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RESUMO

Nanoparticulas de argila bentonita, montmorilonita sédica, modificadas
organofilicamente por octadecilaménio (Np-A) e nanoparticulas de
oxido de zinco (Np-ZnO) foram incorporadas em matriz de quitosana
(Q) em diferentes proporcdes para avaliar suas propriedades mecanicas,
fisico-quimicas e antimicrobianas. Os nanocompdsitos foram obtidos
pelo método de intercalacdo do polimero por solucdo utilizando acido
acético (1% v/v) como solvente com o objetivo de aumentar estas
propriedades. Os grupos funcionais, 0 comportamento térmico e a
morfologia da superficie do filme de quitosana e dos nanocompdsitos
QA (2% argila), QZn0O (6,5% Zn0), Q1 (5% ZnO + 1% argila), Q2 (5%
ZnO + 3% argila) , Q3 (8% ZnO + 1% argila), Q4 (8% ZnO + 3%
argila), Q5 (4,4% ZnO + 2% argila), Q6 (8,6% ZnO + 2% argila), Q7
(6,5% ZnO + 0,59% argila), Q8 (6,5% ZnO + 3,4% argila), Q9/Q10
(6,5% ZnO + 2% argila) foram caracterizados por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), analise
termogravimétrica (TGA), calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os resultados mostraram
gue o efeito combinado da argila e ZnO em quitosana aumenta
significativamente as propriedades mecanicas da quitosana pura (p <
0,05). Os resultados de FTIR confirmaram boa compatibilidade entre os
grupos funcionais da quitosana/montmorilonita/6xidos metalicos por
meio do deslocamento de bandas. A distribuicdo das Np-ZnO se tornou
mais uniforme com a argila na quitosana, sendo assim, a argila
compatibiliza as Np-ZnO com a quitosana aumentando as propriedades
mecénicas e ndo afetando a atividade antimicrobiana dos filmes. A
temperatura de decomposi¢do (Tdc) ndo mudou significativamente com
a adicdo das Np-A, porém alterou-se significativamente com a adicéo de
Np-ZnO (p < 0,05). No teste antimicrobiano foi descoberto que a
quitosana e as Np-ZnO mostraram um efeito sinérgico na atividade
antimicrobiana contra Escherichia Coli e Staphylococcus aureus,
tornando-se atrativo para embalagens de alimentos.

Palavras-chave: Quitosana. Nanoparticulas de argila bentonita
organofilica. Nanoparticulas de ZnO. Nanocompositos. Embalagem de
alimentos.






ABSTRACT

Bentonite clay nanoparticles, sodium montmorillonite, organophilically
modified by octadecylammonium (Np-A) and zinc oxide nanoparticles
(Np-ZnO) were incorporated into chitosan (C) matrix in different
proportions to evaluate its mechanical, physical-chemical and
antimicrobial properties. The nanocomposites were obtained by polymer
intercalation method by solution using acetic acid (1% v/v) as solvent to
enhance these properties. The functional groups, thermic behavior and
surface morphology of the chitosan film and nanocomposites CClay
(2% clay), CZnO (6,5% Zn0), C1 (5% ZnO + 1% clay), C2 (5% ZnO +
3% clay), C3 (8% ZnO + 1% clay), C4 (8% ZnO + 3% clay), C5 (4,4%
ZnO + 2% clay), C6 (8,6% ZnO + 2% clay), C7 (6,5% ZnO + 0,59%
clay), C8 (6,5% ZnO + 3,4% clay), C9/C10 (6,5% ZnO + 2% clay) were
characterized through Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
thermogravimetric analysis (TGA), differential scanning calorimetry
(DSC) and scanning electron microscopy (SEM). The results showed
that the combined effect of clay and zinc oxide increases significantly
the mechanical properties of pure chitosan (p < 0,05). FTIR results
confirmed good compatibility among functional groups of chitosan,
montmorillonite/metallic oxides by bands shift. The distribution of Np-
ZnO became more uniform with the clay in the chitosan, thus, the clay
compatibilizes the Np-ZnO with the chitosan increasing the mechanical
properties and not affecting the antimicrobial activity of the films. The
decomposition temperature (Tdc) did not change significantly with
addition of clay, but changes significantly with addition of Np-ZnO (p <
0,05). In the antimicrobial test was found that the chitosan and the Np-
ZnO showed a synergistic effect in the antimicrobial activity against to
Escherichia Coli and Staphylococcus aureus, being attractive to food
packaging.

Keywords: Chitosan. Bentonite organoclay nanoparticles. ZnO
nanoparticles. Nanocomposites. Food packaging.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura do ZnO: a) fase wurtzita; b) blenda de zinco; c) sal
08 FOCNAL . e e 29
Figura 2 - Métodos de sintese dos nanocompdsitos: a) mistura simples
dos componentes; b) sintese de nanoparticulas in situ; ¢) polimerizacao
00 POIMEIO N SItU...eeviicecice e s 30
Figura 3 - Estrutura cristalina de uma esmectita. ..........cc.cocevrevrerennn 33
Figura 4 - Formagdo dos compdsitos em estrutura de fase separada (a),
estrutura intercalada (b) e estrutura esfoliada (C). .....cc.ccoevvereivrinrennne. 34
Figura 5 - Efeito do grau de cristalinidade sobre as propriedades dos
POIIMEIOS. .ttt et sre e 37
Figura 6 - Estrutura quimica da quitoSana..........ccccceveverererieiesieseniennnns 37
Figura 7 - Fluxograma global das etapas a serem desenvolvidas no
BSEUAD. .t s 45

Figura 8 - Fluxograma operacional para o preparo dos nanocompasitos.

Figura 9 — Imagem nanocomposito obtido pelo método de intercalacdo

do polimero por solugdo em formato real (2) e cortado em pedacos (b).

Figura 10 - Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de
quitosana pura na ampliacdo de (a) 50x; (b) 5000x e (c) espectro EDS.

............................................................................................................... 56
Figura 11 - Imagens obtidas por MEV da superficie de QA na ampliacéo
de (a) 50x; (b) 5000x e (C) eSPecCtro EDS. ......ccccocvveivvvnereeene e 57

Figura 12 - Imagens obtidas por MEV da superficie de QZnO na
ampliacdo de (a) 50x; (b) 5000x e (c) espectro EDS..........ccccecvvevrrnnne. 57



Figura 13 - Imagens obtidas por MEV da superficie de Q9 na ampliacéo

de (a) 50x; (b) 5000x e (C) eSPectro EDS..........ccccovevievviciereieceere i 58
Figura 14 - Espectros de FTIR obtidos para o filme de quitosana pura
(Q), quitosana-argila (QA) e quitosana-ZnO (QZnO). .......ccceevevernennn. 60
Figura 15 - Espectros de FTIR obtidos para os demais nanocompositos
quitosana-argila-ZnO (Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7, Q8, Q9)............. 60
Figura 16 - Perfil de TG e DTG do filme de quitosana pura (Q)........... 61
Figura 17 - Curvas de DSC do filme de quitosana pura (Q), quitosana-
argila (QA) e quitosana-ZnO (QZNO)......cccccvvivrvereriere e se e 62
Figura 18 - Curvas de DSC dos demais nanocompdsitos: quitosana-
argila-ZnO (Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7, Q8,Q9). ..cecervrvrrrrrrrreene 62

Figura 19 — Diagrama de Pareto para os valores de temperatura de
o [=Tol0] T 001 o Lo TS 68
Figura 20 - Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) referentes aos
valores de temperatura de deCOMPOSIGAD. .........evvrveverirreiirieeriee e 69

Figura 21 - Ensaios de tensdo x deformacdo do filme de quitosana pura

(Q) € d0S NANOCOMPOSITOS. ....vevverieiieririerie et 70
Figura 22 - Imagem do corpo de prova antes do ensaio..........cc.cceeueruene 71
Figura 23 — Imagem do corpo de prova durante 0 €nsaio. ...........c........ 71

Figura 24 - Diagrama de Pareto para os valores de tensdo maxima...... 75
Figura 25 - Diagrama de Pareto para os valores de alongamento na
L0 01N VOSSP 75
Figura 26 - Diagrama de Pareto para os valores de médulo de Young. 76
Figura 27 - Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) referente aos
ValOres de tENSAD. ....c.vcverieiiieiie e 78
Figura 28 - Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) referente aos

valores de alongamento NA FUPLUFA. ......coovrveerieenieerenieesiee e 79



Figura 29 - Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) referente aos
valores do MOAdulo de YOUNG. .....ccoerveiieniiiicince e s 80

Figura 30 - Resultados dos testes de difusdo em agar por meio de pogos

para as Np-A: (a) E. coli; (D) S. QUIeUS. .......ccoceririiiini e 81
Figura 31 - Resultados dos testes de difusdo em agar por meio de pogos
para as Np-ZnO: (a) E. coli; (D) S. QUreuUsS.........cccoeviiniienniie e 81
Figura 32 - Resultados dos testes de difusdo em agar para quitosana pura
Q (branco): (a) E. coli; (D) S. QUIEUS. ........coeiiiiiiees e 82
Figura 33 - Resultados dos testes de difusdo em agar para QA: (a) E.
COli; (D) S. AUFBUS. ..ottt s 83
Figura 34 - Resultados dos testes de difusdo em agar para QZnO: (a) E.
COli; (D) S. AUFBUS. ..ottt e 83
Figura 35 - Resultados dos testes de difusdo em agar para Q4: (a) E.
COli; (D) S. AUFBUS. ..ottt e 84
Figura 36 - Resultados dos testes de difusdo em agar para Q9: (a) E.
Loto] T (o) IS T0K- L0 84

Figura 37 - Curva de morte para a bactéria S. aureus obtida com o filme

de quitosana pura (Q) e com os nanocompasitos (QA, QZnO, Q4 e Q9).

Figura 38 - Curva de morte para a bactéria E. coli obtida com o filme de

quitosana pura (Q) e com 0s nanocompositos (QA, QZnO, Q4 e Q9)..87






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Quantidades e relagdes massicas de argila e ZnO
estabelecidas de acordo com o planejamento central composto em
relacio a 1 g de QUItOSANA. ....ccccveverierireieierie e 48
Tabela 2 — Quantidades e relagBes maéssicas de argila e ZnO
estabelecidas de acordo com o planejamento fatorial em relacdo a 1 g de
0L g - VST 49
Tabela 3 - Quantidades e relagdes méssicas de argila e ZnO utilizadas
em relacdo a 1 g de QUITOSANA. ......cc.cvvreeierierereeee et 49
Tabela 4 - Resultados de EDS da superficie do filme de quitosana pura e
d0S NANOCOMPOSITOS. .vevvevvereireieieeete e et ens 58
Tabela 5 - Valores para a temperatura de desidratacdo, entalpia de
desidratacéo, temperatura de decomposicéo, entalpia de decomposicéo e
para a temperatura de transicdo vitrea obtidos com os filmes de
quitosana puro e diferentes percentuais de Np-A e Np-ZnO. Condi¢bes
experimentais definidas de acordo com a estrutura de um planejamento
experimental central COMPOSLO..........covveiereriieee e 63

Tabela 6 - ANOVA para os resultados de temperatura de decomposigéo.

Tabela 7 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de temperatura
de dECOMPOSIGAD. ...c.vvevieciiieie e 65
Tabela 8 - ANOVA para os resultados de entalpia de decomposicao. .. 65
Tabela 9 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de entalpia de
o L=Tol0] T 001 o Lo TSP S 65
Tabela 10 - ANOVA para os resultados de entalpia de desidratacéo.... 66
Tabela 11 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de entalpia de

AESIATALAGAD. ....cvevveveeeeceee et 66



Tabela 12 - ANOVA para os resultados de temperatura de transicéo
VIEPBAL ettt bbb bbb et 66
Tabela 13 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de
temperatura de transiGao VItrea. ........ccocovereireneneieese e 67
Tabela 14 - Valores de tensdo méaxima, alongamento e mddulo de
Young obtidos para filmes de quitosana pura e contendo diferentes
percentuais de Np-A e Np-ZnO. Condigdes experimentais definidas de
acordo com a estrutura de um planejamento experimental fatorial 2°. . 72
Tabela 15 - ANOVA para 0s resultados de tensao..........cccocevvvververnenn 72
Tabela 16 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de tensdo.. 73
Tabela 17 - ANOVA para os resultados de alongamento na ruptura.... 73

Tabela 18 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de

alongamento NA FUPLUIAL ......cveverreiere e 73
Tabela 19 - ANOVA para os resultados de médulo de Young............. 74
Tabela 20 - Matriz de efeitos estimados para os resultados do médulo de
| 01T o T USSR 74

Tabela 21 - Valores médios do halo de inibicdo de crescimento
MICTODIANO. ..t e 85
Tabela 22 - Resultados da andlise microbiolégica para o teste de curva
de morte obtidos para os filmes de quitosana pura e incorporados com
diferentes composicOes de Np-A e NP-ZnO. .....ccccoovvcvvvieneieneneneen 88
Tabela 23 - Porcentagem de reducédo das col6nias bacterianas ap6s 24 h
de tempo de contato com os filmes de quitosana com diferentes

composicoes de Np-A € NP-ZNO.......cccceveveiiiiciece e 88



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC - American Type Culture Collection
MMT - montmorilonita

GRAS - Substancia Segura para Consumo
FDA - Food and Drug Administration

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio

GA - grau de acetilacéo

nm - nanémetro

PLA - acido polilatico

B. subtilis - Bacillus subtilis

E. coli - Escherichia coli

S. aureus - Staplylococcus aureus

L. platarum - Lactobacillus plantarum
PEBD - polietileno de baixa densidade

L. monocytogenes - Listeria monocytogenes
um - micrometro

MMT-Na" - montmorilonita sddica

GD - grau de desacetilacdo

KDa — kilodalton

ASTM - American Society for Testing and Materials
Np-ZnO - nanoparticulas de 6xido de zinco
Np-A - nanoparticulas de argila bentonita organofilica
MPa - mega pascal

GPa - giga pascal

FTIR - espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
TGA — analise termogravimétrica

DSC - calorimetria exploratdria diferencial
ANOVA — andlise de variancia

Tdc - temperatura de decomposicao

AHd - entalpia de desidratacdo

AHdc - entalpia de decomposi¢do

Tg — temperatura de transicao vitrea

UFC - unidades formadoras de col6nia






SUMARIO

1 INTRODUGAO .........coieieeeeieeeeeesesieniesssssensen s, 25
1.1 OBIETIVOS ...ttt 27
1.1.1 ODbjJetivo geral ..o 27
1.1.2 Objetivos eSPeCifiCoS .......covierrieiiie e 27
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA........ccoovieeeeeeseeerseeis 29
2.1 OXIDO DE ZINCO .....oooeeeeeeieieereeeseeeeeees s, 29
211 Efeito antimicrobiano ... 30
2.2 ARGILA BENTONITA ORGANOFILICA........ccooovverreae, 32
2.2.1 Efeito nas propriedades Mecanicas..........ccococerevriereriennas 35
2.3 POLIMEROS ......couvireimeeieeiseeissssssssessssssssssssas s 35
2.3.1 QUITOSANA ....cveeviieiieieee e 37
2.3.2 Incorporacdo de nanomateriais e substancias com efeito
aNtiMICrODIANO. ......ciiii s 39
2.3.3 Incorporacdo de nanomateriais e substancias com efeito
nas propriedades MECANICAS..........covevrerereere e 40
2.4 BACTERIAS PATOGENICAS VINCULADAS AOS
ALIMENTOS ...t 42
2.4.1 StaphyloCOCCUS QUIEUS.........ceeveviirieciese e 42
2.4.2 Escherichia Coli.........cooiiiiiiiiece e 43
2.5 CONSIDERACC)ES FINAIS ..o 43
3 MATERIAIS E METODOS........ccoooevereieeeeeereeieeieseenans 45
3.1 MATERIAIS ... ..ot 45
3.2 PREPARACAO DOS NANOCOMPOSITOS........cccvvennen. 46
3.3 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS.......ccce e 49
3.3.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de
FOUNIET ..ot 50



3.3.2 Analise termogravimetrica............ccocevereivvieseseinsieseseens 50
3.3.3 Calorimetria exploratoria diferencial ..............ccccoennee. 50

3.34 Microscopia eletronica de varredura e espectroscopia por

AiSPErsan A8 BNEIQIA. .....cocoeiirieirere e 50
3.4 PROPRIEDADES MECANICAS .........coocoveeveerererereeneene, 51
3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA ...ttt 51
35.1 Nanoparticulas de argila bentonita organofilica e
nanoparticulas de ZNO ...t 51
3.5.1.1 Método de difusdo EM Agar.......ccceeerereeierieseseseiesesesieeens 51
3.5.2 Filmes de quitosana incorporados com nanoparticulas de
argila e 0Xido de ZINCO.......ccceveieeie e 52
3.5.2.1 Difusdo em &gar (teste de halo) ........ccoocevvciiiiiieinicieneen, 52
3.5.2.2  Crescimento microbian0..........cccocviviiciniii s 52
4 RESULTADOS E DISCUSSAO........cccoovvieiiseirsersen, 55
4.1 NANOCOMPOSITOS DE QUITOSANA ..o, 55
4.2 PROPRIEDADES MECANICAS: ENSAIO DE TENSAO
VERSUS DEFORMAQAO ................................................................... 70
4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA ..o, 80
43.1 Nanoparticulas de argila bentonita organofilica e
naoparticulas de ZnO ..o 81
5 CONCLUSAO ... 89
5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS................. 90

REFERENCIAS ......oooiiiieiceieeeee s 91

APENDICE A - Curvas de Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC)......cooeiiiiiiee e e 107



25
1 INTRODUCAO

Para garantir a preservagdo dos produtos alimentares, a qualidade
da embalagem é fundamental, pois garante que o produto alimenticio
chegue até seu destino final em perfeitas condi¢bes (HAN, 2005). Por
esta razdo, novos conceitos de embalagens ativas estdo desempenhando
um papel cada vez mais importante na industria, oferecendo solugdes
inovadoras para estender ou manter a durabilidade dos produtos, como
também melhorar a qualidade e seguranca alimentar (DOBRUCKA;
CIERPISZEWSKI, 2014).

Embalagens produzidas a partir de polimeros naturais, como as
proteinas e os polissacarideos, sdo uma alternativa promissora em
relacdo aos polimeros sintéticos (YOO et al., 2011), pois apresentam a
vantagem de serem biodegradaveis e proporcionarem um ciclo de vida
curto, colaborando para um desenvolvimento sustentavel (IBARRA;
SENDON; QUIROS, 2016).

Dentre os biopolimeros utilizados atualmente, a quitosana,
produzida pela desacetilagdo da quitina, se apresenta como uma
alternativa para ser usada como embalagem ativa de alimentos devido as
suas propriedades antimicrobianas, de elasticidade, flexibilidade,
biocompatibilidade e por fornecer uma boa barreira ao oxigénio
(GIUNCHEDI et al., 1998; RINAUDO, 2006; LECETA; GUERRERO;
DE LA CABA, 2013). Esta apresenta um alto peso molecular, formada
por ciclos de piranose que contém ao menos 50 - 60% de unidades N-
acetil-d-glucosamina e N-glucosamina e por ligacbes glicosidicas
(1—4). A quitosana possui potencial de aplicacdo na area alimenticia, na
nutricdo, na biotecnologia, na ciéncia dos materiais, nas drogas e nos
produtos farmacéuticos, na agricultura e na protecdo ambiental e,
atualmente, na terapia genética (AZEVEDO et al., 2007). Dentre as
varias aplicacfes, a quitosana tem atraido o interesse na industria
alimenticia para producéo de filmes antimicrobianos e de revestimentos
(CAGRI; UNSTUNOL; RYSER, 2004).

A incorporacdo de particulas em escala nanométrica em
biopolimero de quitosana estda sendo amplamente estudada (SOZER;
KOKINI, 2009). Estas particulas apresentam uma propor¢do de
area/volume de superficie elevada, resultando em intensa interacdo
qguando dispersas em matrizes poliméricas (DAMM; NEUMANN;
MUNSTEDT, 2006; ASSIS et al., 2012). Em consequéncia, aumentam
as propriedades antimicrobianas, mecénicas e de barreira do filme,
fazendo com que se tornem superiores aos compdsitos convencionais
(TRINDADE; O’BRIEN; PICKETT, 2001; SOZER; KOKINI, 2009).
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Contudo, esses polimeros modificados pela incorporagdo de
nanoparticulas, os chamados, nanocompdsitos, se distinguem dos
convencionais ndo pelo simples fato das particulas terem dimensdes
nanométricas, mas também, pelo fato das suas propriedades serem
determinadas por essas dimensdes manométricas (PAOLI, 2008).

Wu, Liu e Berglund (2002), como também, Bae et al. (2009),
argumentam que as nanoparticulas de argila mais utilizadas que
proporcionam um aumento na resisténcia mecanica dos biopolimeros
sdo as que pertencem a familia dos filossilicatos, do grupo das smectitas,
sendo a montmorilonita (MMT) a mais importante e a mais utilizada
para producdo de nanocompdsitos. A argila bentonita, composta por
aproximadamente 60% a 95% de montmorilonita (PAIVA et al., 2008),
guando modificada organofilicamente, reduz sua energia, melhorando a
interacdo com os polimeros (MARKARIAN, 2005; CARASTAN,
2007).

Para aprimorar a atividade antimicrobiana, nanoparticulas
metalicas sdo utilizadas, tais como dxido de aluminio (Al,O3), 6xido
férrico (Fe,03), Oxido de zinco (ZnO), nanoparticulas de prata
(LLORENS et al., 2012; RHIM; WANG; HONG, 2013), nanotubos de
carbono e compostos organicos (FUJISHIMA; RAO; TRYK, 2000;
ORIAKHI, 2000). O ZnO vem chamando bastante atencéo pois, além de
apresentar potencial antimicrobiano, possui outras caracteristicas
desejaveis para incorporagdo em matriz polimérica, como elevada
estabilidade, boa atividade fotocatalitica (WANG, 2004) e também ¢
reconhecido como substancia segura para consumo (GRAS) pela U.S.
Food and Drug Administration (21CFR182.8991) (FDA, 2014). Outra
razdo para que sua utilizacdo seja uma motivacdo para o estudo é que,
atualmente, o ZnO possui condigdes legais e cientificas para
comercializagdo (BLASCO; PICO, 2011).

A producdo de nanocompositos a partir de biopolimeros, sendo
destinada, principalmente, a produtos alimentares de padaria e produtos
a base de carne é o que atrai a maioria das aplicacfes das embalagens
ativas de alimentos, principalmente no Japdo, Australia e Estados
Unidos (SILVESTRE; CIMMINO; DURACCIO, 2011).

Apesar de existir varios trabalhos mostrando a sintese de
nanocompdsitos de quitosana incorporados com éxidos metalicos, 6leos
e alguns tipos de argila, ndo foram encontrados na literatura trabalhos
gue avaliam simultaneamente o efeito do ZnO e da argila bentonita
organofilica.

Dessa maneira, neste trabalho sdo investigados os efeitos da
combinag8o das nanoparticulas de argila bentonita organofilica e éxido
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de zinco sobre as propriedades mecanicas, fisico-quimicas e
antimicrobianas do filme de quitosana para obtencdo de embalagem de
alimentos.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar as propriedades
mecéanicas, fisico-quimicas e antimicrobianas frente as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus de filmes de quitosana
incorporados com nanoparticulas de argila bentonita organofilica e
nanoparticulas de 6xido de zinco.

1.1.2 Objetivos especificos

a) produzir o filme de quitosana e os nanocompdsitos através do
método de intercalagdo do polimero por solucdo utilizando
acido acético como solvente;

b) analisar o filme de quitosana e os nanocompositos, por meio de
analises fisico-quimicas como grupos funcionais presentes,
comportamento térmico e morfologia da superficie;

c) avaliar as diferentes proporcGes de nanoparticulas de argila
bentonita organofilica e nanoparticulas de ZnO através de
planejamento experimental e andlise estatistica e verificar quais
variaveis influenciam no aumento das propriedades mecanicas e
térmicas;

d) verificar o filme de quitosana e 0s nanocompdsitos quanto as
propriedades mecanicas de tensdo, deformacdo e modulo de
Young;

e) investigar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de
argila bentonita organofilica e das nanoparticulas 6xido de
zinco frente as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus
e as bactérias gram-negativas Escherichia coli;

f) identificar a atividade antimicrobiana do filme de quitosana e
dos nanocompoésitos frente as bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus e as bactérias gram-negativas
Escherichia coli;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 OXIDO DE ZINCO

O o6xido de zinco é um composto inorgénico (ESPITIA et al.,
2012), apresentado na forma de po6 fino, de cor branca, de caréater
anfotero, encontrado naturalmente no mineral chamado zincita.
Apresenta massa especifica de 5,6 g-cm™, é uma molécula covalente e
um semicondutor intrinseco, ou seja, sem dopagem, apresentando uma
alta energia de ligagdo de excitacdo e boa mobilidade eletr6nica
(JANOTTI; VAN DE WALLE, 2009). E também um composto com
boa atividade fotocatalitica, alta estabilidade, com propriedades
antimicrobianas e ndo toxicas (WANG, 2004).

O ZnO apresenta estrutura cristalina e seus cristais estdo
dispostos em forma de wurtzita, blenda de zinco ou sal de rocha (Figura
1). Na fase wurtzita (a), em condi¢des ambientes, permanece estavel e
apresenta uma estrutura hexagonal, onde cada atomo de zinco (Zn) esta
no centro de um tetraedro com quatro atomos de oxigénio (O); a
estrutura do tipo blenda de zinco (b) pode ser estabilizada unicamente
em substratos cubicos e a estrutura do sal de rocha (c) pode ser obtida
em altas pressdes (OZGUR et al., 2005; MARANA et al., 2010).

Figura 1 - Estrutura do ZnO: a) fase wurtzita; b) blenda de zinco; c) sal de
rocha.

Fonte: OZGUR et al., (2005); MARANA et al., (2010).

A producdo de nanocompositos, ou seja, em que ac menos um
dos seus compostos apresenta dimensdo em escala nanométrica, 0 ZnO
se torna bastante promissor devido as suas potenciais propriedades
mecanicas, opticas, quimicas, elétricas e magnéticas, que se acredita, em
grande parte, que sdo resultado de sua superficie e confinamento
guantico (WANG, 2004; HONG et al., 2006). Consequentemente, 0
ZnO consegue exibir diversas morfologias de crescimento em sua
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nanoestrutura, tais como bastfes, anéis, hélices/molas, fitas, fios, etc.,
caracteristicas estas que influenciam diretamente nas propriedades e na
aplicacdo do material, que sdo dependentes das condicdes de sintese
(WANG, 2004; FAN; LU, 2005; GUSSATI et al., 2010).

Os nanocompositos podem ser obtidos com diferentes
nanocargas, sendo elas particulas esféricas, fibras/nanotubos e estrutura
em camadas. A Figura 2 mostra a rota de preparagdo dos
nanocompasitos obtidos através da insercdo do composto inorgénico na
estrutura do polimero (a), sintese das nanoparticulas in situ (b) e
insercdo no mondmero e posterior polimerizagdo in situ (c) (ESTEVES;
BARROS-TIMMONS; TRINDADE, 2004).

Figura 2 - Métodos de sintese dos nanocompositos: a) mistura simples dos
componentes; b) sintese de nanoparticulas in situ; c) polimerizagdo do polimero

in situ.
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Fonte: adaptado de Esteves, Barros-Timmons e Trindade (2004).

Na indastria, o ZnO atende as mais variadas aplicaces
(MORKOC; OZGUR, 2009). E utilizado na elaboracio de cosméticos,
na fabricacdo de borrachas, de tintas, de material ceramico, etc., e na
industria de alimentos é empregado em embalagens, decorrente de suas
propriedades antimicrobianas, antifungicas, mecanicas e de barreira
(KUO et al, 2010; ESPITIA et al., 2012; SINGH; NIMMO;
WILLIAMS, 2013).

2.1.1 Efeito antimicrobiano
Atualmente, 0 ZnO ¢ reconhecido como substancia segura

(GRAS) pela U.S. Food and Drug Administration e esta sendo estudado
devido ao seu excelente potencial antimicrobiano e antiflngico,
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motivando o estudo da sua aplicagdo em comparagdo a outras
nanoparticulas metélicas (FDA, 2014).

Os antimicrobianos previnem o crescimento superficial de
microrganismos nos alimentos, fazendo com que ndo ocorra
contaminacdo e, consequentemente, desperdicios (LACOSTE et al.,
2005). Estudos mostram que as nanoparticulas de ZnO tém apresentado
atividade antimicrobiana contra patégenos de origem alimentar
(ESPITIA et al., 2012) e estdo recebendo importancia dos pesquisadores
e da indastria (CHA; CHINNAN, 2004). E apresentado também como
uma das melhores e mais seguras solu¢Ges para embalagens de
alimentos, além de ja ser incorporado em uma vasta quantidade de
polimeros (MURARIU et al., 2011; SIRELKHATIM et al., 2015).

Stoimenov et al. (2002) mostraram que as nanoparticulas 6xido
metalicas apresentam Otimas propriedades biocidas, tanto em bactérias
gram-positivas, quanto em gram-negativas. Alguns dos principais
agentes patogénicos de origem alimentar, como Escherichia Coli
0157:H7, Salmonella, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus,
apresentaram redugdo do seu crescimento com a utilizacdo de
nanoparticulas de ZnO, mostrando, assim, seu efeito inibidor (LIU et al.,
2009).

A atividade antimicrobiana do ZnO é atribuida a sua acdo
bacteriostatica ou bactericida dependendo da concentragdo de ZnO, ou
seja, causando a inibicdo parcial ou a total (99%) dos microrganismos,
respectivamente (JONES et al., 2008).

Apesar dos mecanismos da atividade antibacteriana do ZnO ainda
ndo serem bem compreendidos, Fujishima et al. (2000) e Sawai e
Yoshikawa (2004) acreditam que podem estar relacionados com a
indugdo do stress oxidativo devido & geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), como o peroxido de hidrogénio (H,O,) que é altamente
toxico e consegue penetrar na célula bacteriana. O ZnO pode também
ser ativado pela luz visivel e ultravioleta, gerando espécies altamente
reativas de oxigénio, como o radical hidroxil (OH"), superéxido (0.%) e
H,0,, que podem causar a deterioracdo da estrutura da membrana
celular das bactérias. Stoimenov et al. (2002) e Sondi e Salopek-Sondi
(2004) sugerem que a ligacdo das nanoparticulas de ZnO na superficie
das bactérias por meio de forcas eletrostaticas também podem causar a
morte bacteriana. Porém, dependendo das caracteristicas intrinsecas de
cada microrganismo e da concentracdo presente no meio, pode haver
diferenca no processo metabélico dos fons. Por exemplo, os fons Zn*?
ora podem ser indesejaveis e tdxicos para alguns microrganismos, ora
podem servir como nutrientes para o crescimento bacteriano, visto que o
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elemento zinco é um cofator essencial em diversos processos celulares
(REDDY et al., 2007; PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2008).

Smentana et al. (2008) afirmam que as nanoparticulas podem
causar prejuizo direto a membrana celular, pois ao interagirem
diretamente com a membrana bacteriana, aderindo e penetrando no
interior da célula, induzem a formagao de buracos na membrana celular
e, como resultado, tem-se 0 vazamento do contetdo celular.

Stoimenov et al. (2002) citam que uma possivel explicacdo do
efeito bactericida do ZnO esteja relacionado com a textura abrasiva da
superficie destas particulas. As nanoparticulas de ZnO sdo mais
abrasivas devido aos seus defeitos de superficie.

Segundo Padmavathy e Vijayaraghavan (2008), a atividade
antimicrobiana do ZnO é quantitivamente avaliada pelo estudo do
crescimento médio bacteriano. No entanto, o tamanho das particulas é
um fator determinante para a andlise da atividade antimicrobiana, onde
particulas com menores dimensfes exibem melhores propriedades
antimicrobianas (SAWAI et al., 2002).

2.2 ARGILA BENTONITA ORGANOFILICA

Bentonita é uma terminologia tecnolégica aplicada a argilas com
granulacdo muito fina, sendo constituida essencialmente pelo
argilomineral esmectitico montmorilonita e, em sua maioria, S&o
formadas pela modificacdo de cinzas vulcanicas (GRIM; GUVEN,
1978; PAIVA, et al., 2008). A cor da bentonita pode variar, sendo de cor
castanha ao cinza azul, verde-oliva, marrom e, raramente, branca, como
também confere a propriedade de expandir varias vezes o seu volume
guando em contato com a agua. Possui particulas de tamanhos que
podem variar de 0,1 ym a 2 pm, com tamanho médio de 0,5 um, e
apresentam formato de placas ou laminas empilhadas formando os
tactdides (micro cristais). Como se pode observar na Figura 3, uma
esmectita apresenta uma estrutura cristalina, sendo formada por duas
folhas de tetraedros com silicio no centro (a) e oxigénio nos vértices,
intercaladas por uma folha central octaédrica de aluminato (b) e
oxigénio ou hidroxila nos vértices (XIE et al., 2001; PAIVA et al.,
2008).
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Figura 3 - Estrutura cristalina de uma esmectita.
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Fonte: adaptado de Fonseca et al., (2016).

Diferentes cations podem ser substituidos na estrutura da
montmorilonita, ou seja, o silicio tetravalente (Si**) pode ser substituido
pelo aluminio trivalente (AI**), ao passo que o AI** pode ser substituido
pelo magnésio bivalente (Mg*?), ferro bivalente (Fe**) ou litio bivalente
(Li*") (PAIVA et al., 2008). Consequentemente, essas substituicdes
causam um desbalanceamento elétrico na superficie das camadas,
gerando cargas negativas. Porém, no espaco interlamelar residem
cations livres que podem ser trocaveis por outros cations (inorganicos)
com a funcdo de equilibrar essas cargas negativas geradas pelas
substituicdes (XIE et al., 2001). Quando estes cations sdo hidratados
eles podem ser trocados por cations organicos que agem como
surfactantes, em sua maioria sais de amonio quaternario, tornando a
superficie das lamelas organofilicas e permitindo a intercalacdo de
mondmeros ou polimeros. O espaco existente entre as camadas pode ser
utilizado para a producdo de nanocompdsitos para se estudar as
interacdes fisico-quimicas que podem ocorrer entre estes ions e o
polimero (CARASTAN, 2007).

A bentonita pode ser sdédica ou célcica, porém a sodica possui
capacidade de troca catibnica maior que a calcica, propriedade esta que
facilita a troca da agua e dos cations do espaco interlaminar com
moléculas organicas, que é de fundamental importancia para a producédo
de argilas organofilicas, como citado anteriormente. Além disso, a
bentonita sodica apresenta maior area superficial, contribuindo, assim,
com as caracteristicas de elevada capacidade de adsorcdo e alta
viscosidade (MURRAY, 2007).

A partir da década de 80, os pesquisadores conseguiram intercalar
polimero entre as lamelas de argila (SENGUPTA et al.,, 2007) e
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atualmente a maioria das argilas organofilicas produzidas é utilizada na
producdo de nanocompositos poliméricos, visto que uma boa dispersao,
esfoliacdo e intercalacdo das particulas da argila na matriz polimérica
sdo de fundamental importancia.

Na Figura 4 sdo apresentados trés tipos de obtencdo dos
compositos formados com cargas de estrutura em camadas, ou seja,
camadas de silicatos (argilas). A primeira formacéo (a) é correspondente
aos compositos convencionais, em que os silicatos ndo sdo incorporados
na matriz polimérica. Na segunda (b), os silicatos se apresentam
intercalados e na terceira (c) os silicatos se apresentam em camadas
esfoliadas (SENGUPTA, 2007).

Figura 4 - Formagdo dos compdsitos em estrutura de fase separada (a), estrutura
intercalada (b) e estrutura esfoliada (c).
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Fonte: adaptado de Sengupta (2007).

Quando h& pouca interacdo entre a argila e o polimero, que ocorre
na maioria das vezes quando a argila ndo € tratada organofilicamente,
ndo ha penetracdo alguma do polimero nas galerias do silicato. Neste
caso, obtém-se um compdsito convencional, onde os tactdides se
encontram dispersos na matriz polimérica. Em alguns casos, 0s
compositos podem também conter partes intercaladas e esfoliadas ao
mesmo tempo (CARASTAN, 2007).

A argila bentonita organofilica se torna atrativa para a produgédo
de nanocompdsitos pois, além de estar associada ao baixo custo e
disponibilidade natural, vem ao encontro da melhoria das propriedades
mecénicas, fisicas (térmica e de barreira) e quimica dos
nanocompdsitos, reduzindo a energia superficial e aumentando a sua
compatibilidade com a matriz polimérica. Além disto, facilita que o
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polimero se intercale nas camadas da argila devido ao aumento do
espacamento basal (MARKARIAN, 2005; CARASTAN, 2007; PAIVA
et al., 2008).

2.2.1 Efeito nas propriedades mecanicas

O grau de dispersdo da argila na matriz polimérica é dependente
das propriedades dos nanocompositos. Para uma carga se comportar
como um bom agente de refor¢o na matriz polimérica faz-se necessario
considerar trés fatores: tamanho de particula, estrutura e caracteristicas
da superficie (BRAGA, 2010). Em adicdo, a eficiente interacdo entre
matriz e carga estd relacionada com as caracteristicas interfaciais,
superficie formada por uma fronteira comum entre o reforco e a matriz
gue se encontram em contato, e que permite a transferéncia de carga
entre 0s componentes. Essa adesdo interfacial esta, por sua vez,
intimamente relacionada com a transferéncia de tensdo da matriz para o
reforco (SENGUPTA et al., 2007; BRAGA, 2010). Logo, a maior
interacdo quimica entre esses dois componentes faz com que as tensdes,
nas quais o material é submetido, sejam transferidas com mais eficiéncia
da matriz para a carga, conferindo maior resisténcia mecénica (BRAGA,
2008).

2.3 POLIMEROS

Os polimeros sdo compostos de origem organica natural ou
sintética formados pela repeticdo de pequenas unidades quimicas
chamadas mon6meros. Contudo, nem sempre 0s mondmeros constituem
a unidade repetitiva, como é o caso do Nylon 66, no qual a unidade
repetitiva difere da unidade monomérica por duas moléculas de agua
(SARANTOPOULOS et al., 2002; AKCELRUD, 2007).

Os mondmeros sdo geralmente moléculas orgénicas simples
contendo uma ligacdo dupla ou, no minimo, dois grupos funcionais
ativos que agem como forca motriz para acrescentar uma molécula de
mondmero sobre a outra para formar a molécula do polimero. Esse
processo de transformagdo é chamado de polimerizacéo, que é feita por
reacOes de adi¢do e condensagdo, que implicam na ndo formacdo ou
formagdo de subprodutos, respectivamente, durante o processo de
polimerizacdo (CHANDA; ROY, 1987; ASKELAND; FULAY;
WRIGHT, 2011).
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Os plasticos sdo materiais a base de compostos poliméricos e eles
podem conter aditivos que melhoram suas propriedades (ASKELAND;
FULAY; WRIGHT, 2011).

As propriedades de um polimero séo funcéo da estrutura quimica
e molecular do material, da massa especifica, da massa molecular, do
grau de cristalinidade, do tipo de copolimero, etc. O processo de
fabricacdo de filmes plasticos, por sua vez, determina as propriedades
associadas a orientacdo das moléculas, ao grau de cristalinidade, a
homogeneidade da distribuicdo de espessura do filme, como também da
presenca ou auséncia de defeitos superficiais (SARANTOPOULOS et
al., 2002).

A massa molecular tem grande efeito nas propriedades do
polimero. Por exemplo: polimeros com elevada massa molecular média
(nos processos industriais hd uma variacdo entre as massas moleculares
das moléculas individuais) possuem maior resisténcia ao stress
cracking, ao impacto e a tracdo, porém baixa processabilidade
(SARANTOPOULOS et al., 2002).

A massa especifica de um polimero é influenciada pela
composicdo quimica, pela massa molecular das moléculas individuais,
pela conformacédo adotada por uma molécula numa estrutura cristalina e
pela forma como estdo compactadas as moléculas. Polimeros compostos
por somente carbono e hidrogénio apresentam sua massa por unidade de
volume baixa. Entretanto, polimeros que apresentam oxigénio, cloro,
fldor ou bromo em sua estrutura possuem maior massa especifica
(SARANTOPOULOS et al., 2002).

Existem polimeros amorfos e cristalinos. Os amorfos sao
formados por arranjos atdmicos aleatorios e sem simetria ou ordenacao
de longo alcance. Os cristalinos possuem caracteristicas geométricas
perfeitamente ordenadas; contudo, os polimeros nunca sdo perfeitamente
cristalinos (ASKELAND; FULAY; WRIGHT, 2011).

A proporcdo entre o somatério das regibes cristalinas sobre a
massa total de polimero é definida como grau de cristalinidade, que é de
fundamental importancia, pois afeta varias propriedades de um
polimero. Na Figura 5 é apresentado o efeito do grau de cristalinidade
sobre as propriedades do polimero (SARANTOPOULOS et al., 2002;
ASKELAND; FULAY; WRIGHT, 2011).
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Figura 5 - Efeito do grau de cristalinidade sobre as propriedades dos polimeros.
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Fonte: adaptado de SARANTOPOULOS et al., (2002).
2.3.1 Quitosana

A quitosana é definida como um copolimero catidnico de origem
natural que apresenta potencial antimicrobiano. N&o é tdxica, possui
vantagens de biodegradabilidade, biocompatibilidade, carater
hidrofilico, boa adesdo e tem alta capacidade de formar filmes
(GOOSEN, 1996; TIANWEI, XIAOJING; WEIXIA, 2001; HU; JOU;
YANG, 2003).

Apresenta alta massa molecular que consiste por ciclos de
piranose que contém ao menos 50-60% de unidades N-acetil-d-
glucosamina e N-glucosamina e ligacbes glicosidicas B (1—4),
conforme ilustra a Figura 6. O grau médio de acetilacdo (GA) define a
porcentagem de unidades presentes, em média, nas cadeias do polimero
(CAMPANA-FILHO et al, 2007). A quitosana é obtida pela
desacetilacdo da quitina em meio alcalino e a altas temperaturas, embora
esta desacetilacdo quase nunca é completa (KUMAR, 2000; AZEVEDO
et al., 2007). O grau de desacetilacdo e a massa molecular sdo dois
fatores importantes que acabam influenciando na solubilidade da
guitosana (SANTQOS, 2006).

Figura 6 - Estrutura quimica da quitosana.
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Fonte: CAMPANA-FILHO et al., (2007).
No estado solido, a quitosana apresenta estrutura semicristalina.
Sua morfologia tem sido muito investigada e muitos polimorfismos sdo
mencionados na literatura (AZEVEDO et al., 2007).
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E solivel em solugdes aquosas diluidas de acidos organicos e
inorganicos por apresentar o grupo funcional amino (NH;) em sua
estrutura molecular (GOOSEN, 1996) que propicia a modificacdo
guimica da estrutura polimérica original, como também amplia suas
propriedades funcionais (AIROLDI, 2008). Além disto, 0 grupo amino
pode ser protonado para aménio (NHs") em um meio &cido, resultando
em atividade antifungica ou antimicrobiana, desde que cations possam
ligar-se com sitios anidnicos em proteinas (JUNG et al., 1999).

O potencial da quitosana ¢ amplo, tendo aplicacbes na area
alimenticia, na biotecnologia, na ciéncia dos materiais, em drogas e
produtos farmacéuticos, na agricultura e protecdo ambiental e,
atualmente, na terapia genética (AZEVEDO et al., 2007). Dentre alguns
exemplos podem-se citar sua atuacdo como agente floculante para
tratamento de aguas e aguas residuais, agente quelante para a remocéao
de fragOes de metais pesados a partir de solugdes aquosas, revestimento
para melhorar as caracteristicas de tingimento de fibras de vidro,
adesivos, espessantes, fibras e filmes (HENCH, 1998).

Dentre as vérias aplicagfes, a quitosana tem atraido muito
interesse  na industria alimenticia para producdo de filmes
antimicrobianos e revestimentos (CAGRI; UNSTUNOL; RYSER,
2004), sendo que os biopolimeros melhoram a qualidade e a
durabilidade dos alimentos, além de serem favoraveis a incorporagéo de
uma variedade de aditivos, como os antimicrobianos, antifingicos e
antioxidantes (HAN et al., 2010).

Filmes de quitosana sdo facilmente preparados por evaporacéo a
partir de solucdes acidas diluidas. Varios estudos sobre as caracteristicas
antimicrobianas de filmes de quitosana foram realizados anteriormente
(CHEN; YEH; CHIANG, 1996; OUATTARA et al., 2000 ; COMA et
al., 2002).

Como desvantagem, o biofilme de quitosana apresenta baixa
resisténcia mecéanica e de barreira a gases e fraca resisténcia a agua
(WANG et al., 2005; XU; REN; HANNA, 2006). Devido a este fato, a
producdo de filmes hibridos com biopolimeros e materiais em escala
nanométrica, conhecidos como filmes de nanocompdsitos, estdo sendo
uma alternativa vidvel e promissora devido aos mesmos melhorarem
algumas propriedades dos biopolimeros, como a estabilidade térmica e
oxidativa (DARDER; COLILLA; RUIZ-HITZKY, 2003), a resisténcia
mecanica (LAVORGNA et al., 2010), a diminui¢do da permeabilidade
de gases e liquidos (RHIM; NG, 2007; CASARIEGO et al., 2009), o
retardamento & chama e a melhor resisténcia a solventes (KUMAR,
2003 ; HAN et al., 2010).
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2.3.2 Incorporacdo de nanomateriais e substancias com efeito
antimicrobiano

Pesquisadores, como Trindade, O’brien e Pickett (2001); Damm,
Neumann e Minstedt (2006); Sozer e Kokini (2009) e Assis (2012) tém
abordado que a incorporacdo de nanomateriais, usualmente entre 0,1 e
100 nm em polimeros, origina materiais com maior resisténcia
mecanica, maior estabilidade térmica ou com propriedades Opticas,
magnéticas ou elétricas superiores pelo fato de apresentarem uma area
de superficie elevada. Quando dispersas em matrizes poliméricas
conseguem promover uma intensa interacdo quimica entre as cargas € 0
polimero.

Produtos como carne, peixe, aves, de padaria, queijo, frutas e
vegetais sdo 0s mais utilizados em embalagens produzidas a partir de
agentes antimicrobianos (LABUZA; BREENE, 1989; SILVESTRE;
CIMMINO; DURACCIO, 2011).

Além da incorporacdo de nanomateriais em biofilme de
quitosana, varios autores relatam estudos sobre a incorporacdo de outras
substancias (6leo de alho e cravo, &cidos organicos, bacteriocinas,
extratos de especiarias, etc.) (ABOUGROUN; COUSIN; JUDGE, 1993;
MILLER; CALL; WHITING, 1993; HOTCHKISS, 1995; MOLLER et
al., 2004; PRANOTO; RAKSHIT; SALOKHE, 2005; MULLER, 2013)
em outros materiais, como acido polilatico (PLA), gelatina, vidro, papel,
poliuretano, polietileno (GHULE et al.,, 2006; LI et al., 2009;
ESKANDARI et al., 2011; EMAMIFAR et al., 2011; SHANKAR,
2015; MARRA, et al.,, 2016), utilizando diferentes métodos de
incorporacao e apresentaram resultados eficazes contra a proliferacdo de
bactérias patogénicas em alimentos.

Li et al. (2010) estudaram os efeitos da atividade antimicrobiana
em quitosana incorporada com nanoparticulas de ZnO e prata (Ag) e
constataram que os filmes apresentam excelentes propriedades
antimicrobianas contra B. subtilis, E. coli, S. aureus, Penicillium,
Aspergillus, Rhizopus e levedura. Também descobriram que misturas de
guitosana com nanoparticulas de ZnO e Ag, especialmente com 0,1%
em peso de Ag e 10% em peso de ZnO, apresentaram um amplo e eficaz
espectro de atividades antimicrobianas em relagdo a misturas contendo
apenas quitosana/nano de ZnO e quitosana/nano de Ag, além de
manterem a cor inicial da quitosana, o que torna viavel a aplicagdo em
embalagens de alimentos.
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Filmes elaborados com PLA incorporados com 5% em peso de
ZnO apresentaram uma reducdo de 99,99% de atividade antimicrobiana
para E. coli apds 24 h de incubacdo (MARRA et al., 2016).

Emamifar et al. (2011) observaram o efeito do crescimento
microbiano de L. plantarum em embalagens de suco de laranja feitas a
partir de polietileno de baixa densidade (PEBD) incorporado com
nanoparticulas de ZnO e Ag utilizando diferentes tempos de incubacao.
Os resultados mostraram que o PEBD incorporado com nano de Ag
apresentou efeitos antimicrobianos mais expressivos comparados com o
PEBD com nano de ZnO durante 112 dias de armazenamento de suco de
laranja inoculado.

Nanocompdsitos elaborados a partir de gelatina e ZnO mostraram
intensa atividade antibacteriana frente a ambas bactérias patogénicas
gram-positivas (L. monocytogenes) e gram-negativas (E. coli)
(SHANKAR, 2015).

Han et al. (2010) estudaram os efeitos da atividade
antimicrobiana em quitosana incorporada com nanoparticulas de argila
(Na* montmorilonita) e verificaram que os nanocompdsitos mostraram
um efeito sinérgico contra E. coli e S. aureus. Constataram também que
as bactérias gram-negativas sdo mais suscetiveis aos agentes
antimicrobianos, fato este que pode estar relacionado a uma menor
parede celular, permitindo uma absorcdo mais rapida dos ions na célula.
Em adicdo, citam que a combinacdo da quitosana com o acido organico
(&cido acético utilizado na formulagdo dos filmes) pode também ter
aumentado o efeito antimicrobiano.

A utilizacdo de substancias antimicrobianas em matriz polimérica
para a producdo de embalagens de alimentos tem promovido beneficios
notaveis, visto que prolongam a vida Gtil do produto em termos de prazo
de validade e promovem seguranca alimentar ao inibirem a proliferacéo
de patdgenos nos alimentos (RODRIGUES; HAN, 2000; COMA et al.,
2001).

2.3.3 Incorporacdo de nanomateriais e substancias com efeito nas
propriedades mecanicas

Os principais nanomateriais que sdo estudados atualmente para
aumentar a resisténcia mecanica dos nanocompdsitos sdo as argilas,
principalmente as que sdo modificadas organofilicamente, pois
conferem melhor interacdo com os mondmeros e polimeros (;
MARKARIAN, 2005; CARASTAN, 2007). Porém, ndo se descarta a
investigacdo da associacdo da argila com outros nanomateriais a fim de
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se obter um efeito sinérgico que melhore ainda mais a resisténcia
mecénica dos nanocompositos.

Nanoargilas, como a montmorilonita soédica (MMT-Na*) e
Cloisite 30B incorporadas em matriz de quitosana, foram estudadas por
Xu, Ren e Hanna (2006) e suas propriedades mecénicas foram
analisadas. O estudo revelou que a forca de tensdo dos nanocompdsitos
aumentou com a adi¢do de pequenas quantidades (1 e 3% em peso em
relacio a 20 g quitosana) de MMT-Na®, mas ndo significativamente
guando Cloisite 30B foi adicionada. J4, o alongamento na ruptura
diminuiu com a adicdo de Cloisite 30B, mas ndo expressivamente com a
adicdo de MMT-Na".

Li et al. (2010) estudaram as propriedades mecénicas das
nanoparticulas de ZnO incorporadas em quitosana e constataram que 0s
nanocompasitos, com até 3% em peso de ZnO (em relacdo a 1 g de
quitosana), apresentaram melhores propriedades mecanicas em relacdo a
quitosana pura. A forca de tensdo dos nanocompdsitos, com até 10% em
peso de ZnO, também foi maior em relagdo a quitosana pura. Porém, os
autores destacam que 1% de ZnO em peso exibiu as melhores
propriedades e a medida que a quantidade de ZnO era aumentada, as
propriedades mecénicas comecaram a diminuir. Este fato pode estar
relacionado com o movimento das cadeias moleculares, as quais se
tornam mais fracas a medida que maiores quantidades de ZnO se ligam
com os grupos -OH e -NH, da quitosana.

Abdollahi et al. (2012) incorporaram 6leo essencial de alecrim e
nanoargila MMT em quitosana e avaliaram seu impacto nas
propriedades mecanicas dos compdsitos. Os autores descobriram que o
efeito combinado da argila e do dleo de alecrim melhoram
significativamente a forca de tensdo e alongamento da quitosana (p <
0.05). Segundo Xu, Ren e Hanna (2006), o aumento nas propriedades
mecanicas, a baixas concentracdes de argila, pode estar relacionado a
dispersdo uniforme da (MMT) na matriz de quitosana e intensa interacéo
entre ambas. J& a diminuicdo nas propriedades mecanicas, a altas
concentracdes de argila, pode ser causada pela agregacdo das particulas
de MMT com a alta energia de superficie. Em relagdo ao éleo de alecrim
em baixas quantidades, o0s  nanocompositos  melhoraram
significativamente. A maior forca de tensdo foi observada para
nanocompasitos com até 5% de MMT e 0,5% de dleo (em relagéo a 20g
de quitosana), cujo valor obtido esteve em torno de 36,5% maior que a
quitosana pura. Em adicdo, o alongamento dos filmes melhora
expressivamente em até 44% com a incorporacdo de 6leo, podendo ser
atribuido & sua habilidade plastificante.
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2.4 BACTERIAS PATOGENICAS VINCULADAS AQOS
ALIMENTOS

Uma ampla quantidade de organismos causadores de doencas
decorrentes da ingestao de alimentos contaminados estdo relacionados a
bactérias patogénicas. As bactérias sdo encontradas em uma variedade
de alimentos, apresentando varias estruturas, produtos ou mecanismos,
gue sdo responsaveis por gerar doencas agudas, crbnicas ou
intermitentes (FORSYTHE, 2013).

As bactérias sdo seres procarioticos, cuja estrutura da parede
celular as dividem em dois grandes grupos: gram positivas e gram
negativas. As gram positivas sdo constituidas por uma parede celular de
peptideoglicano mais espessa situada sobre a membrana plasmatica,
enquanto que as gram negativas contém somente uma camada de
lipopolissacarideo, porém apresentam a vantagem de serem mais
resistentes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).

2.4.1 Staphylococcus aureus

O S. aureus é uma bactéria do grupo gram positiva, anaerébica
facultativa, que se apresenta na forma de cocos, agrupando-se em
formato de cachos de uva com temperatura de crescimento em torno de
30 a 37 °C. Sdo imdveis, medem de 0,5 a 1,0 um e encontram-se
frequentemente na pele e na mucosa nasal, podendo disseminar uma
ampla variedade de infec¢Ges por meio dos alimentos (LOWY, 1998).

Cerca de 45% das intoxicacOes alimentares sdo causadas por S.
aureus, espécie mais frequente dentre os Staphylococcus, e é apontada
como um dos tipos mais comuns de doenca transmissivel por alimento.
A intoxicacdo causada por estas bactérias ocorre devido a producéo de
toxinas proteicas termoestaveis, denominadas de enterotoxinas
(ARCURI et al., 2006; BRANT; FONSECA,; SILVA, 2007). Pelo fato
desta enterotoxina ser termoestavel, ela ndo é inativada a altas
temperaturas (SANTOS et al., 2007; MADIGAN et al., 2010).

Carnes e derivados, produtos a base de ovos, produtos de
panificacdo, como bolos com cremes, leite e seus derivados, sdo
alimentos frequentemente atribuidos em casos de intoxicagdo alimentar
estafilocdcica. No entanto, qualquer alimento manipulado e armazenado
em temperatura elevada possui potencial para proliferagdo do
microrganismo e consequente producdo de enterotoxina (FDA, 2012;
OLIVEIRA et al., 2013). Ja em l4cteos, a intoxicagdo pode ocorrer
devido ao consumo de leite infectado de vacas com mastite
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estafilocdcica, assim como dos derivados lacteos fabricados a partir
desse leite (JAY, 2005).

2.4.2 Escherichia coli

E. coli sdo bacilos gram-negativos flagelados, com dimensdes
entre 0,3 al1ela6 um. Sdo provenientes da flora intestinal, com
caracteristicas de serem anaerobios facultativos e ndo esporulados.
Pertence a familia Enterobactereaceae, sendo uma das espécies mais
comuns e mais importantes (ALVES, 2012; PAULA, CASARIN e
TONDO, 2014).

Séao bactérias oportunistas mesofilicas, capazes de se desenvolver
em temperaturas entre 7 e 46 °C. Sua temperatura 6tima de crescimento
é de 37 °C e seu pH 4timo é préximo do neutro. Contudo, algumas cepas
conseguem se multiplicar a 4 °C e se desenvolver em pH abaixo de 4,4
(GERMANO, 2001).

A transmissao dessa bactéria ocorre através da dgua ou alimentos
contaminados, ou através do contato com as fezes da pessoa
contaminada. Alimentos crus, tanto de origem vegetal ou animal (que
ndo tenham sido processados) podem veicular E. coli. Estas bactérias
causam infecgBes gastrintestinais e quando produzem toxinas causam
graves doengas de origem alimentar (ALVES, 2012; TORTORA,
FUNKE e CASE, 2017).

2.5 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir da revisdo bibliogréfica realizada, destaca-se a
importadncia de se utilizar a quitosana como uma alternativa para
obtencdo de um polimero biodegradavel com muitas caracteristicas
desejaveis para se produzir embalagem ativa de alimentos.

Também foi possivel analisar qual mineral e qual composto
inorganico, do grupo das smectitas e dos &xidos metalicos,
respectivamente, tém maior possibilidade de fornecer melhores
resultados mecénicos, fisico-quimicos e antimicrobianos quando
incorporados em quitosana levando em consideracdo aspectos
sustentaveis, econémicos, de qualidade e seguranca alimentar.
Sobretudo, a concentragdes (de 1 e 3% em peso de argila e 5 e 8% em
peso de ZnO), utilizadas neste trabalho.

Da revisdo bibliogréafica realizada, ndo foi encontrado nenhum
artigo que estuda o efeito simultdneo da argila bentonita modificada
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organofilicamente e ZnO em quitosana, conforme observado neste
trabalho.



3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais, bem como, as
metodologias empregadas para a realizacdo dos procedimentos
experimentais, para a obtencdo de nanocompdsitos de quitosana-argila-
ZnO, sua caracterizacdo fisico-quimica e analise das propriedades
mecanicas e antimicrobianas. Na Figura 7, é apresentado o fluxograma
global das atividades a serem desenvolvidas no presente estudo.

Figura 7 - Fluxograma global das etapas a serem desenvolvidas no estudo.

Propriedades
mecéanicas

Preparagao
nanocompasitos

Atividade

v v v

Crescimento L . . . MEV
microbiano Difusdo em &gar| |Difusdo em agar

Fonte: a autora (2017).
3.1 MATERIAIS

A quitosana foi cedida pela empresa Purifarma (S&o Paulo,
Brasil) para o Grupo de Pesquisa em Quitinas e Aplicagdes
Tecnologicas (QUITECH) do Departamento de Quimica da UFSC,
Florianépolis, SC. O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana e sua
massa molar foi determinada por Miller (2013) através do método
descrito por Signini e Campana Filho (1998) e apresentou uma GD de
81,9% e massa molar de 111,01 kDa.

O ZnO utilizado foi fornecido pela empresa Kher Nanotecnologia
Quimica Ltda. A producdo das nanoparticulas de ZnO foi obtida por
Souza (2015) segundo método descrito por Gusatti et al. (2010), onde
as Np-ZnO mostraram-se com elevado grau de pureza, com morfologia
predominante do tipo bastdo e com comprimento entre 90,1 e 100,0 nm
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(10,5 %) e espessura entre 80,1 e 90,0 nm (21 %) e valores médios de
145,1 e 97,2 nm, respectivamente.

A argila bentonita utilizada foi fornecida gentilmente pela Mina
de Boane-Mogambique. Sua capacidade de troca catibnica foi
determinada por Massiga et al. (2010) que obtiveram o valor de 67
mmol/100 g de bentonita. Macuvele (2016) submeteu a argila bentonita
ao processo de organofilizagdo com octadecilaménio.

Os meios de cultura utilizados nos testes antimicrobianos foram
agar Mueller-Hinton (Kasvi) e caldo infusdo de cérebro e coracao - BHI
(Himedia).

As bactérias gram positivas Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e as bactérias gram negativas Escherichia coli (ATCC 8739)
foram utilizadas. As bactérias teste foram ativadas em 3 mL de caldo
BHI (Himedia) a 37+1 °C por 24 h antes do inicio dos testes.

3.2 PREPARAGCAO DOS NANOCOMPOSITOS

O método de preparacdo dos nanocompdsitos foi feito por
intercalacdo do polimero por solucdo utilizando &cido acético como
solvente, em que se torna possivel misturar o polimero com a argila e o
oOxido de zinco no mesmo solvente (ZHA et al., 2005).

Para a producdo dos nanocompositos, quantidades apropriadas de
Np-A foram dispersas em 5 mL de solucdo de acido acético (1% v/v) e
mantidas em agitacéo durante 24 h. Quantidades apropriadas de Np-ZnO
foram diluidas em 100 mL de solugdo de &cido acético a 1% (v/v) e
mantidas sobre agitacdo por 4 min. 1 g de quitosana em p6 foi
adicionada na solucdo de 6xido de zinco e agitada por mais 4 min para
se obter uma boa dissolugdo do polimero. Em seguida, esta solucdo foi
deposta na solucdo de argila e deixada em constante agitacdo por 4 h e
ultrassom por 2 h. Finalizado o processo, 20 mL da solucéo pronta foi
adicionada em placas de Petri (diametro de 8,5 cm) e mantida em
secagem por, no minimo, 72 h a temperatura ambiente (T = 25 °C). Na
Figura 8 é apresentado um fluxograma operacional da producdo dos
nanocompasitos.
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Figura 8 - Fluxograma operacional para o preparo dos nanocompositos.
Np-A + ac. acético. Np-ZnO + ac. acético——
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Fonte: a autora (2017).

Para a escolha das quantidades de Np-A (1 e 3% em peso) e Np-
ZnO (5 e 8% em peso) a se incorporar na matriz polimérica de quitosana
para producdo de nanocompdsitos, foram feitos dois planejamentos
experimentais: fatorial 22 e central composto (Tabelas 1 e 2). Para o
planejamento fatorial as varidveis de resposta escolhidas foram as
propriedades mecanicas e para o central composto foram as
propriedades térmicas. Os planejamentos foram analisados pelo método
de superficie de resposta com o objetivo de obter os melhores
nanocompdsitos, além de observar o efeito das varidveis independentes
sobre as variaveis de resposta. As variaveis independentes selecionadas
foram: a concentracdo de argila bentonita organofilica e a concentracéo
de ZnO.

Os dados experimentais foram obtidos com o auxilio do software
Statistics versdo 10 (StatSoft, Inc, USA). A tensdo (MPa), alongamento
na ruptura (%) e modulo de Young (GPa) foram as variaveis
dependentes selecionadas como resposta do ensaio mecanico, como
também foi realizado teste de Tukey para comparacdo das médias das
respostas mecénicas. E, para a resposta do ensaio térmico foram
escolhidas as variaveis dependentes: entalpia de desidratacdo (J/g),
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temperatura de decomposicdo (°C), entalpia de decomposicdo (J/g) e
temperatura de transicéo vitrea (°C).

Para o planejamento central composto as variaveis independentes
e seus niveis foram codificados em — a, - 1, 0, 1, + a, totalizando 10
experimentos, incluindo 4 pontos cubos, 4 pontos axiais e 2 pontos
centrais (Tabela 1).

Para o planejamento fatorial as varidveis independentes e seus
niveis foram codificados em -1, 0, 1, totalizando 5 experimentos,
incluindo 4 pontos cubos e 1 ponto central (Tabela 2).

Para cada resposta estudada, uma analise de variancia (ANOVA)
e matriz de efeitos estimados foram realizados, a um nivel de confianca
de 95%. Diagramas de Pareto também foram construidos e analisados.

Tabela 1 — Quantidades e relagcbes massicas de argila e ZnO estabelecidas de

acordo com o planejamento central composto em relagdo a 1 g de quitosana.
RMdeZnO  Quant. ZnO RM de argila  Quant. argila
em Q (wt%) adicionado (g) em Q (wt%) adicionada (@)

Experimentos Amostras

1 Q1 50 (-1) 0,050 1,00 (-1) 0,0100
2 Q2 50 (-1) 0,050 3,00 (1) 0,0300
3 Q3 8,0 (1) 0,080 1,00 (-1) 0,0100
4 Q4 8,0 (1) 0,080 3,00 (1) 0,0300
5 Q5 44 (—a) 0,044 2,00 (0) 0,0200
6 Q6 8,6 (0) 0,086 2,00 (0) 0,0200
7 Q7 6,5 (0) 0,065 0,59 (~0) 0,0059
8 Q8 6,5 (0) 0,065 3,40 (o) 0,0340
9 Q9 6,5 (0) 0,065 2,00 (0) 0,0200
10 Q10 6,5 (0) 0,065 2,00 (0) 0,0200

RM - Relagdo méssica; Q - quitosana; Quant. — quantidade.
Fonte: desenvolvido pela autora (2017).
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Tabela 2 — Quantidades e relagbes massicas de argila e ZnO estabelecidas de

acordo com o planejamento fatorial em relagéo a 1 g de quitosana.

RMdeZnO  Quant. ZnO RM de argila  Quant. argila
em Q (wt%) adicionado (g) em Q (wt%)  adicionada (g)

Experimentos Amostras

1 Q1 50 (-1) 0,050 1(-1) 0,01
2 Q2 5,0 (-1) 0,050 3(1) 0,03
3 Q3 8,0 (1) 0,080 1(-1) 0,01
4 Q4 8,0 (1) 0,080 3(1) 0,03
5 Q9 6,5 (0) 0,065 2(0) 0,02

RM - Relacéo méssica; Q - quitosana; Quant. — quantidade.
Fonte: desenvolvido pela autora (2017).

Filmes de quitosana pura e nanocompdsitos apenas com argila
(QA) e somente com 6xido de zinco (QZnQO) foram também preparados
a fim de se avaliar os resultados a partir destas concentracfes
individuais e ndo estdo incluidos no planejamento experimental. As
guantidades de argila e de ZnO escolhidas correspondem ao valor médio
dos valores minimos e mAximos propostos no planejamento
experimental. Na Tabela 3 as quantidades de argila e de ZnO utilizadas
em relacdo a 1 g de quitosana sdo apresentadas.

Tabela 3 - Quantidades e relagBes maéssicas de argila e ZnO utilizadas em
relacéo a 1 g de quitosana.
RMde ZnO  Quant. ZnO RM de argila  Quant. argila

Amostras em Q (wt%) adicionado (g) em Q (wt%)  adicionada (g)
Q 0,0 0,000 0 0,00
QA 0,0 0,000 2 0,02
QznO 6,5 0,065 0 0,00

RM - Relacdo méssica; Q - quitosana; Quant. — quantidade.
Fonte: desenvolvido pela autora (2017).

3.3 CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS

O filme de quitosana e os filmes de nanocompdsitos foram
caracterizados por espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TGA), calorimetria
exploratdria diferencial (DSC), microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) e espectroscopia com dispersdo de energia (EDS).
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3.3.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A andlise de FTIR foi realizada para determinar 0s grupos
funcionais presentes no filme de quitosana pura e nos hanocompasitos.
Dependendo das ligagBes interatdbmicas, diferentes tipos de vibragdes
entre &tomos podem ser observados. A andlise de FTIR foi realizada na
Central de Analises do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da UFSC utilizando o software Resolutions
Pro versdo 5.2.0 (Agilent Technologies) com alcance de 400 a 4000
cm™ em resolugdo de 4 cm™.

3.3.2 Anélise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas foram obtidas por meio de um
analisador termogravimétrico Netzsch, modelo STA 449 F3 com um
programa de temperatura de 25 a 800 °C, taxa de aquecimento de
10°C/min e vazdo de 80 mL/min, sob atmosfera de nitrogénio. As
andlises foram realizadas no Laboratério de Controle de Processos
(LCP) do Departamento de Engenharia Quimica da UFSC.

3.3.3 Calorimetria exploratéria diferencial

As medicGes de DSC foram realizadas no equipamento Perkin-
Elmer Jade-DSC na Central de Analises do Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da UFSC. Cerca de
7mg de amostra foram colocados em cadinhos de aluminio modelo
Perkin-Elmer. O processo desenvolveu-se em atmosfera de nitrogénio
em 20 mL/min em trés estagios: aquecimento de 25 °C a 400 °C (taxa
10°C/min), seguido de resfriamento até -30 °C (taxa 10 °C/min) e
reaquecimento até 400 °C (taxa 10 °C/min). O procedimento foi
realizado segundo a Norma ASTM D 3417.

3.3.4 Microscopia eletrénica de varredura e espectroscopia por
disperséo de energia

O filme de quitosana e os nanocompdsitos foram caracterizados
utilizando a técnica de MEV (JEOL JSM-6390LV) acoplado com
equipamento de EDS (NORAN System SIX versdo 2.0), no Laboratorio
Central de Microscopia Eletronica, UFSC. O preparo das amostras foi
realizado com a fixacdo dos filmes em um suporte metélico, stub, por
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meio de uma fita adesiva dupla face de carbono e recobertas com uma
fina camada de ouro, sob vacuo.

A superficie dos filmes foram analisadas em MEV com
ampliacdo de 50 e 5000 vezes e tensdo de 5 e 10 kV. Em EDS foram
utilizados ampliagdo de, aproximadamente, 150 vezes e tensdo de 5 e
10kV e estudadas entre uma ou duas regides na superficie dos filmes
para observar a distribuicdo elementar de zinco, silicio, oxigénio e
carbono.

3.4 PROPRIEDADES MECANICAS

A forca de tensdo, alongamento na ruptura e modulo de Young do
filme de quitosana e dos nanocompdsitos foram determinados com o
equipamento da marca Instron Universal Testing Machine (Modelo
TA.HD.plus Texture Analyser, Stable Micro Systems) na Central de
Analises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC. De acordo com a Norma ASTM D 882-02 (para
filmes com espessura inferior a 1 mm), as amostras foram seccionadas
em formato retangular com dimensdes de 2,54 x 7,5 cm. A distancia
inicial entre as garras foi ajustada em 40 mm e a velocidade em
0,01mm/s. Este teste foi repetido 6 vezes para cada amostra com o
objetivo de confirmar sua reprodutibilidade.

3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Ensaios envolvendo a atividade antimicrobiana foram realizados
visando determinar se os filmes de quitosana incorporados com
nanoparticulas de argila e ZnO sdo capazes de inibir o crescimento de
bactérias gram-negativas e gram-paositivas.

As analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos da Universidade Comunitaria da Regido de Chapecé —
UNOCHAPECO.

3.5.1 Nanoparticulas de argila bentonita organofilica e
nanoparticulas de ZnO

3.5.1.1 Método de difusdo em agar
Foi realizado pogos em meio de cultura solido. O agar Mueller-

Hinton é recomendado como meio para padronizacdo dos testes de
sensibilidade a antimicrobianos por difusdo (Norma M2-A8 -
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NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS).

O método consistiu na abertura de pocos, de aproximadamente 8
mm de didmetro, no agar Mueller-Hinton €Previamente inoculado com a
bactéria teste, na concentracdo de 10° UFC/mL pela técnica de
plagueamento em superficie. Em cada placa foram feitos trés pocos
equidistantes e preenchidos com 0,10 g de Np- ZnO e Np-A.

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

3.5.2 Filmes de quitosana incorporados com nanoparticulas de
argila e 6xido de zinco

3.5.2.1 Difusdo em agar (teste de halo)

O método de difusdo em &gar foi realizado através da fixacdo de
amostras de filmes, em formato circular com didmetro de 1 cm, em
placas de Petri contendo &gar Mueller-Hinton previamente inoculado
com a bactéria teste, na concentracéo de 108 UFC/mL, pela técnica de
plaqueamento em superficie. O controle foi o filme de quitosana sem a
incorporacdo de Np-A e Np-ZnO. O teste foi realizado em triplicata. 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 com a sensibilidade da bactéria.

3.5.2.2 Crescimento microbiano

Conforme metodologia descrita pela horma japonesa JIS Z 2801-
10 adaptada por Capelezzo (2017), as suspensfes bacterianas foram
cultivadas em caldo BHI durante 24 h a 37£1 °C e, ap06s, ajustadas em
4gua salina 0,85% para uma concentracdo inicial de 10* UFC/mL.

Os filmes utilizados para o0s testes antimicrobianos foram
previamente esterilizados em luz ultravioleta durante 30 min.

O ensaio consistiu na adicdo de 40 pL da suspensdo bacteriana
em cada filme, com dimensdes de 2 x 2 cm, e adicdo de 1 mL de agua
salina a 0,85% ao redor de cada um destes com o objetivo de manter a
umidade do ambiente propicia ao crescimento bacteriano, sendo que
cada filme foi colocado individualmente em uma placa de Petri. Uma
laminula de vidro estéril era colocada sobre o filme para espalhar a
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aliquota de bactérias por toda a extensdo dos mesmos. As placas foram,
entdo, encaminhadas & estufa bacterioldgica a 37+1 °C.

A andlise foi realizada nos tempos de 0, 6 e 24 h. Em cada tempo
retirou-se uma amostra da estufa bacterioldgica e esta foi inserida em
um saco de stomacher (marca Nazco whirl-pak) juntamente com 10 mL
de agua salina 0,85% e, entdo, homogeneizada por aproximadamente 1
min (10°%). Com isso, as amostras passaram por diluicdes seriadas (10 e
10%). Retirou-se 0,1 mL do saco de stomacher, e das respectivas
diluicbes que foram semeados em profundidade, juntamente com 7 mL
caldo Mdeller-Hinton. As placas de Petri foram homogeneizadas e
incubadas em estufa bacterioldgica na posicao invertida a 37+1 °C por
um periodo de 24 h. Repetiu-se o procedimento para todos os tempos de
andlise, sendo que o ensaio foi realizado em triplicata. Depois de
decorridas as 24 h, a contagem de Unidades Formadoras de Coldnias
por cm® (UFC/cm?) foi realizada com o auxilio de um contador de
coldnias (marca Quimis, modelo Q295B). O nimero de bactérias viaveis
por area foi calculado de acordo com a Equacéo 1.

__ Cxfadxv
N =L (1)

sendo:

N: ndmero de células vidveis por cm?

C: contagem de coldnias (de 30 a 300 UFC/cm?)

fd: fator de diluigdo (adimensional)

V: volume (mL) de agua salina 0,85% usado para a lavagem da amostra
(10 mL)

A: area superficial da amostra (4 cm?)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos
neste trabalho.

4.1 NANOCOMPOSITOS DE QUITOSANA

Os nanocompositos de quitosana obtidos pelo método de
intercalacdo do polimero por solucdo (Figura 9) resultaram em um filme
de material flexivel e apresentaram aparéncia homogénea a olho nu,
exceto para as amostras Q2, Q5, Q6 e Q8 que apresentaram pontos
brancos de nanoparticulas distribuidos.

Figura 9 — Imagem nanocomposito obtido pelo método de intercalacdo do
pollmero por solugédo em formato real (2) e cortado em pedacos (b).

Q9/q10

 AEHE

Fonte: a autora (2017).

Para determinar a real diferenca entre os filmes foram obtidas
imagens por MEV do filme de quitosana pura (Q) e dos filmes de
nanocompésitos QA e QZnO, além de um dos que apresentaram maior
forga de tensdo Q9.

As imagens obtidas por MEV do filme de quitosana pura e dos
nanocompdsitos, com seus respectivos espectros de EDS, sédo
apresentadas abaixo nas Figuras 10 a 13. O filme de quitosana pura
(Figura 10) apresenta superficie lisa, com pequenos aglomerados,
provavelmente aglomerados de moléculas de quitosana.

Para os filmes de quitosana contendo bentonita (QA) (Figura 11) é
possivel observar a presencga de aglomerados da nanoargila.
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Para QZnO observa-se uma distribuicdo das nanoparticulas de ZnO
na forma de linhas (anisotropica) (Figura 12).

Na Figura 13 (a) fica evidente que a distribuicdo do 6xido de zinco
ndo esta mais exposta em linhas, mas sim uniformemente junto com a
argila na quitosana. Este comportamento vem ao encontro da melhoria
das propriedades mecanicas, pois a argila compatibiliza as
nanoparticulas de 6xido de zinco, além de ndo reduzir a capacidade
antimicrobiana da quitosana. Na Figura 13 (b) consegue-se perceber que
ndo ha defeitos entre as fases de quitosana, argila e ZnO e apresenta
menor rugosidade.

Figura 10 - Imagens obtidas por MEV da superficie do filme de quitosana pura
na ampliacdo de (a) 50x; (b) 5000x e (c) espectro EDS.

LCME-UFSC 5kV X5,000 Spm LCME-UFSC

Fonte: a autora (2017).
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Figura 11 - Imagens obtidas por MEV da superficie de QA na ampliacéo de (a)
50x; (b) 5000x e (c) espectro EDS.

X50 LCME-UFSC 10kV +X5,000 S5pm * : LCME-UFSC

Fonte: a autora (2017).

Figura 12 - Imagens obtidas por MEV da superficie de QZnO na ampliagdo de
(a) 50x; (b) 5000x e (c) espectro EDS.
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Fonte: a autora (2017).
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Figura 13 - Imagens obtidas por MEV da superficie de Q9 na ampliacdo de (a)
50x; (b) 5000x e (c)spectro DS '
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Fonte: a autora (2017).

A composigdo percentual em massa dos elementos carbono (C),
nitrogénio (N), oxigénio (O), magnésio (Mg), potassio (K), aluminio
(Al), silicio (Si) e zinco (Zn) obtidas por EDS para a superficie do filme
de quitosana e dos nanocompdsitos sdo apresentados na Tabela 4. A
andlise de EDS nos filmes confirmou a auséncia dos elementos Mg, K,
Al, Si e Zn no filme de quitosana pura.

Tabela 4 - Resultados de EDS da superficie do filme de quitosana pura e dos
nanocompasitos.

Elementos (%)

Amostras

N O Mg K Al Si Zn
Q 100,0045,11  0,00+0,00  0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00  0,00+0,00
QA 31,49+2,22  0,00+0,00 15,38+1,18 1,07+0,22 23,03+1,36 9,78+0,63 19,26+0,78  0,00+0,00
QZnO 46,68+1,08  0,00£0,00 11,14+0,27 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 42,19+1,19
Q9 45,67+1,31  0,00+0,00 14,82+0,49 0,96+0,14 0,00£0,00 6,13+0,39 21,06+0,51 50,86+1,27

Fonte: a autora (2017).

Os demais picos encontrados no espectro de EDS ndo foram
analisados neste estudo, pois estdo relacionados com os elementos
utilizados no recobrimento de preparo de amostra (elemento ouro e
impurezas).



59

Nas Figuras 14 e 15 s8o apresentados os espectros de FTIR
obtidos com o filme de quitosana pura (Q), QA e QZnO e 0s espectros
obtidos com os nanocompositos Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7, Q8 e Q9,
respectivamente.

Nos espectros de FTIR para os filmes de quitosana pura a banda
de 3000 a 3500 cm™ corresponde a0 modo vibracional por estiramento
da hidroxila livre e ao estiramento simétrico e assimétrico das ligacdes
N-H presentes no grupo amino da molécula (SIRIPATRAWAN;
HARTE, 2010). As bandas em 1063 e 1022 cm™ estdo associadas com
0s modos vibracionais por estiramento dos grupos —OH, 3°-OH e 5-OH
(LI et al., 2010), como também, as bandas 1639 e 1549 cm™ associadas
com 0s modos vibracionais por estiramento do grupo C=0 e por
dobramento  angular  do grupo  —NH,, respectivamente
(BRUGNEROTTO et al., 2001).

As bandas em 1406 e 1382 cm™ est&o associadas com os modos
vibracionais de deformacdo simétrica do grupo CH, (SANUJA;
AGALYA; UMAPATHY, 2014). A banda em 1323 cm™
correspondente ao grupo amida Il1, devido a combinag&o da deformacgéo
do grupo NH e a vibragdo por estiramento CN e da ligacdo C-O presente
na banda 1022 cm™ (CARDENAS; SANZANA; MEI, 2002).

Como pode ser observado no espectro apresentado na Figura 14,
a banda em 3268 cm™ no espectro da quitosana pura, associada com a
presenca dos grupos N-H e O-H, é deslocado para menor nimero de
onda 3261 cm™ quando ¢ adicionado 2% de bentonita na matriz de
guitosana (QA). Este comportamento indica que os grupos -NH, e -OH
da molécula de quitosana pode estar formando ligaces de hidrogénio
com o grupo -OH da bentonita e de menor energia nos modos
vibracionais (WANG, et al., 2006). Este ¢ um indicativo de que a
bentonita pode estar interferindo positivamente nas interacdes
intermoleculares das moléculas de quitosana.

Com a adicdo de 6,5% de 6xido de zinco na matriz de quitosana
(QZn0) a banda associada aos grupos de -OH sofrem deslocamento
para nlmero de onda maiores (3272 cm™), o que indica que as
nanoparticulas de Oxido de zinco podem estar interferindo de forma
positiva na interacdo intermolecular entre as moléculas de quitosana. O
mesmo comportamento é observado com as demais bandas dos
espectros associadas com os grupos funcionais C=0, -NH,, 3°-OH e 5°-
OH. Estes resultados indicam que as nanoparticulas de 6xido de zinco
proporcionam modos vibracionais de maior energia, podendo este
fenbmeno estar relacionado com a formacéo de ligagdes de hidrogénio
entre ZnO e quitosana (DONG et al., 2004).
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Os resultados de FTIR ndo indicam o surgimento ou
desaparecimento de bandas caracteristicas da quitosana quando
produzidos 0s nanocompdsitos, 0 que comprova que nao ocorre
interacbes quimicas significativas entre os grupos funcionais da
quitosana e com as Np-A e Np-ZnO, apenas interagoes fisicas.

Figura 14 - Espectros de FTIR obtidos para o filme de quitosana pura (Q),
quitosana-argila (QA) e quitosana-ZnO (QZnO).

. s S N o—
A /', Jazo
N
= &/
S v
g
2 QA
c
s
£
o
c
@ -
= g
8
oy — Ve
\ S \ [Y / a
\ ] 2\ \ /
\e sag / 2y o
N e g &
&
T r T r T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Fonte: a autora (2017).

Figura 15 - Espectros de FTIR obtidos para os demais nanocompdsitos
quitosana-argila-ZnO (Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7, Q8, Q9).
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Fonte: a autora (2017).
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A estabilidade térmica da quitosana foi avaliada através da
analise de TG sendo o perfil da anlise apresentado na Figura 16, onde a
curva solida (identificada como TG) expressa a leitura direta da massa
na temperatura de ensaio e a curva pontilhada DTG a derivada que
permite a identificacdo de eventuais alteragGes estruturais nas amostras.

O primeiro evento referente a sorcdo de 4&gua ligada
principalmente nos grupos amino e hidroxilas da quitosana teve inicio
em 23,01 °C e seguiu até 162,07 °C com uma perda de massa de
17,38%. O segundo estagio, correspondente a uma intensa perda de
material organico e despolimerizacdo teve inicio em 162,07 °C e
finalizou em 792,78 °C com uma perda de massa de 70,73%. A analise
foi realizada até a temperatura de 800 °C, ndo contemplando o terceiro
estagio da decomposicdo pirolitica da quitosana (ZOHURIAAN;
SHOKROLAHI, 2004).

Figura 16 - Perfil de TG e DTG do filme de quitosana pura (Q).
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Fonte: a autora (2017).

As curvas de DSC do filme de quitosana pura e dos
nanocompasitos podem ser observadas nas Figuras 17 e 18 e o Apéndice
A mostra as curvas da temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) determinadas
por meio do software (Pyris 9.0.2.0193). Valores para a temperatura de
desidratacdo, entalpia de desidratagdo, temperatura de decomposicéo,
entalpia de decomposicdo e para a temperatura de transicdo vitrea
obtidos com os filmes de quitosana pura e diferentes percentuais de Np-
A e Np-ZnO séo apresentados na Tabela 5.
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Figura 17 - Curvas de DSC do filme de quitosana pura (Q), quitosana-argila

(QA) e quitosana-ZnO (QZnO).
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Fonte: a autora (2017).

Figura 18 - Curvas de DSC dos demais nanocompdsitos: quitosana-argila-ZnO

(Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7, Q8,Q9).
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Fonte: a autora (2017).
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Tabela 5 - Valores para a temperatura de desidratacdo, entalpia de desidratacao,
temperatura de decomposicéo, entalpia de decomposigdo e para a temperatura
de transicdo vitrea obtidos com os filmes de quitosana puro e diferentes
percentuais de Np-A e Np-ZnO. Condicbes experimentais definidas de acordo
com a estrutura de um planejamento experimental central composto.

A Zn0O Td AHd Tdc AHdc Tg

AMOSITES  (wioe) o) (°C)  (Ig)  (°C) (g (C) N
Q 0,00 0,0 76 165,50 289 14448 197,49 0,95
QA 2,00 0,0 74 239,36 292 237,30 181,44 0,90
QzZnO 0,00 6,5 76 209,51 269 11250 196,45 0,90
Q1 1,00 5,0 75 317,81 271 197,95 197,28 0,86
Q2 3,00 5,0 78 248,03 273 147,23 189,72 0,86
Q3 1,00 8,0 85 310,85 268 153,53 194,31 0,90
Q4 3,00 8,0 79 275,47 268 151,57 190,95 0,92
Q5 2,00 4.4 70 205,12 274 118,02 187,21 0,88
Q6 2,00 8,6 76 190,32 268 138,75 206,84 0,89
Q7 0,59 6,5 79 316,80 270 156,40 193,67 0,90
Q8 3,40 6,5 85 298,36 270 194,70 203,30 0,87

Q9/Q10 2,00 6,5 82 272,49 270 157,89 186,81 0,84

Td — Temperatura de desidratagdo; AHd — entalpia de desidratacéo

Tdc — Temperatura de decomposi¢do; AHdc — entalpia de decomposi¢édo
Tg — Temperatura de transicao vitrea

R? — Coeficiente de correlacio referente aos valores de AHd e AHdc
Fonte: a autora (2017).

Como pode ser observado nas Figuras 17 e 18, foram detectados
dois picos na fase de aquecimento, sendo um endotérmico e outro
exotérmico. Os picos endotérmicos na faixa de 70 a 85 °C sdo atribuidos
a temperatura de desidratacdo (Td) da quitosana e dos nanocompdsitos
devido a evaporacdo da agua associada aos grupos hidrofilicos dos
polimeros, sendo também responsavel pela forca da interagcdo agua-
polimero (KITTUR et al., 2002).

Os picos exotérmicos na faixa de 268-292 °C sdo atribuidos a
decomposicdo estrutural da quitosana, no qual esta normalmente
relacionada a degradacdo das unidades de glucosaminas em sua
estrutura (MARTINS et al.,, 2016) e o desvio deste evento para
temperaturas mais baixas confirma a reducdo da estabilidade estrutural
promovida pela incorporacdo de ambas nanoparticulas ou somente de
uma das nanoparticulas, fato este, que vai ser investigado pela andlise
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estatistica abaixo. Este fendmeno também pode ser confirmado pela
analise de TG da quitosana, apresentado anteriormente na Figura 17.

A presenca de temperatura de transicdo vitrea (Tg) no filme de
quitosana pura foi observada em aproximadamente 197 °C, sendo este
valor condizente com o estudo feito por Sakurai, Maegawa e Takahashi
(2000) que relatam uma Tg para quitosana em torno de 203°C, e citam
gue sua estrutura é mais flexivel, em relagdo a quitina por ter sofrido o
processo de desacetilagdo. Também, ndo houve grande diferenca para
0S nhanocompdsitos que apresentaram uma Tg entre 181 a 206 °C
indicando uma estrutura flexivel, ou seja, com baixa Tg.

O filme de quitosana pura e 0s nanocompdsitos ndo mostraram
nenhuma transicdo de fusdo. Isto pode ser explicado pelo fato de que a
maioria dos polissacarideos ndo funde, mas se degrada apdés o
aquecimento quando submetido acima de determinada temperatura (EL-
HEFIAN; NASEF; YAHAYA, 2010). Em consequéncia, ndo houve
picos na fase de resfriamento e nem de reaquecimento.

Segundo as avaliacBes estatisticas com os valores para as
condicdes e respostas apresentadas na Tabela 5, andlise de varidncia
(ANOVA) e matriz de efeitos estimados sdo apresentadas nas Tabelas 6
e 7 para a temperatura de decomposi¢do, nas Tabelas 8 e 9 para a
entalpia de decomposicdo, nas Tabelas 10 e 11 para a entalpia de
desidratacdo e nas Tabelas 12 e 13 para a temperatura de transi¢do
vitrea.

Tabela 6 - ANOVA para os resultados de temperatura de decomposicéo.
ANOVA; Var.:Temperatura de decomposic¢do (°C); R-

sqr=0,94603

SS df MS F p
(1) ZnO (L) 33,97056 1 33,97056  83,69454  0,000262
Zn0 (Q) 0,64286 1 0,64286 1,58383 0,263775
(2) Argila (L) 0,50000 1 0,50000 1,23187 0,317550
Argila (Q) 0,07143 1 0,07143 0,17598 0,692264

Error 2,02944 5 0,40589 - -

Total SS 37,60000 9 - - -

Fonte: a autora (2017).
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Tabela 7 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de temperatura de

decomposicéo.

Efeitos estimados; Var.:Temperatura de decomposi¢&o (°C); R-sqr=0,94603

. Err. Err.~
Efeitos Padrio t(5) P -95% 95% Coef.  Padréao
coef.
Média 270,0000 0,450493 599,3437 0,000000 268,8420 271,1580 270,0000 0,450493
(1)znO (L)  -4,1213 0450493 -9,1485 0,000262 -52793 -2,9633  -2,0607  0,225246
ZnO (Q) 0,7500 0,595946  1,2585 0,263775 -0,7819 2,2819 0,3750  0,297973
(2) Argila (L) 05000 0,450493 1,1099 0,317550 -0,6580  1,6580  0,2500  0,225246
Argila(Q)  -0,2500 0595946 -0,4195 0,692264 -1,7819 12819  -0,1250 0,297973
Fonte: a autora (2017).
Tabela 8 - ANOVA para os resultados de entalpia de decomposi¢éo.
ANOVA; Var.: AHdc (J/g); R-sqr=0,44023
SS df MS F p
(1) ZnO (L) 14,481 1 14,4812  0,025422  0,879561
ZnO (Q) 669,510 1 669,5103  1,175337  0,327793
(2) Argila (L) 0,275 1 0,2754 0,000484  0,983307
Argila (Q) 602,536 1 602,5360 1,057763  0,350884
Error 2848,162 5 569,6325 - -
Total SS 5088,074 9 - - -

Fonte: a autora (2017).

Tabela 9 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de entalpia de

decomposicao.

Efeitos estimados; Var.: AHdc (J/g); R-sqr=0,44023

Err.

Efeitos Err.~ t(5) p -95% 95% Coef.  Padréo
Padréo

coef.
Média 157,8900 16,87650 9,35561 0,000235 114,5076 201,2724 157,8900 16,87650
(1)ZnO (L) -2,6908 16,87650 -0,15944 0,879561 -46,0733 40,6916 -1,3454  8,43825
ZnO (Q) -24,2038 22,32551 -1,08413 0,327793 -81,5933 33,1858 -12,1019 11,16276
(2) Argila (L) 03711 16,87650 0,02199 0,983307 -43,0113 43,7535  0,1855  8,43825
Argila (Q) 22,9613 22,32551 1,02848 0,350884 -34,4283 80,3508 11,4806 11,16276

Fonte: a autora (2017).



66

Tabela 10 - ANOVA para os resultados de entalpia de desidratac&o.

ANOVA; Var.: AHd (J/g); R-sqr=0,78937

SS df MS F p
(1) Zno (L) 0,03 1 0025  0,000033  0,995613
Zno (Q) 3722,92 1 3722921 4902657  0,077693
@) Argila (L)  2152,93 1 2152930 2835160  0,153041
Argila (Q) 3184,29 1 3184293 4193346  0,095915
Error 3796,84 5 759,368 - -
Total SS 18026,38 9 - - -

Fonte: a autora (2017).

Tabela 11 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de entalpia de
desidratagdo.

Efeitos estimados; Var.: AHd (J/g); R-sqr=0,78937

Err.
. Err. _oEo, o <
Efeitos Padrio t(5) P 95% 95% Coef. ng erfao

Média 272,4900 19,48548 13,98426 0,000034 222,401 322,5790 272,4900 19,48548
(1)znO (L) -0,1126 19,48548 -0,00578 0,995613 -50,202 49,9764  -0,0563  9,74274
Zn0 (Q) -57,0750 25,77687 -2,21419 0,077693 -123,337 99,1866  -28,5375 12,88843
(2) Argila (L) -32,8095 19,48548 -1,68379 0,153041 -82,899 17,2795 -16,4048  9,74274

Argila (Q) 52,7850 25,77687 2,04777 0,095915 -13,477 119,0466 26,3925 12,88843

Fonte: a autora (2017).

Tabela 12 - ANOVA para os resultados de temperatura de transi¢éo vitrea.
ANOVA,; Var.: Tg (°C); R-sqr=0,46984

SS df MS F p

(1) ZnO (L) 84,6366
Zn0 (Q) 70,7850
(2) Argila (L) 0,9105
Argila (Q) 99,4845
Error 232,4605

Total SS 438,4752
Fonte: a autora (2017).

84,63663  1,820452 0,235136
70,78503  1,522518  0,272071
0,91049 0,019584  0,894168
99,48446  2,139814  0,203382
46,49209 - -

© Ul B R R




67

Tabela 13 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de temperatura de
transicdo vitrea.

Efeitos estimados; Var.: Tg (°C); R-sqr=0,46984

Err.
Err.

Efeitos Padrio t(5) p -95% 95% Coef. nggf&o

Média 186,8100 4,821415 38,74588 0,000000 174,4162 199,2038 186,8100 4,821415

(1) ZnO (L) 6,5053 4,821415 1,34924 0,235136 -5,8886 18,8991  3,2526  2,410708
ZnO (Q) 7,8700 6,378133 1,23390 0,272071 -8,5255 24,2655  3,9350  3,189067
(2) Argila (L) 0,6747  4,821415 0,13994 0,894168 -11,7191 13,0686  0,3374  2,410708

Argila (Q) 9,3300 6,378133 1,46281 0,203382 -7,0655 25,7255  4,6650  3,189067

Fonte: a autora (2017).

O diagrama de Pareto foi obtido para se determinar a relagio
entre a variavel de resposta com as variaveis significativas. Em um nivel
de significancia de 95%, os resultados mostram que a temperatura de
decomposicdo é afetada significativamente apenas pela concentracdo de
Np-ZnO e com efeito negativo (Figura 19). Pelos resultados estatisticos
apresentados nas Tabelas 6 e 7, o efeito médio da adicdo de Np-ZnO é
de uma diminuicdo de (4,12 + 0,45) no valor da temperatura de
decomposicéo.

Segundo Azizi et al. (2014), uma diminuicdo na estabilidade
térmica ao se incorporar Np-ZnO em matriz de quitosana pode ser
explicada como segue: primeiramente, a presenga do ZnO poderia
restringir o movimento das cadeias do polimero ou atuar como um
isolante térmico e de barreira para os produtos volateis formados ao
longo da degradacdo, portanto isso leva a um atraso na decomposicao
térmica. Por outro lado, 0 ZnO como semicondutor é capaz de gerar
oxigénio livre e espacos de oxigénio na estrutura do polimero induzida
pela estimulacdo térmica. Os espagos de oxigénio podem absorver
elétrons para fazer posicGes cataliticas ativas em ZnO e o oxigénio livre
aumenta a criacdo de radicais peroxi para quebrar as cadeias do
polimero. Portanto, a formacdo de espagos e oxigénio livre desempenha
um papel principal na decomposicdo de polimeros (MA; ZHANG,
2009). Os dois efeitos acima mencionados competem e o efeito da
catélise térmica das Np-ZnO supera a maioria dos biocompositos.

Vicentini et al. (2010), citam que a diminui¢do na estabilidade
térmica pode estar relacionada com o aumento das distancias
interatdmicas entre ZnO e quitosana, e consequentemente, menos
energia é necessaria para decompor os filmes.
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A concentracdo da argila ndo foi um fator estatisticamente
significativo, o que sugere que a Tdc ndo é alterada pela quantidade de
argila.

Figura 19 — Diagrama de Pareto para os valores de temperatura de

decomposicéo.
e -g.“&w

2n0(Q) 1,258503
(2)gia(L) 1,109896
Augila(Q) 419501

p=.05

Fonte: a autora (2017).

Segundo resultados estatisticos apresentados nas Tabelas 8 e 9
para a entalpia de decomposicdo, nas Tabelas 10 e 11 para a entalpia de
desidratacdo e nas Tabelas 12 e 13 para a temperatura de transigdo
vitrea, em um nivel se significAncia de 95%, conclui-se que as
concentracGes de Np-ZnO e Np-A ndo afetaram significativamente no
valor das entalpias e de temperatura de transicao vitrea.

Os resultados estatisticos mostram que um modelo linear +
quadrético de correlagdo entre os fatores significativos e o efeito da
temperatura de decomposicdo é apropriado. O valor superior a 0,90 do
coeficiente de correlacdo (R?) para a temperatura de decomposicéo (R* =
0,94) mostra um ajuste linear + quadratico satisfatorio.

Como apenas a concentracdo de Np-ZnO em escala linear é
significativo para a temperatura de decomposi¢cdo no planejamento
experimental executado, o modelo linear + quadrético reduz-se a fungéo
de uma varidvel, ETdc = f(Zn0O). A Equacéo 2 correlaciona o efeito da
temperatura de decomposi¢do (ETdc) com a concentracdo de ZnO
(Zn0).

ETdc(Zn0) = 270(+0,45) — 2,06(+0,22)Zn0 @)
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Na pratica, a equacdo é importante por apresentar um método
para a estimativa da temperatura de decomposi¢do, com a quantidade de
ZnO para o desenvolvimento e producdo de nanocompositos.

Na Figura 20 podem ser observados a superficie de resposta (A) e
os contornos (B), mostrando a dependéncia linear da concentracdo do
ZnO em funcgdo da temperatura de decomposicdo. Os melhores valores
foram observados nos niveis (-1, -1), (—a, 0) e (-1, 1) correspondentes as
amostras Q5 (2% Np-A + 4,4% Np-ZnO), Q2 (3% Np-A + 5% Np-ZnO)
e Q1 (1% Np-A + 5% Np-ZnO). Observa-se nas representacfes graficas
gue 0 comportamento e a magnitude para o efeito de temperatura de
decomposicdo ndo sdo modificados significativamente com as variagdes
de concentragdo de argila.

Figura 20 - Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) referentes aos
valores de temperatura de decomposigéo.
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Fonte: a autora (2017).
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4.2 PROPRIEDADES MECANICAS: ENSAIO DE TENSAO VERSUS
DEFORMACAO

A resposta mecanica (tensdo x deformacéo) do filme de quitosana
pura e dos nanocompdsitos pode ser visualizada nas Figuras 21a até
21h. Nas Figuras 22 e 23 sdo apresentadas as imagens do corpo de prova
antes e durante o ensaio.

Visando boa confiabilidade para as informagdes mecéanicas, 0s
ensaios previstos pela matriz de planejamento experimental foram
realizados em sextuplicata. Porém, para fins estatisticos, foram
utilizadas somente as trés melhores amostras (com menor desvio padrao,
em relagdo a tensdo) de cada um dos experimentos. Os valores para a
tensdo maxima, alongamento e para 0 modulo de Young obtidos com 0s
filmes de quitosana pura e diferentes percentuais de Np-A e Np-ZnO sdo
apresentados na Tabela 14.

Figura 21 - Ensaios de tensdo x deformacdo do filme de quitosana pura (Q) e
dos nanocomp@sitos.

a)
50

40 QA

Tensiio (MPa)
~
~

o i 2 3 4 B ) 7 8
Deformagio (%)

5} QZn0 d) Q1

[
05 1 15 2 25 3 3s a 0 05 1 15

Deformagiio (%) Deformagio (%)



71

Q2 n Q3
5 )
—— Amosral —— Amesial
—— Amosia2 Amosira2
45 1| —— amoursa ] T ot .
5
a0
= o
)
£» £
= S
o % 4 / 2 %
§ / i
e2 Y / e
2
5 V4 //
/
/
o /A
y 10
st/
7
/
o 0
o 05 1 15 2 25 3 o 05 15 2 25 3 35 4
Deformagdio (%)
2
o
&
s
£w
z
i,
=
Y
10

' 15 2 s 3 s & as o T
Deformagio (%)

Fonte: a autora (2017).

Figura 22 - Imagem do corpo de prova antes do ensaio.

Fonte: a autora (2017).
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Tabela 14 - Valores de tensdo maxima, alongamento e mddulo de Young
obtidos para filmes de quitosana pura e contendo diferentes percentuais de Np-
A e Np-ZnO. Condigdes experimentais definidas de acordo com a estrutura de
um planejamento experimental fatorial 2°.

Amostras A ZnO Tensdo Alongamento Maddulo de Young
(Wt%) (wt%) (MPa) na ruptura (%) (GPa)

Q 0 0,0 (33,68+228)%  (345+027)%  (2,040+0,15)**
QA 2 00 (22,34+1,75)*  (1,54+0,07)™ (1,750+ 0,06)?
Qzno 0 65 (3049+1,17)°  (1,48+0,01)™  (2,190+0,02)"
Q1 1 50 (1827+260)™  (0,84+0,14)° (1,800 + 0,08) ™
Q2 3 50  (23,77+£120)°  (0,92+0,03)° (2,260 + 0,15) "
Q3 1 80 (34,37+240)°*®  (1,54+0,06)™ (2,090 + 0,05) ™
Q4 3 80 (3886+149)®  (2,08+0,05)¢ (2,410+0,01)°
Q9 2 65 (37,08+1,10)°  (1,78+0,01)° (2,220 +0,01) ¢

%€ Diferentes sobrescritos dentro da mesma coluna indicam diferengas significativas entre as
formulagdes (p < 0,05).
Fonte: a autora (2017).

Segundo as avaliacBes estatisticas com o0s valores para as
condi¢des e respostas apresentadas na Tabela 14, ANOVA e matriz de
efeitos estimados sdo apresentadas nas Tabelas 15 e 16 para a tensao,
nas Tabelas 17 e 18 para o alongamento na ruptura e nas Tabelas 19 e
20 para 0 médulo de Young.

Tabela 15 - ANOVA para os resultados de tenséo.
ANOVA,; Var.:Tensdo maxima (MPa); R-sqr=0,77603

SS df MS F p
(1) ZznO 729,300 1 729,3002 34,52927 0,000107
(2) Argila 74,950 1 74,9500 3,54856 0,086287
lhy2 0,765 1 0,7651 0,03622 0,852522
Error 232,333 11 21,1212 - -

Total SS 1037,349 14 - - -

Fonte: a autora (2017).
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Efeitos estimados; Var.:Tensdo maxima (MPa); R-sqr=0,77603

Err.
. Err. ~
Efeitos ~  t(11) P -95% 95%  Coef. Padréo

Padrao
coef.
Média  30,47067 1,186626 2567841 0,000000 27,85892 33,08241 30,47067 1,186626
(1)Zn0 1559167 2,653376 587616 0,000107 9,75162 2143171 7,79583  1,326688
(2) Argila  4,99833 2,653376 188376 0,086287 -0,84171 10,83838 2,49917  1,326688
1by2 -0,50500 2,653376 -0,19032 0,852522 -6,34504 533504 -0,25250 1,326688

Fonte: a autora (2017).

Tabela 17 - ANOVA para os resultados de alongamento na ruptura.

ANOVA,; Var.:Alongamento na ruptura (%); R-sqr=0,84551

Ss df MS F p

(1) Zno 2,557633 1 2557633  51,24522  0,000018

(2) Argila  0,288300 1 0,288300 577643  0,035020

1by2 0,158700 1 0,158700  3,17974  0,102139
Error 0,549007 11 0,049910 - -
Total SS 3,553640 14 - - -

Fonte: a autora (2017).

Tabela 18 - Matriz de efeitos estimados para os resultados de alongamento na

ruptura.

Efeitos estimados; Var.:Alongamento na ruptura (%); R-sqr=0,84551
Err Err.
Efeitos ~ . t(11) p -95%  95%  Coef. Padréo

Padréo
coef.
Média ~ 1,432000 0,057683 24,82540 0,000000 1,305041 1,558959 1,432000 0,057683
(1)ZnO  0,923333 0,128983 7,15858 0,000018 0,639444 1207223 0,461667 0,064491
(2) Argila  0,310000 0,128983 2,40342 0,035020 0,026111 0,593889 0,155000 0,064491
1by2 0230000 0,128983 1,78318 0,102139 -0,053889 0,513889 0,115000 0,064491

Fonte: a autora (2017).
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Tabela 19 - ANOVA para os resultados de médulo de Young.
ANOVA,; Var.:Médulo Young (GPa); R-sqr=0,83217

ss df MS F P

(1) Zno 0,147408 1 0147408  12,90576  0,004225

(2) Argila  0,460992 1 0460992  40,36035  0,000054

1hy2 0,014560 1 0014560  1,27477  0,282894
Error 0,125641 11 0,011422 - -
Total SS  0,748602 14 - - -

Fonte: a autora (2017).

Tabela 20 - Matriz de efeitos estimados para os resultados do médulo de Young.

Efeitos estimados; Var.: Médulo Young (GPa); R-sqr=0,83217

Err.
Efeitos _='":  t(11) p  -95% 95% Coef. Padrio
Padrao coef

Média 2,155600 0,027595 78,11682 0,000000 2,094865 2,216335 2,155600 0,027595
(1)ZnO  0,221667 0,061703 359246 0,004225 0,085859 0,357475 0,110833 0,030852
(2) Argila  0,392000 0,061703 6,35298 0,000054 0,256192 0,527808 0,196000 0,030852

lby2  -0,069667 0,061703 -1,12906 0,282894 -0,205475 0,066141 -0,034833 0,030852

Fonte: a autora (2017).

Diagramas de Pareto foram obtidos para se determinar a relacéo
entre a variavel de resposta com as variaveis significativas. Em um nivel
de significancia de 95%, os resultados mostraram que a tensdo maxima
é afetada significativamente apenas pela concentragdo de Np-ZnO e com
efeito positivo (Figura 24). Pelos resultados estatisticos apresentados nas
Tabelas 15 e 16, o efeito médio da adicdo de Np-ZnO é de um aumento
de (15,60 + 2,66) no valor da tensdo maxima. Segundo Li et al. (2010),
este comportamento mecanico pode estar associado a um grande nimero
de estruturas de cadeias ciclicas que a quitosana apresenta, em que as
forgcas intramoleculares e intermoleculares das pontes de hidrogénio
foram formadas pela ligacdo de —OH e —NH, o0 que dificultou a rota¢éo
e 0 movimento da cadeia molecular. Possivelmente quando o ZnO foi
incorporado, as forgas intermoleculares das pontes de hidrogénio foram
enfraquecidas e novas pontes de hidrogénio foram formadas entre a
quitosana e 0 ZnO, colaborando para um melhor movimento e rotagdo
da cadeia molecular, aumentando, assim, a forca de tensdo dos filmes.
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De acordo com Sanuja, Agalya e Umaphaty (2015), outro motivo
que pode estar associado € que pode ocorrer a maxima dispersdo das
Np-ZnO na matriz polimérica de quitosana, que impede o material de
coagular, e também a forte interacdo entre ambos, como foi observado
no espectro de FTIR. No entanto, a concentracdo da argila ndo foi fator
estatisticamente significativo para o aumento da tens&o.

Figura 24 - Diagrama de Pareto para os valores de tensdo maxima.

Diagrama de Pareto; Variével: Tens3o (MPa)
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Fonte: a autora (2017).

Para o alongamento na ruptura, é possivel observar no Diagrama
de Pareto (Figura 25) que a concentragdo de Np-ZnO e Np-A foram
estatisticamente significativas no intervalo de confianca de 95%. Ambos
possuem efeito positivo no alongamento na ruptura, aumentando-o em
(0,92 + 0,12) em relacéo a concentracdo de Np-ZnO e (0,31 £ 0,12) para
a concentragdo de Np-A.

Figura 25 - Diagrama de Pareto para os valores de alongamento na ruptura.

Diagrama de Pareto; Varidvel: Alongamento na ruptura (%)
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Fonte: a autora (2017).
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Este efeito ocorre também para 0 médulo de Young, onde as
concentraces de Np-ZnO e Np-A foram significativas para 0 aumento
da rigidez dos nanocompdsitos (Figura 26). A concentragdo de Np-ZnO
tem efeito positivo no médulo de Young, aumentando-o em (0,23 +
0,06) e para a concentracdo de Np-A, aumentando-o em (0,39 + 0,06).

Figura 26 - Diagrama de Pareto para os valores de mddulo de Young.

Diagrama de Pareto; Varidvel: Médulo Young (GPa)
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Fonte: a autora (2017).

A analise estatistica dos resultados apresentados na Tabela 14
mostra que um modelo de duas interacdes entre os fatores significativos
e os efeitos mecéanicos € aceitadvel. Os valores acima de 0,70 do
coeficiente de correlacio (R?) para tensdo (R? = 0,77), alongamento na
ruptura (R? = 0,84) e médulo Young (R? = 0,84) mostram um ajuste de
duas interacGes satisfatorio.

Como apenas a concentragdo de Np-ZnO é significativo para a
tensdo maxima no planejamento experimental executado, o modelo de
duas interagdes reduz-se a uma funcdo de uma varidvel, Et = f(ZnO). A
Equacdo 3 correlaciona o efeito da tensdo (Et) com a concentracdo de
ZnO (ZnO).

Para o alongamento na ruptura, a concentracdo de Np-ZnO e a
concentracdo de Np-A foram significativas. O modelo de duas
interacdes reduz-se a uma funcdo de duas varidveis, Ea = f(ZnO,A). A
Equacdo 4 correlaciona o efeito do alongamento (Ea) com a
concentracdo de (ZnO) e argila (A).

Ambas as concentracdes, de Np-ZnO e Np-A, também foram
significativas para o aumento no médulo de Young. O modelo de duas
interacdes reduz-se a uma funcéo de duas variaveis, Em = f(ZnO,A). A
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Equacgdo 5 correlaciona o efeito médulo (Em) com a concentracdo de
(ZnO) e argila (A).

Et(Zn0) = 30,48(+1,19) + 7,79(+1,33)Zn0 ©)
Ea(Zn0,A) = 1,43(+0,057) + 0,47(+0,064)Zn0 + 0,15(+0,064)4 (4)

Em(Zn0, A) = 2,15(+0,027) + 0,11(+0,03)Zn0 + 0,19(+0,03)4  (5)

Na pratica, tais equagdes sdo importantes por apresentarem um
método para a estimativa das propriedades mecanicas com base na
guantidade de argila e de éxido de zinco para o desenvolvimento e
producdo de nanocompdsitos.

Numa representacdo grafica, na Figura 27 podem ser visualizados
a superficie de resposta (A) e os contornos (B), mostrando a
dependéncia da concentracdo do ZnO em funcéo da tensdo. Os melhores
valores foram observados nos niveis (+1, +1) e (0, 0) correspondentes as
amostras Q4 (3% Np-A + 8% Np-ZnO) e Q9 (2% Np-A + 6,5% Np-
Zn0). Observa-se nas representacdes graficas que o comportamento e a
magnitude para o efeito de tensdo ndo sdo modificados
significativamente com as variagdes de concentragdo de argila.
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Figura 27 - Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) referente aos valores
de tensdo.

A) Superficie de resposta; Varidvel: Tensao (MPa)
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Fonte: a autora (2017).

Considerando-se os valores de alongamento na ruptura, é possivel
observar que o aumento do mesmo é dependente da concentragdo de
ZnO e da concentracdo de argila. Verifica-se que a melhor regido foi
observada no nivel (+1, +1) correspondente a amostra Q4 (3% Np-A +
8% Np-zZnO) (Figura 28).
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Figura 28 - Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) referente aos valores
de alongamento na ruptura.
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Fonte: a autora (2017).

Considerando-se os valores do médulo de Young, observa-se que
a concentragcdo de ZnO e a concentracdo de argila foram significativas
para 0 aumento na rigidez dos nanocompdsitos. Esta observacdo
também esta de acordo com os resultados estatisticos. Verifica-se que a
melhor regido foi observada no nivel (+1, +1) também correspondente a
amostra Q4 (3% Np-A + 8% Np-ZnO) (Figura 29).
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Figura 29 - Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) referente aos valores
do médulo de Young.

A) Superficie de resposta; Variavel: Médulo Young (GPa)
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Fonte: a autora (2017).

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, os filmes com os
maiores resultados de resisténcia a tragdo (forca de tensdo) foram
selecionados, sendo estes as amostras Q4 (8% ZnO + 3% argila) e Q9
(6,5% ZnO + 2% argila). Além disso, as amostras de quitosana pura
(branco), QA e QZn0O também foram submetidas ao teste.
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4.3.1 Nanoparticulas de argila bentonita organofilica e
naoparticulas de ZnO

O método de difusdo em 4agar foi utilizado como uma analise
qualitativa em funcdo de uma predicdo para o comportamento
bacteriostatico das Np-ZnO e Np-A. As imagens das placas do teste de
difusdo em agar frente as bactérias S. aureus e E. coli estudadas séo
apresentadas nas Figuras 30 e 31.

Figura 30 - Resultados dos testes de difusdo em agar em meio sélido para as
Np-A: (a) E. coli; (b) S. aureus.

Fonte: a autora (2017).

Figura 31 - Resultados dos testes de difusdo em é&gar em meio sélido para as
Np-ZnO: (a) E. coli; (b) S. aureus.

Fonte: a autora (2017).



82

Como pode ser observado nas Figuras 30 e 31, um efeito
bacteriostatico para ambas as bactérias foi observado somente para as
Np-ZnO, pois um halo de inibicdo de crescimento microbiano foi
formado. Porém, para as Np-A nenhum halo de inibi¢&o foi identificado.

De acordo com Mirhosseini e Firouzabadi (2013), a acdo de
inibicdo de ZnO em meios de cultura microbiana pode decorrer do
desaparecimento do crescimento e/ou da morte celular das bactérias.
Com maiores concentragdes de Np-ZnO, primeiramente ocorre a morte
de uma subpopulagao de células sensiveis, fazendo com que a populagéo
microbiana seja reduzida e, apds, retardam o crescimento de uma
subpopulagdo resistente, que pode manter-se em baixa concentracéo ou
comecar a crescer. Em concentracdes inferiores, o tratamento apenas
suprime o crescimento de bactérias e prolongam a fase de laténcia antes
do inicio do crescimento em velocidade exponencial.

Nas Figuras 32 a 36 sdo apresentadas as imagens das placas do
teste de difusdo em agar em meio solido de amostras de filmes frente as
bactérias S. aureus e E. coli.

Figura 32 - Resultados dos testes de difusdo em agar para quitosana pura Q
(branco): (a) E. coli; (b) S. aureus.

Fonte: a autora (2017).
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Figura 33 - Resultados dos testes de difusdo em agar para QA: (a) E. coli; (b) S.
aureus.

Fonte: a autora (2017).

Figura 34 - Resultados dos testes de difusdo em agar para QZnO: (a) E. coli; (b)
S. aureus.

Fonte: a autora (2017).
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Figura 35 - Resultados dos testes de difusdo em agar para Q4: (a) E. coli; (b) S.
aureus.

Fonte: a autora (2017).

Figura 36 - Resultados dos testes de difusdo em agar para Q9: (a) E. coli; (b) S.
aureus.

Fonte: a autora (2017).

Para a amostra Q (branco) (Figura 32) a zona de inibi¢do foi de
dificil visualizagdo para ambas as bactérias, pois ndo apresenta halo bem
delineado, mostrando-se difuso em direcdo ao meio. Apesar deste teste
ndo afirmar que o biopolimero estudado (quitosana) apresenta atividade
bacteriostatica, varios autores como Hu, Jou e Yang (2003); Tianwei,
Xiaojing e Weixia, (2001) e Goosen (1996) citam que a quitosana
apresenta potencial antimicrobiano.

Para a amostra QA (Figura 33) nenhum halo de inibicdo foi
observado, sugerindo, assim, que a argila bentonita organofilica
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utilizada ndo apresenta efeito bacteriostatico frente as bactérias
estudadas. Em adicdo, ndo ha relatos na literatura sobre seu potencial
antimicrobiano.

As amostras QZnO, Q4 e Q9 (correspondentes as Figuras 34, 35
e 36) apresentaram efeito bacteriostatico para ambas as bactérias devido
a ocorréncia de um halo de inibigdo de crescimento microbiano.

Na Tabela 21 sdo apresentados os valores médios do halo de
inibicdo para o teste de difusdo em &gar para as nanoparticulas como
também para os filmes frente as bactérias E.coli e S.aureus.

Tabela 21 - Valores médios do halo de inibi¢do de crescimento microbiano.
Valores médios do halo de inibicdo (mm)

Amostras

E. coli S.aureus

Np-A 0,0+0,00 0,0£0,00

Np-ZnO 30,0+0,6 80,0+10,0
Q difuso difuso
QA 0,0+0,0 0,0+0,0

QzZnO 10,0+0,6 20,0+0,5

Q4 10,0+0,5 10,0+0,5

Q9 20,0£0,6 30,0+0,6

Fonte: a autora (2017).

A partir da Tabela 21 é possivel constatar que os maiores halos de
inibicio sdo observados para a bactéria gram-positiva S.aureus.
Segundo Tortora, Funke e Case (2010) e Mufioz-Bonilla e Fernandez-
Garcia (2012), essas bactérias apresentam uma parede celular de
peptideoglicano mais espessa, enquanto que as gram-negativas contém
somente uma camada de lipopolissacarideo e apresentam a vantagem de
ser mais resistente, fato este que justifica a ocorréncia de um halo menor
para a bactéria E.coli. Segundo Sonohara et al. (1995) e Rhim et al.
(2006), a diferenca na polaridade da membrana celular também é
justificavel, sendo que a gram-positiva apresenta carga negativa menor,
permitindo, assim, maior penetracdo de radicais livres, causando danos
e/ou morte celular.

Apesar de ter sido observado halo de inibi¢do de crescimento
microbiano, este método ndo é recomendado para se analisar os
resultados quantitativamente. Uma das justificativas é que o processo é
suscetivel a pequenas alteraces nas condi¢des de trabalho, como a
espessura do meio e a precisdo na adicdo da amostra.

O teste de curva de morte é considerado confirmatdrio e mais
preciso do que os de difusdo em &gar, pois a possibilidade de interacdo
das nanoparticulas com as bactérias € mais elevada na fase liquida
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(NEGI et al., 2012). Deste modo, para a obtencdo da curva de morte
foram realizados testes de diluicdo em série.

As Figuras 37 e 38 apresentam o0s resultados microbioldgicos de
curva de morte para as bactérias S. aureus e E.coli, respectivamente,
obtidos para as amostras de filmes Q, QA, QZn0, Q4 e Q9. O filme de
quitosana pura (Q) foi a contraprova (branco). Os resultados séo
expressos em quantidade de coldnias bacterianas por cm? de amostra.

Figura 37 - Curva de morte para a bactéria S. aureus obtida com o filme de
quitosana pura (Q) e com 0s nanocompésitos (QA, QZn0O, Q4 e Q9).
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Fonte: a autora (2017).

Como se observa na Figura 37, todos os filmes poliméricos
apresentaram atividade antimicrobiana contra a bactéria S. aureus.
Verifica-se que para o tempo de 6 h de contato, as amostras
apresentaram uma atividade antimicrobiana satisfatdria. Para a amostra
Q (branco) houve uma reducdo de 99,59%, para QA 95,8%, QZnO
99,18%, Q4 e Q9 100%. Consequentemente, observa-se que para 0
tempo de 24 h as amostras QA e QZnO conseguem reduzir 100% do
crescimento microbiano, exceto para a amostra de quitosana pura (Q),
que mantém a mesma porcentagem em relacio ao tempo de 6 h. E
interessante mencionar que o filme de quitosana pura apresentou
potencial antimicrobiano, fato este que pode estar atribuido a sua forte
interacdlo com a superficie eletronegativa dos microrganismos,
induzindo mudangas na permeabilidade, nos distirbios metabdlicos e,
finalmente, ocasionando a morte (FANG, et al., 1994). Han et al. (2010)



87

citam que a quitosana apresenta atividade antimicrobiana devido a sua
propriedade catidnica. Além disso, de acordo com Jung et al. (1999), o
grupo amino presente na quitosana, quando em meio &cido, pode ser
protonado a aménio (NH3"), resultando em atividade antifiingica ou
antimicrobiana. Ressalta-se também, que a incorporacdo do composto
antimicrobiano (ZnO), em matriz de quitosana, vem a melhorar ainda
mais este potencial.

A atividade antimicrobiana da amostra QA pode estar
correlacionada com o fato de que grande quantidade de quitosana é
utilizada para producdo dos nanocompositos, 0 que acaba
incrementando sua atividade antimicrobiana.

Figura 38 - Curva de morte para a bactéria E. coli obtida com o filme de
quitosana pura (Q) e com os nanocompositos (QA, QZnO, Q4 e Q9).
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Fonte: a autora (2017).

Verifica-se na Figura 38 que hd uma queda consideravel no
crescimento microbiano para o tempo de 6 h de contato para a bactéria
E. coli. Porém, a Gnica amostra que consegue eliminar 100% das
bactérias é a QZnO. As outras amostras seguem com uma reducdo na
faixa de 91% a 95%. Para o tempo de 24 h de contato, as amostras Q4 e
Q9 nédo conseguiram reduzir em 100% o crescimento das bactérias, o
gue sugere uma maior resisténcia das bactérias gram-negativas, como
mencionado anteriormente.
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Na Tabela 22 sdo apresentados os resultados obtidos no teste de
curva de morte com o respectivo desvio padréo.

Tabela 22 - Resultados da analise microbiolégica para o teste de curva de morte
obtidos para os filmes de quitosana pura e incorporados com diferentes
composicoes de Np-A e Np-ZnO.
S. aureus E. coli
0h 24 h Oh 24 h

Q 1,000+0,183 0,010+0,007 1,000+0,142 0,000+0,000

QA 1,000+0,194  0,000+0,000 1,00040,217 0,000+0,000

QZnO  1,000+0,097 0,000+0,000 1,000+0,253 0,000+0,000

Q4 1,000+0,657  0,000+0,000 1,00040,247 0,21040,214

Q9 1,000£0,553  0,000+0,000 1,000+0,317 0,070+0,060
Fonte: a autora (2017).

Amostras

A Tabela 23 apresenta o percentual de reducdo das bactérias ap6s
24 h de contato com os filmes de quitosana pura e incorporada com
diferentes composicoes de Np-A e Np-ZnO.

Tabela 23 - Porcentagem de reducdo das colbnias bacterianas apés 24 h de
tempo de contato com os filmes de quitosana com diferentes composicOes de
Np-A e Np-ZnO.

Amostras % reducdo S. aureus % reducdo E. coli
Q 99,59 100,0
QA 100,0 100,0
QzZnO 100,0 100,0
Q4 100,0 95,43
Q9 100,0 96,96

Fonte: a autora (2017).
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5 CONCLUSAO

Nanocompésitos de quitosana foram preparados com sucesso via
método de intercalacdo do polimero por solugdo utilizando acido acético
como solvente.

Foi mostrado que a incorporacdo de pequenas quantidades de
nanoparticulas de argila bentonita organofilica e ZnO em matriz de
quitosana melhora significativamente as propriedades mecénicas da
quitosana. O teste mecanico mostrou que os filmes misturados com
quitosana-argila-ZnO obtiveram maiores propriedades mecanicas em
relagdo aos filmes com quitosana-argila e quitosana-ZnO. A amostra Q4
(8% ZnO + 3% argila) foi a que apresentou as melhores propriedades
mecanicas de tensdo, alongamento na ruptura e médulo de Young.

Para as propriedades térmicas, a temperatura de decomposicdo
(Tdc) é influenciada significativamente pela quantidade de Np-ZnO,
mas nao é significativa quando argila é adicionada.

O espectro de FTIR demonstrou boa compatibilidade entre os
componentes (quitosana/montmorilonita/éxidos metalicos), sendo que
houve somente interacdo fisica entre 0s componentes, ou seja, nao
indicou nenhuma reacéo quimica.

O filme de quitosana apresentou através do MEV superficie lisa e
0s nanocompoésitos apresentaram maior rugosidade devido a
incorporacdo de Np-A e Np-ZnO. A distribuicdo do ZnO se torna mais
uniforme junto com a argila na quitosana, sendo assim, a argila
compatibiliza as Np-ZnO com a quitosana melhorando as propriedades
mecénicas e ndo afetando a atividade antimicrobiana.

As analises microbioldgicas mostraram que as Np-A ndo
apresentaram acao antimicrobiana frente as bactérias S. aureus e E. coli
testadas. A analise exibe um efeito sinérgico de acdo antimicrobiana
somente entre a quitosana e as Np-ZnO. Este efeito foi tanto
bacteriostatico quanto bactericida. A incorporacdo de um agente
antimicrobiano em quitosana, como se mostrou a amostra QZnO,
melhora ainda mais esta propriedade, 0 que torna interessante produzir
bionanocompositos para embalagens de alimentos.
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5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) analisar o filme de quitosana pura e 0s nanocompdsitos quanto as
propriedades de barreira e grau de dispersdo das nanoparticulas na
matriz;

b) estudar o sinergismo com outros compostos antimicrobianos;

c) realizar testes toxicolégicos com as Np-ZnO utilizadas neste trabalho;
d) estudar a migracao de Np-ZnO em matrizes poliméricas.
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Figura A1 — Curva de DSC para a determinacdo da temperatura de transi¢éo
v[trea (Tg) da quitosana pura (Q).
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Figura A2 — Curva de DSC para a determinacdo da temperatura de transicao
vitrea (Tg) da amostra QA.

a

Dt G = 0 64 LigHoC

Ta: Halficp Extrapolated = 181.44 0

Figura A3 — Curva de DSC para a determinacdo da temperatura de transicao
vi‘tl[ea (Tg) da amostra QZnO.
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Figura A4 — Curva de DSC para a determinacdo da temperatura de transi¢éo
vitrea (Tg) da amostra Q1.
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Figura A5 — Curva de DSC para a determinagdo da temperatura de transicéo
vitrea (Tg) da amostra Q2.
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Figura A6 — Curva de DSC para a determinacdo da temperatura de transicao
vitrea (Tg) da amostra Q3.
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Figura A7 — Curva de DSC para a determinacdo da temperatura de transi¢éo
vitrea (Tg) da amostra Q4.
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Figura A8 — Curva de DSC para a determinacdo da temperatura de transicdo
vitrea (Tg) da amostra Q5.
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Figura A9 — Curva de DSC para a determinacdo da temperatura de transicao
vitrea (Tg) da amostra Q6.
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Figura A10 — Curva de DSC para a determinagdo da temperatura de transicéo
vitrea (Tg) da amostra Q7.
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Figura A1l — Curva de DSC para a determinacdo da temperatura de transicao
vitrea (Tg) da amostra Q8.
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Figura A12 — Curva de DSC para a determinacdo da temperatura de transicao
vitrea (Tg) da amostra Q9/Q10.
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