem através de reagdes quimicas, como o polietileno e o
polipropileno (BRAUN et al., 2005; CANEVAROLO JUNIOR, 2006).

Uma cadeia polimérica pode se apresentar de formas ou
arquiteturas (a) lineares, com a cadeia polimérica constituida apenas de
uma cadeia principal; (b) ramificadas, quando da cadeia principal
partem prolongamentos de mondmeros, que podem ser longos ou curtos,
formando diferentes niveis de ramificagdes; ou (c) com ligaches
cruzadas, nas quais as cadeias poliméricas estdo ligadas entre si através
de segmentos de cadeia unidos por forcas primarias covalentes fortes
(CANEVAROLO JUNIOR, 2006).

Outra classificacdo comumente encontrada é em relacdo ao
arranjo de moléculas, podendo ser apresentado em estado amorfo,
estado cristalino, ou parcialmente em ambos. No estado amorfo ocorre
uma disposi¢do desordenada das moléculas e no estado cristalino ha
uma ordenacdo tridimensional de matéria, formando cristais. No caso de
polimeros, depende da estrutura quimica, do peso molecular e do
tratamento fisico, incluindo temperatura, tempo e forgas a que foi
submetido o material. (MANO; MENDES, 1999).

Os polimeros também podem ser classificados como (a)
termoplastico, com a capacidade de amolecer e fluir quando sujeitos a
um aumento de temperatura e pressdo e de solidificar posteriormente,
estes processos podem ser repetidos por diversas vezes; (b)
termorrigido, o qual sofre o processo de cura, ocorrendo uma
transformacdo quimica irreversivel, com a formacdo de ligacOes
cruzadas, tornando-se rigido; ou (c) elastbmero, o qual pode ser
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deformado repetidamente e cessando o esforco volta ao tamanho
original (CANEVAROLO JUNIOR, 2006).

Um dos monémeros comumente utilizados para modificacdo de
polimeros é o anidrido maleico, assim como as substancias similares a
ele, como o &cido fumérico, acido itacénico ou o acido citaconico. Esta
modificacdo, também conhecida como graftizacdo de polimeros, alteram
as propriedades dos materiais pela introducdo de certas modificacdes
quimicas que resultam em novas caracteristicas, tais como propriedades
adesivas, alteracdo da polaridade das cadeias e propriedades reacionais
com outros polimeros para a producdo de agentes de compatibilizagéo
(HAMIELEC; GLOOR; ZHU, 1991; CHA; WHITE, 2001). A formula
estrutural plana do anidrido maleico e do polietileno modificado por este
mondmero sdo apresentados nas Figuras 2.2 e 2.3.

Figura 2.2. Formula estrutural plana do anidrido maleico
ﬂ

Figura 2.3. Estrutura quimica de polietileno modificado com anidrido maleico.

Fonte: RZAYEV (2011).
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Fonte: RZAYEV (2011).
2.2.1 Polietileno

Os polietilenos sdo polimeros semicristalinos, termoplésticos e
produzidos através da polimerizagéo por adi¢ao do etileno. As resinas de
polietileno quimicamente puras consistem de alcanos com a formula
ConHans2, ONde n € o0 grau de polimerizacdo, isto é, o nimero de
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mondmeros de etileno polimerizados para formar a cadeia (PEACOCK,
2000), conforme Figura 2.4.

Figura 2.4. Estrutura quimica de polietileno puro.
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Fonte: PEACOCK (2000).
De acordo com a norma ASTM D-4976 (2006), o polietileno

pode ser classificado segundo sua densidade como:
*Classe 1 (0,910 a 0,925 g cm?®) = Polietileno de Baixa

Densidade;
* Classe 2 (>0,925 a 0,940 g cm®) = Polietileno de Média
Densidade;
* Classe 3 (>0,940 a 0,960 g cm?3) = Polietileno de Alta
Densidade;

* Classe 4 (>0,960 g cm3) = Polietileno de Alta Densidade.

As classes 3 e 4 cobrem duas faixas de densidade, mas ambas sdo
classificadas como polietileno de alta densidade.

Segundo Peacock (2000), existem diferentes tipos de polietileno,
sendo estes classificados principalmente em relacdo a configuracdo das
cadeias e a densidade, tais como polietileno de alta densidade (PEAD),
polietileno de baixa densidade linear (PEBDL) e polietileno de baixa
densidade (PEBD), conforme representado na Figura 2.5. Referéncias de
polietileno de ultra baixa densidade (PEUBD) e polietileno de ultra alto
peso molecular (PEUAPM) podem também ser encontradas
(COUTINHO; MELLO; SANTA MARIA, 2003).

O PEBD apresenta aproximadamente 50 % de cristalinidade,
enquanto o PEAD possui alta cristalinidade, cerca de 90 % ou mais. A
cristalinidade do PEBDL, embora muito menor que a do PEAD, é maior
do que a do PEBD. Essa maior cristalinidade em adicdo a linearidade
das cadeias poliméricas afeta positivamente as propriedades mecanicas
dos filmes de PEBDL, sem causar decréscimo em suas caracteristicas
Opticas (COUTINHO; MELLO; SANTA MARIA, 2003).

O PEBD possui ramificagdes de cadeias curtas e longas, estas
apresentam um efeito pronunciado sobre a reologia do fundido devido a
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reducdo do tamanho molecular e ao aumento dos entrelagamentos. As
ramificacbes de cadeia curta tém influéncia, tanto no PEBD como no
PEBDL, sobre a morfologia e algumas propriedades fisicas tais como
rigidez, densidade, dureza e resisténcia a tracdo, pois impede um arranjo
perfeitamente ordenado das cadeias (MARK, 1999; COUTINHO;
MELLO; SANTA MARIA, 2003; CANEVAROLO JUNIOR, 2006).

Figura 2.5. Representagdo esquematica da configuracdo das cadeias de (a)
polietileno de alta densidade; (b) polietileno de baixa densidade; e (c)
polietileno de baixa densidade linear.
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Fonte: PEACOCK (2000).

O PEBD possui propriedades de interesse para diversas
aplicacOes, tais como boa processabilidade, baixo custo, flexibilidade,
tenacidade, resisténcia ao impacto, boa resisténcia quimica a solventes
aquosos e boas propriedades elétricas. Como aplicagdes deste polimero
podem ser citadas filmes para embalagens industriais e agricolas,
embalagens de alimentos, produtos farmacéuticos e hospitalares,
brinquedos e utilidades domésticas, revestimento de fios e cabos, tubos
e mangueiras (MARK, 1999).

O PEBDL é um copolimero de etileno com uma a-olefina, como
propeno, 1-buteno, 1-hexeno ou 1-octeno. O PEBDL apresenta estrutura
molecular de cadeias lineares com ramifica¢des curtas. Comparado ao
PEAD, o PEBDL apresenta resisténcia a tracdo e dureza mais baixas,
conforme aumenta o teor de ramificacGes, e exibe em filmes maior
resisténcia ao impacto e ao rasgamento, possuindo também boas
propriedades de selagem térmica. O PEBDL substitui ou é misturado ao
PEBD em varias aplicactes e é utilizado em filmes para uso industrial,
lonas em geral, brinquedos, artigos farmacéuticos e hospitalares,
revestimento de fios e cabos (MARK, 1999; COUTINHO; MELLO;
SANTA MARIA, 2003).

Devido as excelentes propriedades mecénicas, baixo custo, além
de propriedades de barreira e por ndo serem tdxicas, as embalagens de
polietileno sdo amplamente utilizadas na indUstria de alimentos, sendo
utilizadas em embalagens de produtos lacteos, carneos, polpa de frutas,
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produtos de panificacdo, produtos alimenticios secos, etc (BARAO,
2011).

2.2.2  Incorporacdo de substancias antimicrobianas

O uso de nanomateriais para aplicacbes em embalagens de
alimentos levou a novos materiais com propriedades mecénicas e de
barreira melhoradas e com atividade antimicrobiana (CHAUDHRY et
al., 2008; ESPITIA et al., 2012).

Os polimeros incorporados com antimicrobianos para
acondicionamento de alimentos podem ter vérias aplicacfes. Uma é para
prolongar o periodo de vida Util e promover a seguranga, reduzindo a
taxa de crescimento de micro-organismos especificos por contato direto
da embalagem com a superficie de alimentos sélidos ou envolvendo
grandes quantidades de liquidos. Em segundo lugar, a embalagem
antimicrobiana poderia ser esterilizante ou desinfetante. Tais materiais
de embalagem antimicrobiana reduziriam significativamente o potencial
de recontaminacdo dos produtos. Em terceiro lugar, pelo menos no
conceito, isto poderia resultar em alimentos esterilizantes, especialmente
liquidos (HOTCHKISS, 1997; APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

NPs-ZnO tém sido incorporadas em diferentes materiais,
incluindo vidro, PEBD, polipropileno, poliuretano, papel e quitosana,
utilizando diferentes métodos de incorporacdo. E o teste de difusdo em
agar e o contato direto dos materiais com 0 micro-organismo em meio
de cultura liquido, seguida de contagem de colbnia, sdo testes
comumente utilizados para avaliar a atividade antimicrobiana (GHULE
et al, 2006; LEPOT et al, 2010; APPLEROT et al., 2009; JIN et al.,
2009; LI et al, 2009; EMAMIFAR et al, 2010; PRASAD et al, 2010;
VICENTINI et al., 2010; EMAMIFAR et al, 2011; ESKANDARI et al,
2011).

Applerot et al. (2009) estudaram o mecanismo € a cinética de
deposicdo de NPs-ZnO em vidro por irradiacdo ultrassdnica. O vidro
revestido com 1 h de tratamento possuiu atividade antimicrobiana contra
E. coli e S. aureus, com uma redugdo da contagem microbiana de 89 %
e 15 %, respectivamente, apds 4 h de incubacdo. Essa diferenca indicou
uma diferenga na suscetibilidade & ROS. Eskandari et al. (2011)
estudaram a deposi¢do de NPs-ZnO em vidro pelo método de solucéo
guimica e observaram propriedades estaveis ap6s dois meses e que 0
material desempenha um papel importante na inibicdo do crescimento
de Candida albicans.
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A incorporacgdo de nanoparticulas em papel foi também estudada.
Ghule et al. (2006) revestiram papel com NPs-ZnO (20 nm) sem adigéo
de ligantes e encontraram atividade antimicrobiana contra E. coli.
Prasad et al. (2010) trabalharam com nanocompositos de ZnO com
amido como agente de estabilizacdo, resultando em um papel com
elevado poder de cobertura, propriedades antiflingicas e protetor UV,
aumentando a vida Util do papel.

NPs-ZnO incorporados em filmes de polipropileno orientado
biaxialmente (BOPP) foram preparadas com sucesso por Lepot et al.
(2010), resultando em uma dispersdo uniforme das nanoparticulas. Os
nanocompasitos obtidos apresentaram melhores propriedades mecanicas
em combinagdo com as propriedades de barreira ao oxigénio e com a
manutencao da estabilidade térmica.

Li et al. (2009) estudaram revestimentos a base de poliuretano
reforcado com NPs-ZnO (27 nm). Os filmes, com concentragdo 6tima
de 2 % em massa, apresentaram atividade antimicrobiana contra E. coli
e Bacillus subtilis e propriedade mecanicas melhoradas.

De acordo com Emamifar et al. (2010), filmes de PEBD
incorporados com nanoparticulas de prata e de 6xido de zinco por
extrusdo possuem acgdo antimicrobiana interessantes. NPs-ZnO (0,25 %
em massa) prolongaram a vida de prateleira de suco de laranja fresco em
28 dias sem causar efeitos sensoriais. Nanoparticulas de prata
apresentaram uma maior efetividade antimicrobiana, porém efeitos
sensoriais negativos. Foram realizados neste estudo testes em fungos e
bactérias aerdbicas totais. Os mesmos autores em outro estudo testaram
os efeitos dos mesmos em suco de laranja inoculada com 8,5 log UFC
ml™ de Lactobacillus plantarum, observando reducéo do crescimento
microbiano (EMAMIFAR et al., 2011).

A migracdo de NPs-ZnO em embalagens € ainda pouco relatada na
literatura. Emamifar et al. (2011) estudaram a migracdo de ions de zinco
de embalagens de 15 x 10 cm obtidas a partir de filmes de PEBD
incorporados com 0,25 e 1 % em massa de NPs-ZNO, com média de 70
nm de didmetro, por extrusdo e verificaram a migracéo de 0,26+0,006 e
0,13+0,004 pg L™, respectivamente, ap6s 56 dias de estocagem de 175
mL de suco de laranja a 4 °C. Ap6s 112 dias, a migragéo de ions de
zinco observada foi de 0,68+0,002 e 0,54+0,005 pg L.
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2.3 MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS VINCULADOS AOS
ALIMENTOS

O principal grupo de micro-organismos patogénicos vinculados
aos alimentos sdo as bactérias. As bactérias compreendem um grande
grupo de seres procariontes e possuem suas particularidades em relagédo
a forma, tamanho, fator de viruléncia e demais caracteristicas que séo
responsaveis pela sua identificacdo, presenca em alimentos e acdo como
patégenos (MADIGAN et al., 2010).

As bactérias podem ser classificadas de acordo com sua estrutura
celular em Gram positivas ou Gram negativas, as quais diferenciam-se
em relacdo & composi¢do e estrutura da parede celular. A parede celular
de bactérias Gram positivas é constituida por varias camadas de
peptideoglicano, formando uma estrutura espessa e rigida e contém
acidos teicoicos, que consistem principalmente de um alcool e fosfato e,
devido a sua carga, podem ligar-se e regular o movimento de cations
para dentro e para fora da célula, além de desempenhar um papel no
crescimento e identificacdo celular (TORTORA; FUNKE; CASE,
2010).

A parede celular de bactérias Gram negativas, a qual ndo contém
acidos teicdicos, é constituida de uma ou poucas camadas de
peptideoglicano e uma membrana externa formada por
lipopolissacarideo  (LPS), lipoproteinas e  fosfolipideos. O
peptideoglicano esta ligado as lipoproteinas da camada externa (lipideos
ligados covalentemente a proteinas). O periplasma, um fluido em
contato com a membrana plasmatica e membrana externa, contém uma
alta concentracdo de proteinas de transporte e enzimas de degradagéo,
como, por exemplo, enzimas que agem em compostos antimicrobianos.
O lipideo A é a porcéo lipidica dos LPS e é incorporado na camada
superior da membrana externa. Quando as bactérias Gram negativas
morrem, elas liberam este lipideo, que funciona como uma endotoxina,
responsavel pelos sintomas associados a infec¢Bes por bactérias Gram
negativas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).

2.3.1  Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus (S. aureus) (Figura 2.6) é uma bactéria
Gram positiva, aer6bica, mesdfila, imével, com 0,5 a 1,0 um de
diametro e apresenta-se a0 exame microscopico em cocos agrupados em
forma de cachos. A condicéo ideal de crescimento é em meio com pH
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entre 6 e 7 e, embora cresca em meios de cultura sem NaCl,
multiplicam-se em concentracfes de até 10 %. Algumas linhagens
podem crescer em até 20 % de sal. Esta bactéria é classificada como
estafilococos coagulase e DNAse positiva e € uma das bactérias
patogénicas mais importantes, atuando como agente de uma ampla gama
de infeccbes. (JAY, 2005; TRABULSI et al., 1999; MADIGAN et al.,
2010; Food and Drug Administration, 2012c).

Figura 2.6. Coldnias tipicas de S. aureus em agar Baird Parker.
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Fonte: o proprio autor.

O S. aureus é um patdgeno humano versatil, encontrado na
microbiota local da pele e do trato respiratério superior e é capaz de
causar intoxicacdo estafilocécica alimentar, devido a producdo de
toxinas proteicas termoestaveis, denominada enterotoxinas, classificadas
também como superantigenos. As enterotoxinas estafilocécicas sdo
proteinas de cadeia simples e sdo resistentes as enzimas proteoliticas
gastricas e jejunais, tais como tripsina e pepsina, passando intactas
através do trato digestivo. No intestino, essas enterotoxinas estimulam
linfocitos T a produzirem citocinas, ativam uma resposta inflamatoria, a
qual resulta em gastrenterite. As enterotoxinas também estimulam o
centro do vomito no sistema nervoso central, por meio dos nervos vago
e simpatico induzindo o retroperistaltismo. O S. aureus produz diversos
sorotipos de enterotoxinas, sendo a mais comum a enterotoxina A, uma
proteina codificada por um gene cromossomal. A enterotoxina &
termoestavel e, portanto, ndo é inativada pela coc¢édo e pasteurizacdo do
alimento (JAY, 2005; TRABULSI et al., 1999; SANTOS et al., 2007;
MADIGAN et al., 2010).
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Os alimentos que sdo frequentemente atribuidos em casos de
intoxicacdo alimentar estafilocdcica sdo carnes e derivados, produtos de
ovos, produtos de panificagdo, como bolos com cremes, e leite e seus
derivados, porém qualquer alimento manipulado e armazenado com
abuso de temperatura possui potencial para proliferagdo do micro-
organismo e consequente producdo de enterotoxina (Food and Drug
Administration, 2012c; OLIVEIRA et al., 2013). Em Ilacteos, a
intoxicacdo alimentar pode ocorrer através do consumo de leite
infectado de vacas com mastite estafilocGcica, assim como dos
derivados lacteos fabricados a partir desse leite (JAY, 2005).

E conhecida a resisténcia do S. aureus a farmacos
antimicrobianos, por base genética cromossomal e/ou plasmidial. Os
mecanismos de resisténcia podem estar relacionados a varios
mecanismos: inativagdo do antibidtico, como penicilina e cloranfenicol,
por enzimas; desenvolvimento de uma via bioguimica resistente ao
antibiético, como a sulfonamidas; bombeamento para fora da célula e
alteracdo do alvo, por exemplo, cloranfenicol e eritromicina,
respectivamente (MADIGAN et al., 2010; TORTORA; FUNKE; CASE,
2010).

2.3.2 Bacillus cereus

O Bacillus cereus (B. cereus) (Figura 2.7) é um bastonete Gram
positivo, de grandes dimensdes, aerdbico facultativo, formador de
esporos esféricos e normalmente é encontrado no solo, na poeira e na
agua. Cresce em meios cujo valor do pH esta entre 4,9 e 9,3 e a maioria
das cepas sdo moveis (JAY, 2005).

Os esporos de B. cereus, denominados enddsporos, sao
termorresistentes. Esses enddsporos se apresentam em estado latente e
sdo resistentes a condi¢Bes adversas do meio, como na cocg¢do. Caso o
alimento ndo seja mantido em condicbes de refrigeracdo
adequadamente, os enddsporos desse bacilo germinam em células
vegetativas e toxina é produzida (Food and Drug Administration,
2012a).



50

Figura 2.7. Coldnias tipicas de B. cereus em dgar MYP (manitol, gema de ovo e
polimixina).

Fonte: o proprio autor.

Esta bactéria produz uma grande variedade de toxinas e enzimas
extracelulares, responsaveis pela intoxicacdo alimentar em humanos. O
B. cereus produz duas enterotoxinas que resultam em duas formas
clinicas diferentes, diarreia e vOmito, conhecidos como sindrome
diarreica e emética, respectivamente. Na sindrome diarreica a toxina é
termolabel e age no intestino delgado. E na sindrome emética, a toxina é
termoestdvel e é produzida durante o crescimento bacteriano no
alimento contaminado. O aquecimento de um alimento contaminado
pode matar as células de B. cereus, porém, a toxina que resulta em
sindrome emética pode permanecer ativa, j& que é muito resistente as
diferentes condicGes ambientais. Os sintomas de ambos os tipos de
doencas geralmente desaparecem por si mesmos, mas pode causar sérias
complicagbes, embora raramente em pessoas saudaveis. Os alimentos
veiculos desta bactéria constituem-se em pratos a base de produtos
amilaceos, com destaque para o arroz cozido relacionado a sindrome
emética e, para a sindrome diarreica, podem ser citados vegetais, carne
moida, leite, pudins e sopas (JAY, 2005; MADIGAN et al., 2010; Food
and Drug Administration, 2012a).

2.3.3  Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) (Figura 2.8) é 0 mais
frequente bacilo Gram negativo ndo fermentador isolado nos
laboratérios de microbiologia clinica. E classificado como aerébico,
movel por flagelo polar, com 0,5 a 0,8 um de diametro por 1,5 a 3,0 um
de comprimento, psicrotréfico, podendo crescer em temperaturas de
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refrigeragdo, embora a temperatura 6tima seja de 35 °C e é considerado
0 prototipo de patégeno oportunista (TRABULSI et al., 1999).

Figura 2.8. Col6nias tipicas de P. aeruginosa em 4gar Leite.
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Fonte: o préprio autor.

P. aeruginosa sdo encontradas tanto no solo, como em animais,
podem ser encontrados em carnes e leite cru e seus derivados, como
queijos, sendo a principal forma de veiculagcdo a agua. Esta bactéria
constitui 0 mais importante grupo de bactérias deteriorantes de
alimentos frescos refrigerados, devido as suas enzimas proteoliticas e
lipoliticas, responséveis, como por exemplo, pela hidrélise da caseina do
leite e consequente deterioragdo do alimento (JAY, 2005; KESKIN,
EKMEKGCI, 2008).

A sintese de alginato por esta bactéria forma um biofilme, uma
matriz exopolissacaridea altamente hidrofébica, que ancora as bactérias
a uma superficie colonizada. A matriz do biofilme reduz
significativamente a capacidade de penetracdo de agentes
antimicrobianos. Outra caracteristica dessa bactéria é a produgdo de
pigmentos fluorescentes. Esses exopigmentos sdo metabdlitos
secundarios e, dentre os diversos produzidos, a piocianina,
hidrossoltvel, é predominante neste bacilo (TRABULSI et al., 1999;
MADIGAN et al., 2010).

A esta bactéria esta vinculada a presenca de exo e endotoxinas. A
exotoxina A, proteina tdxica liberada pela célula do patogeno, é
responsavel pela infeccdo por P. aeruginosa, inibindo a sintese proteica.
A endotoxina, um componente estrutural do LPS da parede de bactérias
Gram negativas, é intrinseca em 100% das amostras de P. aeruginosa e
funciona como fator de viruléncia conferindo atividade
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imunoestimulante ao infectado. A importancia clinica desta bactéria esta
vinculada, além de atingirem individuos imunocomprometidos, a
resisténcia a diversos antimicrobianos de uso habitual, devido a
mecanismos como impermeabilidade da membrana, formacdo de
biofilme, sistemas de efluxo e presenca de plasmidios de resisténcia
(TRABULSI et al., 1999; MADIGAN et al., 2010; TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2010).

2.3.4  Salmonella Typhimurium

A Salmonella entérica, subespécie entérica, sorotipo
Typhimurium, usualmente chamada de Salmonella Typhimurium (S.
Typhimurium) (Figura 2.9), € um bastonete Gram negativo, mdvel,
anaerobico facultativo, mesdéfilo, com 0,7 a 1,5 um de didmetro e 2,0 a
5,0 um de comprimento, e multiplica-se em meios com valor de pH
entre 4,5 e 9,5. A S. Typhimurium §é, juntamente com o sorotipo S.
Enteritidis, a principal causa de salmonelose transmitida por alimentos
em humanos, sendo as principais fontes os tratos intestinais de humanos
e animais de sangue quente (JAY, 2005; Food and Drug Administration,
2012b).

Figura 2.9. Colbnias tipicas de S. Typhimurium agar XLD (xilose, lisina e
desoxicolato).

Fonte: o proprio autor

Os mecanismos que podem introduzir estes micro-organismos
nos alimentos sdo vinculados aos animais destinados a producdo de
alimentos frescos, a contaminacdo fecal provocada por manipuladores
de alimentos e a consequente contaminacdo cruzada. As infeccdes
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alimentares por Salmonella sp. sdo transmitidas principalmente por ovos
consumidos crus ou mal cozidos, mas também frequentemente
vinculados a carnes e produtos carneos, como embutidos e carnes
curadas porém cruas, aves domésticas, leites e produtos lacteos (SILVA;
DUARTE, 2002; MADIGAN et al., 2010; OLIVEIRA et al. 2013).

A S. Typhimurium apresenta simultaneamente diversos fatores de
viruléncia que podem agir sinergisticamente ou individualmente. A
infeccdo por S. Typhimurium comecga quando estes micro-organismos
atravessam a camada epitelial do intestino e alcancam a lamina prépria,
onde se multiplicam. As salmonelas séo fagocitadas pelos macréfagos e
mondcitos, resultando em resposta inflamatdria, também relacionada
com a liberacdo de prostaglandinas, que resulta em um aumento de
secrecdo de agua e eletrolitos (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Apoés a
adesdo e invasdo, favorecidas por antigeno flagelar e fibrias, a
Salmonella patogénica emprega uma combinacdo de endotoxina,
enterotoxina e citotoxina para danificar e matar as células hospedeiras,
provocando 0s sintomas classicos da salmonelose, que sdo diarreia,
febre, dores abdominais e vomito (JAY, 2005; MADIGAN et al., 2010).

O S. aureus, a S. Enteritidis e a S Typhimurium estdo entre 0s
principais patégenos vinculados a doengas transmitidas por alimentos,
ressaltando a importancia do controle do crescimento destes em
alimentos, impactando diretamente na salde publica (FRANCO;
LANDGRAF, 2008; BRASIL, 2010; BRASIL, 2014).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO

As NPs-ZnO utilizadas (Figura 3.1) foram fornecidas pela
empresa Kher Nanotecnologia Quimica Ltda. A produgdo das
nanoparticulas foi via processamento soloquimico, pela reacdo entre
uma solucdo precursora (Zn(NOs),) e uma solugdo alcalina (NaOH)
aquecida (GUSATTI, 2010; GUSATTI et al., 2010).

As dispersdes de NPs-ZnO foram preparadas nas concentragdes
desejadas para cada teste pela mistura em agua Milli-Q. Inicialmente, a
mistura de &gua e nanoparticulas foi mantida durante 30 minutos em
banho ultrassénico (Modelo 1650A, Marca UNIQUE) para minimizar a
aglomeracdo das NPs-ZnO, seguidos de cinco segundos de agitacdo
(Agitador de Solucfes AP56 Phoenix). As dispersdes foram preparadas
imediatamente antes do inicio de cada teste.

Figura 3.1. P& de NPs-ZnO.

Fonte: o proprio autor.
3.1.1 Caracterizagdo das nanoparticulas

As NPs-ZnO foram caracterizadas por microscopia eletronica de
transmissdo (MET) e difragdo de raios X (DRX).

Analise de MET (JEM-1011 TEM, 100kV) foi realizada no
Laboratorio da Central de Microscopia Eletronica da UFSC adaptando-
se as técnicas propostas por Leng (2008) e Gusatti (2010). Assim, uma
dispersdo de aproximadamente 1,0 mg mL™ de NPs-ZnO em agua Milli-
Q, mantida em banho ultrassénico por 30 minutos, foi preparada e uma
gota foi adicionada em um grid, o qual consiste em um filme de carbono
amorfo, com 3 a 5 nm de espessura, sustentado em uma grade de cobre
com 3mm de didmetro. O grid com a amostra permaneceu em
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temperatura ambiente para maxima remog¢do do solvente e posterior
andlise no equipamento.

As imagens foram analisadas no software ImageJ 1.48v (Wayne
Rasband, USA). As nanoparticulas observadas em sua totalidade
tiveram suas dimensdes de espessura e comprimento medidos. Um total
de 200 nanoparticulas foi considerado para a elaboracéo de histogramas
de distribuicdo de tamanho.

A anélise de DRX foi realizada no Laboratério de Caracterizacao
Microestrutural da UFSC em difratbmetro de raios X (modelo X Pert,
Philips, Holanda), operando a 40 kV e 30 mA e utilizando como
radiacdo incidente CuK (A = 1,5406 A). As amostras foram examinadas
em um intervalo de medida 20 entre 20 e 80°, com incrementos de 0,05°
acadals.

3.2 FILMES INCORPORADOS COM NANOPARTICULAS DE
OXIDO DE ZINCO

3.2.1 Material polimérico

Os polimeros utilizados para incorporacdo de NPs-ZnO foram
polietileno de baixa densidade — PEBD (Braskem) e polietileno de baixa
densidade linear modificado com 1 % em massa de anidrido maleico —
PEBDL-AM (especificacéo Polybond® 3109, Chemtura). Na Tabela 3.1
estdo apresentadas as propriedades fornecidas pelo fabricante.

Tabela 3.1. Propriedades do PEBD e PEBDL-AM.

PEBD PEBDL-AM

Massa especifica (g cm™) 0,915 0,926
indice de fluidez (190 °C/2,16 Kg) (10'g min™) 30 30
Temperatura de fusdo (°C) NE 123

*NE: ndo especificado.

3.2.2 Formacgdo do filme incorporado com nanoparticulas de
oxido de zinco

Para a formacéo de um filme com 0,50 mm de espessura e com
atividade antimicrobiana resultante da adicdo das NPs-ZnO, foram
adotadas duas estratégias: Extrusdo da mistura fisica das NPs-ZnO e dos
pellets de polimero e aspersdo das NPs-ZnO sobre o filme e posterior
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fusdo. Os filmes foram denominados ao longo do trabalho de acordo
com a formulacdo utilizada para cada amostra, de acordo com a Tabela
3.2.

Tabela 3.2. Formulag6es dos filmes incorporados com NPs-ZnO.

Método de

. - Formulagéo
incorporagdo ¢

Filmes de PEBDL-AM incorporados com 1,0 % de NPs-ZnO
Filmes de PEBD incorporados com 0,5 % de NPs-ZnO
Filmes de PEBD incorporados com 1,0 % de NPs-ZnO
Filmes de PEBD incorporados com 5,0 % de NPs-ZnO

Extrusdo

Filmes de PEBDL-AM incorporados com 0,5 % de NPs-ZnO
Filmes de PEBDL-AM incorporados com 1,0 % de NPs-ZnO
Filmes de PEBDL-AM incorporados com 5,0 % de NPs-ZnO
Filmes de PEBDL-AM incorporados com 10,0 % de NPs-ZnO
Filmes de PEBD incorporados com 0,5 % de NPs-ZnO
Filmes de PEBDL incorporados com 1,0 % de NPs-ZnO

Filmes de PEBDL incorporados com 5,0 % de NPs-ZnO
Filmes de PEBD incorporados com 10,0 % de NPs-ZnO

Aspersao

3.2.2.1 Extrusao

Os pellets de PEBD e PEBDL-AM foram misturados fisicamente
com as particulas de NPs-ZnO em um béquer de vidro na propor¢éo de
0,5, 1,0 e 5,0 % em massa de nanoparticulas por massa de polimero.

A extrusdo foi realizada em extrusora monorosca (Mini-extrusosa
Axplasticos, modelo AX 14L.D86, Brasil), apresentada pela fotografia
da Figura 3.2.a, e 0s parametros operacionais estdo apresentadas na
Tabela 3.3. A mistura extrusada em uma Unica passagem foi moldada
para formar filmes de 0,5mm de espessura em uma termoprensa
hidraulica (Somar, Brasil) (Figura 3.2.b) com controle manual de
pressdo. Para isto, um pré aquecimento a 180 °C por 5 minutos e uma
prensagem por 15 min, sob 2096 kPa de pressdo e 180 °C foram
realizados. Posteriormente, os filmes foram resfriados em temperatura
ambiente.
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Figura 3.2. (a) Fotografia da extrusora monorosca. (b) Fotografia da
Termoprensa.

Fonte: o proprio autor.

Tabela 3.3. Parametros operacionais da extrusora para a formacdo de filmes
incorporados com NPs-Zn.

Temperatura  Temperatura

Temperatura x
20na de saida zona de~ z0na de~ Rotacédo Torque
°C) compressdo  alimentacdo  Rosca (Hz)  (Nm)
(W9 (W9
PEBD 165 155 145 0,85 41
PEBDL-AM 155 150 140 0,85 41

3.2.2.2 Aspersdo de nanoparticulas de éxido de zinco sobre o
filme

Sobre a superficie dos filmes formados pela termoprensagem dos
pellets do polimero desejado, foi realizada a incorporagdo de NPs-ZnO
pela aspersdo das particulas suspensas em agua e posterior fusdo,
conforme descrito a seguir.

Para a formac&o dos filmes, 8,0 g dos pellets poliméricos (PEBD
ou PEBDL-AM) foram acondicionados em estufa durante 24 h a 80 °C
para retirada da umidade superficial. Em seguida, procedeu-se a
elaboragdo dos filmes de polietileno em termoprensa hidraulica (Somar,
Brasil), a partir de um pré aquecimento a 180 °C por 5 minutos e uma
prensagem por 15 min, sob 2096 kPa de pressdo e 180 °C. Os filmes,
com aproximadamente 4,0 g, 96,0 cm2 e 0,5 mm de espessura, foram
resfriados em temperatura ambiente e acondicionados em estufa (24 h,
80 °C).
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As dispersbes de NPs-ZnO em agua Milli-Q foram preparadas
nas proporgdes de 13,3; 6,6; 1,3 e 0,6 % em massa de NPs-ZnO por
massa de agua Milli-Q, mantendo-se durante 30 minutos em banho
ultrassonico (Modelo 1650A, Marca UNIQUE), para apés aspersdo de
aproximadamente 3,0 mL desta dispersdo na superficie do filme, obter
uma proporcao tedrica de 10,0; 5,0; 1,0 e 0,5 % em massa de NPs-ZnO
por massa de polimero, respectivamente.

Os filmes foram dispostos em placa de aluminio e folha de
Mylar® e para uma imobilizacdo adequada foram fixados com fita
adesiva de Teflon®, fornecida gentilmente pela empresa Derflon,
conforme Figura 3.3.b.

Os filmes foram pré-aquecidos a 115°C (abaixo da temperatura
de fusdo) na termoprensa, mantendo um espagcamento entre as chapas de
aquecimento de 3 cm, durante 10 minutos. Em seguida, procedeu-se a
aspersdo manual das NPs-ZnO com auxilio de borrifador plastico
(Figura 3.3.a). Foram realizadas 30 borrifadas, totalizando um volume
aproximado de 3 mL, conforme determinado em testes preliminares.
Apos a aspersdo, manteve-se o sistema a 115 °C durante 15 minutos
para evaporacdo da agua. Em seguida, foi realizado aquecimento
gradual do sistema, a 4,3 °C min.”", até 180 °C, permanecendo 10
minutos nesta temperatura. Os filmes incorporados com NPs-ZnO foram
retirados da termoprensa e resfriados em temperatura ambiente.

Figura 3.3. (a) Borrifador plastico utilizado na aspersdo. (b) Esquema da
disposicao do filme para asperséo, I. Placa de aluminio; I1. Folha de Mylar®; 111.
Molde de inox; IV. Fita de Teflon®; V. Filme.

@ | } " ©) B

Fonte: o proprio autor.
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3.2.3 Caracterizagao

Os filmes de PEBD e PEBDL-AM foram caracterizados por
microscopia eletrénica de varredura, espectroscopia por dispersdo de
energia, espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier e
molhabilidade. A determinagdo da concentragdo incorporada de NPs-
ZnO foi realizada através da determinagdo de carga inorganica por
mufla.

3.2.3.1 Microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia por
dispersdo de energia

A microscopia eletronica de varredura (MEV) e a espectroscopia
por dispersdo de energia (EDS) sdo importantes tecnologias para a
observacdo e andlise de caracteristicas microestruturais de materiais,
fornecendo rapidamente informacGes sobre a morfologia e identificacdo
de elementos quimicos de uma amostra sélida e normalmente séo
utilizadas para o estudo de estruturas superficiais de amostras com
dimensdes relativamente grandes. O MEV resulta em imagens de alta
resolucdo e de aparéncia tridimensional, conservando a profundidade de
campo compativel com a observagdo de superficies rugosas. O principio
do MEYV ¢ analogo as diferentes técnicas de microscopia eletrdnica, os
quais se baseiam em diferentes sinais produzidos pela interacdo de
feixes de elétrons com a amostra. Quando o feixe primario de elétrons,
de pequeno diametro, incide na amostra, parte dos elétrons difunde-se e
constitui um volume de interagdo cuja forma depende principalmente da
tensdo de aceleragdo e do nimero atdmico da amostra. Neste volume, os
elétrons e as ondas eletromagnéticos produzidos sdo utilizados para
formar as imagens (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

Os filmes de PEBD e PEBDL-AM foram caracterizados
utilizando a técnica de MEV (JEOL JSM-6390LV) acoplado com
equipamento de EDS (NORAN System SIX versdo 2.0), no Laboratério
Central de Microscopia Eletronica, UFSC.

O preparo das amostras foi realizado com a fixagdo dos filmes em
um suporte metalico, stub, por meio de uma fita adesiva dupla face de
carbono e recobertas com uma fina camada de ouro, sob vacuo.

A superficie e a fratura criogénica dos filmes foram analisadas
em MEV com ampliacdo de 50, 500 e 3 500 vezes e tensdo de 10 kV.
Em EDS foram utilizados ampliacdo de 150 vezes e tensdo de 15 kV e
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estudadas quatro regides dos filmes para observar a distribuicdo
elementar de zinco, oxigénio e carbono.

3.2.3.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Os atomos que constituem uma molécula estdo em movimento
continuo devido a varios tipos de vibragGes. A atividade das vibracdes
normais dependera da estrutura molecular e da simetria & qual a
molécula pertence. Se uma energia radiante, com intensidade conhecida,
é fornecida a amostra por meio de um feixe incidente e a intensidade do
feixe transmitido for analisada, podera ser observado que a intensidade
sera menor em alguns nameros de onda particulares, o que significa que
ligagdes quimicas presentes na amostra absorveram seletivamente estas
frequéncias. A espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier - FTIR baseia-se nesses fenémenos, ou seja, na observagdo da
frequéncia e intensidade de radiacdo infravermelha absorvida quando
um feixe desta radiacdo atravessa ou reflete na amostra, resultando em
uma analise qualitativa e quantitativa de ligagbes quimicas,
respectivamente (CANEVAROLO JUNIOR, 2006).

A andlise de FTIR foi realizada na Central de Anélises, no
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos,
UFSC, utilizando o software ResolutionsPro versdo 5.2.0 (Agilent
Technologies). O objetivo da analise foi analisar qualitativamente as
ligagdes quimicas presentes nos filmes.

Para a realizagdo da andlise, um espectro inicial de background
do ar foi realizado, a fim de descontar a influéncia dos componentes do
ar no espectro. Os espectros dos filmes de 0,5 mm de espessura,
previamente mantidos em estufa a 80 °C/ 24 h, foram obtidos na faixa
de 4000 a 650 cm™ e com 32 varreduras acumuladas para formar o
espectro final. Para a analise dos filmes utilizou-se o acessério de
refletdncia total atenuada (ATR) e um dispositivo que permitiu aplicar
pressdo sobre a amostra, a fim de melhorar o contato fisico com a
superficie do cristal (ZnSe) do equipamento. A profundidade de
penetragdo do infravermelho foi de 2 um. Cada amostra foi medida em
triplicata.

3.2.3.3 Molhabilidade

O fendmeno de molhabilidade esta relacionado com as forcas
coesivas do liquido, que tendem a formar uma gota esférica, e as forca
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adesivas entre o sélido e o liquido, que tendem a espalhar o liquido
sobre o sélido (BERG, 1993).

A molhabilidade de um material pode ser avaliada a partir da
medida do angulo de contato entre a agua e 0 material, e este esta
relacionado com a competicéo entre estas forgas coesivas e adesivas. De
acordo com BERG (1993) o valor deste angulo de contato inferior a 90
°C caracteriza uma superficie hidrofilica, e superior a 90 °C uma
superficie hidrofébica.

Na Figura 3.4 estdo apresentadas condi¢Ges de molhabilidade
entre agua liquida e uma superficie.

Figura 3.4. Angulo de contato entre uma gota de agua e uma superficie.
Molhabilidade completa (6 = 0°), molhabilidade parcial (0° < 6 < 180°) e
auséncia de molhabilidade (6 > 180°).
6=180°

9=0° . 2

-

[z, 0 N
V7 77 7
Fonte: BEYSENS (1995).

A molhabilidade dos filmes obtidos foi estudada com uso de
goniémetro e software DROPimage Advanced versdo 2.4.8.5 (Ramé-
hart Instrument co.), no Laboratério de Controle de Processos,
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos,
UFSC, através do angulo de contato formado entre a superficie de uma
gota de &gua e a superficie sélida do filme (Figura 3.5).

Figura 3.5. Teste de molhabilidade de filme em goniémetro.

Fonte: o proprio autor.

Nesta técnica, denominada gota séssil, uma gota de &gua (Milli-
Q) foi suavemente depositada sobre a superficie do filme de 0,50 mm de
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espessura, previamente mantido em estufa a 80 °C/ 24 h, por meio de
uma seringa. O gonidmetro utiliza a linha tangente a partir do ponto de
contato das trés fases, liquido, s6lido e gas para determinar o angulo de
contato dos sistemas liquido-sélido. A gota foi observada com uma lente
de baixo aumento, e os angulos de contato direito e esquerdo foram
medidos, obtendo-se a varia¢do angular ao longo do tempo. Utilizaram-
se 90 medicdes de angulo de contato, em intervalos de tempo de 2
segundos. O meio gasoso utilizado foi ar ambiente e o teste foi realizado
em triplicata. A medi¢do do angulo de contato foi usada como critério
de avaliagdo da modificagdo da molhabilidade dos filmes e,
consequentemente do caréater hidrofébico ou hidrofilico, em decorréncia
da incorporacéo de NPs-ZnO.

3.2.3.4 Determinacéo de carga inorgénica

As amostras de filmes de 0,50 mm de espessura e 2,0 cm?
equivalente a aproximadamente 100 mg, previamente mantidos em
estufa a 80 °C/ 24 h, foram adicionados em cadinhos de porcelana e
mantidos em mufla a 800 °C por 4 h. Os cadinhos foram tarados em
mufla a 800 °C, por 2 h. Anteriormente a pesagem, as amostras foram
mantidas em dessecador com agente dessecante de silica gel, até
alcancarem temperatura ambiente. O teste teve como objetivo avaliar,
além da concentracdo de NPs-ZnO nos filmes, a homogeneidade entre
os filmes de mesma amostra. O teste foi realizado em triplicata.

Conforme apresentado na Equacédo 3.1, a massa de NPs-ZnO (M)
nos filmes foi calculada pela razdo entre a diferenca da massa do
cadinho mais amostra residual (mf) e a massa inicial do cadinho (mi), e
a massa de filme utilizada (ma) todas expressas em mg. O resultado foi
expresso em porcentagem.

mf—mi

M=

x 100 (3.1)

ma

3.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Os experimentos de testes antimicrobianos foram realizados no
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, no Centro Ciéncias
Agrarias, UFSC.
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3.3.1 Meio de Cultura

) Os meios de cultura utilizados nos testes antimicrobianos foram
Agar Mieller-Hinton (Kasvi); Agar padrdo de contagem - PCA (Kasvi);
Caldo Nutriente (Acumedia) e Caldo infusdo de cérebro e coracédo - BHI
(Oxoid).

3.3.2  Micro-organismos

Foram estudas as bactérias Gram positivas Bacillus cereus
(ATCC 11778) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e as bactérias
Gram negativas Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Salmonella
Typhimurium (ATCC 1428).

As bactérias teste foram ativadas em 5 mL de caldo BHI,
mantidas em estufa bacterioldgica (Marca Edutec) a 35 °C por 24 h
antes do inicio dos testes.

3.3.3  Nanoparticulas de 6xido de zinco
3.3.3.1 Método de difusdo em agar

O método de difusdo em agar foi realizado com discos de papel
filtro e pogos em meio de cultura sélido (Figura 3.6). O Agar Miieller-
Hinton é recomendado como meio para Padronizacdo dos Testes de
Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-difusdo (Norma M2-A8,
NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS).

O método em discos foi realizado através da fixacdo de cinco
discos de papel filtro (9 mm) em placas de Petri contendo Agar Miieller-
Hinton previamente inoculado com a bactéria teste, na concentracéo de
10° UFC/mL, pela técnica de plaqueamento em superficie. Os discos
foram impregnados com um volume de 10 pL das dispersdes de NPs-
ZnO com concentracBes variando entre 0,01 e 100 mg/mL. Os controles
positivo e negativo foram, Ciprofloxacino (0,25 pg/pL) e dgua Milli-Q,
respectivamente. O teste foi realizado em duplicata.

O método com uso de pogos, consistiu na abertura de pocos, de
aproximadamente 5 mm de didmetro, no &agar Mueller-Hinton
previamente inoculado com a bactéria teste, na concentragdo de 10°
UFC/mL, pela técnica de plaqueamento em profundidade, preenchidos
com 32 pL cada, com as amostras de NPs-ZnO e controles, nas mesmas
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concentracdes do teste em discos de papel filtro. O teste foi realizado em
duplicata.

Figura 3.6. Esquema dos procedimentos do teste difusdo em agar em (a) discos
e em (b) pogos.

(a) 100 uL
Homogeneizacéo
U Amostras
NPs-ZnO (10 pL)
Bactéria K< B piscos
Teste S )
Agar Miiller-Hinton
(b) 1000 L £ oar Miiller-Hi
H Agar Miiller-Hinton
& Amostras
N NPs-ZnO (32 uL)
Bactéria r——-« Pogos
Teste | sy L E

‘ Homogeneizacio 4

Fonte: o proprio autor.

O resultado foi analisado através da presenca ou auséncia de um
halo de inibi¢do de crescimento microbiano em torno do disco ou poco,
cujo diametro varia de acordo com a velocidade de difusdo do
antimicrobiano testado e a sensibilidade da bactéria.

3.3.3.2 Teste de diluicdo em caldo - Concentragdo inibitdria minima e
Concentracdo bactericida minima

O teste de diluicdo em caldo foi realizado em tubos com 5 mL de
Caldo Nutriente inoculados com uma alcada das bactérias teste e
incubados em estufa bacterioldgica (Marca FANEM), por 1,5 ha 35 °C,
resultando numa concentracdo inicial de 10° UFC/mL, conforme
recomendado pela Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes
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Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de Crescimento Aerobico
(Norma M7-A6, NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARDS).

Aos tubos foram adicionados as seguintes concentragdes de NPs-
Zn0: 5,0; 2,0; 1,0; 0,5; 0,1; 0,05 e 0,01 mg/mL, Ciprofloxacino (0,02
mg/mL) e 4gua Milli-Q como controle positivo e negativo,
respectivamente. Os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica
com agitacdo (Marca TECNAL, Modelo TE820) a 35 °C.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo
bactericida minima (CBM), em mg/mL, descritas como as menores
concentracBes capaz de inibir o crescimento bacteriano e eliminar
99,99 % dos micro-organismos, respectivamente, foram determinadas a
partir de contagem de coldnia de placas semeadas em superficie em agar
PCA, a partir de dilui¢do seriada em agua peptonada 0,1 %. A contagem
foi realizada no tempo inicial e ap6s 24 h e 48 h de incubagdo. O teste
foi realizado em duplicata. A auséncia de crescimento de coldnias
bacterianas, apés 48 h de incubacéo, na diluicio 107, caracterizou a
CBM. A mesma contagem logaritmica de col6nias bacterianas, apés 48
h de incubac&o, caracterizou a CIM.
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Figura 3.7. Esquema dos procedimentos do teste CIM e CBM.

1) Adicionar uma algada bactéria teste em tubos (5 mL Caldo Nutriente) e
incubar (35 *C/1.5 h)

g L
Bactéria Teste
2) Adicionar amostras 3) Estufa com agitacio (35 °C, 48 h)
) Diluicio seriada |
100 1072

5) Plaqueamento em superficie |

|. > Tempos:

0.24e48h

6) Contagem de coldnias ‘ /

Fonte: o préprio autor.

3.3.3.3 Teste de crescimento microbiano

O teste de crescimento microbiano (Figura 3.8) foi realizado em
fracos com 50 mL de Caldo Nutriente inoculados com uma alcada das
bactérias teste e incubados em estufa bacterioldgica (Marca FANEM),
por 1,5 h a 35 °C, resultando numa concentracéo inicial de 10° UFC/mL.
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Figura 3.8. Esquema dos procedimentos do teste de crescimento microbiano.

1) Adicionar uma al¢ada bactéria teste em 4 frascos (30 mL Caldo
Nutriente) e incubar (35 *C/1.5 h)

Bactéria
Teste
2) Adicionar amostras || 3) Estufa com agitagio (35 °C, 72 h)
() Ciproflouscing (=) Agua Ml CMI CEM
4) Diluigio seriada | )

1008 1047 10 10 0% 10

5) Plagueamento em superficie >-

Tempos: 0, 1,
2.3.4,6, 12,
24 48e72h

6) Contagem de colnias

>4

Fonte: o proprio autor.

Aos frascos foram adicionados as CIM e CBM de NPs-ZnO de
cada bactéria, Ciprofloxacino (0,02 mg/mL) e agua Milli-Q como
controle positivo e negativo, respectivamente. Os frascos foram
incubados em estufa bacterioldgica com agitacdo (Marca TECNAL,
Modelo TE820) a 35 °C por 72 h.

As amostras passaram por dilui¢cbes seriadas em agua peptonada
0,1 % e diluicbes foram inoculadas pela técnica de plagueamento em
superficie em placas de Petri contendo agar PCA, em duplicata,
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seguidas de incubacdo (24 h/35 °C). A contagem de colbnias foi
realizada no instante da adicdo das amostras e apo6s 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24,
48 e 72 h de incubagdo em estufa com agitacéo a 35 °C.

3.3.4  Filmes incorporados com nanoparticulas de 6xido de zinco
3.3.4.1 Difusdo em agar

O método de difusdo em &gar foi realizado através da fixagdo de
amostras de filmes, de 1,0 cm?, em placas de Petri, contendo Agar
Mdeller-Hinton previamente inoculado com a bactéria teste, na
concentragdo de 10° UFC/mL, pela técnica de plagueamento em
superficie. O controle negativo foi o filme de polietileno sem NPs-ZnO.
O teste foi realizado em duplicata. O resultado foi analisado através da
presenca ou auséncia de um halo de inibicdo de crescimento microbiano
em torno do filme, cujo didmetro varia de acordo com a velocidade de
difuséo do antimicrobiano testado e a sensibilidade da bactéria.

3.3.4.2 Crescimento microbiano

Tubos com 5 mL de Caldo Nutriente foram inoculados com uma
alcada das bactérias teste e incubados em estufa bacterioldgica (Marca
FANEM), por 1,5 h a 35 °C, resultando numa concentragdo inicial de
aproximadamente 10° UFC/mL.

Aos tubos foram adicionados os filmes, de 2,0 cm?, incorporados
com diferentes concentragdes de NPs-ZnO e filmes com polietileno sem
adicdo de NPs-ZnO, como controle negativo. Os tubos foram incubados
em estufa bacterioldgica com agitacdo (Marca TECNAL, Modelo
TE820) a 35 °C.

As amostras passaram por dilui¢cbes seriadas em agua peptonada
0,1 % e diluicGes foram inoculadas, pela técnica de plagueamento em
superficie, em placas de Petri contendo agar PCA, seguidas de
incubacdo (24 h/35 °C). A contagem de colbnias foi realizada no
instante da adi¢do dos filmes e apds 24, 48, 72, 96 e 120 horas de
incubacdo em estufa com agitagdo a 35 °C. O teste foi realizado em
duplicata.

Os filmes utilizados para os testes antimicrobianos foram
esterilizados em luz ultravioleta durante 20 minutos, em ambos os lados.



70
3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram tratados usando analise de variancia (ANOVA)
através do software Statistica versdo 7 (StatSoft, Inc, USA). E teste de
Tukey foi utilizado para determinar a diferenca estatistica dos valores
médios com significancia expressa em nivel de 5 %.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO

A estrutura cristalina da amostra de NPs-ZnO foi investigada pela
técnica de DRX. Os difratogramas das NPs-ZnO e do padrao de difracéo
para ZnO fornecido pelo Joint Committee on Powder Diffraction
Standards — JCPDS, International Centre for Diffraction Data, cartdo
nimero 01-089-1397 estdo apresentados na Figura 4.1. As NPs-ZnO
estudadas apresentaram picos de difragdo que coincidem com o padréo,
confirmando a estrutura hexagonal wurtzita do ZnO utilizado, com
grupo espacial P6;mc e parametros de rede a = 3,25 A e ¢ = 521 A,
conforme especificado na carta padrdo. As NPs-ZnO mostraram-se com
elevado grau de pureza, pois nenhum pico de outra fase foi detectado no
difratograma.

Figura 4.1. Difratogramas das NPs-ZnO e da carta padrdo JCPDS.
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A morfologia e distribuicdo de tamanho de particulas de ZnO
obtidas por MET estdo apresentadas na Figura 4.2. A imagem de MET
mostra particulas com morfologia do tipo bastdo e com comprimento e
espessura variando, de acordo com os histogramas de distribuicdo de
tamanho. Os histogramas mostram que, entre as faixas de tamanho
estabelecidas, ha predominancia de nanoparticulas com comprimento



entre 90,1 e 100,0 nm (10,5 %) e espessura entre 80,1 e 90,0 nm (21 %)

e valores médios de 145,1 e 97,2 nm, respectivamente.
Figura 4.2. (a) Imagem de MET de NPs-ZnO; histograma de distribui¢do de
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4.2 FILMES INCORPORADOS COM NANOPARTICULAS DE
OXIDO DE ZINCO

Os pellets de PEBD extrusados com NPs-ZnO tiveram a
opacidade aumentada conforme foi aumentada a razdo
nanoparticulas/polimero e resultaram em um material flexivel (Figura
4.3b), similar ao PEBD puro (Figura 4.3a). Entretanto, a extrusdo dos
pellets de PEBDL-AM com as nanoparticulas resultou em um material
rigido, evidenciando a interacdo entre o polimero e 0 ZnO. Devido a
caracteristica do material na saida da extrusora (Figuras 4.3c e 4.3d),
ndo foi viavel extrusar os filmes de PEBDL-AM, e, portanto, apenas o
filme de PEBDL-AM com 1,0 % de NPs-ZnO foi obtido por extrusao.

Figura 4.3. Comportamento dos materiais extrusados (a) PEBDL-AM puro; (b)
PEBD incorporado com 5,0 % de NPs-ZnO; (c) e (d) PEBDL-AM incorporados
com 1,0 % de NPs-ZnO.
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Os filmes de PEBD extrusados com NPs-ZnO obtidos por
termoprensagem apresentaram-se homogéneos a olho nu, enquanto que
os filmes de PEBDL-AM extrusado com NPs-ZnO apresentam
pequenos pontos brancos de NPs-ZnO distribuidos. A fotografia destes
filmes incorporados com 1,0 % de NPs-ZnO por extrusdo (EXT 1 %)
estd apresentada na Figura 4.4.

Os filmes de PEBD e PEBDL-AM incorporados com NPs-ZnO
por aspersdo em todas as concentracOes testadas foram obtidos. O
aquecimento necessario para a incorporacdo por aspersao da disperséo
de NPs-ZnO resultou em nova fusdo dos filmes de polietileno e
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eventuais deformac6es, sendo selecionadas para continuidade apenas as
porces homogéneas e visualmente planas. Nas duas concentracBes mais
elevadas da dispersdo (5,0 e 10,0 %) observou-se acimulo de p6 de
NPs-ZnO sobre o filme formado, tendo sido realizada a lavagem dos
filmes. Os filmes incorporados com NPs-ZnO por aspersdo estdo
representados na Figura 4.4.

Figura 4.4. Filmes PEBDL-AM e PEBD incorporados com NPs-ZnO.

PEBD

PURO 0,5 % 1,0 % 5,0 % 10 % EXT 1%

PURO S % ,0 % 5,0 % 10 % EXT 1 %

PEBDL-AM

As imagens obtidas por MEV dos filmes de PEBDL-AM e PEBD
puros (Figuras 4.5 e 4.11) mostram superficie lisa, podendo apresentar
pequenas deformacGes, semelhante a bolhas, devido, provavelmente, ao
agquecimento em termoprensa.

Os filmes extrusados apresentaram-se semelhantes aos puros, ou
seja, com superficie lisa (Figuras 4.6 e 4.12). O que sugere que as NPs-
ZnO encontram-se no interior do filme.

Nos filmes obtidos por aspersdao com 0,5 % de NPs-ZnO (Figuras
4.7 e 4.13) foi possivel observar a incorporacdo das nanoparticulas na
forma de aglomerados. Isso pode ter ocorrido durante o processo de
evaporagdo do solvente, resultante do movimento da agua sobre o
polimero, as quais tendem & coalescer, carregando as nanoparticulas, o
que resulta em pontos de aglomeracdo das mesmas. Este fenbmeno
também foi observado nos filmes obtidos por aspersdo com 1 % de NPs-
ZnO (Figuras 4.8 e 4.14).

Com o aumento da concentracdo (5,0 % e 10,0 %) observa-se
visualmente e por MEV uma distribuicdo mais uniforme de NPs-ZnO,
porém com maior rugosidade ((Figuras 4.9, 4.10, 4.15 e 4.16).
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Figura 4.5. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBDL-AM
puro na ampliacéo de (a) 50x; (b) 500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.

10kV X50  500pm LCME-UFSC 10kV X500 50pm LCME-UFSC

(©

A e

10kV . X3,500 5um LCME-UFSC 10kV. X150,....100pm LCME-UFSC

Figura 4.6. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBDL-AM
incorporados com 1 % de NPs-ZnO por extrusdo na ampliagdo de (a) 50x; (b)
500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.

LCME-UFSC X500  50pm LCME-UFSC

/

X3,500  5pm LCME-UFSC X120 100pm LCME-UFSC
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Figura 4.7. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBDL-AM
incorporados com 0,5 % de NPs-ZnO por aspersao na ampliacéo de (a) 50x; (b)
500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.

10kV X50  500pm LCME-UFSC 10kV X500  50pm LCME-UFSC

10kV  X3,500.  5pm LCME-UFSC 10kV X85  200pm LCME-UFSC

Figura 4.8. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBDL-AM
incorporados com 1,0 % de NPs-ZnO por aspersdo na ampliacdo de (a) 50x; (b)
500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.

LCME-UFSC X500 50pm  LCME-UFSC

F”

10kV. ~ X3,500  5pm LCME-UFSC X100 100pm

LCME-UFSC
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Figura 4.9. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBDL-AM
incorporados com 5,0 % de NPs-ZnO por aspersdo na ampliacéo de (a) 50x; (b)
500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.

10kV X50  500um LCME-UFSC 10kV X500  50pm LCME-UFSC

.4

e g

10kV.  X3,500 ‘Slum LCME-UFSC L 10kV X150 TOum '4CME-UFSC
Figura 4.10. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBDL-AM

incorporados com 10,0 % de NPs-ZnO por aspersdo na ampliagdo de (a) 50x;
(b) 500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.

X50  500pum 10kV X500  50pm LCME-UFSC

OKV" 318000 spm ' 54 LCMEWFSC =l 10KV
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Figura 4.11. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBD puro na
ampliacdo de (a) 50x; (b) 500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.

10kV X50  500pm LCME-UFSC X500 50pum LCME-UFSC

.

10kV  X3,500  5pm LCME-UFSC A0V X130 100pm LéM-LE-iJFSC
Figura 4.12. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBD

incorporados com 1,0 % de NPs-ZnO por extrusdo na ampliagéo de (a) 50x; (b)
500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.

10kV X50  500pm LCME-UFSC 10kV X500 50pm LCME-UFSC

10kV  X3,500 S5pm LCME-UFSC 10KV X150 100pm LCME-UFSC
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Figura 4.13. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBD
incorporados com 0,5 % de NPs-ZnO por aspersdo na ampliacéo de (a) 50x; (b)
500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.
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10kV X80  500pm LCME-UFSC # X500  50pm LCME-UFSC
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Figura 4.14. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBD
incorporados com 1,0 % de NPs-ZnO por aspersdo na ampliacdo de (a) 50x; (b)
500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.
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Figura 4.15. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBD
incorporados com 5,0 % de NPs-ZnO por aspersdo na ampliacéo de (a) 50x; (b)
500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.

10kV X50  500pm LCME-UFSC 10kV X500  50pm

f Y
f ‘ N\
— 3 2 =
10KV X3,500 Spum LCME-UFSC 10kV X130 ,100pum

Figura 4.16. Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de PEBD

incorporados com 10,0 % de NPs-ZnO por aspersdo na ampliagdo de (a) 50x;
(b) 500x; (c) 3500x e da (d) fratura criogénica.

X50 LCME-UFSC
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Os filmes incorporados por aspersdo mostraram-se muito flexivel
na presenca do nitrogénio liquido, ndo ficando rigido suficiente para
obter uma répida fratura, resultando em dobramento do filme (Figuras
4.13, 4.14 e 4.16). Este comportamento ndo influenciou na obtengéo e
na interpretacdo dos resultados das fraturas.

A composicdo percentual em massa dos elementos carbono,
oxigénio e zinco obtidas por EDS para a superficie dos filmes em todas
as concentrages testadas sdo apresentados na Tabela 4.1 e para a fratura
criogénica, nas concentragbes de 10,0 % para filmes obtidos por
aspersdo e 1,0% para filmes obtidos por extrusdo, na Tabela 4.2.

A anélise de EDS nos filmes confirmou a auséncia do elemento
Zn nos filmes puros. Através dos resultados de EDS foi possivel
confirmar a presenca de aglomerados de NPs-ZnO nos filmes com 0,5
% de NPs-ZnO, pois o desvio padrdo da quantidade do elemento zinco
detectada nas diferentes &reas do filme foi maior que 16 % do valor da
média (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Resultados de EDS da superficie dos filmes PEBDL-AM e PEBD
incorporados com NPs-ZnO.

PEBDL-AM PEBD

Carbono  Oxigénio Zinco Carbono  Oxigénio Zinco
10,0 % 8,95+0,27 2,05+0,11 89,01+0,23 59 48+6,54 4,86+0,51 35,67+6,45
5,0 % 29,46%2,72 2,00+0,13 68,54+2,85 70,30+0,75 4,08+0,48 25,62+0,75
1.0% 24,34+3,31 1,75+0,16 73,92+3,43 75,54+158 2,14+0,34 22,32+1,43
0,5 % 73,98+4,17 1,74+0,24 24,28+4,10 68,86+5,56 3,09+0,56 28,05+5,07
EXT1% 97,47%0,14 00 2,53+0,14 98,24+0,04 00 1,76+0,04
PURO 99,49+0,52 0,51+0,52 00 1000 00 00

O elemento oxigénio, o qual poder ser oriundo do 6xido de zinco
ou do anidrido maleico, ndo foi detectado nos filmes extrusados. Este
resultado € um indicativo que o anidrido maleico reagiu na extrusao e o
oxigénio foi liberado do material.

Nos filmes extrusados foi confirmada a presenca do elemento Zn
ao longo da fratura, enquanto nos filmes incorporados por asperséo
apenas em uma das superficies (Tabela 4.2), como esperado.

Os espectros de EDS sdo apresentados no Anexo A. Os demais
elementos encontrados, como do material de recobrimento de preparo de
amostra (elemento ouro e impurezas), ndo foram analisados neste
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estudo, e, portanto ndo fizeram parte dos célculos da composicdo
percentual em massa dos elementos, embora os picos sejam detectados
nos espectros de EDS.

Tabela 4.2 Resultados de EDS das fraturas criogénicas dos filmes PEBDL-AM
e PEBD incorporados com NPs-ZnO.

PEBDL-AM PEBD

Area Carbono Oxigénio Zinco Carbono Oxigénio Zinco

(%) (%) %) (%) (%) (%)

Aspersio Superficial 74,08 6,49 1943 91,15 0,26 8,59
10,0%  central 100 0 0 100 0 0
Extrusio Superficial 97,76 0 2,24 9837 0 1,63
10%  central 97,39 0 2,61 96,89 0 3,11

Os espectros de FTIR dos filmes sdo apresentados no Anexo B.
Os espectros mostram picos caracteristicos de polietileno, relativo as
vibracdes de deformacdo axial assimétrica (2915 cm™) e simétrica (2848
cm) e de deformacéo angular simétrica (1462 cm™) e assimétrica (719
cm™) do grupo metileno (C-H) (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000;
GULMINE et al, 2002; JEZIORSKA, 2006). Estes picos estavam
presentes em todos os filmes.

Para os filmes de PEBDL-AM, como esperado, 0 espectro
apresentou um pico caracteristico (1785 cm™) de vibracio de
deformacdo axial da carbonila presente no grupamento anidrido (C=0).
No filme de PEBDL-AM extrusado, o espectro ndo apresentou mais este
sinal, 0 que indica a reagdo das NPs-ZnO com o anidrido maleico
(Figura 4.17). Para os filmes de PEBDL-AM incorporados com NPs-
ZnO por aspersao os resultados sugerem uma reducéo parcial deste pico,
indicando que existem sitios reativos no interior do polimero. Jezidrska
(2006) também relata o desaparecimento do sinal relativo ao anidrido
maleico em PEBDL graftizados ao formar blendas com poliamidas e
retalhos de tecidos contendo politereftalato de etileno (PET), sugerindo
uma possivel reacdo com o anidrido maleico.

Sclavons et al. (2005) encontraram a banda na regido de
1785 cm™, revelando que este sinal é caracteristico da interagdo entre
grupos succinicos, advindos de uma homopolimeriza¢do do anidrido
maleico ou de interacfes entre grupos succinicos proximos. Jeziorska
(2006) encontrou picos em 1787 cm™ (C=0), confirmando a presenca de
anidrido succinico em PEBDL graftizados com anidrido maleico. Porto



83

et al. (2004) obtiveram picos em 1782 cm™, referentes & deformacéo
axial do grupo C=0 em PEBD graftizado com anidrido maleico. E
Bettini e Agnelli (2000) relatam a regido de 1792 cm™ para medir as
vibragBes dos grupos succinicos caracteristicos de grupos anidridos
ciclicos com cinco membros no anel.

O sinal na regido proxima a 1725 cm™, relacionada & fungéo
éster, devido ao estiramento da ligagdo C=0 foi encontrada nas amostras
de PEBD e PEBDL-AM. Esta banda desapareceu quando os filmes
foram incorporados com NPs-ZnO por extrusdo, sugerindo uma
interacdo com as nanoparticulas. Na literatura sdo encontrados relatos
referentes ao surgimento do grupamento carbonila em polietilenos
devido & degradacdo termomecénica (ANDERSSON; STALBOM;
WESSLEN, 2004; PINHEIRO; CHINELATTO; CANEVAROLO,
2004). Essa degradagdo pode ser a causa do surgimento desse
grupamento em PEBD.

A presenca de sinal em 3600 e 3750 cm™ nas anélises dos filmes
incorporados por aspersdao pode estar relacionada a grupos de OH
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000) de moléculas de agua adsorvida na
superficie das NPs-ZnO.

Figura 4.17. Espectro de FTIR dos filmes de PEBDL-AM puro e incorporado
com NPs-ZnO.
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Comprimento de onda (cm™)

O sinal caracteristico de ZnO (400 a 500 cm™) néo foi obtida nos
espectros devido a limitacdo imposta pelo cristal utilizado, que néo
permitiu analise em comprimentos de onda inferiores a 650 cm™.

A Tabela 4.3 apresenta a quantidade de residuos minerais. A
andlise estatistica em nivel de 5 % de significancia apresenta ndo haver
diferenca significativa na quantidade total de NPs-ZnO incorporada nos
dois diferentes polimeros para uma mesma concentracdo. Os filmes
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preparados por aspersdo com as dispersdes de 10,0 e 5,0 % de NPs-ZnO
apresentaram-se com, aproximadamente, um razdo ' entre a
concentragdo no filme e a concentracdo na disperséao inicial, enquanto
gue nas menores concentragdes (1,0 e 0,5 %), a razdo foi maior que 1
em alguns casos. Ainda, o desvio padrdo destes dados foi superior a 43
% para os filmes incorporados com 0,5 % de NPs-ZnO, ratificando a
heterogeneidade destes.

Os filmes extrusados ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa em relacdo a concentracdo. O filme de PEBD extrusado
com 1,0 % ndo apresentou diferenca entre os obtidos por aspersdo nas
concentracBes inferiores a 10,0 %. O filme de PEBDL-AM extrusado
com 1,0 % apresentou diferenca significante entre os filmes obtidos por
aspersdo, excedo para a concentracdo de 5,0 %.

Tabela 4.3. Concentracdo de NPs-ZnO incorporada nos filmes obtidos em
andlise gravimétrica por mufla.

PEBDL-AM PEBD
10,0 % 5,40+0,28° 5,44+0,10°
5,0 % 2,53+0,18° 2,30+0,17%
1,0 % 0,72+0,04° 1,24%0,13%
0,5 % 0,92+0,41° 1,1340,49%®

EXT 1% 2,010,17™ 1,49+0,13"

Os valores médios e 0s respectivos desvios padrdes dos angulos
de contato sdo apresentados na Tabela 4.4. Observa-se diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre as concentra¢cbes dos mesmos
polimeros, porém comportamento diferenciado entre filmes de PEBDL-
AM e PEBD.

O filme de polietileno puro com anidrido maleico apresentou-se
mais hidrofilico, sugerindo a influéncia da modificacdo do polimero
com anidrido maleico. O aumento da concentracdo de NPs-ZnO dos
filmes de PEBDL-AM resultou em um pequeno aumento no angulo de
contato dos mesmos. E 0 aumento da concentracdo de NPs-ZnO dos
filmes de PEBD resultou em uma reducdo no angulo de contato dos
mesmos.

Embora exista diferenca estatistica significativa entre os angulos
de contatos, a amplitude destes valores é pequena e pode-se afirmar que
a incorporagdo de NPs-ZnO nos polimeros ndo alterou a molhabilidade
dos filmes, visto que as variagdes na rugosidade das superficies podem
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influenciar nos valores de &ngulo de contato (WENZEL, 1936;
ROACH; SHIRTCLIFFE; NEWTON, 2008). Deste modo, pode-se
afirmar que os filmes permaneceram com carater hidrofébico e com
angulo de contato semelhante ao encontrado na literatura para filmes de
polietileno puros, de aproximadamente 95 ° (PORTO et al.,, 2004;
PANDIYARAJA et al., 2014).

Ao longo do tempo de andlise observou-se uma pequena e
gradual reducdo nos angulos de contato e no volume da gota, indicando
a relagdo direta entre ambos. As imagens das gotas a partir das quais 0S
angulos de contato foram medidos para os diferentes filmes, estdo
apresentados no Anexo C.

Tabela 4.4. Angulo de contato dos filmes incorporados com NPS-ZnO.

PEBDL-AM PEBD
10,0 % 95,18+1,71° 90,22+1,87°
5,0 % 99,01+1,02 91,93+0,76™
1,0 % 97,17+1,04" 94,91+1,81°
0,5 % 92,81+1,12° 95,59+1,40"

EXT 1% 88,72+0,83" 98,46+0,97i
PURO 92,65+1,44° 95,98+2,51°

4.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS
4.3.1 Nanoparticulas de 6xido de zinco

O método de difusdo em agar foi realizado como uma analise
qualitativa para predizer o comportamento antimicrobiano das NPs-
ZnO. As imagens das placas do teste de difusdo em agar frente aos
micro-organismos estudados sdo apresentadas no Anexo D.

Concentracdes inferiores a 30 mg/mL apresentaram um halo de
inibicdo de crescimento  para S. aureus, P. aeruginosa e S.
Typhimurium. Em testes para B. cereus foram utilizadas concentracfes
de até 100 mg/mL, porém nenhum halo de inibicdo de crescimento foi
observado. Esse resultado sugere que NPs-ZnO ndo possui potencial
efeito antimicrobiano contra B. cereus. Na literatura ndo foi encontrado
relatos de efeito antimicrobiano de NPs-ZnO frente a B. cereus.

Os resultados para S. aureus mostram a presenca de halo ao redor
dos discos e pocos em concentragdes igual e superior a 0,1 mg/mL e 2,5
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mg/mL, respectivamente. Na analise para S. Typhimurium a presenca de
halo de inibicdo foi observada na concentracdo igual e superior a 2,5
mg/mL em ambos os testes.

A zona de inibigdo foi de dificil visualizacdo para P. aeruginosa,
pois ndo apresenta halo bem delineado, mostrando-se difuso do disco
em direcdo ao meio. Foi observado o halo de inibicdo em concentracdo
igual e maior que 1 mg/mL no teste de difusdo em discos. No teste em
pocos, ndo foram observados halos, porém pontos com auséncia de
crescimento microbiano em concentragédo igual e superior a 0,1 mg/mL.

Embora, tenha sido observado halo de inibicdo de crescimento
crescente com 0 aumento da concentracdo de NPs-ZnO, ndo é
recomendado analisar os resultados quantitativamente. Observou-se que
este método é delicado e susceptivel a pequenas alteracdes nas
condi¢des de trabalho, como espessura do meio e precisdo na adi¢do da
amostra, além da granulometria e diametro dos discos. Mas,
principalmente, devido que, de acordo com Pasquet et al. (2014) as
particulas de 6xido de zinco dificilmente se difundem para fora dos
discos de celulose e o comportamento das particulas no agar ndo é
conhecida.

Os testes em caldo sdo considerados confirmatérios e mais
precisos do que os de difusdo em &gar, pois a possibilidade de interagéo
das nanoparticulas com as bactérias sdo mais elevados na fase liquida
(NEGI et al.,2012). Deste modo, para a obtencdo da CIM e da CBM
foram realizados testes de diluicdo em caldo.

Os resultados revelaram uma CIM de 0,05 mg/mL
(aproximadamente 0,6 mM) e CBM de 0,5 mg/mL (aproximadamente
6,1 mM) para S. aureus e S. Typhimurium. Foi observado um aumento
do efeito antimicrobiano com o aumento da concentracdo. No Anexo E
sdo apresentadas algumas imagens do plagueamento realizado para
contagem microbiana no teste de diluigdo em caldo.

A acdo de inibicdo de ZnO em meios de cultura microbiana pode
provir da supressdo do crescimento e/ou da morte celular. Em
concentragGes maiores de NPs-ZnQ, inicialmente ocorre a morte de uma
subpopulagdo de células sensiveis, reduzindo a populacdo microbiana, e,
em seguida, retardam o crescimento de uma subpopulagdo resistente,
que pode manter-se em baixa concentra¢cdo ou pode passar a crescer. Em
concentracgdes inferiores, o tratamento apenas suprime o crescimento de
bactérias, e prolongam a fase de laténcia, antes do inicio do crescimento
em velocidade exponencial (MIRHOSSEINI; FIROUZABADI, 2013), o
gue, buscando-se a conservagdo de alimentos, € de grande interesse.
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Os dados experimentais do crescimento microbiano (Figuras 4.18
e 4.19) mostram que a concentracdo de 0,5 mg/mL em 24 h de
incubacdo ndo apresentou mais células viaveis de S. aureus e S.
Tyg)himurium, enquanto o controle negativo alcangou uma contagem de
10° UFC/mL. Em apenas 6 h de incubacédo foi observada uma reducéo,
em relacdo ao controle negativo, de 38,3 e 31,6 % do crescimento
microbiano de S. aureus para as concentragdes 0,5 e 0,05 mg/mL,
respectivamente. Para S. Typhimurium, ap6s o mesmo intervalo de
tempo, houve uma reducdo de 60,6 e 51,1 % para as concentragdes 0,5 e
0,05 mg/mL, respectivamente.

Figura 4.18 Dados experimentais do crescimento microbiano de S. aureus nas
CIM e CBM. < Controle negativo (-); [ Controle positivo (+); A 0,5 mg/mL;
0,05 mg/mL.
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Figura 4.19 Dados experimentais do crescimento microbiano de S.
Typhimurium nas CIM e CBM. < Controle negativo (-); [J Controle positivo
(+); A 0,5mg/mL; < 0,05 mg/mL.
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Xie et al. (2011) encontraram uma CIM de 0,4 mg/mL para NPs-
ZnO com tamanho médio de 30 nm na inibicdo da S. Enteritidis. Akbar
e Anal (2014) estudaram NPs-ZnO esféricas (50 nm) e encontraram que
concentracGes superiores a 0,1 mg/mL foram letais para S.
Typhimurium (TSTIR 292).

Sawai (2003) estudou a alteracdo na condutividade elétrica do
meio de crescimento provocada pelo metabolismo das bactérias na
presenca de ZnO (2,6 um). Ele obteve que as concentragdes de 0,99
mg/mL e de 0,67 mg/mL eliminou 100 % e reduziu 50 % do
crescimento microbiano de S. aureus 9779, respectivamente. Yamamoto
(2001) estudou o efeito antimicrobiano de particulas de ZnO também a
partir das alteragbes na condutividade elétrica com o crescimento de
bactérias e observaram que particulas de ZnO de 800 nm apresentaram
efeito bactericida na concentracdo de 1,6 mg/mL frente a S. aureus
9779.
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Ann et al. (2014) estudaram agdo antimicrobiana de duas NPs-
ZnO diferentes com forma de bastdes e 26 % das nanoparticulas com
tamanho entre 51-60 nm e forma de placas com 31 % das
nanoparticulas com tamanho entre 71-80 nm. Eles observaram, por
turbidimetria, que a concentracdo de 2 mM das nanoparticulas na forma
de bast@es e placas inibiu o crescimento microbiano de S. aureus em 36
+ 3 e 29 £ 2 %, respectivamente.

Jones et al. (2008) observaram que a concentracdo de 2 mM de
NPs-ZnO de 8 nm de didmetro, e a concentragdo de 5 mM de NPs-ZnO
de 50-70 nm reduziram o crescimento microbiano de S. aureus
(RN6390) em 99 e 40-50 %, respectivamente. Resultados semelhantes
foram obtidos por Mirhosseini e Firouzabadi (2013), que estudaram o
efeito de NPs-ZnO (20-25 nm) frente a S. aureus (PTCC1431) e
observaram que concentracfes de 0,5 e 2 mM ndo apresentaram
atividade antimicrobiana, 5 mM apresentaram efeito inibitoério no
crescimento bacteriano em relacdo ao controle e 10 mM eliminaram
completamente o micro-organismo alvo. NPs-ZnO esféricas de 50 nm
de didmetro foram também testadas frente a S. aureus (TISTR 029) e
uma concentracdo superior a 0,1 mg/mL foi encontrada como letal. Os
danos na morfologia das células foram claramente percebidos por MET
(AKBAR; ANAL, 2014).

Os dados experimentais do crescimento microbiano para P.
aeruginosa foi obtida para 0,5 mg/mL e revelou um comportamento
analogo ao controle negativo nas primeiras 24 h, observando-se uma
reducdo gradual, que culminou em 12,2 % ao final de 72 h. Devido a
essa reducdo observada ao final do terceiro dia de teste, realizou-se um
novo experimento do crescimento microbiano com contagens diérias
durante 9 dias. As concentragdes de 1,0 e 2,0 mg/mL (12,3 e 24,6 mM)
foram também avaliadas (Figura 4.20). Concentracdes superiores a estas
resultavam em um meio de cultura extremamente saturado, com
aparéncia leitosa e com sedimentacdo de NPs-ZnO exagerada e devido a
essas razdes ndo foram estudadas.

Os dados experimentais do crescimento microbiano de P.
aeruginosa apresentada na Figura 4.21 sugerem uma maior reducéo do
crescimento nas maiores concentracdes até o quarto dia de teste,
resultando numa reducdo de 7,4; 10,6 e 25,7 % para 0,5; 1,0 e 2,0
mg/mL de NPs-ZnO. Porém ap0s esse periodo, 0 comportamento
aparenta ser semelhante para todas as concentracfes testadas, com uma
reducdo média de aproximadamente 15,5 % ou 1,4 log UFC/mL em
comparagao ao controle negativo, apds 9 dias de incubag&o.
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Figura 4.20 Dados experimentais do crescimento microbiano de P. aeruginosa
durante 72 h. & Controle negativo (-); [] Controle positivo (+); A 0,5 mg/mL.

10
5 & Q o
8 R A
5 7
E | &
£
2 sTa
=)
8)4
2
1
(o e I o | M (|
OLLLLLI_ll_ll_l | - | -

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Tempo (horas)

Figura 4.21 Dados experimentais do crescimento microbiano de P. aeruginosa
durante 216 h. <& Controle negativo (-); [ Controle positivo (+); A 0,5
mg/mL; X 1,0 mg/mL; O 2,0 mg/mL.
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Os resultados estdo em desacordo com Ann et al. (2014) que
estudaram ac¢do antimicrobiana de duas NPs-ZnO diferentes com forma
de bastdes e 26 % das nanoparticulas com tamanho entre 51-60 nm e
forma de placas com 31 % das nanoparticulas com tamanho entre 71-80
nm e observaram, através de testes de turbidimetria, que a concentracéo
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de 2 mM das nanoparticulas na forma de bastdes e placas inibiu o
crescimento microbiano de P. aeruginosa em 72 £ 2 e 65+ 1 % em
relacdo ao controle, respectivamente, durante 24 h de incubacéo.

Lee et al. (2014) estudaram a inibigdo de P. aeruginosa PAO1 e
também observaram um pequeno efeito antimicrobiano das NPs-ZnO (<
50 nm). Eles observaram que o crescimento de células planctdnicas ndo
foi afetado em concentracdo de 3 mM até 12 h, enquanto que o
crescimento foi ligeiramente reduzido em 10 mM, sendo obtido uma
CIM de 300 mM, o que equivale a aproximadamente 24,42 mg/mL.
Embora as NPs-ZnO néo exibiram potencial de citotoxicidade para P.
aeruginosa, eles observaram que a concentracdo de 1 mM NPs-ZnO
inibiu mais que 95 % da formacéo de biofilme sobre a superficie de
poliestireno e suprimiu a formacéao de biofilme na superficie de vidro, o
gue é extremamente interessante, visto que as NPs-ZnO séo resistentes a
condi¢bes severas de pressdo e temperatura, comparados com
compostos organicos. Os resultados sugerem que ocorreu a inibigdo da
adesdo inicial de células de P. aeruginosa na formacao de biofilme. Este
estudo demonstrou também que as NPs-ZnO reduziu a producdo de
fator de viruléncia, baseado em estudos de expressdo génica.

Os mesmo autores estudaram também os efeitos da mesma
nanoparticula em cepas de S. aureus sensivel (MSSA, ATCC 6538) e
resistente (MRSA, ATCC BAA-1707) a meticilina e obtiveram uma
concentracdo de 5 mM de NPs-ZnO que inibiu a formacdo de biofilme
pela supressdo do crescimento celular.

Os estudos apresentados relataram valores para CIM e CBM
inferiores e superiores aos encontrados no presente estudo. Entretanto, a
maioria das analises foi com particulas menores que as utilizadas neste
trabalho (tamanho médio de particula entre 8 a 80 nm frente aos valores
médios de comprimento e espessura de 1451 e 97,2 nm,
respectivamente deste estudo). A origem das cepas de micro-
organismos, assim como a morfologia das particulas também podem ter
influenciado no efeito antimicrobiano das NPs-ZnO. O resumo dos
estudos encontrados na literatura é apresentado na Tabela 4.5.

E essencial que as particulas de ZnO entrem em contato ou
penetrem nas células microbianas para expressar suas atividades
antibacterianas  (MIRHOSSEINI; FIROUZABADI, 2013). E
nanoparticulas de menor tamanho apresentam maior relagdo
area/volume, sendo possivel uma maior quantidade de nanoparticulas
entrarem em contato com a célula microbiana.
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Tabela 4.5. Resumo dos estudos antimicrobianos de ZnO encontrados na

literatura.
Micro- Caracteristica de Estudo
organismo particula de ZnO antimicrobiano Autor (ano)
S. aureus 2,6 um CIM: 0,99 mg/mL Sawai (2003)
9779 ClMsgy: 0,67 mg/mL
S. aureus 8 nm de didmetro e 2mM (~0,16 Jones et al.
RN6390 50-70 nm de mg/mL): (2008)
didmetro -99%e
- 40-50 %,
S. aureus 20-25 nm Efeito inibitério: 0,4  Mirhosseini e
PTCC1431 mg/mL Firouzabadi
Eliminacdo completa: (2013)
0,8 mg/mL)
S. aureus 800 nm Efeito bactericida: Mirhosseini e
9779 1,6 mg/mL Firouzabadi
(2013)
S. aureus Bast0es de 2mM (~0,16
51-60 nm (26%) e mg/mL): Ann et al.
placas de 71-80 -36+3%e (2014)
nm (31%) -29+2%
S. aureus 50 nm de didmetro  Letal > a 0,1 mg/mL Akbar; Anal
TISTR 029 (2014)
S. Enteritidis 30 nm de didmetro CIM = 0,4 mg/mL Xie et al.
(2011)
S. 50 nm de didmetro  Letal >a 0,1 mg/mL  Akbar e Anal
Typhimurium (2014)
TSTIR 292

Neste trabalho, apesar da utilizacdo de banho ultrassénico para
desagregar os aglomerados de NPs-ZnO formados e o uso de estufa
bacterioldgica com agitacdo durante a incubacéo, ndo foi possivel evitar
totalmente a sedimentacdo de aglomerados de NPs-ZnO, o que pode ter
reduzido o efeito antimicrobiano. Esse comportamento foi também
observado por outros autores (MIRHOSSEINI; FIROUZABADI, 2013;
PASQUET et al., 2014;). Segundo Mirhosseini e Firouzabadi (2013),
uma dispersdo adequada de ZnO em meio liquido (meio de cultura ou de
alimentos) é essencial para aumentar a eficiéncia de inibicdo
microbiana, ou seja, a disponibilidade de NPs-ZnO em meio seria mais
importante que a sua concentracao total usada.
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4.3.2  Filmes incorporados com nanoparticulas de 6xido de zinco

Os resultados de difusdo em dagar ndo apresentaram halo de
inibicdo de crescimento para os filmes incorporados com NPs-ZnO por
extrusdo. Esses resultados foram confirmados pelo teste de diluicdo em
caldo, obtendo altas contagens microbianas (10° UFC/mL), do mesmo
modo que o controle negativo. Esses resultados sugerem que as NPs-
ZnO ficaram aprisionadas no interior da matriz polimérica, ndo
permitindo o contato com 0Ss micro-organismos e, portanto, nao
pronunciando o potencial efeito antimicrobiano das NPs-ZnO, visto que
é essencial que as moléculas de ZnO entre em contato ou penetrem nas
células microbianas para expressar suas atividades antibacterianas
(MIRHOSSEINI; FIROUZABADI, 2013).

Resultado semelhante foi relatado por Jin et al. (2009) em estudos
com filmes de poliestireno obtidos por casting incorporados com 0,01 e
1 % de NPs-ZnO. Eles também ndo encontraram efeito antimicrobiano
frente L. monocytogenes, S. Enteritidis e E. coli O157:H7 em teste em
agar e caldo. Os autores sugerem que as moléculas de ZnO foram
fortemente vinculadas dentro do filme, o que impediu a liberagdo de
Zn0O e a acdo antimicrobiana.

Devido a auséncia de acdo antimicrobiana desses filmes, apenas
as amostras incorporadas com 1,0 % de NPs-ZnO foram caracterizadas,
como observado no Item 4.2.2. Os resultados de MEV com EDS
reforcam a ideia que as NPs-ZnO estdo pouco disponiveis na superficie
do filme extrusados, pois apresentaram uma superficie lisa e resultados
de EDS que comprovam que a concentracdo de 1,0 % ficou distribuida
em todo o filme, inclusive em regifes que as bactérias ndo tém contato.

Os resultados de difusdo em agar para os filmes incorporados
com NPs-ZnO por aspersdo revelam auséncia de halo de inibicdo de
crescimento para todos os filmes testados para S. aureus e S.
Typhimurium. Esses resultados estdo de desacordo com os testes de
diluicdo em caldo. Uma possivel explicacdo é uma baixa migracdo do
filme e difusdo em agar das nanoparticulas. Para P. aeruginosa, embora
nao tenha sido observado halo apds 24 h de incubacdo, apds 48 h de
incubacdo observou-se a presenca dos mesmos nas Maiores
concentracdes testadas (5,0 e 10,0 %). As imagens das placas do teste de
difusdo em 4gar dos filmes frente aos micro-organismos estudados séo
apresentadas no Anexo F.

O estudo do crescimento microbiano para S. aureus (Figura 4.22)
indica que houve diferenca estatistica significativa entre os filmes
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incorporados com NPs-ZnO e os puros, exceto para o filme PEBDL-AM
0,5 %, mas que ndo houve diferenca entre os polimeros utilizados. A
reducdo microbiana, em relagdo ao controle e apés 5 dias de incubacao,
para os filmes de PEBDL-AM com 10,0; 5,0; 1,0 e 0,5 % foi de 23,2;
23,1; 10,7 e 11,4 %, respectivamente. Os filmes de PEBD com as
mesmas concentragdes apresentaram reducgdo de 24,1; 24,8; 18,7 e 22,5
%, respectivamente. Esses valores representam uma redugdo maxima de
1,8 log UFC/mL e minima de 0,8 log UFC/mL. Os resultados indicam
um efeito bacteriostatico dos filmes incorporados com NPs-ZnO por
aspersdo frente a S. aureus.

O teste de crescimento microbiano para S. Typhimurium (Figura
4.23) indica que houve diferenca estatistica significativa (p < 0,05) na
acdo antimicrobiana nos filmes de PEBDL-AM incorporados com 10,0
% de NPs-ZnO e os demais filmes, porém para esta mesma
concentracdo o tipo de polimero (com e sem anidrido maleico) ndo teve
influéncia na acdo antimicrobiana, embora a reducdo microbiana média
foi de 67,0 % (-5,4 log UFC/mL) para o filme de PEBDL-AM
incorporados com 10,0 % de NPs-ZnO e de 17,4 % (-1,4 log UFC/mL)
para o filme de PEBD incorporados com 10,0 % de NPs-ZnO, em
relacdo ao filme sem tratamento. O efeito antimicrobiano dos demais
filmes incorporados com NPs-ZnO ndo apresentou diferenca estatistica
significativa em relacdo ao filme sem tratamento. A redugdo microbiana
média para estes filmes foi de 12,4; 13,0; 13,3; 9,2; 9,1 e 8,8 % para 0s
filmes de PEBDL-AM incorporados com 5,0; 1,0 e 0,5 % de NPs-ZnO e
filmes de PEBD incorporados com 5,0; 1,0 e 0,5 % de NPs-ZnO,
respectivamente, ao final do estudo.
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Figura 4.22 Dados experimentais do crescimento microbiano de S. aureus na
presenca dos filmes incorporados com NPs-ZnO por aspersdo. <PEBDL-AM
10 %; A PEBDL-AM 5 %; X PEBDL-AM 1 %; ¢ PEBDL-AM 0,5 %; [
PEBDL-AM PURO; >* PEBD 10,0 %; [1 PEBD 5,0 %; - PEBD 1,0 %;
PEBD 0,5 %; <> PEBD PURO.
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Figura 4.23 Dados experimentais do crescimento microbiano de S.
Typhimurium na presenca dos filmes incorporados com NPs-ZnO por aspersdo.
<PEBDL-AM 10 %; A PEBDL-AM 5 %; X PEBDL-AM 1 %; © PEBDL-
AM 0,5 %; [1 PEBDL-AM PURO; >* PEBD 10,0 %; [] PEBD 5,0 %; - PEBD
1,0 %; — PEBD 0,5 %; <> PEBD PURO.
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Os resultados do crescimento microbiano de P. aeruginosa
mostram que os filmes tratados ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa ao nivel de significancia de 5 %, embora os filmes
incorporados com 10,0; 5,0; 1,0 e 0,5 % de NPs-ZnO tiveram uma
redugcdo média no crescimento microbiano de 13,6; 14,8; 9,4; 6,3 % para
PEBDL-AM, e 9,6; 11,8; 11,1 e 9,1 % para PEBD em relacéo aos filmes
puros, respectivamente (Figura 4.24), que em escala logaritmica
representam uma reducdo entre 0,6 e 1,3 log UFC/mL.

Os valores de reducdo microbiana e a analise estatistica das
amostras contendo as NPs-ZnO em relagédo ao controle negativo frente a
S. Typhimurium e a S. aureus ndo ressaltam o potencial efeito
antimicrobiano das nanoparticulas.

Os dados do crescimento microbiano do controle negativo (sem
NPs-ZnO) das bactérias S. Typhimurium e a S. aureus demonstram uma
contagem microbiana méxima (10° UFC/mL) ap6s 24 h de incubagéo e
decaimento ao longo do tempo, acompanhando o perfil da curva
microbiana definida na literatura. Esta reducdo do numero de células
vidveis pode ser resultado da limitagdo de nutrientes no meio de cultura
e outros tipos de estresses ao longo do tempo de estudo (TRABULSI et
al., 1999). Todavia, os dados do crescimento microbiano frente as
amostras com NPs-ZnO com efeito antimicrobiano apresentaram
repressdo no crescimento e reducdo de células viaveis, ndo alcancando
contagens maximas como o controle negativo, indicando que a reducéo
microbiana observada foi devido ao efeito toxico das nanoparticulas.

Para a P. aeruginosa essa reflexdo ndo foi necesséria, visto que
para as amostras ndo tratadas a concentracdo microbiana se manteve em
aproximadamente 10° UFC/mL ao longo dos cincos dias de incubacio.
De acordo com PIRNAY et al. (2005), esta bactéria oportunista é
resistente a varia¢Oes na disponibilidade de nutrientes.
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Figura 4.24 Dados experimentais do crescimento microbiano de P. aeruginosa
na presenca dos filmes incorporados com NPs-ZnO por aspersdo. <>PEBDL-
AM 10,0 %; /\ PEBDL-AM 5,0 %; X PEBDL-AM 1,0 %; ¢ PEBDL-AM 0,5
%; [ PEBDL-AM PURO; > PEBD 10,0 %; [1 PEBD 5,0 %; - PEBD 1,0 %;
PEBD 0,5 %; <> PEBD PURO.
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Nas Figuras 4.25, 4,26 e 4,27 estdo apresentadas as analises
estatisticas do efeito antimicrobiano dos filmes incorporados com NPs-
ZnO obtidos em relacdo a inibicdo microbiana, a partir da razdo entre a
contagem microbiana apdés cinco dias de incubacdo (N) e a inicial (No)
para cada filme agindo em cada micro-organismo. A analise estatistica
comparando todos os grupos, em nivel de significancia de 5 %, revelou
ndo haver diferenca significativa entre os filmes tratados e ndo tratados
para P. aeruginosa. Frente ao S. aureus, os filmes incorporados com
10,0 e 50 % de NPs-ZnO mostraram efeito antimicrobiano
significativo, o que ndo foi observado nos filmes incorporados com 1,0 e
0,5 % de NPs-ZnO, exceto para a amostra de PEBD 0,5 %. Este
resultado pode ser devido & auséncia de distribuicdo uniforme de NPs-
ZnO nos filmes de PEBD 0,5 % observados nos testes de caracterizacao,
resultando assim em valores de inibicdo microbiana com grande desvio
padrdo. Para S. Typhimurium os resultados mostram que apenas o filme
PEBDL-AM 10,0 % apresentou efeito estatisticamente significativo.

E importante mencionar que para os filmes incorporados com
concentragBes mais baixas, a incorporagdo fisica pode ter uma
influéncia maior no efeito antimicrobiano, pois o polimero ao fundir-se
pode envolver e aprisionar parte das nanoparticulas, inviabilizando a
acdo das mesmas.

No presente estudo nem sempre foi observada uma redugdo
microbiana maior em filmes com maiores concentragdes de NPs-ZnO.
Esse resultado sugere que as nanoparticulas podem apresentar maiores
tamanhos de particulas, reduzindo a &rea de contato, devido a
aglomeracao em altas concentragdes, reduzindo o efeito antimicrobiano.
Esse comportamento foi também observado por Emamifar et. al. (2010),
gue obtiveram maior efeito antimicrobiano em filmes com 0,25 % em
comparacao aos filmes com 1 % de NPs-ZnO.
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Figura 4.25 Comportamento de S. aureus na presenca dos filmes incorporados
com NPs-ZnO ap06s 5 dias (5 % de nivel de significancia).
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Figura 4.26 Comportamento de S. Typhimurium na presenca dos filmes
incorporados com NPs-ZnO apo6s 5 dias (5 % de nivel de significancia).
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Figura 4.27. Comportamento de P. aeruginosa na presenca dos filmes
incorporados com NPs-ZnO ap6s 5 dias (5 % de nivel de significancia).
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5 CONCLUSOES

As particulas de dxido de zinco apresentaram forma de bastéo e
estrutura cristalina do tipo wurtzita e podem ser denominadas de NPs-
ZnO por apresentarem dimensGes nanometricas.

A CIM e a CBM das dispersdes das NPs-ZnO foram
estabelecidas como 0,05 mg/mL e 0,5 mg/mL, respectivamente, para as
bactérias S. aureus e S. Thiphymurium. Para P. aeruginosa a dispersao
de NPs-ZnO mostrou-se pouco sensivel, e a CIM e a CBM néo foram
estabelecidas nas concentracOes testadas. Frente ao B. cereus, 0S
resultados indicaram que as NPS-ZnO ndo apresentam efeito
antimicrobiano.

Os filmes de PEBDL-AM apresentaram comportamento na
extrusora que limitou sua obtencdo, e a andlise de FTIR indicou uma
reacdo entre as NPs-ZnO e o anidrido maleico presente no polimero.

Os resultados e as andlises estatisticas revelaram ndo haver
diferenca significativa na quantidade total de NPs-ZnO incorporada
entre os dois diferentes polimeros para uma mesma concentragdo e
método de obtencdo. Todavia, estes resultados ndo demonstram a
disponibilidade das NPs-ZnO nos filmes.

Os filmes incorporados com NPs-ZnO por extrusdo apresentaram
ao MEV superficie lisa e os filmes incorporados por aspersdo
apresentaram superficie com maior rugosidade. Ap6s a incorporacao das
nanoparticulas ndo foi observada diferenca na molhabilidade dos filmes.

Os resultados antimicrobianos dos filmes de PEBD e PEBDL-
AM incorporados com NPs-ZnO por aspersdo indicaram um efeito
bacteriostatico dos filmes frente a S. aureus.

Frente a S. Typhimurium o filme de PEBDL-AM incorporados
com 10,0 % de NPs-ZnO teve efeito bactericida, resultando numa
contagem microbiana de aproximadamente 2,7 log UFC/mL (-5,4 log
UFC/mL em relacdo ao filme sem tratamento) ap6s cinco dias de
incubacdo. Os demais filmes ndo apresentaram diferenca estatistica em
relacdo ao filme sem tratamento, com reducdo variando entre 0,7 e 1,4
log UFC/mL. Embora a analise estatistica revele ndo haver diferenca na
acao antimicrobiana em relacdo ao controle, foi observada repressdo do
crescimento da bactéria frente aos filmes de PEBD incorporados com
10,0 % de NPs-ZnO, resultando numa contagem microbiana apds cinco
dias de incubacdo de aproximadamente 6,5 log UFC/mL.

A bactéria P. aeruginosa mostrou-se pouco sensivel aos filmes
de PEBD e PEBDL-AM incorporados com NPs-ZnO, pois a contagem
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microbiana ao final dos cincos dias de incubacdo foi superior a 7,8 log
UFC/mL, observando-se uma reducdo do crescimento microbiano em
relagdo ao filme ndo tratado entre 0,6 e 1,3 log UFC/mL. Os filmes néo
apresentaram diferenca estatistica.

Os filmes incorporados com NPs-ZnO por extrusdo néo
apresentaram acdo antimicrobiana frente aos micro-organismos testados.
Estes resultados sugerem que as NPs-ZnO ficaram aprisionadas no
interior da matriz polimérica, ndo permitindo o contato com os micro-
organismos, e, portanto, ndo pronunciando efeito antimicrobiano.

As maiores concentracdes de NPs-ZnO utilizadas néo resultaram
necessariamente no maior efeito antimicrobiano, o que indica que foi
mais importante a disponibilidade das nanoparticulas do que a
concentracao das mesmas.

Os objetivos deste trabalho foram alcangados com sucesso. As
NPs-ZnO apresentaram potencial efeito antimicrobiano frente a micro-
organismos patdégenos e podem ser incorporadas a materiais
poliméricos. Este estudo amplia o interesse da aplicacdo de NPs-ZnO
para a garantia da seguranca dos alimentos.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) Obter filmes incorporados com NPs-ZnO por extrusora de filmes
ao invés de termoprensa, investigando esta etapa como possivel causa
do aprisionamento das nanoparticulas na matriz polimérica;

b) Estudar o uso de agente estabilizante para as NPs-ZnO, visando
uma reducdo da sedimentacdo em solucdes aquosas;

c) Estudar o sinergismo com outros compostos antimicrobianos;

d) Realizar testes toxicolégicos com as NPs-ZnO utilizadas neste
trabalho;

e) Estudar a migracdo de NPs-ZnO em matrizes poliméricas.
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ANEXO A — Espectros de EDS dos filmes incorporados NPs-ZnO

Tabela A.1. Espectros de EDS dos filmes de PEBDL-AM incorporados com 1,0
% de NPs-ZnO por extrusdo.
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Tabela A.2. Espectros de EDS dos filmes de PEBD incorporados com 1,0 % de
NPs-ZnO por extrusdo.
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Tabela A.3. Espectros de EDS dos filmes de PEBDL-AM incorporados com
NPs-ZnO por aspersao.
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Tabela A.4. Espectros de EDS dos filmes de PEBD incorporados com NPs-ZnO

por asperséo.
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ANEXO B - Espectros de FTIR dos filmes incorporados NPs-ZnO

Figura B.1. Espectros de FTIR dos filmes de PEBDL-AM e PEBD
incorporados com NPs-ZnO.
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ANEXO C - Molhabilidade dos filmes incorporados NPs-ZnO

Figura C.1 Imagem da gota para obtencdo de angulo de contato dos filmes
incorporados com NPS-ZnO em gonidémetro.
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ANEXO D - Teste de difusdo em agar das NPs-ZnO

Figura D.1. Teste de difusdo em &gar para B. cereus.
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Figura D.2. Teste de difusdo em agar em discos para S. aureus.
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Figura D.4. Teste de difusdo em agar em discos para S. Typhimurium.

Figura D.5. Teste de difusdo em agar em pocos para S. Typhimurium.

WS WL




130

Figura D.6. Teste de difusdo em agar em discos para P. aeruginosa.
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ANEXO E - Teste de diluicdo em caldo das NPs-ZnO

Figura E.1. Teste diluicdo em caldo em S. aureus para obtengdo de CIM e
CBM. Plagueamento das diluicdes 10™ e 10 do controle negativo (-) e positivo
(+) e disperséo das NPs-ZnO (0,01 a 0,5 mg/mL).

Figura E.2. Teste diluicdo em caldo em S. Typhimurium para obtencéo de CIM
e CBM. Plaqueamento das diluicdes 10™ e 10 do controle negativo (-) e
positivo (+) e disperséo das NPs-ZnO (0,01 a 0,5 mg/mL).
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ANEXO F — Teste de difusdo em agar dos filmes incorporados com
NPs-ZnO

Figura F.1. Teste difusdo em &gar de filmes de PEBD extrusados com NPs-
Zn0.
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Figura F.3. Teste difusdo em &gar em P. aeruginosa com filmes de PEBDL-
AM incorporados com NPs-ZnO por aspersao.
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