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RESUMO

As embalagens ativas produzidas com agentes antimicrobianos incorporados a matriz
polimérica sdo capazes de aumentar a vida util dos alimentos com a inibi¢ao ou eliminacdo de
micro-organismos. Neste sentido, as propriedades antimicrobianas das nanoparticulas de ZnO
(NPs-ZnO) ja sdo conhecidas e por isso tem se estudado a incorporagdo destas nanoparticulas
em diferentes polimeros. O objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes ativos
antibacterianos com nanoparticulas de ZnO (NPs-ZnO) incorporadas em polietileno linear de
baixa densidade (PELBD) através de duas diferentes técnicas: aspersao das NPs-ZnO em
PELBD parcialmente fundido e pela aplicagdo do plasma frio de ar atmosférico em PELBD
para aderir um biopolimero (amido ou quitosana) contendo essas nanoparticulas. Para os
filmes obtidos por aspersao, as NPs-ZnO foram adicionadas nas concentragdes de 0,9 e 1,5
mg/cm2 e para os filmes multicamadas, nas concentracdes de 0,2 e 0,5 mg/cmz. Os filmes de
PELBD foram tratados por 120 s de plasma frio utilizando ar atmosférico em um reator de
descarga com barreira dielétrica (DBD) nas condicdes de 32 kV, 132 Hz a pressao
atmosférica, o que tornou o filme mais hidrofilico e aumentou a energia livre superficial,
viabilizando a adesdo da camada biodegradavel. As propriedades mecanicas ndo foram
alteradas na presenca das NPs e das camadas com os biopolimeros. A propriedade fisica de
molhabilidade dos filmes de PELBD puro e com a incorporagdo das NPs-ZnO por aspersao
nao apresentou alteracdo. Enquanto, os filmes com a sobrecamada de amido resultaram nas
superficies mais hidrofilicas. Porém, a adicdo das NPs-ZnO diminuiu a hidrofilicidade tanto
para os filmes com amido e com quitosana. No aspecto de cor, os filmes de quitosana se
apresentaram mais amarelados e homogéneos, ndo sendo possivel se perceber a presenga das
NPs. Entretanto, para os filmes de PELBD com as NPs aspersas apresentaram visiveis
aglomerados do ZnO, e os filmes de amido se mostraram transparentes e, com a adi¢cdo das
NPs, mantiveram-se homogéneos, mas adquiriram coloragdo branca. A agdao antimicrobiana
dos filmes foi avaliada frente as bactérias patogénicas, Gram-positiva Staphyloccocus aureus
e Gram-negativa Salmonella Enteritidis, e a bactéria deteriorante Gram-positiva Lactobacillus
sakei de cordo com a norma JIS Z 2801:2000. Entre os filmes com a adi¢do das NPs-ZnO,
para a bactéria L. sakei, apenas os filmes de PELBD com aspersdo de 0,9 mg/cm” NPs-ZnO
nao se mostraram como superficie antibacteriana efetiva, para as outras duas bactérias, todos
os filmes se mostraram antibacterianos efetivos. Os filmes multicamadas de quitosana
contendo as NPs foram os mais efetivos, capazes de inativar totalmente as bactérias L. sakei €
S. Enteritidis em 24 horas e a bactéria S. aureus em apenas 12 horas, na maior concentracao
de NPS (0,5 rng/cmz). Esse efeito superior ocorreu devido as propriedades antimicrobianas da
quitosana frente as trés bactérias. Percebe-se que a adicdo de NPs-ZnO em polimeros ¢ capaz
de originar superficies antimicrobianas e por isso tém potencial para serem utilizados como
embalagens ativas antimicrobianas para alimentos.

Palavras-chave: Filmes antibacterianos. Plasma frio. Nanoparticulas de ZnO. Bactérias

patogénicas. Bactérias deteriorantes.



ABSTRACT

Active packaging with antimicrobial agents incorporated into its polymer matrix is an
emerging technology that is capable of increasing the shelf life of food by inhibiting or
eliminating microorganisms. The antimicrobial properties of ZnO nanoparticles (NPs-ZnO)
are well-known, which is why the incorporation of these nanoparticles in different polymers
has been a frequent research topic over the last few years. The objective of this work was to
develop antibacterial films using a linear low-density polyethylene (LLDPE) base and ZnO
nanoparticles (NPs-ZnO). The different films were obtained either by spraying 0.9 or 1.5
mg/cm? of NPs-ZnO on partially melted LLDPE, or by a surface treatment of LLDPE with
subsequent casting of a biopolymer layer (starch or chitosan) containing 0.2 or 0.5 mg/cm? of
NPs-ZnO. The film surface was treated with cold plasma using atmospheric air in a dielectric
barrier discharge (DBD) reactor at 32 kV, 132 Hz and atmospheric pressure for 120 s,
resulting in films with higher hydrophilicity and higher surface free energy, thus enabling the
adhesion of the biodegradable layer. The different films obtained presented no significant
differences in mechanical properties. The hydrophobicity of the LLDPE films remained
unaltered by the incorporation of NPs-ZnO by spraying, whereas in the multilayer films the
addition of NPs-ZnO resulted in decreased hydrophilicity. The presence of the NPs-ZnO in
the multilayer films with chitosan was unnoticeable, and the films remained transparent; in
contrast, the multilayer films with starch presented a whiter coloration once NPs-ZnO were
added. The films obtained by spraying presented a heterogeneous surface, with visible NPs-
Zn0O agglomerates. The antimicrobial action of the films was tested against two pathogenic
bacteria, the Gram-positive Staphyloccocus aureus and the Gram-negative Salmonella
Enteritidis, and one spoilage bacteria, the Gram-positive Lactobacillus sakei, using the norm
JIS Z 2801:2000. Among the films with NPs-ZnO, the LLDPE films sprinkled with 0.9
mg/cm? NPs-ZnO were the only samples that presented no efficacy as an antibacterial surface
towards L. sakei. When tested against the two pathogenic bacteria, all films produced were
effective. The multilayer films with chitosan and NPs-ZnO were the most effective against the
bacteria; at the highest concentration of NPs (0.5 mg/cm?), the films allowed to completely
inactivate L. sakei and S. Enteritidis bacteria in 24 h, while the inactivation of S. aureus was
accomplished in only 12 h. The higher antibacterial effect observed for chitosan-containing
films is due to the significant antibacterial activity of chitosan against the three bacteria tested.
The addition of NPs-ZnO in polymers is capable of producing antimicrobial surfaces and
therefore has the potential to be used as antimicrobial active food packaging.

Keywords: Antibacterial films. Cold plasma. ZnO nanoparticles. Pathogenic bacteria.

Spoilage bacteria.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO),
as perdas e desperdicios de alimentos causam impactos éticos, econdmicos ¢ ambientais.
Enquanto 8,21 milhdes de pessoas no mundo se encontram em estado de inseguranca
alimentar, 1/3 dos alimentos produzidos mundialmente sdo desperdicados diariamente. No
quesito ambiental, a emissao de gases a partir alimentos desperdi¢ados € igual a polui¢do por
didxido de carbono gerado pelo setor automotivo mundial (FAO, 2018).

Neste sentido, o desenvolvimento de embalagens capazes de garantir a protecdo do
produto e aumentar a sua vida 1til tem um papel importante na reducao destas perdas. As
embalagens ativas vém se destacando com o conceito de incorporar componentes capazes de
prolongar a vida 1util dos alimentos através da liberacdo ou absor¢ao de substancias (ABRE,
2015).

Entre as embalagens ativas, as antimicrobianas sdo capazes de aumentar a vida util
dos alimentos com a inibigdo ou eliminagdo de micro-organismos patogénicos e/ou
deteriorantes (HAN, 2003). Entre os agentes antimicrobianos usados em embalagens, as
nanoparticulas metalicas apresentam um papel de destaque pelas propriedades singulares que
assumem devido ao seu tamanho reduzido, sendo capazes de desestabilizar a membrana
externa e penetrar nas células danificando-as por meio do estresse oxidativo (HAN, 2000;
BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007). Dentre as nanoparticulas metalicas que vem sendo
utilizadas como agentes antimicrobianos, evidenciam-se as nanoparticulas de 6xido de zinco
(NPs-ZnO) por serem atoxicas, sendo que o zinco possui uma ingestdo didria recomendada de
7 mg/dia. As propriedades das NPs-ZnO dependem de suas caracteristicas de tamanho e
forma, uma vez que as particulas menores, com maior area superficial, apresentam maior
atividade antimicrobiana (JONES et al., 2008; ESPITIA et al., 2012). Entretanto, a elevada
polaridade das NPs-ZnO resulta em seu carater superficial hidrofilico e na tendéncia a
aglomeragao. Logo, a incorporagdo destas NPs em polimeros convencionalmente utilizados
para fabricagdo de embalagens de alimentos, como o polietileno linear de baixa densidade
(PELBD), ¢ um grande desafio.

O uso de PELBD em embalagens de alimentos se deve as suas boas propriedades
mecanicas, de barreira, baixo custo e por ser atéxico (COUTINHO; MELLO; SANTA
MARIA, 2003; BARAO, 2011). Contudo, este material tem limitagdes quanto a adesdo a
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outras superficies, resultado da baixa energia superficial e do seu carater hidrofobico. Essas
propriedades podem ser melhoradas através de tratamentos superficiais como aplicacdo de
plasma (SILVEIRA, 2012). O plasma frio interage com a superficie polimérica quebrando as
ligagdes covalentes e causando mudangas na molhabilidade e energia livre de superficie que
melhoram as propriedades de adesdo e possibilitam a compatibilizagdo com outros polimeros
(SHIN et al., 2002; VIDAURRE CASTRO, et al., 2002).

O plasma ¢ capaz de compatibilizar polimeros sintéticos com biopolimeros como o
amido (Am) e a quitosana (QTS) sdo promissores para a incorpora¢ao de NPs-ZnO por serem
hidrofilicos e biodegradaveis. Além disso, esses dois biopolimeros apresentam excelente
barreira ao oxigénio e aromas. Entretanto, tém aplicabilidade limitada devido a baixa
resisténcia mecanica e justamente, por sua afinidade com a dgua (BUTLER et al., 2006;
CARVALHO; GROSSO, 2006; ELSABEE; ABDOU, 2013).

De um modo geral, através da combina¢do de diferentes polimeros em filmes
multicamadas, busca-se agregar as propriedades desejadas de cada polimero e contornar as
limitagdes dos mesmos (MARTINS, 2015). Adicionalmente, ao se utilizar uma camada
biodegradavel, pode-se reduzir a quantidade de residuos plasticos sintéticos depositados no
meio ambiente e ainda, facilitar o processo de reciclagem (SHIN et al., 2002).

Neste sentido, este trabalho visa desenvolver uma superficie de PELBD com
atividade antibacteriana através da incorporagao de NPs-ZnO. A fixagdo destas nanoparticulas
a matriz polimérica sera avaliada através da aspersdao da suspensdo aquosa no PELBD
parcialmente fundido e através da incorporagdo desta NPs em biopolimeros (amido ou
quitosana) em filmes multicamadas. Estes filmes multicamadas serao obtidos a partir de uma
camada base de PELBD, o qual passara por tratamento com plasma frio em ar atmosférico
para aumentar a energia de superficie e diminuir a hidrofobicidade desse polimero e assim
promover a adesdo dos biopolimeros.

O plasma frio tem sido amplamente estudado por apresentar vantagens como
modifica¢do superficial em curto tempo de exposi¢do, ndo produzir residuos em relagdo a
modificagdo promovida por agentes quimicos, € possivel promover a adesdo entre superficies
utilizando o ar como gas ionizante a pressao atmosférica, facilitando o controle do processo e
reduzindo os custos.

O estudo da compatibilizacdo entre polimeros sintéticos como o PELBD e

biopolimeros ¢ importante para reduzir o uso e os danos que 0s primeiros causam ao meio
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ambiente. Para isso, dois biopolimeros serdo avaliados, o amido que ¢ barato e mais
hidrofilico e a quitosana com maior custo, porém, ¢ menos hidrofilica que o amido, e ainda,
possui a vantagem de apresentar atividade antibacteriana. O estudo do processo de obtencao
destes filmes ativos a base de PELBD com a incorporacdo das NPs-ZnO por diferentes rotas,
bem como, o efeito antibacteriano dos mesmos ¢ importante para o aumento da vida util de

alimentos e, consequentemente, reduzir as perdas e desperdicios dos mesmos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar filmes antibacterianos de PELBD incorporados com
nanoparticulas de ZnO (NPs-ZnO) e revestidos com biopolimero (amido ou quitosana)

empregando as técnicas de aspersdo com a fusdo parcial e de plasma frio de ar atmosférico.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Incorporar com NPs-ZnO filmes de PELBD utilizando o processo de aspersdao da
suspensao aquosa ¢ de fusao parcial do polimero;

- Montar o reator de plasma frio de barreira dielétrica (DBD) e definir os parametros
de operagdo para gerar plasma de ar atmosférico (tensdo, frequéncia, distancia do eletrodo ao
dielétrico e pressao);

- Modificar a superficie dos filmes de PELBD utilizando plasma frio DBD e avaliar a
influéncia do tempo de tratamento de plasma, bem como a reversibilidade do tratamento sobre
a superficie polimérica;

- Utilizar os filmes de PELBD com a superficie modificada pelo tratamento de
plasma frio DBD e compatibilizar um biopolimero biodegradavel (quitosana ou amido)
contendo as NPs-ZnO para obter filmes multicamadas;

- Caracterizar os filmes de PELBD incorporados com NPs-ZnO por aspersdo e os
filmes multicamadas quanto a molhabilidade, energia de superficie, resisténcia a tragdo, cor,

opacidade e morfologia de superficie;
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- Avaliar as propriedades antibacterianas dos filmes obtidos frente as bactérias Gram-
positivas Staphylococcus aureus ¢ Lactobacillus sakei ¢ Gram-negativa Salmonella

Enteritidis.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 EMBALAGENS ATIVAS

Atualmente, tem-se feito uma ampla relagdo entre embalagem e sustentabilidade,
onde o desenvolvimento da embalagem, bem como, suas interagdes ao longo do ciclo de vida
do produto podem minimizar impactos ambientais do sistema embalagem-produto. Desta
forma, um projeto capaz de otimizar a embalagem garantindo a protecdo necessaria ao
produto, prolongando ao maximo sua vida util com a utilizacdo minima de material, ¢ capaz
de reduzir significativamente as perdas e colaborar para a sustentabilidade (KARASKI et al.,
2016).

Neste sentido, as embalagens ativas vém se destacando com o conceito de incorporar
componentes capazes de prolongar a vida 1til dos alimentos através da liberacdo ou absorc¢ao
de substancias. Os componentes absorvedores removem compostos indesejaveis (excesso de
agua, oxigénio, dioxido de carbono, etanol). Enquanto os componentes liberadores emitem ao
produto ou ao espaco livre, substancias como antimicrobianos e antioxidantes; ambos com a
finalidade de retardar a deterioracao dos alimentos (BRAGA; PERES, 2010; ABRE, 2015).

Para uma embalagem ser considerada ativa, ela deve exercer fungdes adicionais ao
alimento, além da barreira inerte a influéncias externas. Estas embalagens interagem com o
alimento para melhorar sua qualidade, vida 1util, seguranga ou propriedades sensoriais € em
alguns casos respondem as mudangas que acontecem no produto (LABUZA; BREENE, 1989;
GONTARD, 1997; AZEREDO; FARIA; AZEREDO, 2000).

Dentre as embalagens ativas, as antimicrobianas sdo promissoras para aumentar ou
manter a qualidade microbiologica dos alimentos através da inibicdo (efeito bacteriostatico)
ou eliminag¢do (efeito bactericida) de micro-organismos deteriorantes ou patogénicos sem
afetar seu hospedeiro ou consumidor (HAN, 2003; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Inicialmente, os agentes ativos, como os antimicrobianos eram incorporados as
embalagens na forma de saché, os quais tendem a gerar uma percepg¢ao negativa por parte dos
consumidores devido a presenga de um elemento ndo comestivel junto ao produto. Portanto, a
atual tendéncia estd na incorporacdo destes agentes na matriz polimérica da embalagem
(PEREIRA DE ABREU; CRUZ; LOSADA; 2012). Uma vez incorporados, os agentes

antimicrobianos podem permanecer imobilizados e atuar somente na superficie do produto ou
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pode ocorrer a liberagdo dos mesmos para o alimento (HAN, 2005). Os processos de
incorporagdo podem acontecer pela modificagdo e revestimento da superficie polimérica,
deposicao fisica de vapor, deposicdo por plasma, processos quimicos, processos térmicos
como fusdo e extrusdo (AN et al., 2000).

Geralmente, os antimicrobianos sdo incorporados ou revestidos nas camadas dos
polimeros, onde alguns grupos funcionais dos compostos sao anexados a cadeia polimérica.
Ou ainda, sdo imobilizados na estrutura da embalagem. Assim, a acdo antimicrobiana ocorre
através do contato direto entre a embalagem e a superficie do alimento (HAN, 2000).

Diversos fatores influenciam no desenvolvimento de wuma embalagem
antimicrobiana, como: as caracteristicas do composto antimicrobiano e do alimento,
condicdes de estocagem, método de preparo do filme, interacdo entre antimicrobiano e

polimero e tipo do polimero utilizado (CHA et al., 2004).

2.2 MICRO-ORGANISMOS VINCULADOS AOS ALIMENTOS

As bactérias sdo classificadas de acordo com a estrutura de sua parede celular em
Gram-positivas ¢ Gram-negativas. As primeiras apresentam uma estrutura espessa, formada
por varias camadas de peptideoglicanos e acidos teicoicos (TORTORA; FUNKE; CASE,
2010; TALARO; CHESS, 2015). Enquanto que, as Gram-negativas possuem uma parede com
poucas camadas de peptideoglicanos, mas possuem uma camada externa composta por
lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas, fosfolipideos e, ndo possuem os acidos teicdicos
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).

As bactérias também podem ser classificadas quanto a sua toxicidade em micro-
organismos deteriorantes e patogénicos. As bactérias deteriorantes sdo responsaveis pela
alteragdo da vida util dos alimentos causando modifica¢des sensoriais nos produtos, alterando
o sabor, cheiro, textura e cor, sendo responsaveis pela cor verde e secre¢ao viscosa encontrada
geralmente em produtos carneos (IULIETTO et al., 2015).

Os micro-organismos patogénicos ndo costumam causar alteragdes sensoriais, mas
causam danos a saide que vao de um simples mal estar, nduseas, dores de cabega, diarreia e

até paralisias respiratorias, cardiacas ou cerebrais (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
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2.2.1 Micro-organismos deteriorantes

O desperdicio de alimentos estd associado a danos fisicos, danos por reagdes
quimicas e danos bioldgicos como o crescimento microbiano (GRAM et al. 2002; RAY;
BHUNIA, 2013). As bactérias acido lacticas (BAL), conhecidas por causarem a deterioragao
dos alimentos, estdo presentes em pequenas quantidades na maioria dos alimentos como
carnes e derivados, leite e derivados, vegetais entre outros (DALCANTON et al., 2013;
MANIOS; LAMBERT; SKANDAMIS, 2014; IULIETTO et al., 2015).

As BAL sao consideradas micro-organismos seguros (GRAS) (OGIER et al., 2008);
e muitas vezes sao usadas em condigdes especificas para inibir micro-organismos patogénicos
através da competicao pelo substrato, ou ainda, pela producdao de bacteriocinas (ZHANG;
HOLLEY, 1999; KROCKEL, 2013). Como ¢ o caso das BAL usadas para inibir o
crescimento de Listeria monocytogenes, Brochothrix thermosphacta, Campylobacter jejuni e
Clostridium estertheticum (AMMOR et al., 2006; JONES et al., 2008; TAMANINI et al.,
2012). Outra possibilidade ¢ o uso dos efeitos combinados de BAL e agentes antimicrobianos
ou outras barreiras, como pH e temperatura (LEISTNER, 2000).

Apesar de seus beneficios, as BAL sdo os principais deteriorantes de alimentos; em
produtos carneos, a espécie Lactobacillus sakei (L. sakei) se destaca. Este micro-organismo ¢
Gram-positivo (caracteristica das BAL) heterofermentativo, ou seja, produz uma quantidade
significativa de catabolitos indesejaveis (CO,, etanol, acido acético, acido butanodico) além do
acido lactico produzido pelos homofermentativos (KROCKEL, 2013; BATT;
TORTORELLO, 2014; IULIETTO et al., 2015).

2.2.2 Micro-organismos patogénicos

Entre as bactérias Gram-positivas e patogénicas, encontra-se a espécie
Staphylococcus aureus (S. aureus), a qual é comumente encontrada na microbiota local da
pele e do trato respiratorio superior. Estas bactérias produzem enterotoxinas que sio
resistentes as enzimas proteoliticas gastricas e jejunais, passando intactas pelo sistema
digestivo. Por isso estdo associadas as intoxicagdes alimentares (JAY, 2005; SANTOS et al.,

2007).
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As bactérias S. aureus sdo bactérias aerdbicas, com coagulase positiva, mesofilas
com temperatura 6tima de crescimento a 36 °C, o pH 6timo de crescimento esta entre 6 e 7,
podendo se desenvolver na faixa de 4-10 (TRABULSI et al., 1999; JAY, 2005; ASPERGER;
ZANGERL, 2011; MARTIN; LINA; DUMITRESCU, 2014).

Os alimentos que mais estdo associados as intoxicagdes estafilocdcicas sdo leite e
derivados, carnes e derivados, produtos a base de ovos e demais alimentos com ampla
manipulagdo humana, sendo associados a condi¢des de higiene precaria (MEDVEDOVA et
al., 2009; OLIVEIRA, 2013).

A Salmonella ¢ um bastonete Gram-negativo, mesoéfilo, aerdbio facultativo, com pH
otimo de desenvolvimento de 7,0-7,5 e atividade de dgua acima de 0,94 (BRASIL, 2011). A
Salmonella entérica, subespécie entérica, sorotipo Enteritidis, conhecida apenas como
Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) representa 39,5% de todos os sorovares relatados em
casos de infec¢do humana, enquanto que Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium)
corresponde a 20,2% (EFSA, 2015). A S. Enteritidis corresponde ainda, a 99% das
salmoneloses humanas (MENDONCA, 2016).

Em 2017, a Salmonella foi identificada como o segundo agente etiologico
responsavel por surtos com 14,6% a partir da ingestdo de alimentos contaminados (BRASIL,
2019). O habitat natural desta bactéria ¢ o trato intestinal de humanos e animais e por isso
esta associada ao consumo de alimentos como ovos, carnes de aves, leite. A Salmonella
enterica € eliminada nas fezes, contaminando o solo, 4gua e por consequéncia os alimentos.

Sua sobrevida no meio ambiente pode ser muito longa, em particular na matéria organica

(BRASIL, 2011).

2.3 AGENTES ANTIMICROBIANOS

Agentes antimicrobianos sdo considerados substancias utilizadas nos alimentos como
meio de preservag¢do dos produtos, estendendo a sua vida util e garantindo a seguranga do
consumidor (DAVIDSON; SOFOS; BRANEN, 2005).

Os agentes antimicrobianos podem inibir ou eliminar o crescimento de micro-
organismos. Eles possuem origem natural (microbiana, animal, vegetal) ou quimica (agentes
organicos e inorganicos) (HAN, 2005). Entre os agentes naturais de origem bacteriana estio a

nisina, pediocina e reuterina; entre os agentes de origem animal, a quitosana, a lactoferrina, a
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lisozima e, entre os de origem vegetal, os dleos essenciais tém sido amplamente estudados
devido a presenga de compostos fendlicos (MACHADO; BORGES; BRUNO, 2011; SOUZA
et al., 2013).

Entre os agentes antimicrobianos organicos, de origem quimica, encontram-se 0s
sorbatos, nitrito e nitrato de sédio e acido sorbico; ja entre os inorganicos, as nanoparticulas
metalicas apresentam papel de destaque (HAN, 2000). Pode-se considerar como
nanoparticulas uma colecdo de particulas com pelo menos uma dimensao menor que 1 pm
(BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007).

Esses compostos que apresentam dimensdes nanométricas € podem ser obtidos de
diversas maneiras, vem sendo o foco de muitas pesquisas (AZEREDO, 2013). O tamanho
reduzido destas particulas e consequente elevada area superficial confere propriedades
singulares como penetrar barreiras fisiolégicas e danificar organismos vivos (BUZEA;

PACHECO; ROBBIE, 2007).

2.3.1 Nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs-ZnO)

O o6xido de zinco (ZnO) ¢ um antimicrobiano inorganico de origem quimica
considerado como substancia GRAS (geralmente reconhecida como segura) pela U.S. Food
and Drug Administration (FDA, 2016) e a ingestdo diaria de zinco recomendada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria ¢ de 7 mg/dia para adultos (BRASIL, 2005).

As caracteristicas, tais como o tamanho e forma das NPs-ZnO, dependem das
variaveis de sintese, como solvente utilizado, pH, temperatura de reacao (ESPITIA et al.,
2012). As particulas menores, ou seja, com uma area superficial maior, apresentam maior
atividade antimicrobiana em bactérias e fungos (JONES et al., 2008; ESKANDARI et al,,
2011). Isso ocorre porque uma area de superficie maior resulta em uma maior reatividade do
Zn0O, gerando maior quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) (OHIRA et al., 2008).

Lepot et al. (2011) avaliaram a qualidade de dispersdo de NPs-ZnO incorporadas em
polipropileno orientado e observaram que as NPs esféricas apresentam maior tendéncia de
aglomeracdo em relacdo aos bastdes do mesmo didmetro. Consequentemente, as NPs-ZnO
aglomeradas diminuem a sua drea superficial e por isso, diminuem o seu efeito

antimicrobiano.
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Portanto, fatores além do tamanho das particulas, devem ser considerados e podem
influenciar no efeito contra micro-organismos. Adams, et al. (2006) enfatizaram que a
toxicidade contra bactérias especificas, a intensidade/sensibilidade de luz e a concentracao de
micro-organismos também apresentam influéncia na acdo antimicrobiana (ADAMS; LYON;
ALVAREZ, 20006).

Diversos estudos apontam as espécies reativas de oxigénio (ROS) como o principal
mecanismo responsavel pela atividade antibacteriana do 6xido de zinco. Como espécies
reativas, tém-se superoxido (O;’), hidréxido (OH’) e peroxido de hidrogénio (H,0,). Essas
espécies provocam o estresse oxidativo da membrana resultando na entrada de H,O, para o
citoplasma das bactérias apresentando toxicidade as proteinas, lipidios e inibindo a sintese de
DNA e por fim impedindo o crescimento bacteriano ou provocando a sua morte (SAWAI,
1996; OBERDORSTER; STONE; DONALDSON, 2005; ADAMS; LYON; ALVAREZ,
2006; ZHANG et al., 2009; XIA et al., 2008; GORDON et al., 2011).

Os mecanismos exatos de inibicdo de bactérias ainda sdo muito discutidos e nao
totalmente esclarecidos, porém a discussdao obrigatoriamente aborda a estrutura e composi¢ao
da parede celular. (KUMAR et al, 2017). As bactérias gram-negativas apresentam
caracteristicas estruturais que permitem maior resisténcia a peroxidacao lipidica na presenca
de espécies ROS (KLODZINSKA et al., 2010; JAIN; BHARGAVA; PODDAR, 2013).

Em relacdo as bactérias Gram-positivas, a camada espessa de peptideoglicanos,
aprisiona maior quantidade de NPs-ZnO em comparagdo com as Gram-negativas em que essa
camada ¢ mais fina. Logo, quanto mais NPs-ZnO aprisionadas, mais espécies ROS sdo
geradas (TAYEL, et al,, 2011; AAL et al.,, 2015), acarretando em maior a¢do antimicrobiana.
(TAM, et al .; 2008; KIM; AN, 2012; KUMAR et al., 2017).

Porém, alguns estudos detectaram maior efeito antibacteriano do ZnO nas bactérias
Gram-Negativas em relacdo as Gram-Positivas (BANOEE et al., 2005; WANG et al., 2007,
TAWALE et al., 2010). A camada de peptideoglicanos mais espessa nas Gram-Positivas
dificultaria a entrada das NPs-ZnO ou espécies reativas nessas bactérias (TAWALE et al,,
2010).

Tayel et al. (2011) compararam o efeito antimicrobiano de ZnO em p6 com tamanho
médio de 5 pum e NPs-ZnO com tamanho médio de 50 nm. Os pesquisadores determinaram a
concentragdo inibitéria minima (CIM) dessas particulas para bactérias Gram-positivas (S.

aureus € Bacillus cereus) e Gram-negativas (S. Enteritidis, S. Tiphymurium, P. aeruginosa, P.
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fluorescens e E. coli) e para todas elas encontraram menores valores de CIM para as
nanoparticulas. Neste estudo, observaram maior sensibilidade das bactérias Gram-positivas ao
Zn0O, com valores de CIM de 0,57 e 0,81 mg/mL para B. cereus ¢ S. aureus, respectivamente.
Enquanto que para S. Enteritidis, S. Tiphymurium foi de 1,62 e 1,78 mg/mL e concentragdes
ainda maiores, de 2,10 ¢ 1,94 mg/mL foram necessarias para inibir P. aeruginosa ¢ P.
fluorescens, respectivamente.

Souza (2015) avaliou a atividade antibacteriana de filmes de PELBD ¢ PELBD
modificado com anidrido maleico (PELBD-AM) incorporados com NPs-ZnO por aspersao e
extrusdo frente bactérias patogénicas. As concentragdes investigadas foram de 0,5 até 10% de
NPs-ZnO em relagdo aos filmes. Os filmes obtidos por aspersdo apresentaram efeito
bacteriostatico para S. aureus. Com a S. Typhimurium observaram um efeito bactericida e
bacteriostatico para os filmes com 10% de Nps-ZnO de PELBD-AM e PELBD,
respectivamente. Ja para os filmes extrusados, ndo foi observado nenhum efeito
antimicrobiano, possivelmente pelas NPs-ZnO se encontrarem aprisionadas no interior da
matriz polimérica.

Emamifar et al. (2011) avaliaram o efeito antibacteriano de embalagens extrusadas
de PELBD com 1,5 e 5% de nanocompdsitos de prata (NPs-Ag) contendo didxido de titanio e
prata; e com 0,25 e 1% de NPs-ZnO na inativacdo da BAL Lactobacillus plantarum em suco
de laranja sob refrigeracao a 4 °C. As embalagens apresentaram efeito contra a bactéria, sendo
que o polimero com as NPs-Ag apresentou efeito antibacteriano superior ao com NPs-ZnO.
No entanto, a prata apresenta toxicidade e nao ¢ reconhecida como uma substancia segura
(GRAS) pelo FDA (1999).

Na literatura, encontram-se diversos trabalhos que investigam a atividade antagdnica
de L. sakei contra outras bactérias patogénicas. Porém, ndo foram encontrados trabalhos a

respeito da inibi¢do deste micro-organismo por meio de NPs-ZnO e de filmes com NPs-ZnO.

2.4 PRINCIPAIS POLIMEROS UTILIZADOS NAS EMBALAGENS DE ALIMENTOS

No mercado, encontram-se diversos tipos de embalagens que atendem as diferentes
necessidades dos produtos. De acordo com a Associagdo Brasileira de Embalagens (ABRE,
2015), as industrias de embalagens tiveram um faturamento bruto de R$ 71,5 bilhdes no ano

de 2017, o que representou um aumento de 5,1% em relacdo ao ano anterior. Entre as



29

embalagens, os plasticos correspondem a 38,85% do total no valor da producdo. Sendo
também o segmento que mais emprega, totalizando 115.558 empregos formais, o que
corresponde a 52,97% dos postos de trabalho no setor. A industria de plasticos ainda assume o
ranking nas exportagoes com 57,80% do total de embalagens exportadas.

Os polimeros sdo compostos quimicos obtidos a partir de ligagcdes covalentes de
pequenas unidades, os mondmeros (MANO; MENDES, 2004). Os polimeros podem ser
classificados de acordo com a sua origem em naturais, artificiais ou sintéticos. Os primeiros
sdo encontrados na natureza como celulose, borracha, amido, quitina. Os segundos sdo os
naturais modificados por reagdes quimicas como o acetato de celulose e quitosana. E por
ultimo, os que sdo sintetizados por meio de reagdes quimicas como o polietileno

(CANEVAROLO JUNIOR, 2006).

2.4.1 Polietileno

O polietileno ¢ um dos polimeros mais usado pela indistria e mais estudado
(CAMILO, 2011). E um polimero semicristalino, termoplastico de estrutura basica (-CHz-)n,
com ramificagdes ou cadeias laterais. Tanto a quantidade de ramificagdes como o
comprimento destas cadeias laterais influenciam diretamente nas caracteristicas do material,
visto que, sao obstaculos na formagao de cristais. Quanto maior o grau de ramificagdes das
cadeias poliméricas, menor a cristalinidade, logo, menor a densidade (SARANTOPOULOS et
al., 2002; COUTINHO; MELLO; SANTA MARIA, 2003).

Esta organizagao das cadeias e a densidade levam a classificagdo deste polimero em:
polietileno de alta densidade (PEAD), polietileno de média densidade (PEMD), polietileno de
baixa densidade (PEBD) e polietileno linear de baixa densidade (PELBD). O PEAD apresenta
80% de cristalinidade, o PEBD apresenta 50%. Isso porque, a presenca de ramificagdes
grandes no PEBD dificulta a formacdo de cristais, resultando em um polimero menos
cristalino e com cristalitos de menor perfeicdo (Figura 1) (PEACOCK, 2000;
CANEVAROLO JUNIOR, 2006).



30

Figura 1. Representagdo esquematica das estruturas da cadeia polimérica do (a) PEAD, (b)
PEBD e (c) PELBD.
() ) ()
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Fonte: Peacock (2000).
2.4.1.1 Polietileno Linear de Baixa Densidade (PELBD)

O PELBD apresenta incorporadas em sua cadeia polimérica diferentes a-olefinas
como l-buteno, 1-hexeno ou I-octeno. Este polimero possui propriedades intermedidrias ao
PEAD e PEBD, com ramificagdes aleatorias a cada 25 e 100 atomos de carbono. As
ramificacdes diminuem a cristalinidade e a densidade em relagao ao PEAD, apresentando uma
densidade entre 0,90 e 0,94 g/cm? (PEACOCK, 2000; SEYMOUR; CARRAHER, 2003).

O PELBD e o PEBD muitas vezes possuem as densidades semelhantes, porém as
estruturas e as caracteristicas poliméricas sao distintas devido as diferengas nas ramificagoes,
bem como as propriedades mecanicas (resisténcia a tragdo, tensao na ruptura, alongamento e
resisténcia ao rasgamento), apresentadas na Tabela 1, e propriedades morfologicas. Desta
forma, o comportamento mecanico superior do PELBD como a flexibilidade, boas
propriedades Opticas e elevada capacidade de selagem a quente fazem com que as
dificuldades de processamento em relagdo ao PEBD sejam superadas (COUTINHO, 2003).
Além destas propriedades, o baixo custo e toxicidade, fazem com que os filmes de PELBD
sejam amplamente utilizados como embalagens de alimentos para produtos carneos, lacteos,
de panificagdo e demais produtos alimenticios, principalmente os secos (COUTINHO, 2003;

BARAO, 2011).

Tabela 1. Caracteristicas mecanicas de filmes de polietileno linear de baixa densidade
(PELBD) e polietileno de baixa densidade (PEBD).

Propriedade (MPa) PELBD PEBD
Resisténcia a tracdo (ASTM D8&82) 37 24
Tensdo na ruptura 11 06
Alongamento na ruptura 630 90
Resisténcia ao rasgamento (ASTM D1938) 10,5 6

Fonte: Coutinho (2003).
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Por se tratar de uma poliolefina, estas embalagens apresentam superficies inertes e
ndo porosas, causando problemas quanto a sua adesdo e impressdo. A baixa energia
superficial aliada ao carater hidrofébico (angulo de contato em torno de 100°) destes filmes
prejudica a adesdo de substancias a sua superficie. Assim, tratamentos podem ser aplicados
sobre o polimero visando melhorar a energia de superficie e a molhabilidade (SILVEIRA,
2012).

As embalagens com filmes multicamadas sdo comuns no mercado. A industria vem
combinando as propriedades mecanicas com as propriedades de barreira a umidade e gases de
diferentes polimeros visando a obtencdo de uma embalagem que atenda as necessidades de
seus produtos. Porém, existe uma enorme dificuldade na reciclagem de filmes com
multicamadas sintéticas, de tal modo que a induastria de alimentos tem considerado a
utilizagdao de biopolimeros na producao de filmes multicamadas (DOGUE et al., 1995; SHIN
et al., 2002).

2.5 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS E BIOPOLIMEROS

Os polimeros biodegradaveis sdo polimeros decompostos pela acdo de micro-
organismos aerdbios ou anaerobios (SHAH et al., 2008); este processo pode levar semanas ou
meses sob condigdes favoraveis (MOHANTY et al, 2005; BRIASSOULIS; PIKASI;
HISKAKIS, 2019). Podem ter origem natural renovavel (cana-de-agucar, milho, celulose), ser
sintetizados por bactérias (polihidroxibutirato), obtidos a partir de fonte animal (quitina,
quitosana) (RAY et al., 2005; BELGACEM et al., 2008; ) ou até mesmo ter origem em fontes
fosseis (policaprolactonas, poliesteramidas) (AVEROUS, 2008). Os filmes biodegradaveis
também podem atuar como veiculo de aditivos com o intuito de aumentar a vida 1til dos
alimentos (PRATES, 2010). Os biopolimeros sdo polimeros provenientes de fontes
renovaveis, sdo biodegradaveis, geralmente apresentam alta disponibilidade com baixo custo
e sdo considerados seguros devido a sua origem. Podem ser utilizados na produgdo de
embalagens plasticas para alimentos com curto prazo de vida util, ou ainda, em filmes
multicamadas, como modo de substituir parcialmente um percentual da embalagem sintética
(THARANATHAN; KITTUR, 2003; LIN; ZHAO, 2007; BRANDELERO, BRANDELERO,
DE ALMEIDA; 2016).
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2.5.1 Filmes de amido

O amido ¢ o segundo biopolimero mais abundante no meio ambiente, atrds apenas da
celulose. Esse biopolimero ¢ encontrado principalmente em graos, cereais e raizes, como
batata, mandioca, milho, aveia, arroz e trigo (AVEROUS; HALLEY, 2009; ROCHA et al.,
2014). O granulo de amido é composto por dois polissacarideos, amilose ¢ amilopectina; o
primeiro possui formato helicoidal, solivel e ¢ composto por ligacdes o 1-4 D-glicose € o
segundo possui ligagdes a 1-4 D-glicose e ligagdes a-1-6 D-glicose, € insoluvel e se apresenta
na forma de cadeia ramificada (BOBBIO; BOBBIO, 1995). Estas estruturas estao
apresentadas na Figura 2.

A propor¢do generalizada de amilose e amilopectina presentes no amido sao,
respectivamente, 20-30% e 70-80% (FENNEMA, 1996). A massa molar da amilopectina ¢
cerca de 100 vezes maior que a da amilose, que é cerca de 10° g/mol. Assim, as ramificacdes
e a maior massa molar da amilopectina, interferem nas ligagdes de hidrogénio reduzindo a
molhabilidade das cadeias (HOOVER et al., 2010).

A amilose e as por¢des ramificadas da amilopectina sdo responsaveis pelas regides
amorfas do amido, enquanto as cadeias curtas da amilopectina sdo responsaveis pelas regioes
cristalinas do granulo. Estas caracteristicas fazem com que a estrutura do amido seja

considerada semicristalina, com cristalinidade de 20 a 45% (YU; CHEN, 2008).

Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura molecular da (a) amilose e (b) amilopectina.
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Fonte: Liu et al. (2009).

A produgdo de filmes de amido se d4 a partir do processo de gelatinizagdo dos
granulos. Para isso € necessaria a presenca de agua e calor. Neste processo, acontece

inicialmente o inchago granular, seguido da fusdo da regido cristalina com a formagao de uma
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fase polimérica continua. As ligagdes de hidrogénio enfraquecem e possibilitam a permeagao
da agua que hidrata a porcao linear da amilopectina, ocorrendo a perda da birrefringéncia e a
solubilizacdo do amido (YU e CHEN, 2008).

Apos a gelatinizagdo, as moléculas de amilose tendem a se orientar paralelamente
para formarem ligagdes de hidrogénio entre as hidroxilas de polimeros adjacentes,
aumentando a cristalinidade e formando particulas insoliveis, fendomeno chamado de
retrogradacdo. Assim, sendo o amido convertido do estado amorfo (gel) para o estado
cristalino (CARLSTEDT et al., 2015).

O amido d& origem a filmes frageis e quebradicos. Para contornar essas
caracteristicas, costuma-se adicionar plastificantes como compostos de baixa massa molar
(glicerol e o sorbitol) que também sdo capazes de formar ligacdes de hidrogénio com o amido
(CHUNG et al., 2010; SOUZA et al., 2012). Estes plastificantes aumentam a flexibilidade dos
filmes por reduzirem as interagdes entre as moléculas adjacentes (COUPLAND et al.; 2000).

Os filmes a base de amido possuem alta barreira aos gases dioxido de carbono (CO;)
e oxigénio (O;). No entanto, devido ao seu carater hidrofilico, apresentam alta permeabilidade
ao vapor de agua, dificultando sua aplicacdo como embalagem para determinados alimentos
(CARVALHO; GROSSO, 2006). Uma maneira de melhorar as propriedades desse polimero
biodegradavel ¢ através da combinagdo de polimeros, buscando agregar as propriedades
desejadas de cada polimero (TANG, et al., 2003; MARTINS, 2015).

Os filmes de amido podem ser obtidos por casting que consiste na solucdo do
componente polimérico em solvente com a posterior evaporagdo do mesmo. A solubilizagao
consiste num processo fisico, logo, ndo altera a estrutura quimica do polimero. J& o processo

de evaporagdo pode causar notaveis mudancas na morfologia (GHOSH; PAL; RAY, 2013).

2.5.2 Filmes de quitosana

A quitosana ¢ um biopolimero, geralmente produzido industrialmente pela
desacetilacdo alcalina da quitina, por se tratar do método de obtencdo de menor custo
(THARANATHAN e KITTUR, 2003). Mas, ela pode ser produzida através de processos
enzimaticos com alto custo e baixa produtividade (CAMPANA FILHO et al., 2007); ou ainda,
pode ser encontrada em pequenas concentracdes nos fungos do género Mucor (PETER, 1995;

CAMPANA FILHO et al., 2007).
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No processo de desacetilagdo alcalina, acontece a transformagao parcial dos grupos
acetamidos (NHCOCH3) caracteristicos da quitina em grupos aminos (NH;) caracteristicos da
quitosana, Figura 3. Esta amina primdria reage facilmente e se faz responsavel pela obtengao

de novos compostos (CAMPANA FILHO, 2007; ALMEIDA, 2009).

Figura 3. Representacdo do processo de desacetilagdo da quitina, para a produgdo de

quitosana.
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Fonte: Oliveira Junior (2006).

A quitina e a quitosana sao copolimeros de unidades B-(1-4) 2-acetamido-2-desoxi-
D-glicopiranose e B-(1-4) 2-acetamino-2-desoxi-D-glicopiranose distribuidas aleatoriamente
ou em blocos por toda a cadeia polimérica. O percentual dessas unidades ao longo da cadeia
quitina/quitosana ¢ denominado grau de acetilagdo (ALMEIDA, 2009). O grau médio de
desacetilagdo define a porcentagem de unidades de 2-acetamino-2-desoxi-D-glicopiranose
presentes na cadeia do polimero e pode variar de 40 a 98% (DODANE, VILIVALAM, 1998;
TRINDADE NETO, 2008; HOLANDA, 2011).

As caracteristicas da quitosana obtida dependem da razdo quitina/solucao alcalina,
concentragdo dessa solugdo alcalina, temperatura, tempo, atmosfera de reacao e tamanho das
particulas de quitina (CAMPANA FILHO et al., 2007).

Quando o grau de desacetilacdo da quitosana € superior a 50% ela se torna solivel
em meio acido, ocorrendo a protonacdo do grupo amino do carbono 2 da unidade de repeti¢do
da D-glicosamina. Quando dissolvida em meio 4cido a quitosana possui alta carga positiva

+ . . . N .
sobre os grupos —NH3 , isso faz com que ela consiga aderir as superficies carregadas

negativamente, agregando-se a compostos polianionicos e quelando os ions de metais
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pesados. Ambas as caracteristicas, tanto de solubilidade em meios aquosos acidos quanto
agregacdo com polidnions conferem a quitosana propriedades especificas de
biocompatibilidade e biodegradabilidade (COSTA JUNIOR, 2008).

Assim como o grau de desacetilagdo, a massa molecular também ¢ influenciada
pelas condigdes de processamento da quitina e fica acima de 10° Da (ROBERTS,1992). A
massa molecular da quitosana possui interferéncia direta em diversas propriedades funcionais
deste polimero. A elevada massa molecular forma solu¢des com maior viscosidade
(SANTOS, 2006).

A quitosana tem sido amplamente estudada na area de alimentos como filmes
comestiveis ou embalagens (WONG, et al., 1992). Em relacdo aos polimeros encontrados
comercialmente, os filmes de quitosana apresentam boa barreira a permeagao de O,, porém
com baixa caracteristica de barreira a vapor de dgua, assim como o amido (BUTLER, et al.,
1996).

Shin et al. (2002) desenvolveram filmes multicamadas de PELBD com quitosana e
zeina de milho com a finalidade de combinar as propriedades destes diferentes polimeros. A
adesdo entre estes polimeros foi obtida com a aplicagdo de plasma com descarga corona
utilizando os gases O, e tetrafluorometano (CF4). A superficie do PELBD tratada com o CF4
resultou na formagdo de grupos hidrofobicos formados por reagdo quimica. Os filmes
revestidos com quitosana ou zeina de milho aumentaram em dez vezes a barreira ao oxigénio
em relagao ao filme puro de PELBD. Porém, os filmes multicamadas apresentaram pequena

diminuicao na resisténcia a tragao.

2.5.2.1 Atividade antibacteriana da quitosana

A quitosana apresenta baixa toxicidade em mamiferos e um amplo espectro de acao
contra micro-organismos, superando inclusive, a a¢do de alguns agentes antimicrobianos
quimicos (RABEA et al., 2003; RAGHAVENDRA et al., 2016 ).

Viarios estudos mostram o efeito antimicrobiano da quitosana contra uma ampla
gama de bactérias (CHUNG et al., 2004; ELSABEE; ABDOU, 2013; BENHABILES et al.,
2012; RAGHAVENDRA et al., 2016). Sua atividade antimicrobiana ¢ influenciada pelo grau
de desacetilagdo, massa molecular, pH e temperatura. Estas varidveis atuam modificando a

estrutura quimica da quitosana, logo, o potencial de ligagdo as membranas celulares
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(GOMES, 2007). Estes fatores atuam de forma ordenada e independente para cada tipo de
micro-organismo (BADAWI; RABEA, 2011).

O mecanismo de acdo da quitosana frente as bactérias tem sido amplamente
estudado. Dentre os mecanismos propostos, 0 mais aceito se refere as interagdes entre as
cargas cationicas da quitosana com moléculas anionicas da superficie celular. Como
resultado, ocorrem alteragcdes vitais na permeabilidade da membrana comprometendo o
metabolismo dos micro-organismos, podendo em alguns casos, levar a lise da célula (RAVI
KUMAR, 2000; LIU et al., 2004).

Para Goy, Brito e Assis (2009) a atividade antimicrobiana da quitosana ¢ explicada
por trés mecanismos: 1) A intera¢do superficial idnica entre a quitosana € 0 micro-organismo
resultando em vazamento de eletrolitos e outros constituintes proteicos de baixa massa
molecular pela parede celular; 2) A penetracao da quitosana no nicleo dos micro-organismos
inibindo a sintese de RNA e proteinas e 3) A formacao de uma barreira externa que acaba
inibindo a absorg¢ao de nutrientes essenciais para o crescimento microbiano.

Para Muzzarelli et al. (1997), a quitosana pode ainda quelar oligo-elementos
essenciais ou nutrientes do meio inibindo o crescimento bacteriano. Alguns pesquisadores
afirmam que a sensibilidade das bactérias Gram-negativas estd relacionada a quantidade de
moléculas anionicas na superficie celular (LIU et al., 2004).

A massa molecular apresenta influéncia no efeito bactericida da quitosana. Nas
Gram-positivas a elevada massa molecular gera acimulo de quitosana ao redor da célula,
impedindo a entrada de nutriente. Enquanto que, nas Gram-negativas, a quitosana com baixa
massa molecular consegue penetrar com maior facilidade a na célula, alterando e causando
distirbios no metabolismo destes micro-organismos e impedindo a transcricdo do DNA e
RNA (JUNG, et al., 1999; ZHENG; ZHU, 2003).

Ouattara et al. (2000) investigaram o efeito de filmes de quitosana obtidos a partir de
diferentes solugdes. Os filmes de quitosana a partir da solugdo aquosa ndo apresentaram efeito
contra a L. sakei, enquanto que os filmes preparados com as solu¢des de acido acético e 4dcido
propionico apresentaram efeito devido a protonagdo do grupo amino. Darmadji e Izumimoto
(1991) investigaram o efeito de diferentes concentracdes de quitosana em pd misturada em
carne contra o crescimento de L. plantarum; na concentracdo de 0,1% foi observada a

inibi¢ao de crescimento e com 0,5% nao houve crescimento da bactéria.
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Ulbin-Figlewicz, Zimoch-Korzycka e Jarmoluk (2014) desenvolveram filmes
comestiveis de quitosana incorporados com até 1% de lisozimas e expostos ao plasma a frio
com gas hélio por até 10 min, com o objetivo de inibir o desenvolvimento nestas superficies
das bactérias Gram-positiva L. monocytogenes ¢ as Gram-negativas P. fluorescens ¢ Yersinia
enterocolitica. A quitosana apresentou atividade antibacteriana para as trés bactérias, o
aumento da concentracdo de lisozimas provocou o aumento da atividade contra L.
monocytogenes € P. fluorescens. O tratamento com plasma a frio ndo apresentou diferenca na
acdo bacteriana comparado com os filmes sem tratamento. Ainda, observou-se que o angulo
de contato do filme nao foi significativamente alterado com a aplicagdao do plasma a pressao
de 20 kPa e frequéncia de 70 kHz.

Al-Naamani, Dobretsov e Dutta (2016), investigaram o efeito antibacteriano de 2%
de quitosana com 0,1% de NPs-ZnO aderidos em filmes de PE tratados com plasma a pressao
de 0,2 mbar com gas O,. A atividade inibitoria dos filmes foi investigada em bactérias Gram-
negativas, S. enterica e E. coli, ¢ Gram-positiva, S. aureus; os filmes de PE revestidos com
quitosana apresentaram efeito inibitério em relagdo aos sem revestimento, os filmes
resvestidos com quitosana ¢ NPs-ZnO inibiram totalmente as bactérias ao final das 24 h de

analise.

2.5.2.2 Agao quelante do zinco em quitosana

A teoria acido-base de Lewis ¢ capaz de descrever a formagdo de complexos entre a
quitosana e metais. Esta complexacdo acontece devido aos grupos aminos presentes na
quitosana, os quais formam ligacdes covalentes com ions metalicos, que por sua vez, recebem
um par de elétrons do polissacarideo (LIMA, 2009).

Em solugdes de quitosana com pH mais elevado, onde a mesma ndo se encontra
protonada, a reacdo de adsor¢do dos ions metélicos fica mais evidenciada (MILIOLI, 2011).
O zinco ¢ um dos ions capaz de se ligar facilmente a cadeia deste polimero (WANG; DU;
LIU, 2004). Geralmente, dois modelos tém sido empregados para explicar o mecanismo de
disposi¢do de ions metélicos na quitosana. O primeiro deles considera que, os ions metélicos
se encontram ligados aos grupos aminos da quitosana formando um tipo de complexo,
chamado de modelo pendente (Figura 4(a)). O segundo modelo considera a formag¢do de um

complexo em que os ions metédlicos se encontram ligados a varios grupos amino e grupos
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hidroxilas da mesma cadeia polimérica ou ainda de diferentes cadeias, chamado de modelo

em ponte (Figura 4(b)).

Figura 4. Representagio esquematica para os complexos formados entre quitosana ¢ Zn*" (a)
modelo pendente e (b) modelo em ponte.
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2004).

O tipo de complexo formado depende do pH do meio, em valores de pH mais baixos
deve acarretar a formacao de complexos do modelo pendente; em pH mais elevados, devido a

neutralizagdo dos grupos NH3", ocorre a formagdo do modelo em ponte. (LIMA, 2009).

2.6 TECNONOLOGIA DE PLASMA FRIO PARA MODIFICACAO DA SUPERFICIE DE
POLIMEROS

A tecnologia de plasma frio tem sido amplamente estudada para modificar a
superficie de polimeros e melhorar suas propriedades superficiais de energia, molhabilidade e
adesao (TUOMINEN et al., 2010; NIEMIRA, 2012; SILVEIRA, 2012). O plasma consiste em
um gas parcialmente ou totalmente ionizado, composto por fotons, ions, elétrons livres,
néutrons e atomos em seus estados fundamentais ou excitados, com uma carga total neutra
(MILOSAVLIJEVI, KARKARI, ELLINGBOE, 2007; MISRA et al., 2011).

O plasma frio, de baixa temperatura € proveniente do ndo equilibrio termodinamico,
onde a energia gerada pelas colisdes das particulas ndo ¢ igualmente distribuida entre as
espécies do plasma. Essa energia ¢ canalizada para os elétrons, que mantem a temperatura em
torno de 3000 K, enquanto os protons e néutrons se mantém a temperatura um pouco superior

a ambiente. Esse ndo equilibrio termodindmico permite a aplicacdo dessa tecnologia em
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materiais termosensiveis como polimeros e tecidos biologicos (NEHRA et al., 2008; ZANG,
et al., 2010).

As pesquisas desta tecnologia a pressoes atmosféricas vém se destacando em relacao
as de baixa pressao devido as vantagens relacionadas aos custos das instalagdes de linhas de
vacuo, e também por ndo restringir a aplicacao diante de materiais com alta pressao de vapor
e liquidos em geral. Assim, varias técnicas de plasma frio em pressdo atmosférica foram
desenvolvidas, como descarga corona, descarga de catodo oco, tocha de plasma e descarga

por barreira dielétrica (DBD) (NEHRA et al., 2008; SOUZA, 2013).

2.6.1 Plasma frio a partir de um reator de descarga com barreira dielétrica (DBD)

Descarga com barreira dielétrica (DBD) ¢ um tipo de descarga que acontece no
espaco entre dois eletrodos metalicos na presenca de um gas e um dielétrico. Com a aplicagao
da diferenca de potencial entre os eletrodos, cargas elétricas se acumulam na superficie da
barreira dielétrica até ao ponto que estas cargas se tornam capazes de romper a rigidez do gés,
gerando uma microdescarga. Quando isso acontece, o campo elétrico pontual que gerou esta
microdescarga diminui e o microfilamento se extingue. Como nestes sistemas se trabalha com
valores altos de diferenca de potencial elétrico, estes microfilamentos acontecem em diversos
pontos aleatorios da superficie da barreira dielétrica. Este processo se repete a cada meio ciclo
do pulso da tensao aplicada entre os eletrodos, resultando de forma macroscépica no plasma a
frio DBD (KOGELSCHATZ; ELIASSON; EGLI, 1987; ELIASSON; KOGELSCHATZ,
1991; BOGAERTS et al., 2002).

Durante estas microdescargas elétricas, a corrente elétrica apresenta diversos picos
que correspondem a um grupo de microdescargas de plasma que acontecem simultaneamente
(Figura 5). No momento em que a tensdo atinge seu valor absoluto maximo (dV/dt=0), as

microdescargas deixam de acontecer (PONS; MOREAU; TOUCHARD, 2005).
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Figura 5. Forma de onda tipica da tensdo e da corrente em fungdo d tempo de um reator DBD.
20

T T T T
—O— Tensao
—— Corrente

20

w

, Tensao (kV)
o
L s 2z
= o
Corrente (mA)

o
T
]
1]
(=]

20 . . . . .
0 5 10 15 20 25
Tempo (ms)

Fonte: dos Santos (2010).

Considerando a corrente de deslocamento no dielétrico como /p_tem-se a Equagdo 1:

I, = Cddv/dt (1)

Onde, Cd corresponde a capacitancia do dielétrico. Ou seja, a microdescarga se
extingue quando a corrente de deslocamento ao longo do dielétrico ¢ nula, reiniciando no
proximo meio ciclo de tensdo aplicada. Essas microdescargas acontecem do anodo para o
catodo (WAGNER et al., 2003).

Em um reator DBD existem dois regimes diferentes de operacdo para se obter o
plasma frio: o regime filamentar e o regime difuso (Figura 6). No primeiro, a ruptura do gas
entre os eletrodos gera um grande nimero de microdescargas e estas duram alguns
nanosegundos e se distribuem uniformemente sobre a superficie do dielétrico. Este € o regime
mais utilizado industrialmente (WAGNER et al., 2003; SIRA et al., 2008; SHAO et al., 2010).

Enquanto no regime difuso, a descarga ¢ mais homogénea e ndo acontece a formagao
de filamentos, para isso, sdo necessarias condi¢cdes especiais de operagao de tensdo,
frequéncia, distancia dos eletrodos e principalmente definidas pelo gas. Com os gases hélio,
nednio e nitrogénio este regime ¢ mais facilmente alcancado. Porém, qualquer instabilidade
na descarga, ou ainda presenca de impurezas podem levar a uma descarga filamentar

(WAGNER et al., 2003; SIRA et al., 2008).
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Figura 6. Regimes de operacdo do plasma DBD: (a) regime difuso, e (b) regime filamentar.
€)) (b)

Fonte: Shao et al. (2010).

A intensidade luminosa das microdescargas, as espécies ativas, os radicais e ions do
plasma frio dependem da composi¢do dos gases, pressao, frequéncia, tensao, configuracao da
descarga e da polaridade do campo elétrico (XU, 2001; PANKAJ et al. 2014). A tensao
aplicada em um reator DBD geralmente varia de 5-40 kV, a frequéncia de 50 Hz - 80 kHz, a
pressao em até 1 bar, e a barreira dielétrica pode consistir em vidro, quartzo, ceramicas e
alguns polimeros como poliéster e teflon (ELIASSON; KOGELSCHATZ, 1991; WAGNER
et al., 2003).

Grupos polares como carbonilas (C=0), acidos carboxilicos (HOC=0), éster (C-
0C=0), hidroxilas (C-OH), peroxido (C-O-O) e carbonatos (OC(O)O) podem ser formados a
partir das particulas reativas do plasma ao quebrar as ligagdes C-C e C-H e gerar radicais
livres na superficie do polimero (FREITAS, et al., 2006; SHENTON; LOVELL-HOARE;
STEVENS, 2001). Desta maneira, o plasma a frio DBD ¢ composto por uma grande variedade
de radicais livres, radiacdo ultravioleta (UV), espécies reativas, moléculas, atomos e elétrons
que interagem com a superficie dielétrica e podem causar mudangas como o aumento da
molhabilidade e energia superficial (SHAO et al., 2010).

Esta interagao do plasma DBD com a superficie de um polimero resulta na quebra
das ligacdes covalentes das cadeias poliméricas gerando compostos de menor peso molecular
(Figura 7). As modifica¢des superficiais podem acontecer através da oxidagdo (erosdo) da
superficie; pela funcionalizagdo da face polimérica exposta ao tratamento; pela deposi¢do e
acimulo das espécies sobre a superficie e ainda, na presenca de gases inertes, pode ocorrer a
formagdo de ligagdes cruzadas (cross-link) com radicais livres de outras cadeias poliméricas

(COLTRO; ALVES, 2001; VIDAURRE CASTRO, et al., 2002).
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Figura 7. Modificagdes causadas pelas espécies reativas do plasma sobre a superficie

polimérica.
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Fonte: Mezaroba (2017).

O plasma obtido a pressdes atmosféricas e na presenga de ar como gas de ionizagao
¢ capaz de aumentar a hidrofilicidade (Figura 8), a rugosidade e aa relacdo de O/C sobre a
superficie de polimeros sintéticos como polipropileno (LEROUX et al., 2008) e poliestireno
(CUI et al., 2007), com a recuperagao parcial da hidrofobicidade com o tempo devido a
reorganizacao das espécies polares (WIACEK, 2015). Porém, utilizando o ar como gas
ionizante, o regime obtido ¢ o filamentar (WAGNER et al., 2003; SIRA et al., 2008). E a
utilizagdo da pressdao atmosférica exige condi¢des de maior tensdo e/ou frequéncia da fonte

responsavel pela descarga elétrica (OLIVEIRA JUNIOR, 2002; HOWATSON, 2013).

Figura 8. Deposi¢do de dgua com azul de metileno sobre uma placa de Petri de poliestireno
(a) sem aplicagdo de plasma e (b) apds aplicagao de plasma.

(a) ®)

N

Fonte: a autora.
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Rancourt et al. (2013) avaliaram a encapsulagdo de NPs-ZnO nos co-polimeros
poli(acido acrilico) (PAA) e em poli(metacrilato de metil-acido co-metracrilico) [P(MMA-
MA)] e também a possibilidade de incorporacdo direta destas nanoparticulas na superficie de
polipropileno (PP). A superficie do PP foi tratada com plasma frio utilizando o gas argdnio e
pressdo abaixo de 4 Pa, logo apods as amostras do polimero foram imersas em uma solugio
contendo as NPs-ZnO encapsuladas e ndo encapsuladas. O enxerto do ZnO na cadeia
polimérica aconteceu mesmo sem a encapsulacdo. As amostras com o NPs-ZnO encapsuladas
e ndo encapsuladas apresentaram o mesmo efeito antibacteriano frente a E. coli.

Paisoonsin, Pornsunthorntawee e Rujiravanit (2013) também incorporaram ZnO na
superficie de filmes de PP tratados com plasma DBD, que foi gerado com a alimentacao
continua de ar zero (livre de contaminantes) e pressao de 30 psig, cerca de 206,8 kPa. Em
seguida, os filmes foram imersos em solug¢do aquosa de diferentes concentragdes de nitrato de
zinco (Zn(NOs3),), com posterior adicdo de hidroxido de s6dio (NaOH) para a conversdo de
Zn”" para ZnO. A solu¢io mais concentrada de Zn (NOs), resultou no aumento da quantidade
de ZnO no filme e da atividade antibacteriana frente a S. aureus e E. coli. Além disso, com
exposicao a luz UV, ap6s 3 h inibiu 99,8% e 96,5% de E. coli e S. aureus, respectivamente.
Enquanto que, sem exposi¢do a luz UV, foram necessarias 24 h para atingir 99% de inibicao
das bactérias.

O plasma frio também tem sido utilizado para a producao de filmes multicamadas ou
para compatibilizar o revestimento de uma superficie sintética com um polimero
biodegradavel. Theapsak, Watthabaphanit e Rujiravanit (2012) aplicaram o plasma frio DBD
sobre filmes de PE numa tensdo de 15 kV e frequéncia de 350 Hz por 10 segundos e com
distancia entre os eletrodos de 4 mm. Apds o tratamento, os filmes foram imersos em solugcao
de quitosana com posterior secagem a temperatura ambiente e a atividade antibacteriana foi
avaliada frente a S. aureus e E. coli. Com 0,25% de quitosanaa inibicdo do S. aureus foi

maior, com 2% de quitosana 100% de ambas bactérias foram inibidas.

2.7 CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

De acordo com a revisdo bibliografica, diversos estudos comprovam a atividade
antimicrobiana de NPs-ZnO. O presente trabalho deu continuidade a dissertagdo de Souza

(2015), onde foram definidas as concentragdes inibitdrias e bactericidas minimas das NPs-



44

ZnO para algumas bactérias e houve a incorporacdo destas aos filmes de PEBD ¢ PELBD
modificado com anidrido maleico (PELBD-AM) por aspersdo/fusdo e por extrusdo. As
amostras extrusadas ndo apresentaram agdo antimicrobiana frente as bactérias testadas,
possivelmente pelo aprisionamento das NPs dentro da matriz polimérica. Em contrapartida, os
filmes de PELBD-AM em que as NPs foram incorporadas por aspersdo apresentaram um
efeito bactericida para S. Thiphymurium com a redugdo da concentracio de células
bacterianas, mas sem sua eliminagdo total. Adicionalmente, para a bactéria S. aureus foi
detectada acdo bacteriostatica quando as nanoparticulas estavam aderidas aos polimeros
PEBD ¢ PELBD-AM.

Em vista das dificuldades e resultados do trabalho de SOUZA (2015), percebeu-se a
necessidade de melhorar/possibilitar a acdo destas NPs-ZnO quando aderidas aos filmes de
PE. Para isso, faz-se necessario melhorar o método de obtengdao desses filmes, bem como,
buscar um método de analise antibacteriana capaz de detectar o efeito inibitério destes filmes
contra bactérias de interesse na preservacao e seguranga de alimentos.

Na literatura, também se encontram trabalhos que obtiveram a funcionalizagdo da
superficie de poliolefinas através de plasma frio para a incorporagao de NPs-ZnO com
posterior avaliacdo da atividade antimicrobiana. Neste sentido, utilizar esta tecnologia de
plasma frio ¢ uma alternativa para a compatibilizagdo do PE com outros polimeros ¢ as NPs
visando uma superficie com agdo antibacteriana.

Além disso, a utilizacdo de polimeros biodegradaveis em substituicao parcial dos
polimeros sintéticos pode reduzir o impacto ambiental causado por estes plasticos sintéticos.
A quitosana ¢ um interessante biopolimero biodegradavel, visto que, apresenta efeito contra
diversos micro-organismos, logo, somar o efeito de NPs-ZnO a quitosana pode ser vantajoso
na inibicao bacteriana.

O amido ¢ outra interessante opc¢ao de biopolimero biodegradavel, com menor custo
e maior disponibilidade em relacdo a quitosana. Porém, os filmes de amido costumam
apresentar limitagdes de aplicacdo principalmente devido a sua fragilidade, baixa resisténcia
mecanica e baixa barreira a umidade que podem ser contornadas com a associagdo ao
PELBD; e com a presenca de NPs-ZnO, pode-se melhorar sua hidrofilicidade. Até o
momento, ndo foram encontrados trabalhos de filmes multicamadas de PELBD/Am
viabilizados pela aplicagdo do plasma frio, nem de PELBD/Am contendo NPs-ZnO e nem de

filmes com propriedades antimicrobianas de Am/NPs-ZnO.
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As bactérias mais comuns investigadas em filmes antimicrobianos sdo E. coli e S.
aureus principalmente, seguidas de algumas espécies de Salmonella ¢ de Pseudomonas. No
entanto, pouco se investigam o efeito destes filmes diante das BAL. Especificamente, quanto
ao L. sakei, ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem o efeito das NPs-ZnO e nem de
filmes contendo essas nanoparticulas. E importante ressaltar que, mesmo que estas bactérias
nao causem danos a saude dos consumidores, elas sdo responsaveis por deteriorar os
alimentos. Consequentemente conhecer o seu comportamento diante de superficies
antimicrobianas e controlar seu desenvolvimento ¢ necessario para se alcangar o aumento de

vida util dos alimentos e reduzir os custos e desperdicio dos alimentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Matérias-primas e reagentes utilizados para a obtencao dos filmes

Os pellets de PELBD utilizados para a obtengdo dos filmes foram cedidos pela
empresa Dow Brasil (especificagdes técnicas no Anexo A). A quitosana da Purifarma (Sdo
Paulo, Brasil) foi cedida pelo Grupo de Pesquisa em Quitinas e Aplicagdes Tecnoldgicas
(QUITECH) do Departamento de Quimica da UFSC com grau de desacetilagdo de 81,9% e
massa molecular de 111,01 kDa, determinados por Miiller (2013). O amido de mandioca foi
adquirido no mercado local (Florianopolis, SC, Brasil), da marca Yoki Alimentos S.A. As
NPs-ZnO foram cedidas pela empresa Kher Nanotecnologia Quimica Ltda, mesmo lote de
NPs-ZnO utilizadas no trabalho de Souza (2015). Acido acético glacial (99,7% de pureza) da
empresa Synth Company e Glicerol (99,5%) da empresa Sigma-Aldrich.

3.2 DETERMINACAO DOS PARAMETROS PARA A OBTENCAO DE PLASMA FRIO

Para o presente estudo, foi projetado e construido um equipamento com flexibilidade
suficiente para atender as varias demandas de pesquisa do Laboratorio de Propriedades
Fisicas dos Alimentos (PROFI) gerando plasma a frio a partir de um reator de Descarga em
Barreira Dielétrica (DBD). O reator DBD (Figura 9) consiste num tubo de acrilico com parede
de 3 mm de espessura, 120 mm de diametro e 150 mm de altura, aberto nas duas
extremidades, nas quais duas tampas de teflon se encaixam pelo sistema de rosca. Nas tampas
encontram-se fixados os eletrodos, também pelo sistema de roscas, que permite a regulagem
da distancia entre o eletrodo superior e o eletrodo inferior. O eletrodo superior possui 50 mm
de didmetro, enquanto o inferior 64 mm. Os eletrodos foram feitos de ago inoxidavel com as
laterais de ambos revestidos com teflon, para evitar formacdo de arco elétrico. que consiste
num caminho preferencial de descarga elétrica.

Nesta conformagdo, o campo elétrico gerado pela diferenca de potencial aplicada
entre os eletrodos € uniforme, garantindo que o plasma gerado ocupe todo o volume
delimitado pela area do eletrodo superior (anodicamente polarizado) até a superficie do

dielétrico, que fica disposto sobre o eletrodo inferior (catodicamente polarizado). O que
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significa que os elétrons se movimentam por este campo uniformemente, adquirindo grande
energia e colidindo com as moléculas do gas que ocupam este espaco, resultando no processo
de excitacdo e/ou ionizagdo que sdo caracteristicos deste volume de descarga sobre o

dielétrico (DE SOUZA, 2013).

Figura 9. Desenho do reator de plasma DBD.
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Fonte: Zanghelini (2017).

Para gerar a descarga elétrica, foi utilizada uma fonte de alta tensdo pulsada (modelo
Pulse 0130, Inergiae), onde os pulsos alcancam a energia de até 0,2 J, o que pode fazer a
tensdao de saida chegar a 30 kV e uma frequéncia de até¢ 1,0 kHz. A taxa de repeticao dos
pulsos pode ser de até 500 pulsos por segundo, o que representa uma poténcia de 100 W.

O principio de funcionamento da fonte consiste na acumulagdo e descarga de
energia. Através de um potencidmetro multi-voltas, pode-se controlar a tensdo e a frequéncia
e, monitorar a energia de saida e de temperatura interna da fonte no painel de exibi¢do da

fonte (Figura 10).

Figura 10. Foto do painel de exibi¢ao da fonte de alta tensdo pulsada.
= -

Fonte: a autora.

O plasma frio gerado a partir do aparato experimental (Figura 11) depende dos

seguintes parametros: distancia do eletrodo ao dielétrico, da tensdo elétrica, frequéncia,
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pressdo do sistema e gas utilizado. Os primeiros testes foram realizados no Instituto de
Eletronica de Poténcia (INEP - UFSC), junto a empresa que desenvolveu a fonte, a Inergiae
Conversores Estaticos, para se determinar as faixas de formacdo de plasma frio no reator em
funcdo da variacdo de alguns destes parametros. Durante estes testes, utilizou-se um
osciloscopio (marca MSO/modelo DPO4000B) para se certificar da presenga do plasma no
reator e também para o treinamento visual da presenga do mesmo. Afinal, entre as espécies
geradas pelo plasma, tem a radiagdo UV (coloracdo roxa) e espécies reativas de oxigénio
como o o0zdnio (coloragdo azulada), logo a presenga da tonalidade azul/roxa funciona como
um indicador da presen¢a do plasma, mesmo que em tonalidade fraca e muitas vezes, pouco
perceptivel a quem nao esta treinado.

O osciloscopio foi acoplado por uma sonda de alta tensao (marca Tektronix/modelo
TCP 0020) na saida do reator. De acordo com a revisdo bibliogréafica, a corrente apresenta
diversos picos correspondentes a um grupo de microdescargas elétricas, entdo a partir destes
diversos picos na saida do reator indica a presenca de plasma (PONS; MOREAU;
TOUCHARD, 2005).

Figura 11. Foto do aparato experimental de plasma DBD.

Fonte: a autora.

Para se determinar os pardmetros de operagdo necessarios para a geracao de plasma,
foram realizados testes em duas etapas. Na primeira, foram fixados os pardmetros de distancia
entre o eletrodo superior da barreira dielétrica, pressdo e a tensdo (V) maxima alcangada pelo
potencidometro multi-voltas, tendo como resposta um intervalo de frequéncia (f) no qual se
observou a presenca do plasma visualmente e no osciloscopio.

Na segunda etapa, manteve-se a mesma distancia entre o eletrodo superior da
barreira dielétrica, a mesma pressdo e foi fixada a frequéncia em seu ponto minimo
(observado na etapa anterior) para definir o intervalo de tensdo em que plasma frio foi gerado

(Tabela 2). Assim como na etapa anterior, a presenca do plasma foi identificada visualmente e
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pelo osciloscopio. Estas duas etapas foram repetidas em diferentes pressdes absoltas: 0,21;

0,34;0,47; 0,61; 0,75; 0,87 atm e pressdo atmosférica.

Nao foi utilizada a injecdo de qualquer gas ionizante, apenas o ar presente no reator.

O parametro de distancia dos eletrodos foi baseado na pesquisa de THEAPSAK,
WATTHABAPHANIT e RUJIRAVANIT (2012), que aplicaram o plasma DBD sobre filmes

de PE na tensdo de 15 kV e frequéncia de 350 Hz por 10 s e distancia entre os eletrodos de 4

mm.

Tabela 2. Parametros fixados e faixas de operagdo nas quais se observou formacao do plasma

frio.
Distancia entre Pressao absoluta Parametros Faixas de
superior da (atm) fixados operacao para
barreira dielétrica geracao plasma
(mm) frio
1 Vmax (kV) fmin - fmax (HZ)
fmin (HZ) Vmin - Vmax (kV)
0.87 Vmax (kV) fmin' fmax (HZ)
’ fmin (HZ) Vmin - Vmax (kV)
O 7 4 Vmax (kV) fmin = fmax (HZ)
4 ’ fmin (HZ) Vmin - Vmax (kV)
O 61 Vmax (kV) fmin = fmax (HZ)
’ fmin (HZ) Vmin - Vmax (kV)
O 47 Vmax (kV) fmin = fmax (HZ)
’ fmin (HZ) Vmin - Vmax (kV)
0.34 Vmax (kV) fmin - fmax (HZ)
’ fmin (HZ) Vmin - Vmax (kV)
021 Vmax (kV) fmin - fmax (HZ)
’ fmin (HZ) Vmin - Vmax (kV)

3.3 OBTENCAO DOS FILMES

Inicialmente, foram preparados os filmes de PELBD puros, aos quais se adicionou

NPs-ZnO por aspersdo ou com a adesdo de uma sobrecamada de biopolimero (amido ou

quitosana) contendo as nanoparticulas.Obteve-se assim, diferentes filmes ao final do processo

que foram investigados quanto as suas propriedades mecanicas, superficiais, de cor e

antimicrobianas.
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As NPs-ZnO foram incorporadas aos filmes de PELBD puros por aspersdo em duas
concentracdes, 0,9 e¢ 1,5 mg/cm’. Essas concentracdes foram determinadas através da
diferenca de massa dos filmes antes e ap6s o processo de aspersdo. Para a obtencao dos filmes
multicamadas PELBD/QTS foi necessaria a modificagdo superficial do PELBD para que
fosse possivel a adesdo da biopolimero ao mesmo. As NPs-ZnO foram adicionadas a solugdo
de quitosana, também em duas concentragoes, 0,2 € 0,5 mg/cmz. De maneira analoga, obteve-
se os filmes multicamadas de PELBD/Am com as NPs-ZnO, inclusive com as mesmas
concentracdes de nanoparticulas (0,2 e 0,5 mg/cm?).

Ao final, foram obtidos 06 filmes com NPs-ZnO: PELBD/Asp.(0,9 mg/cm® NPs-
ZnO), PELBD/Asp.(1,5 mg/cm> NPs-ZnO), PELBD/QTS(0,2 mg/cm® NPs-ZnO),
PELBD/QTS(0,5 mg/cm”* NPs-ZnO), PELBD/Am(0,2 mg/cm® NPs-ZnO), PELBD/Am(0,5
mg/cm® NPs-ZnO). Sendo que, para as caracterizagdes e avaliacdo antimicrobiana, foram

produzidas as amostras controles de PELBD puro, PELBD/QTS ¢ PELBD/Am.

3.3.1 Filmes de PELBD

Os filmes de PELBD foram obtidos por termoprensagem, baseado na metodologia
descrita por Medeiros (2017) e Souza (2015). Para isso foi utilizado um conjunto com 3
folhas de Mylar, a folha central continha um retangulo vazado de 10x15 cm onde era
depositado 6,25 g de pellets de PELBD, de tal modo que os pellets ficassem entre as folhas de
Mylar (Figura 12).
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Figura 12. (a) Folha de Mylar e molde de Mylar (10x15 cm). Esquema de disposi¢ao molde
de Mylar e pellets para obten¢@o dos filmes de PELBD: (b) Visdo lateral; (c) Visao superior.

(a) ) (c)
Folha de Mylar
Molde Pellets de\PE[.BD
et e P | W
3 .
E— /.I
wan /

Folha de Mylar

Fonte: a autora.

Este conjunto contendo os pellets foi posicionado sobre a chapa inferior de uma
termoprensa hidraulica (Somar, Brasil) pré-aquecida a 130 °C. Entdo, aproximou-se a chapa
superior até encostar ao conjunto molde e se manteve por 7 min sem pressao, para fundir os
pellets. Em seguida, para evitar a formacao de bolhas de ar no filme, a pressao foi elevada
gradativamente a 327, 1307, 1962, 2616 kPa, pelos tempos respectivos de 1, 1,5, 3 e 5
minutos. Entdo, retirou-se o molde da chapa e depositou-se sobre a bancada para o

resfriamento e posterior destacamento do filme obtido com espessura de 350 pm.

3.3.2 Filmes de PELBD com aspersao de NPs-ZnO

Para o procedimento de aspersdo, preparou-se uma dispersao de 10% (m/m) de NPs-
ZnO em 4gua destilada. A dispersdo foi mantida em agitador do tipo Vortex (Phoenix
Luferco) por 2 minutos e em seguida submetida ao banho de ultrassom por 30 minutos para
obter uma dispersdo homogénea. Antes de cada procedimento de aspersdo, a mistura foi
agitada novamente em Vortex por 1 minuto.

O método de incorporagdo das NPs-ZnO no PELBD puro foi adaptado de De Souza
(2015) (Figura 13). Antes da aplicagdo das nanoparticulas, o filme de PELBD foi colocado
sobre uma folha de Mylar na termoprensa pré-aquecida a 130 °C por 4 min com o
espacamento entre as chapas de cerca de 1 cm. Em seguida, realizou-se a aspersdo manual da

solucdo de NPs-ZnO utilizando um borrifador (Figural4). Visando a obtencdo de filmes com
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as concentracdes de 2,5 e 4,5% (massa NPs-ZnO/massa PELBD), equivalente a 0,9 e 1,5
mg/cm’ (massa de NPs-ZnO/area de filme), foram realizadas 60 e 110 borrifadas,
respectivamente. A concentragdo das NPs-ZnO nos filmes foi obtida pela diferenca de massa
dos filmes secos em estufa a 80°C por 24 horas antes e depois do processo de aspersdo.

ApOs a aspersdo, os filmes foram colocados novamente na termoprensa por 8
minutos a 130 °C para a evaporagdo da agua, com 1 cm de distancia entre as chapas da
termoprensa. Os filmes foram retirados e resfriados a temperatura ambiente e entdo lavados
em agua corrente por 1 minuto para a retirada das NPs-ZnO que ndo haviam aderido ao filme

de PELBD.

Figura 13. Fluxograma de produgao de filmes de PELBD com aspersao de NPs-ZnO.
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Figura 14. Foto do borrifador utilizado no procedimento de aspersdo das NPs-ZnO nos filmes
de PELBD.

Fonte: a autora.

3.3.3 Filmes multicamadas de PELBD/QTS com NPs-ZnO

A obten¢do da solugcdo de quitosana com as NPs-ZnO foi baseada no método de
Miiller (2013). As NPs-ZnO nas concentragdes 0,1 e 0,25% (m/m em relagdo a solugdo final)
foram dispersas em solucdo de acido acético 1% (v/v) em banho de ultrassom (UltraCleaner
1400, Unique) por 15 minutos. Entdo, adicionou-se 1% de quitosana (m/m em relagdo a
solugdo final) e manteve-se a solugdo sob agitagdo mecdnica (M-110, Nova Etica) por 18
horas. A quantidade de NPs em relacdo ao biopolimero equivale a 10 e 25% (m NPs-ZnO/m
quitosana) e corresponde a concentracdo de 0,2 e 0,5 mg/cm” (massa NPs-ZnO/4rea de filme),
respectivamente. Amostras controle sem NPs-ZnO também foram preparadas.

Para obtengao dos filmes multicamadas de PELBD/QTS (Figura 15), a superficie dos
filmes de PELBD (produzidos conforme a descri¢ao do item 3.3.1) foi tratada com plasma
frio. Os filmes de PELBD foram cortados em circulos de 3,5 cm de didmetro e colados com
fita dupla-face sobre placas de Petri descartaveis de poliestireno de alta transparéncia. Essas
placas foram posicionadas sobre o eletrodo inferior do reator plasma, a 4 mm de distancia do
eletrodo superior, e submetidas a uma descarga de plasma de 32 kV e 132 Hz por
120 segundos com o intuito de aumentar a adesividade entre o PELBD e a quitosana.

Ap0s o tratamento superficial, distribuiu-se 12 mL da solu¢do de QTS e QTS (NPs-
Zn0O) sobre o filme de PELBD. Em seguida, os filmes foram colocados em estufa com

convecgao (Servitech) a 60 °C por 4 horas para evaporagdo do solvente, método de casting.
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Figura 15. Fluxograma de produ¢ado de filmes multicamadas de PELBD/QTS e PELBD/QTS
com NPs-ZnO.
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3.3.4 Filmes de PELBD/Am com NPs-ZnO

A solug¢ao de amido foi obtida a partir da mistura de 3% (m/m em relag¢ao a solugao
final) desse polissacarideo, 0,8% (m/m em relacdo a solucdo final) de glicerol e 4gua
destilada. A mistura foi aquecida em banho-maria (Q334M, Quimis) até 80 °C, ponto de
gelatinizacao para a solugcdo de amido de mandioca de acordo com Belibi et al. (2014). Para a
preparacdo das solucdes de amido e NPs-ZnO, adicionou-se 0,1 e 0,25 % (m/m em relagdo a
solugdo final) de NPs-ZnO a solucdo. Para estas solu¢des, a mistura foi aquecida até 84 °C,
temperatura necessaria para gelatinizacdo (observada visualmente, comparando com a
viscosidade da solu¢do sem NPs). Logo ap0s, a mistura foi colocada banho de ultrassom por 1
hora, a fim de melhor distribuir as NPs. A quantidade de NPs em relacdo ao biopolimero
equivale a 3,33 e 8,33% (m NPs-ZnO/m amido) e corresponde a concentracao de 0,2 e 0,5
mg/cm2 (massa NPs-ZnO/érea de filme), respectivamente. Amostras controle sem NPs-ZnO
também foram preparadas.

A obtengao dos filmes multicamadas de Am contendo as NPs-ZnO foi semelhante
aos filmes multicamadas de QTS (NPs-ZnO). Sobre os filmes de PELBD previamente
tratados com plasma a frio foi depositado 12 mL da solu¢do de Am e Am (NPs-ZnO). Entdo,
os filmes foram levados para a evaporacdo do solvente em estufa com convecgdo a 30 °C por

20 horas (Figura 16).
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Figura 16. Fluxograma de producado de filmes multicamadas de PELBD/Am e
PELBD/Am(NPs-ZnO).
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3.4 CARACTERIZACAO DAS NPs-ZnO

As amostras de NPs-ZnO foram caracterizadas por difracdo de raio X (DRX) e
microscopia eletronica de transmissao (MET).

A analise de DRX foi realizada no Laboratorio de Caracterizagdo Microestutural do
Departamento de Engenharia Mecanica da UFSC em um difratdmetro de raio X da marca
Philips, modelo X Pert, com a varredura feita a 40 kV, 30 mA, com radiagdo incidente de
CuK de 1,54 angstrons. As amostras de NPs-ZnO foram observadas em um intervalo de
medida de 260 a temperatura constante de 23 °C, com o aumento de 0,02° a cada 1 s.

A analise de MET foi realizada no Laboratério Central de Microscopia Eletronica
(LCME) da UFSC e permitiu a obtencdo de informagdes morfologicas, cristalograficas e
composicionais das amostras. O equipamento utilizado foi o JEM-1011 TEM, 100 kV. As
amostras foram preparadas de acordo com De Souza (2015), com a dispersdo de 1,0 mg/mL
de NPs-ZnO em agua destilada. Essa suspensdo foi mantida em banho de ultrassom por 30
minutos e entdo foi adicionada uma gota dessa dispersdo a um grid, que ¢ feito de um filme de
carbono amorfo apoiado sobre uma malha de cobre. As imagens obtidas foram tratadas com o
software ImageJ (Wayne Rasband, USA) para realizar as medig¢des e determinar o tamanho

das NPs-ZnO. Foram consideradas 250 NPs para a determina¢ao do tamanho das mesmas.
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3.5 CARACTERIZACAO DOS FILMES

3.5.1 Molhabilidade e energia de superficie

Costuma-se utilizar as medidas de angulo de contato para determinar a molhabilidade
de um material. Quando o angulo de contato for superior a 90°, trata-se de uma superficie
hidrofobica e quando for inferior a 90°, trata-se de uma superficie hidrofilica (BERG, 1993;
WOK, 1998). Para uma boa adesividade na superficie um angulo de contato em torno de 55-
60° ¢ desejavel (ARIMA; IWATA, 2007). Logo, a tendéncia de um liquido se espalhar na
superficie de um sélido aumenta quando o angulo de contato diminui, desta forma, o angulo
de contato ¢ uma medida inversa da molhabilidade de uma superficie (CHAN, 1994).

A determinagdo do angulo de contato dos filmes foi realizada na Central de Analises
do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da UFSC, com o
equipamento goniometro Ramé-hart Instrument Co. e software DROPimage Advanced versao
2.4.8.5. As medidas foram feitas do angulo formado entre a superficie dos filmes e a
superficie de uma gota de agua.

Estas medidas foram realizadas para os filmes de PELBD sem tratamento, PELBD
tratado com plasma frio a tensdo de 32 kV, 132 Hz de frequéncia, 4 mm de distancia do
eletrodo ao dielétrico e ar a pressao atmosférica nos tempos de 0, 30, 60, 120 e 180 segundos
de tratamento. As amostras foram submetidas a analise no mesmo dia do tratamento e também
foi investigada a reversibilidade das alteragdes causadas pelo plasma no angulo de contato
apos 5, 10, 20 e 30 dias de tratamento, neste periodo as amostras foram armazenadas juntas
em um recipiente a temperatura ambiente.

O angulo de contato também foi determinado para os demais filmes obtidos nesse
estudo: PELBD/Asp. (NPs-ZnO), filmes multicamadas de PELBD/QTS (NPs-ZnO) e
PELBD/Am  (NPs-ZnO) para o  averiguacdo das  caracteristicas de
hidrofobicidade/hidrofilicidade das amostras.

Para realizar as medidas dos angulos de contato e determina¢do da molhabilidade, as
amostras foram cortadas em tiras e coladas com fita dupla face sobre uma lamina de vidro.
Entdo, uma gota de agua foi depositada por uma seringa sobre a amostra. O teste foi repetido
por amostras em triplicata e foram realizadas dez medidas em cada gota em um intervalo de 1

segundo.
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Diversos fenomenos estdo relacionados a energia livre superficial, como: a) a
tendéncia das gotas de liquidos se estabilizarem na forma esférica minimizando a area
superficial; b) a tendéncia das gotas se aglomerarem também com o intuito de minimizar a
area superficial e, ¢) no processo de sinterizacdo, quando diversas particulas formam um
unico corpo para diminuir a energia livre do sistema (ADAMSON, 1990).

A energia de superficie (y ) foi determinada a partir de medi¢des dos angulos de

contatos de liquidos polares e apolares: dgua (polar), diilodometano (apolar) e formamida
(polar) no mesmo dia em que as amostras foram tratadas com plasma. A partir dessas

medidas, o software do equipamento forneceu as componentes polares (y¥) e dispersivas )
da energia livre de superficie, bem como a energia superficial total (¥ ) baseada na equagio

de Fowkes (Equacao 2).
y=¥" +y° (2)

3.5.2 Ensaio de tracio

As propriedades de resisténcia ao alongamento, resisténcia a tracdo no ponto de
ruptura e no yield point decorrente da tracdao sao essenciais para caracterizar filmes flexiveis
quanto a sua aplicagdo, a especificagdo e & sua qualidade (SARANTOPOULOS, 2002;
ROBERTSON, 2013).

Essas analises foram realizadas na Central de Analises da Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da UFSC com o analisador de texturas da marca Stable Micro
Systems, modelo TA.HD plus Texture Analyzer. As dimensdes de altura (a) e largura (1)
foram as mesmas para todos os filmes, variando a espessura em decorréncia da sobreposi¢ao
de diferentes polimeros nos filmes multicamadas e/ou presenca de NPs-ZnO depositadas,
Tabela 3. A espessura dos filmes foi determinada pela média das medidas realizadas em 4
pontos de 10 filmes com um micrdmetro digital da marca japonesa Mitutoyo com + 0.001 mm

de precisao.
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Tabela 3. Dimensdes utilizadas para a determinagdo da resisténcia a tragdo: altura
(a), largura (1) em mm e espessura em um para cada filme obtido.

Amostra Dimensoes (a x 1)

(mm) Espessura (um)
PELBD sem tratamento

35x6,0 350
PELBD tratado com plasma
PELBD/Asp. (0,9 mg/cm? NPs-ZnO)

35x6,0 400
PELBD/ Asp.(1,5 mg/cm? NPs-ZnO)
PELBD/QTS
PELBD/QTS(0,2 mg/cm? NPs-ZnO) 35x6,0 450
PELBD/QTS(0,5 mg/cm? NPs-ZnO)
PELBD/Am
PELBD/Am(0,2 mg/cm? NPs-ZnO) 35x6,0 470

PELBD/Am(0,5 mg/cm? NPs-ZnO)

Os ensaios de tracdo foram realizagdo com 10 repeti¢des para os filmes de PELBD e
PELBD/Asp. NPs-ZnO e em triplicata para os filmes multicamadas, devido ao baixo
rendimento na sintese destes. A analise foi realizada & velocidade constante de 10 mm.s™ e

uma célula de carga de 50 kg.

3.5.3 Analise de cor e opacidade dos filmes

A anélise de cor foi realizada em um colorimetro da marca Delta Color e modelo
Delta Vista-450G-UK do Instituto Federal de Santa Catarina, cAmpus Sdo Miguel do Oeste -
SC. Para a realizagdo desta andlise, utilizou-se a lente de 15 mm de didmetro no colorimetro e
foram realizadas medidas em sextuplicatas em diferentes filmes.

Através da andlise, foram determinados os pardmetros L* que expressa o grau de
luminosidade (L* = 100 = branco), a coordenada a* que expressa o grau de variacdo entre a
coloracdo vermelha (+a) e a verde (-a) e a coordenada b* que representa o grau de variacao
entre a cor azul (-b) e amarela (+b).

A opacidade foi determinada através da adaptacdo do método de Medeiros (2017)
usando um espectrofotdmetro UV, marca Quimis e modelo Q898U2MS5. Os filmes foram

colocados diretamente em uma célula de teste do equipamento, sendo que, uma célula de teste
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vazia foi usada como referéncia. Fez-se uma varredura do comprimento de onda de 200 a
500 nm e, com as medidas das absorbancias, foram selecionados dois comprimentos de onda,
o primeiro de 270 nm referente ao espectro de absorg¢ao ultravioleta e o segundo de 400 nm do
espectro visivel de absor¢ao. A opacidade foi calculada através da razdo entre a absorbancia e
a espessura dos filmes. Estes resultados indicam que, quanto mais alto valor da opacidade,

menor o grau de transparéncia da amostra.

3.5.4 Microscopia eletronica de varredura de alta resolucio (FEG) com espectroscopia
de energia dispersiva de raios-X (EDS)

Com o intuito de se observar a topografia dos filmes e a distribuicao das NPs-ZnO
nos mesmos, realizou-se a microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.

Para o preparo das amostras, pequenos pedacos de cada filme foram colados com
uma fita de carbono sobre os stubs. Estas amostras foram recobertas com uma fina camada de
ouro para garantir a condutividade elétrica. A andlise foi realizada no microscépio JEOL
JSM-6701F, o qual tem o EDS acoplado.

As analises de FEG foram conduzidas a uma tensdo de 1 e 5 kV com as ampliagdes
de 500 e 25000%, enquanto para o EDS a tensdo foi aumentada para 15 kV. Nas condi¢des
aplicadas, os filmes de PELBD em contato com nitrogénio liquido ndo ficaram rigidos € nem
quebradigos. Desta forma, ndo foi possivel quebra-los para realizar a analise de fratura
criogénica. Visto que, qualquer interven¢ao como corte pode influenciar no resultado da

analise.

3.5.5 Analise estatistica

Os resultados das andlises de caracterizagdo dos filmes foram tratados

estatisticamente através de Andlise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey HSD a 95%

de confianga, através do programa Statistica 10.
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3.6 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

3.6.1 Micro-organismos

A avaliagdo antibacteriana dos filmes contendo NPs-ZnO foi realizada com a
bactéria Gram-positiva e patogénica Staphyloccocus aureus (ATCC 25923) cedida pelo
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, no Centro Ciéncias Agrarias, UFSC. A bactéria
Gram-positiva e deteriorante Lactobacillus sakei (CCT 5841 ATCC 15521) cedida pelo
Laboratorio de Engenharia Biologica (LiIEB) do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da UFSC. E a bactéria Gram-negativa e patogénica Salmonella
Enteritidis (CCCD S002) cedida pelo Instituto Federal de Santa Catarina, cAmpus Sao Miguel
do Oeste-SC.

3.6.2 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados para a técnica Pour Plate para os micro-organismos S.
aureus e S. Enteritidis foram agar padrio de contagem Plate Count Agar (PCA) da marca
Kasvi e Merck; Caldo Nutriente da marca Kasvi e Merck e caldo Soya Casein Digest Lecithin
Polysorbate Broth (SCDLP). Para as analises de L. sakei, utilizou-se o caldo Man, Rogosa e
Sharpe (MRS) da Difco, Le Pont de Claix e para a obtengdo do dgar MRS, fez-se a adigao de
13,5 g agar base da marca Difco para cada 1000 mL de caldo. Como diluente, utilizou-se agua

peptonada da marca Oxoid.

3.6.3 Teste de diluicdo em caldo

O teste de dilui¢do em caldo foi realizado a partir da Metodologia dos Testes de
Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluigdo para Bactéria de Crescimento
Aerobico (Norma M7-A6, NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS) para S. aureus e para L. sakei (Figura 17). Este método foi utilizado nos testes

iniciais e ndo foi realizado para a bactéria S. Enteritidis.



61

Figura 17. Representacdo esquematica do teste de diluigdo em caldo.
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Fonte: a autora.

As cepas da BAL foram adicionadas no meio de cultivo MRS e incubadas em estufa
bacteriologica (Q316M, Quimis) a temperatura de 30 °C = 1 °C por 18 h atingindo
concentracdo de 10° UFC/mL. A S. aureus foi adicionada em caldo Nutriente ¢ incubada a
temperatura de 35 °C = 1 °C por 22 h para atingir a concentracdo de 10® UFC/mL (Norma
M7-A6, NATIONAL COMMITE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS). Destes
inoculos, adicionou-se 0,1 mL aos tubos com 9 mL de caldo MRS e caldo Nutriente, para L.
sakei e S. aureus, respectivamente, resultando numa concentracdo inicial de 10° UFC/mL.

Aos tubos foram adicionadas as amostras com filmes de PELBD incorporados com
NPs-ZnO por aspersdo com concentragdo de 0,9 e 1,5 mg/cmz, e um filme de PELBD sem
tratamento, como controle negativo (Figura 17). Os tubos com as amostras foram agitados em
vortex (Phoenix-Luferco) e incubados a 30 °C £ 1°C e 35 °C = 1 °C, para L. sakei e S. aureus,
respectivamente.

Apds tempos pré-determinados, foram realizadas diluicdes sucessivas em agua
peptonada 0,1%. Semeou-se 1 mL de cada dilui¢do seriada em placas estéreis (técnica pour

plate), adicionando-se posteriormente o Agar MRS com sobrecamada para L. sakei e agar
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PCA em camada simples para S. aureus. As placas foram incubadas invertidas por 48 h a 30
°C = 1 °C para a BAL e a 36 °C £ 1°C para a patogé€nica. Apos a incubagdo, as placas

contendo de 25 e 250 colonias foram contadas e os resultados foram expressos em UFC/mL.

3.6.4 Teste antimicrobiano em superficie (NORMA JIS Z 2801:2000)

Os testes de inibi¢do antimicrobiana em superficie foram adaptados a partir da norma
JIS Z 2801:2000 (Test for antimicrobial activity and efficacy - Japanese Industrial Standard),
desenvolvida para determinar a atividade e eficacia de agentes antimicrobianos em superficies
solidas. Este método quantifica a atividade antimicrobiana a partir da diferenga logaritmica na
contagem de células bacterianas com e sem contato com o agente de inibicao (JAPANESE
INDUSTRIAL STANDART, 2000).

A adicdo das cepas de L. sakei e S. aureus aos respectivos caldos ocorreu conforme a
descricdo no item anterior € para a S. Enteritidis, aplicou-se o mesmo procedimento de
crescimento da bactéria S. aureus.

Dos inoculos, 125 pL foram depositados sobre a superficie dos filmes de
PELBD/Asp PELBD/QTS ¢ PELBD/Am com e sem a presenca das NPs-ZnO com formato
circular de 3,5 cm de didmetro (4rea de 9,62 cm?), dispostos dentro de uma placa de Petri
estéril (Figura 18). As amostras foram cobertas com um filme de polietileno estéril, o qual foi
pressionado levemente para distribuir o indéculo ao longo da superficie. As placas de Petri
foram tampadas e incubadas em estufa bacteriologica a 30 °C = 1 °C no caso da BAL ¢ a
35°C £ 1 °C para as duas bactérias patogénicas. As amostras foram mantidas na estufa por
diferentes periodos de tempo até no maximo 24 horas.

Ap6s a incubagdo, cada amostra foi transferida para um saco estéril e adicionado 10
mL do caldo SCDLP para S. aureus ¢ S. Enteritids e caldo MRS para L. sakei. As amostras
foram homogeneizadas manualmente por cerca de 2 minutos. A partir deste caldo foram
realizadas diluigdes sucessivas e inoculadas (técnica pour plate), seguida da adi¢do do agar

especifico para cada bactéria.
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Figura 18. Representacao esquematica da NORMA JIS Z 2801:2000
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Fonte: a autora.

As placas foram incubadas invertidas em estufa bacterioldégica por 48 h a 30 °C £ 1
°C para a BAL e a 35 °C £ 1 °C para as patogé€nicas com posterior contagem das colonias. Os
resultados foram expressos em UFC/mL. Conforme o método (JIS Z 2801), as placas com 30
até 300 colonias foram contadas e multiplicadas pelo fator de diluigdo. Para as placas com
numero de colonias inferior a 30, recomenda-se contar as colonias e expressar nos resultados
e quando ndo houver crescimento, expressa-se como “<1” multiplicado pelo fator de diluicao.
Além disso, as amostras sem o agente antimicrobiano ndao podem apresentar contagem
inferior a 1x10° UFC por amostra, apos as 24 horas de analise. Para determinar a atividade
antimicrobiana da superficie foi utilizada a Equacdo 3: (JAPANESE INDUSTRIAL
STANDART, 2000)

R =105 %) 109 (9) =105 () g

Onde R ¢ o valor da atividade antimicrobiana, 4 ¢ B sdo as médias do nimero de colonias
viaveis imediatamente depois da inoculagdo e apos 24 horas, respectivamente e, C ¢ a média
do numero de colonias vidveis com antimicrobiano apds 24 horas. Para uma superficie ter sua

acdo bactericida comprovada, o valor de R deve ser superior a 2,0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DO PLASMA

4.1.1 Determinacio de parimetros capazes de gerar o plasma frio

A caracterizacdo do reator de plasma frio DBD foi realizada com o intuito de
entender o comportamento do plasma gerado a partir do ar como gas ionizante. Neste caso,
além da radiacdo UV, as espécies reativas geradas durante a formagdo do plasma sdo de
oxigénio (como o 0zonio - O3) e de nitrogénio. O primeiro parametro investigado foi a faixa
de frequéncia capaz de gerar plasma (Figura 19). A verificagdo ocorreu por meio do
osciloscopio e sonda de alta tensdo, diante da formagdo de um grupo de microdescargas
elétricas, e comprovagao visual pela presenca de luz de cor roxa/azulada devido a presenga de
Os;e UV.

Para esta caracterizacao, fixou-se a distancia do eletrodo superior a barreira dielétrica
em 4 mm, com ar como gas ionizante, e a tensao maxima (V) foi obtida girando o botao
multi-voltas da fonte até o final. Porém, como a tensao ¢ influenciada por outros parametros
como a frequéncia, observou-se que, em determinados momentos a fonte alcangava valores de
tensdao acima do valor descrito em sua especificagdo técnica, de 30 kV.

Observando a Figura 19, nota-se que, para todos os valores de pressao e de tensao, a
faixa de frequéncia em que a presenga do plasma frio foi detectada, inicia-se a partir de 30 Hz.
Observa-se ainda que, quanto mais alta a pressdao e mais proxima a pressao atmosférica, maior
a Vmax requerida pelo sistema para gerar plasma. De acordo com Liang et al. (2011), a pressao
atmosférica exige maiores niveis de energia para sustentar o sistema de plasma em relagdo as
baixas pressoes. Quando se aplica uma descarga elétrica alta o suficiente para as condi¢cdes do
reator, ocorre a ionizagdo do gas e formacdo do plasma de descarga luminescente. Porém,
diante da aplicacdo excessiva de um dos parametros como alta pressdo ou alta tensdo, a
descarga pode se tornar um arco devido ao abrupto processo de ionizagdo (OLIVEIRA

JUNIOR, 2002).
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Figura 19. Faixas de frequéncia de geracao de plasma frio nas tensdes maximas (Vmax)
alcancadas pela fonte de alta tensdo, 4 mm de distancia do dielétrico ao eletrodo superior em
diferentes pressoes absolutas: (+) pressao atmosférica; (m) 0,87 atm; (¢) 0,74 atm; (A) 0,61

atm; (x) 0,47 atm; (x) 0,34 atm e (@) 0,21 atm.
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Para a pressdo absoluta de 0,34 atm e & Vax de 22 kV, obteve-se a maior faixa de
frequéncia, de 30 a 330 Hz, capaz de gerar plasma. Para dois valores de pressdes absolutas,
0,61 ¢ 0,47 atm, as frequéncias obtidas com a presenga de plasma sao muito proximas, de 30 a
230 Hz e 30 a 237 Hz, respectivamente.

Nos testes seguintes, com o intuito de conhecer o intervalo de tensdo capaz de gerar
plasma; fixou-se a frequéncia em seu valor minimo (fy,) de 30 Hz e mantiveram-se os
parametros de distancia do eletrodo superior ao dielétrico, ar como gés ionizante nas pressdes
absolutas testadas (Figura 20).

Observa-se que os intervalos de tensdo alcancados nas pressdes absolutas de 0,61 e
0,47 atm continuam semelhantes para a formagdo de plasma, concordando com o
comportamento ja identificado na Figura 19. A condi¢cdo de menor pressdo investigada, 0,21
atm, gerou plasma nos menores valores de tensdo, de 11 a 18 kV, corroborando mais uma vez
com os dados da Figura 19 e com a literatura que relata que menores pressdes exigem menos

energia do sistema.
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Figura 20. Faixas de tensdo com a presenga de plasma na frequéncia minima (f,i») de 30 Hz, 4
mm de distancia do dielétrico ao eletrodo superior e em diferentes pressdes absolutas
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As descargas de gas em estados estaveis podem ser classificadas em trés tipos:
descarga escura (corrente menor que 10°A), descarga luminescente (corrente entre 10° a
10" A) e descarga de arco (corrente superior a 10 A). Sendo que, a luminescéncia do plasma
obedece a seguinte lei: o comprimento do espago escuro do catodo ¢ inversamente
proporcional a pressao. Ou seja, a descarga luminescente do plasma em baixas pressoes ¢
mais facilmente produzida e mantida em relagdo ao plasma de pressdes atmosféricas ou
superiores (OLIVEIRA JUNIOR, 2002; HOWATSON, 2013).

Neste sentido, observou-se que o plasma a pressao atmosférica realmente exigiu mais
da fonte de alta tensdo, quando o botdo multi-voltas estava em seu maximo, a fonte chegou a
atingir uma descarga de 34 kV em alguns valores de frequéncia. Enquanto que, para a fiyi, de
30 Hz, obteve-se se um intervalo de tensdo de 29 a 31 kV com a presenca de plasma (Figura
20).

Os resultados obtidos mostram que o reator DBD pode ser utilizado em uma ampla
faixa de pressodes, frequéncias e tensdes. Os valores das faixas de tensdo estdo dentro dos
valores tipicos encontrados em trabalhos da literatura, de 5 a 40 kV. O f,,, encontrado esta
abaixo dos valores tipicos da literatura que costumam ser a partir de 50 Hz (ELIASSON;
KOGELSCHATZ, 1991; WAGNER et al., 2003). Porém, estes valores dependem do modelo
do reator, do material do dielétrico, do gas utilizado e demais condi¢des aplicadas (XU, 2001;

PANKAJ et al., 2014).
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Mesmo diante da maior dificuldade de se gerar e manter o plasma frio na pressio
atmosférica, essa foi a condi¢do escolhida para a continuagdo do trabalho, pensando numa
possivel aplicagdo industrial. Um processo com baixa pressdo exige a implantacdo e
manuten¢do de um sistema mais complexo e caro (LOPES, 2013). O ar como gés ionizante
também foi uma escolha visando a aplicacdo industrial, especialmente o custo. Além de que,
estudos reportam que o plasma gerado a partir do ar € possivel alcangar significativas
mudancas na molhabilidade, impressio e adesdo de polimeros (KOGELSCHATZ;
ELIASSON; EGLI, 1999; KOGELSCHATZ, SALGE; 2001; WIACEK, 2015).

A tensdo escolhida para o tratamento do PELBD foi a maxima alcangada pelo
aparato experimental (32 kV), na frequéncia de 132 Hz, na distancia entre eletrodo superior e
dielétrico ja determinada em 4 mm. Nestas condigdes, percebeu-se a presenca de plasma com

menores oscilagdes, numa tonalidade luminescente intensa e de regime filamentar (Figura 21).

Figura 21. Foto do plasma gerado a 32 kV, 132 Hz, pressao atmosférica, ar atmosférico como
gas ionizante ¢ 4 mm de distancia do dielétrico ao eletrodo superior.

4.1.2 Analise das alteracoes causadas nos filmes de PELBD tratados com plasma frio

Através das medidas do angulo de contato dos filmes de PELBD tratados de 30 a 180
s de plasma frio nas condi¢des estabelecidas, 32 kV, 132 Hz, em ar e pressdo atmosférica com
4 mm de distancia do dielétrico ao eletrodo superior (Figura 22 e Tabela 4), observou-se a
alteracdo do carater hidrofébico dos filmes, bem como de sua energia superficial total livre

(Tabela 4).
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Figura 22. Fotos de uma gota de agua sobre a superficie de PELBD: a) ndo tratado; e tratados
com plasma DBD por b) 30 s; ¢) 60 s; d) 120 s; e) 180 s.
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Tabela 4. Média das medidas do angulo de contato em dgua e energia livre de superficie total
(¥) e seus componentes: polar (¥¥) e dispersivo (¥) com seus respectivos desvios padrio.

Tempo de Angulo de . y -1 .2 -1 -1
. . contato em agua ¥"(mN.m7)  ¥*(mN.m”) ¥ (mN.m")

€xposicao (0)

0 95,79 + 0,63° 2,50 +£0,18*  28.36+0,85* 30,87 +0,67°
30's 64,30 = 1,52° 8,94+ 1,73  3839+271° 48,31 +0,98°

60 s 50,77 + 1,08° 12,23 £1,28° 38,73+ 1,71 50,96 + 0,43

120 s 48,41 +1,27° 13,64 +1,77° 3936+ 1,85° 52,34+ 0,06°

180 s 45,41 +2,10° 18,37 £2,55° 40,57 +0,85° 58,94 + 1,70

Médias com letras diferentes em cada coluna diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey HSD (p >
0,05).

Observa-se que o filme de PELBD nao tratado apresenta carater hidrofobico, ou seja,
angulo de contato superior a 90° (ADAMSON, 1990; KWOK et al., 1998). Apds o tempo
minimo de tratamento com plasma frio (30 s), ocorre a redugdo significativa no angulo de
contato do filme. A mesma reducdo significativa aconteceu para a amostra tratada por 60 s
com um angulo de contato de 50,77°, enquanto que pelo teste de Tukey, os demais
tratamentos (120 e 180 s) ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo a esse angulo.
Ao final dos 180 s de tratamento, foi possivel atingir uma redugao de 50,38°, resultando numa
superficie hidrofilica com 45,41° de angulo de contato. Isso porque a aplicagao de plasma frio
sobre um polimero pode gerar grupos funcionais capazes de tornar a superficie do mesmo,
mais hidrofilica e acarretar também em altera¢des da rugosidade (FERNANDEZ-BLAZ et al.,
2011; PASCUAL et al, 2008; LOPES, 2017).
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Na Tabela 4, nota-se que, em relagdo ao componente dispersivo, referente a fragdo
apolar da superficie, as amostras tratadas com plasma a frio ndo apresentaram diferencas
significativas entre si. Porém, apresentaram diferenga significativa em relacdo a superficie
sem tratamento.

No componente polar de energia de superficie, a alteracdo foi maior do que a
alteracdo na componente dispersiva e os tempos de tratamento influenciaram nesta alteracao.
A amostra que permaneceu sob plasma por 180 s ndo apresentou um aumento significativo
em relacdo as demais amostras tratadas. Porém, a amostra tratada por apenas 30 s, nao sofreu
alteracdo significativa em relacdo a amostra de PELBD sem aplica¢do de plasma. Esperava-
se este aumento na componente polar de energia de superficie, pois as espécies reativas de
oxigénio que podem ser geradas pelo plasma interagem fisica e quimicamente na superficie
do polimero podendo quebrar ligagdes quimicas de sua estrutura (C-H, C-C). Estas podem se
recombinar com as espécies reativas e formar grupos polares com caracteristicas hidrofilicas
(ALVES, et al., 2011; MEEMUSAW, MEGARAPHAN, 2016).

Para a energia livre de superficie total a amostra sem tratamento e a amostra tratada
durante o maior tempo (180 s) apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) em relagdo as
demais. Enquanto que, os filmes submetidos ao plasma por 30, 60 ¢ 120 s ndo apresentaram
diferencas significativas.

De um modo geral, os filmes de PELBD apresentaram um aumento na energia
superficial total, resultado do aumento de ambos componentes (polar e dispersivo) de energia.
Este aumento de energia livre total de superficie possibilita a compatibilizagdo do PELBD
com outros polimeros para a obtencao dos filmes multicamadas.

Karam et al. (2016) aplicaram plasma frio de radiofrequéncia com 13,56 MHz
gerado em N, por 300 s e obtiveram aumento na energia livre de superficie total de 34,7 para
57,5 mN.m". Valores semelhantes aos obtidos neste trabalho com a exposi¢do de 120 e 180 s.
Porém, no trabalho Karam e colaboradores, o aumento ocorreu somente devido a porcao
polar.

Kaminska; Kackmarek e Kowalonek (2002) avaliaram o aumento da energia livre de
superficie total de diferentes polimeros, como PE, polipropileno (PP), politereftalato (PET) e
polimetilmetacrilico (PMMA) com plasma frio na frequéncia de 2860 MHz e 2x10™ mbar de
pressdo. Observou-se um aumento em ambos componentes de energia de superficie,

evidenciando que a quantidade de grupos funcionais na superficie aumentou apds a exposicao.
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Sendo que, os maiores aumentos da energia aconteceram para os polimeros PET e PMMA,
seguidos do PE e por ultimo o PP. Para o PE, o aumento da energia livre de superficie total
ocorreu de 34,19 até 57,18 mN.m"! em 60 segundos, Neste trabalho, obteve-se um aumento
semelhante em 120 s, pode-se atribuir esta diferenca de tempo as diferengas das condigdes
aplicadas para a geracdo do plasma.

Popelka et al. (2015) aplicaram plasma frio de barreira de superficie coplanar difusa
em pressdao atmosférica em ar durante 15 s com o objetivo de enxertar acido poliacrilico em
PELBD. Neste estudo, também ocorreu o aumento dos componentes polar e dispersivo
resultando num aumento da energia superficial total de 31,7 para 45,6 mN.m™".

Além das alteragdes superficiais de molhabilidade e energia livre de superficie, o
plasma frio também causou modificacdes na opacidade dos filmes de PELBD (Tabela 5).
Observa-se que, tanto no espectro de absorcao visivel (400 nm) quanto no ultravioleta (270

nm), a amostra de PELBD apresentou diferenga significativa em relacao as amostras tratadas.

Tabela 5. Média e desvio padrao da opacidade dos filmes de PELBD (nao tratado) e PELBD
tratado com plasma por diferentes intervalos de tempo.

Comprimento Opacidade (mm™)
de onda (nm)

PELBD PELBD 30s PELBD 60s PELBD 120s PELBD 180s
270 é’gﬁf 3,30 +£0,08" 3,52+0,06° 3,45+0,01" 3,55+0,02°
1,72 +

400 0.03° 2,15+0,04° 2,30+0,05° 2,26+0,00° 2,31+0,02°

Médias com letras diferentes em cada linha diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey HSD (p > 0,05).

As amostras submetidas ao plasma ndo apresentaram diferencas significavas entre si,
em ambos os comprimentos de onda. Pode-se concluir que, mesmo diante de um tratamento
mais longo para a obtengdo de maior hidrofilicidade do filme, a transparéncia do mesmo nao
sera prejudicada em relacdo aos demais tratamentos com menor reducdo do angulo de contato.
Medeiros (2017) produziu filmes a partir do mesmo lote de pellets de PELBD e obteve
opacidade de 1,34 mm™ para o comprimento de onda de 600 nm. Esta diferenca pode ter
ocorrido em virtude da diferenca na espessura dos filmes obtidos, as adaptagcdes de
temperatura e tempos utilizados para na producao destes filmes, ou ainda, devido a diferenca

nos comprimentos de onda utilizados para a andlise.
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4.1.2.1 Estudo da reversibilidade do efeito do plasma frio

Existe uma tendéncia de reversio da hidrofilicidade com o tempo devido a
mobilidade das moléculas poliméricas, o que permite a reorganizagdo dos grupos polares da
superficie buscando minimizar a energia livre de superficie (DE GEYTE; MORENT; LEYS,
2008; MORTAZAVI; NOSONOVSKY, 2012; WIACEK, 2015; MEZAROBA, 2017).
Observa-se o aumento do angulo de contato dos filmes tratados com o tempo de
armazenamento, indicando a recuperacgao parcial do carater hidrofobico destes filmes (Figura
23).

No dia em que se aplicou o tratamento de plasma frio (dia 0), a amostra submetida ao
plasma por 30 s apresentou a menor alteragcdo na superficie com angulo de contato de 64,3° e
a amostra tratada por 180 s atingiu o angulo de 45,4°. Nota-se significativo aumento na
molhabilidade, de cerca de 31,5° e 50,39° nas amostras tratadas pelo menor e maior tempo,

respectivamente.

Figura 23. Média do angulo de contato dos filmes armazenados em fungao dos tempos de
tratamento: (0) PELBD sem tratamento; (¢) dia 0; (x) dia 5; (A) dia 10; (o) dia 20 e (x) dia 30.
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No 5° dia apos o tratamento, as amostras submetidas ao plasma por 30, 60 e 120 s
apresentaram a reversdo de aproximadamente 10° do angulo de contato. Enquanto que, a

amostra tratada por 180 s, praticamente ndo havia iniciado seu processo de reversdo. Porém,
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10 dias apos o tratamento as amostras expostas durantes 30, 60 e 180 s apresentam angulos de
contato semelhante de 74, 69, 77,25 e 76,19, respectivamente. Ainda no 10° dia, a amostra
com menor angulo de contato ¢ a tratada por 120 s, com 67,78°.

Ao final dos 30 dias, todas as amostras se assemelharam nos valores de angulos de
contato, em torno de 85°. Observando ainda que, as amostras expostas por 120 e 180 s entre
os dias 20 e 30, ndo apresentaram significativas alteragdes em seus angulos de contato,
indicando estabilidade no processo de reversao.

Logo, a escolha do tempo de tratamento deve ser realizada de acordo com a
aplicacdo do polimero. Diante da necessidade de pequena alteracdo na molhabilidade e a
aplicacao/tratamento subsequente demorar, o tratamento de apenas 30 s € interessante, pois ird
apresentar a mesma molhabilidade que a superficie tratada por mais tempo. Porém, quando se
deseja uma superficie mais hidrofilica, recomenda-se maior exposicdo ao plasma com a
utilizag¢ao do filme logo apds o tratamento.

Meemusaw e Megaraphan (2016) avaliaram a redu¢ao do angulo de contato ¢ a sua
reversibilidade em filmes e pellets de PEAD. Para isto, as amostras de filmes foram
submetidas ao plasma comercial com tensdo de 6 kV e frequéncia de 10 kHz utilizando
tempos de tratamento de 15 a 120 s. Ja os pellets, foram tratados com plasma (pressao
atmosférica e mistura de ar com gas nitrogénio) e imediatamente foram submetidos a
extrusao. Os filmes tratados com plasma apresentaram redugao no angulo de contato de 96,8
até 43,8° com 120 s de tratamento, apos 450 dias o angulo de contato retornou a cerca de 70°.
Enquanto que, os filmes obtidos a partir de pellets tratados apresentaram menor redugdo no
seu angulo de contato, chegando a 80° com 15 s de tratamento e aumentanto para 88° com
120 s de tratamento. Porém, surpreendentemente, apos os 450 dias as amostras tratadas por
120 s continuaram reduzindo seu angulo de contato até cerca de 80°. Os autores atribuem este
comportamento a estrutura reticulada gerada pelo plasma, e acreditam que no maior tempo de
tratamento, os grupos polares aparecem menos na superficie polimérica e com o tempo
ocorreu o rearranjo destes para a superficie aumentando ainda a molhabilidade.

Svoréik et al. (2006) compararam o efeito reversivel em superficies de PELBD e
PEAD expostas ao plasma atmosférico, com poténcia de 1,7 W por até 400 s. O PELBD
obteve menor redu¢do no angulo de contato logo apds o tratamento, mas também apresentou
menor efeito de reversibilidade em relacdo ao PEAD. Segundo os pesquisadores, o maior

grau de reticulacdo dessas amostras, estaria limitando o rearranjo das moléculas. Neste estudo


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141391005004246#!
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ainda, a reversibilidade foi avaliada apds o periodo de 386 horas depois da exposicdo e o
maior efeito reversivel aconteceu para as amostras tratadas por maior tempo, concordando
com o presente estudo.

Para as etapas seguintes deste trabalho, optou-se pelo tempo de exposi¢do ao plasma
frio de 120 s por se tratar de um tratamento intermedidrio, por atingir um angulo de contato
semelhante a amostra exposta por 180 s e pelo maior tempo necessario para a reversdo da
hidrofilicidade.

4.1.2.2 Alteragdes na superficie dos filmes PELBD tratados com plasma

A erosao quimica € a principal responsavel pela alteracdo na rugosidade e topografia
das superficies dos filmes, causada pelas espécies ativas geradas pelo plasma (MEZAROBA,
2017). Assim, através de FEG foi observada a alteragcdo na superficie do PELBD submetido
as condigdes determinadas (32 kV, 132 Hz, 4mm de distancia do eletrodo superior ao

dielétrico em ar e pressao atmosférica) pelo tempo de 120 s (Figura 24).

Figura 24. Imagens dos filmes de PELBD obtidas por microscopia eletronica: ndo tratado na
ampliacao de (a) 500x e (b)25000x; e tratado com plasma por 120 s na ampliagao de (c) 500x
e (d)25000x.

As micrografias do filme de PELBD ndo tratado (Figura 24.a e 24.b) apresentam
superficie lisa com pequenas deformagdes devido ao aquecimento da termoprensa e as

imperfeicdes do molde de Mylar. As imagens do filme tratado indicam aumento na
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quantidade de imperfei¢des, € na imagem com aumento de 25000x fica nitida a modificacio
da superficie com a presenga de fraturas e irregularidades causadas pelas colisdes das espécies
caracteristicas do plasma (elétrons, fotons, néutrons e ions) sobre o polimero.

Yan et al. (2015) investigaram o aumento da rugosidade e hidrofilicidade em trés
tipos de poliolefinas (polietileno, polipropileno e poliéster-polipropileno (PP-PET)
submetidas a trés tipos de plasma: por acoplamento indutivo, por radiofrequéncia em baixa
pressdo e DBD a pressdo atmosférica. Os autores constataram que a maior hidrofilicidade foi
alcancada pelo PE tratado com plasma DBD, enquanto que a maior rugosidade para o PE foi
alcancada pelo plasma por acoplamento indutivo. Porém, eles ressaltam ainda que, graves
danos na superficie de um filme pode comprometer outras propriedades, como as mecanicas.
As imagens dos filmes PE exposto ao plasma a frio DBD sdo semelhantes as obtidas pelo

presente estudo, onde se observam alteragdes na superficie, porém sem descaracteriza-la.

4.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO

A técnica de DRX foi utilizada para investigar a estrutura cristalina das NPs-ZnO. O
difratograma obtido (Figura 25) confirma que as particulas ndo contém impurezas e
apresentam estrutura hexagonal wurtzita do ZnO com grupo espacial P63mc e com parametros
deredeaeb=324 Aec=519 A e picos de difragio que conferem com as informagdes

obtidas nas fichas do banco de dados de ICSD, ficha PDF n°® 01-075-0576.

Figura 25. Difratograma das NPs-ZnO.
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A partir da andlise de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram
determinados a morfologia ¢ o tamanho das nanoparticulas. Na Figura 26, observa-se a
presenca majoritaria de particulas no formato de bastdo com uma grande heterogeneidade nos
tamanhos das mesmas. No comprimento, ha predominancia de particulas de 90 a 280 nm com
82,07% das NPs-ZnO (Fig. 27.a) e na espessura a predominancia fica entre 70 ¢ 180 nm com
88,3% das NPs-ZnO (Fig. 27.b). Assim, o ZnO utilizado ¢ considerado nanoparticula, que
podem ser considerados os materiais com pelo menos uma dimensdo menor que 1 pm

(BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007).

Figura 26. Imagem das NPs-ZnO.
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Figura 27. Histograma de distribuicdo de tamanho de (a) diametro e (b) comprimento das

NPs-ZnO.
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4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

4.3.1 Aspectos visuais, analise de cor e opacidade

Os filmes de PELBD obtidos na termoprensa resultaram em um material flexivel,
sendo que esta caracteristica se manteve apds a incorporacdo das NPs-ZnO por aspersdo e
também nos filmes multicamadas.

O filme de PELBD puro resultou em uma superficie transparente, homogénea e com
brilho uniforme (Figura 28.a). Entretanto, os filmes aos quais as NPs-ZnO foram
acrescentadas por aspersao (Figura 28.b e 28.c), apresentaram aglomerados visiveis das NPs.

Isto se deve ao método de incorporacdo das mesmas com posterior evaporagdo da agua em
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termoprensa, o que acelera a tendéncia das goticulas de agua (que contém as NPs) a

coalescerem.

Figura 28. Fotografias dos filmes: (a) PELBD puro; (b) PELBD/Asp. (0,9 mg/cm® NPs-ZnO);
(c) PELBD/Asp. (1,5 mg/cm® NPs-ZnO); (d) PELBD/QTS; (¢) PELBD/QTS (0,2 mg/cm’
NPs-ZnO); (f) PELBD/QTS (0,5 mg/cm” NPs-ZnO); (g) PELBD/Am; (h) PELBD/Am (0,2
mg/cm’NPs-ZnO) e PELBD/Am (0,5 mg/cm’NPs-ZnO).

Os filmes multicamadas de PELBD/QTS mantiveram a transparéncia, a flexibilidade
e uniformidade na superficie com visivel aumento do brilho na superficie das amostras
(Figura 28.d). Os filmes com a camada de QTS contendo as NPs-ZnO ficaram homogéneos
(Figura 28.e e 28.f), ndo sendo possivel se perceber a presenca das NPs como nos demais
filmes (com aspersdo e com a camada de amido com ZnO).

Os filmes multicamadas de PELBD/Am (Figura 28.g), também conservaram a
transparéncia, a flexibilidade, brilho e uniformidade na superficie. Mas, com a adi¢do das
NPs-ZnO ao biopolimero, a cor foi alterada tornando o filme esbranquicado (Figura 28.h,
28.1). A amostra com maior concentragdo NPs resultou em um filme com aspecto leitoso e

opaco.
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Percebeu-se que, com o aumento da molhabilidade, a 4gua com as NPs-ZnO se
espalhou ao longo da superficie (Figura 29). A quantidade de solugdo com NPs-ZnO aplicada
sobre o filme ¢ a mesma quantidade de solu¢ao aplicada sobre o filme da Figura 28.c, mas,
ndo ¢ possivel afirmar que a concentragdo em mg/cm’ de NPs-ZnO é a mesma. Apesar do
aspecto visual, este aumento na hidrofilicidade poderia ser interessante e representar maior
espalhamento das NPs-ZnO ao longo da superficie. Porém, através do contato, ndo foi
percebida a presenga das NPs na superficie na superficie como nos demais filmes obtidos por
aspersao, possivelmente devido a entrada e ao aprisionamento destas no interior da matriz
polimérica. Optou-se por ndo dar sequéncia a funcionalizagdo através do plasma frio dos
filmes de PELBD com aspersdao das NPs-ZnO, e aplicar esta tecnologia apenas aos filmes

multicamadas.

Figura 29. Fotografia do filme de PELBD tratado com plasma frio com posterior aspersao de
NPs-ZnO.

Nos resultados da andlise de cor (Tabela 6), percebe-se que para o parametro L*, o
filme de PELBD/Am (0,5 mg/(:m2 NPs-ZnO) apresenta tonalidade branca, conforme
observado na Figura 28. Enquanto que, o filme de PELBD/QTS apresenta diferenca
significativa aos demais com menor tendéncia a coloracdo branca. Para o parametro a*, a
amostra de PELBD puro, PELBD incorporados com as NPs por aspersdo e os filmes de
PELBD/Am com e sem as NPs-ZnO, ndo apresentaram diferenca significativa entre si e
apresentam tendéncia a tonalidade esverdeada. Os filmes de PELBD/QTS com e sem as
nanoparticulas apresentam maior tendéncia a tonalidade verde.

No parametro b*, os filmes de PELBD puro e aspersos apresentam tendéncia a
tonalidade azul, enquanto que nos filmes multicamadas com amido essa tendéncia ¢ menor.
J4, os filmes multicamadas com QTS, apresentaram uma tendéncia para a coloracdo amarela,

o que também j4 estava evidente na Figura 28.
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Siripatrawan e Harte (2010) produziram filmes de quitosana com posterior
incorporagdo de extrato de ché verde; para o parametro L* de cor do filme de QTS puro, os
valores sdo semelhantes ao do presente trabalho, para o parametro b* também foi encontrada
uma tendéncia ao amarelo. Mas, o parametro a* obtido pelos autores, difere-se do presente
trabalho, apresentando uma tendéncia a colocagdo vermelha, o que pode ocorrer devido as
diferentes concentragdes de quitosana no filme, bem como as suas caracteristicas especificas
como massa molecular e grau de desacetilagdo, e ainda, no caso do filme multicamada, pela
presen¢a do PELBD.

Observando a Tabela 6, referente aos valores de opacidade, nota-se que para o
comprimento de onda do espectro UV (270 nm), os filmes de PELBD puro e os filmes
multicamadas PELBD/QTS e PELBD/Am apresentaram os menores valores de opacidade,
sem diferenca significativa entre si (p > 0,05), ou seja, possuem maior transparéncia. E os
filmes com adi¢ao das NPs-ZnO resultaram em filmes mais opacos, destacando-se o filme
multicamada de PELBD/Am com a maior concentracdo de NPs-ZnO como o filme menos
transparente. Essa caracteristica pode ser vantajosa para alimentos que apresentam
sensibilidade a luz, como aqueles que possuem altos teores de lipidios; ou pode ndo ser
vantajosa, quando se deseja que a embalagem permita a visualizagdo do produto nela
armazenada.

Ao se observar os resultados para o comprimento de onda de 400 nm, percebe-se que
os filmes multicamadas com amido (com e sem as NPs) e o filme de aspersdao com a maior
concentracdo de ZnO apresentaram os maiores valores para opacidade, sem diferencas

significativas entre si.



Tabela 6. Média das medidas dos parametros de cor e opacidade dos filmes de PELBD puro e com adi¢do de NPs-ZnO com seus respectivos

desvios padrao.

Amostra de filme Analise de cor Opacidade (mm™)

L* a* b* 270 nm 400 nm
PELBD puro 90,41+ 029%  -127+0,00°  -123+0,120  256+007*  1.72£0,03°
PELBD/Asp. (0,9 mg/cm? NPs-ZnO) 90,96 + 0,21  -121+0,01°  -1,46+024" 2,63 +0,03° 1,86 £0,06°
PELBD/Asp. (1,5 mg/cm? NPs-ZnO) 91,49 + 0,07 -1,17+028°  -1,70+0,07* 2,74 +0,18° 1,98 0,19
PELBD/QTS 89,45+ 1,05 -3,10+0,03* 5,90 + 0,30 1,95 +0,48° 1,27+0,01°
PELBD/QTS (0,2 mg/cm” NPs-ZnO) 90,37 +0,41%  -2,51+0,28°  3,42+0,62° 2,64 +0,01° 1,60 0,01°
PELBD/QTS (0,5 mg/cm” NPs-ZnO) 90,07 0,38 -2,41+0,11° 2,81 +0,27° 2,87 +0,05° 1,69 = 0,02°
PELBD/Am 91,25+0,72  -1,19+0,05°  -0,40+0,23° 1,83 +0,00" 2,56 £1,32%
PELBD/Am (0,2 mg/cm’ NPs-ZnO) 92,42 +0,37°  -1,29+0,06° -0,17+0,17° 3,20 + 0,04° 2,89 +0,02%
PELBD/Am (0,5 mg/cm* NPs-ZnO) 9539 +0,32*  -1,32+0,05°  -0,25+0,18° 542 +0,03" 4,45 +0,04°

Médias com letras diferentes nas colunas diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey HSD (p > 0,05).
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4.3.2 Microscopia eletronica de varredura de alta resolucio (FEG) com espectroscopia
de energia dispersiva de raios-X (EDS)

A observacdo da topografia e da morfologia ¢ muito importante para verificar a
superficie e examinar o recobrimento dos filmes de PELBD com os biopolimeros e a maneia
como as NPs-ZnO ficaram depositadas nas diferentes amostras.

As imagens das superficies dos filmes obtidos por aspersdo mostram grande
heterogeneidade na distribuicdo das NPs-ZnO (Figura 30), o que ja era possivel identificar
visualmente (Figura 28). Observa-se a presenga de aglomerados nos filmes obtidos com

ambas as concentragdes de NPs (Figura 30.a, 30.b, 30.c, 30.d).

Figura 30. Imagens dos filmes de PELBD obtidas por microscopia eletronica: aspersao de 0,9
mg/cm’® NPs-ZnO na ampliaco de (a) 500x e (b) 25000x ¢ aspersdo de 1,5 mg/cm” NPs-ZnO
na ampliagdo de (¢) 500x e (d) 25000x.

+

Pode-se visualizar nas imagens de microscopia, pequenos e grandes aglomerados
que, provavelmente, se formaram ja no momento da aspersdao, uma vez que as goticulas de
agua tendem a coalescer e este processo pode se intensificar no momento da evaporagio do
solvente. Logo, no filme com maior concentragdo de NPs e consequentemente maior
quantidade de solucdo aspersa, resultou numa amostra com maior quantidade e tamanho de

aglomerados.
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As imagens dos filmes multicamadas foram obtidas com dificuldade, pois, durante a
aproximacao, ajuste de foco e obtengdo das imagens, o local selecionado da amostra
degradava mesmo com a reducdo da tensdo aplicada no equipamento para 1.0 kV,
comprometendo a qualidade das imagens.

As imagens dos filmes multicamadas de PELBD/QTS (Figura 31.a e 31.b) mostram
uma superficie lisa, com pequenas imperfeicdes. No aumento de 500x, verifica-se uma
superficie lisa para os filmes de PELBD/QTS com as duas concentragdes de NPs-ZnO (Figura
3l.ce3l.e).

Figura 31. Imagens dos filmes de PELBD/QTS obtidas por microscopia eletronica na
ampliacio de (a) 500x e (b) 25000x; PELBD/QTS (0,2 mg/cm’ NPs-ZnO) na ampliacdo de
(c) 500x e (d) 25000x e PELBD/QTS (0,5 mg/cm’® NPs-ZnO) na ampliacio de (e) 500x ¢ (f)

25000.
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J4 no aumento de 25000x, observa-se a presenga de pequenos aglomerados (Figura
31.d e 31.f) onde ndo se consegue ter uma visualizag¢ao nitida das NPs, indicando a interagao
entre a quitosana ¢ as NPs-ZnO possivelmente pela acdo quelante desse biopolimero sobre o
ZnO. Devido a menor concentragdo de NPs e melhor distribuicdo em relacdo ao filme
produzido com a aspersio do ZnO, ocorreu a formagdo de pequenos aglomerados,
possibilitando uma maior interacdo das NPs com o meio.

Os filmes de PELBD/Am também apresentaram uma superficie lisa (Figura 32.a e
32.b) com pequenas deformagdes que podem ser resultantes da secagem ndo uniforme.
Nestes filmes multicamadas com a adi¢do das NPs-ZnO, nota-se que as nanoparticulas se
encontram distribuidas em aglomerados, também recobertos pelo amido. Estes aglomerados
se apresentam como pontos esbranquicados nos aumentos de 500x (Figura 32.c e 32.e)

evidenciados nas ampliagdes de 25000x (Figuras 32.d e 32.1).
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Figura 32. Imagens dos filmes de PELBD/Am obtidas por microscopia eletronica na
ampliac¢io de (a) 500x e (b)25000x; PELBD/Am (0,2 mg/cm® NPs-ZnO) na amplia¢io de (c)
500x e (d) 25000x ¢ PELBD/Am (0,5 mg/cm® NPs-ZnO) na ampliacio de (e) 500x e (f)
25000.

A andlise de EDS das amostras com quitosana e amido, também foi realizada com
dificuldade, pois, no momento da varredura de areas especificas, as amostras degradavam
ainda mais do que no momento de obtencdo imagem de FEG. Isto pode ter causado alteracao
nas proporgdes dos elementos, no entanto, a presenca de ZnO nos filmes em que as

nanoparticulas foram incorporadas foi comprovada (Tabela 7).
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Tabela 7. Resultados de EDS e seus respectivos desvios padrao para os filmes de PELBD
puro, com aspersao de ZnO, PELBD/QTS e PELBD/QTS com NPs-ZnO, PELBD/Am ¢
PELBD/Am com NPs-ZnO.

Amostra de filme C (%) 0 (%) Zn (%) N (%)
PELBD puro 100 + 0,59 0 0 0
PELBD/Asp. (0,9 mg/em’NPs-ZnO)  67,15£0,92 6,90+ 032 2595+023 0
PELBD/Asp. (1,5 mg/em’ NPs-ZnO) 57,31+ 1,23 6,69£0,36 36,00£ 033 0
PELBD/QTS 64,93+ 0,84  28,18£0,72 0 6,89+ 2,49
PELBD/QTS (0,2 mg/cm2 NPs-ZnO) 50,84+ 1,05  28,75+£0,79 13,13+31,31 7,28+£2,28
PELBD/QTS (0,5 mg/em® NPs-ZnO ) 32,33+ 0,53 6,81+ 0,19 58,94+ 2848 1,92+ 0,61
PELBD/Am 83,48+ 1,64 16,52+ 1,43 0 0
PELBD/Am (0,2 mg/em’ NPs-ZnO )  71,75+0,77 5,95£028 22,30£0,19 0
PELBD/Am (0,5 mg/cm’ NPs-ZnO) 322040093 10,69£0,34 57,11479,96 0

Nas amostras dos filmes com a camada superior de QTS, observa-se a presenca de
nitrogénio que pertence aos grupos amino deste biopolimero. Os filmes de PELBD/QTS com
NPs e PELBD/Am (0,5 mg/cm” NPs-ZnO) para a quantificacdo do ZnO apresentaram desvio
padrao proximo a 30% e 80%, respectivamente, o que pode ser decorrente da heterogeneidade
da amostra, ou ainda, pela degradagao da amostra.

A quantificagdo de ZnO nos filmes PELBD com aspersao das NPs esté relacionada
com a area escolhida para a varredura do EDS. Mesmo com a selecdo de trés areas distintas,
incluindo um aglomerado grande, um intermediario € um pequeno; estas amostras nao sao

uniformes. Portanto, esta analise possui apenas confiabilidade qualitativa.

4.3.3 Angulo de contato e energia livre de superficie

O éangulo de contato com agua de cada amostra foi medido com o intuito de
determinar o carater hidrofilico/hidrofébico dos filmes (Tabela 8). Observando os resultados,
de um modo geral se percebe o aumento do dngulo de contato diante da adi¢do do NPs-ZnO.
Mesmo que, no caso do filme obtido por aspersdo esta diferenca ndo seja significativa (p >
0,05), estas medidas se assemelham as medidas encontradas no trabalho de Souza (2015),

cujo processo de aspersao foi utilizado como referéncia.
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Tabela 8. Média e desvio padrao dos angulos de contato com agua dos filmes de PELBD
puro, com aspersao de ZnO, PELBD/QTS e, PELBD/Am com e sem NPs-ZnO com NPs-

Zn0.
Angulo de
Amostra de filme contato (°)
PELBD puro 95,79 + 0,63%

PELBD/Asp. (0,9 mg/cm® NPs-ZnO) 97,70 + 0,792
PELBD/Asp. (1,5 mg/cm® NPs-ZnO) 98,69 + 0,172
PELBD/QTS 58,82 + 1,16°
PELBD/QTS (0,2 mg/cm® NPs-ZnO) 68,05 + 1,34
PELBD/QTS (0,5 mg/cm® NPs-ZnO) 77,13 + 1,97
PELBD/Am 27,01+ 1,65
PELBD/Am (0,2 mg/cm” NPs-ZnO) 35,62 +1,13°
PELBD/Am (0,5 mg/cm” NPs-ZnO) 46,78 + 2,18°

Médias com letras diferentes nas colunas diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey HSD (p > 0,05).

O angulo de contato de 60° encontrado para o filme recoberto pela camada de
quitosana esta proximo aos valores encontrados no trabalho de Mingyu et al. (2004) e Assis
(2010), evidenciando seu carater hidrofilico. Com a incorporagdo das NPs-ZnO a camada do
biopolimero, a molhabilidade do filme diminuiu significativamente com o aumento das
nanoparticulas. Ou seja, na maior concentracio de NPs-ZnO (0,5 mg/cm?), a superficie se
apresentou menos hidrofilica atingindo um angulo de contato de 77,13°. Entre os filmes
multicamadas, esse foi o que se apresentou menos hidrofilico, o que ¢ interessante para uma
embalagem de um alimento com elevada atividade de agua.

Para os filmes com a sobrecamada de amido, também se observou a diminui¢ao da
hidrofilicidade com a incorporacdo das nanoparticulas as amostras. A reducao desta
hidrofilicidade devido a adi¢gdo de NPs-ZnO entre os filmes com quitosana e amido foram
semelhantes, de 18,31° e 19,77° respectivamente. Metais como aluminio, zinco e cobre tém
sido usados para diminuir a hidrofilicidade de superficies por ataque quimico e sdo capazes de
aumentar a rugosidade significativamente. Tais metais, costumam ser utilizados como
componentes utilizados no desenvolvimento de superficies super hidrofobicas (ROACH;
SHIRTCLIFFE; NEWTON, 2008).

Esta reducdo pode ser vantajosa, quando se deseja controlar ou diminuir a intera¢ao
do biopolimero com o alimento ou com o ambiente. No caso destas propostas de embalagens

multicamadas, o PELBD presente na face externa ¢ capaz de garantir a integridade do
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alimento durante a exposi¢do a ambientes de alta umidade. Enquanto que, os biopolimeros
presentes na face interna diminuem a interacdo com a agua do alimento através da
incorporag¢ao das NPs-ZnO apresentando ainda, um potencial efeito contra micro-organismos.
Segundo a literatura, a caracteristica de alta barreira ao vapor d’ agua do PELBD ¢ associada
com as caracteristicas de alta barreira ao O, do amido e quitosana (BUTLER, et al., 1996;
SHIN, et al., 2002 e CARVALHO e GROSSO, 2006).

A partir das medidas de angulo de contato foram obtidas as energias livres de
superficie para cada filme, bem como suas componentes polares e dispersivas (apolares)

(Tabela 9).

Tabela 9. Medidas de energia livre de superficie total () e seus componentes: polar (¥F) e
dispersivo (¥%) para os filmes de PELBD puro, com aspersdo de ZnO, PELBD/QTS e
PELBD/QTS com NPs-ZnO, PELBD/Am ¢ PELBD/Am com NPs-ZnO.

Amostra de filme ¥? (mN.m™) ¥® (mN.m™) ¥ (mN.m™)

PELBD puro 2,50+0,18%¢  2837+085"  30,87+0,67

PELBD/Asp. (0,9 mg/cm® NPs-ZnO) 2,16 £0,04Y 34,92+ 0,15 37,09 + 0,40
PELBD/Asp. (1,5 mg/cm® NPs-ZnO) 3,69 £0,79™¢ 33,74 + 1,10® 37,43 + 1,89
PELBD/QTS 2,61+ 1,199 39,67+ 1,48"¢ 4228+ 1,29
PELBD/QTS (0,2 mg/cm® NPs-ZnO) 1,92 +0,08° 44,54 +0,64° 46,45 + 0,56
PELBD/QTS (0,5 mg/cm® NPs-ZnO) 1,27 +120% 43,02+ 1,27  44.29+0,14%
PELBD/Am 13,27 £ 1,46* 39,08 + 1,29°¢ 5236 +0,17°

PELBD/Am (0,2 mg/cm”® NPs-ZnO) 7,29 +1,60° 42,43 + 1,70 49.72 + 1,21
PELBD/Am (0,5 mg/cm’® NPs-ZnO) 6,15+ 027> 42,19+ 0,38 48,34 +0,65°

Médias com letras diferentes nas colunas diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey HSD (p > 0,05).

De maneira geral, as medidas da componente polar da energia de superficie livre,
apresentaram-se semelhantes para os filmes de PELBD puro, para os filmes com adi¢do de
ZnO por aspersao e para os filmes multicamada com QTS com e sem as NPs. Os filmes com
camada de amido apresentaram um aumento significativo da energia superficial em relagdo as
demais amostras, sendo que a componente polar decresceu com a adicdo das NPs,
corroborando com o angulo de contato, pois, maiores valores da componente polar indicam
maior possibilidade de interagdo com a dgua e, consequentemente, menor angulo de contato.

Na energia livre de superficie total, o filme de PELBD ndo apresenta diferenca

significativa em relacdo aos PELBD com incorporagdo das NPs por aspersdo. Nota-se
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também que, a presenga dos biopolimeros nos filmes multicamadas resulta numa maior
energia superficial destes filmes.

Macedo et al. (2012) e Raghavendra et al. (2016) avaliaram a energia de superficie
de filmes de quitosana com valores em torno de 42 mN m! e 45 mN.m’, respectivamente,
semelhantes aos deste trabalho. Raghavendra et al. (2016) encontraram ainda, valores muito
préximos ao presente estudo para ambos componentes, em torno de 3 mN.m" para a fragdo
polar e 42 mN.m" para a fragio dispersiva. Os autores também estudaram a incorporagio de
NPs de Ag aos filmes através de diferentes concentragdes de nitrato de prata (AgNOs3). Os
valores de energia livre de superficie total aumentaram diante da adi¢do de baixas
concentragdes de Ag. Mas, com o aumento da concentracao de NPs-Ag, os valores da energia
de superficie livre total diminuiram até 46,3 mN.m"', assemelhando-se ao filme sem a adi¢éo
das NPs. Comportamento semelhante foi observado para os filmes multicamadas com QTS
na Tabela 8.

Prokopovich e Perni (2009) investigaram a adesdo bacteriana em diferentes tipos
de amidos, como arroz, batata ¢ mandioca. Para isso, os resultados da energia livre de
superficie total variaram em fun¢do da fonte de amido e para o amido de mandioca a

energia livre total encontrada foi de 47,82 mN .m'l, semelhante ao observado na Tabela 8.

4.3.4 Resisténcia a tracao

Os filmes de PELBD puros e com aspersao, apresentaram menor espessura em
relacdo aos filmes multicamadas, devido a presenca da camada extra dos biopolimeros. Os
filmes com a camada de amido com as NPs apresentaram maior espessura em relagdo aos de
quitosana, enquanto que a adicao das NPs ndo alterou a espessura dos filmes multicamadas
(Tabela 10).

As amostras dos filmes estudados ndo apresentaram diferengas significativas com
nivel de confianca de 95% para nenhum dos parametros mecéanicos analisados, conforme o
esperado. Os resultados obtidos para a tensdo maxima no yield point (referente a tragdo no
ponto maximo do alongamento elastico), tensdo de ruptura e alongamento se devem a
caracteristica da camada base de PELBD. Durante a execucdo da andlise observou-se que as

camadas de amido e quitosana rompiam antes da camada de polietileno. Os resultados
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encontrados para tensdo de ruptura foram superiores aos de Coutinho (2003) propostos na

revisdo bibliografica, enquanto que os dados de alongamento ficaram semelhantes.

Tabela 10. Média e desvio padrao de espessura, tensdo maxima no yield point, tensao de
ruptura e alongamento para os filmes de PELBD puro, com aspersdao de ZnO, PELBD/QTS e
PELBD/QTS com NPs-ZnO, PELBD/Am ¢ PELBD/Am com NPs-ZnO.

Tensao no

Tensao na

Amostra de filme aslll)lc;ssura Yield Point  ruptura ?)Z))ngamento
(MPa) (MPa)

PELBD puro 350+3,33  12,67+1,57 2572+£0,26  552,65+41,98
PELBD/Asp. (0,9 mg/cm”> NPs-ZnO) 400 + 6,67 13,56 +0,87 28,45+249 635,24+ 44,36
PELBD/Asp. (1,5 mg/cm® NPs-ZnO) 400+ 6,54 14,50+ 1,06 30,94 +2,52 653,95+ 50,65
PELBD/QTS 450+2,53 15,11+£0,65 27,38+£0,17 565,16+ 11,90
PELBD/QTS (0,2 mg/cm® NPs-ZnO) 450+ 5,24 12,35+0,47 24,50+3,15 558,09+ 31,85
PELBD/QTS (0,5 mg/cm® NPs-ZnO)  450+3,11 11,53+0,83 24,51+1,12 593,80+ 35,74
PELBD/Am 470 +4,74 15,04+£0,71 30,86+2,17 567,05+ 39,55
PELBD/Am (0,2 mg/cm” NPs-ZnO) 470 £4,86 13,77+£3,63 32,23+0,79 560,57+ 17,35
PELBD/Am (0,5 mg/cm” NPs-ZnO) 470 £5,78 13,52+222 29.63+249 607,71 £28,48

Nio houve diferenca estatistica entre os valores das propriedades mecanicas em uma mesma coluna pelo teste de
Tukey HSD (p > 0,05).

Ao se observar a especificagdo técnica dos pellets de PELBD (Anexo A), observa-se
que analises mecanicas foram realizadas em filmes de 38 um obtidos por extrusdo. Os valores
de tensao no yield point e na ruptura sao proximos, porém o alongamento se apresenta inferior
em relagdo a especificagdo, estas diferencas provavelmente ocorreram devido as diferengas de
processos de obtencao dos filmes.

Em filmes multicamadas que combinam polimeros sintéticos com biopolimeros, as
propriedades mecanicas geralmente sdo determinadas pelos polimeros sintéticos. Devido a

menor resisténcia mecanica dos biopolimeros, estes acabam se rompendo antes dos outros.

4.4 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

4.4.1 Teste de diluicio em caldo para os filmes de PELBD com NPs-ZnO

Os testes de diluicdo em caldo dos filmes incorporados com NPs-ZnO por aspersao

para L. sakei e para S. aureus ndo apresentaram efeito bacteriostatico ou bactericida. O



90

crescimento nos tubos contendo os filmes com as NPs foi semelhante ao crescimento das
bactérias nos tubos onde estava presente o filme de PELBD puro (Figuras 33 e 34).

A auséncia de agdo antimicrobiana frente a essas bactérias pode ter ocorrido pela
falta de contato entre as bactérias com as nanoparticulas, uma vez que, estas ndo haviam sido
liberadas para o meio neste periodo de 24 h. Para esta confirmagdo, fez-se uma leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro de uma amostra de caldo com inoculo, sem filme e outra
leitura de uma amostra contendo o caldo com inoculo e o filme. Apds 24 horas, realizou-se
uma nova leitura em espectrofotometro nos dois tubos. Ambas amostras apresentaram valores
de absorbancia semelhantes entre si, indicando que ndo havia ocorrido a migragao das NPs-

Zn0O para o caldo. Este fato pode explicar a auséncia de inibi¢do de crescimento das bactérias.

Figura 33. Média dos dados experimentais do crescimento microbiano de L. sakei na presenca
dos filmes: (o) PELBD puro; (o) PELBD/Asp. (0,9 mg/cm? NPs-ZnO) e (2) PELBD/Asp.
(1,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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Figura 34. Média dos dados experimentais do crescimento microbiano de S. aureus na
presenga dos filmes: (o) PELBD puro; (o) PELBD/Asp. (0,9 mg/cm? NPs-ZnO) e (&)
PELBD/Asp. (1,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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4.4.2 Teste antimicrobiano de acordo com a NORMA JIS Z 2801:2000

Devido as hipodteses levantadas no item anterior, pesquisou-se na literatura uma
metodologia que proporcionasse maior contato entre indculo e nanoparticulas. O método da
Norma JIS Z 2801:2000 foi encontrado em diversos trabalhos para avaliagdo da atividade
antimicrobiana de embalagens (SEYFRIEDSBERGER; RAMETSTEINER; KERN, 2006;
HAUSER; WUNDERLICH, 2011; LONGANO et al., 2012; SAORIN, 2015; TANG et al.,
2016). Utilizando este método, investigou-se o efeito bactericida dos filmes contendo as NPs-

ZnO e dos filmes controle frente as bactérias L. sakei, S. aureus e S. Enteritidis.

4.4.2.1 Agdo antimicrobiana dos filmes contendo NPs-ZnO frente L. sakei

Todos os filmes com NPs-ZnO e os de quitosana sem NPs apresentaram acao
antibacteriana frente a bactéria L. sakei (Figuras 35, 36 e 37). As amostras dos filmes de
PELBD/Asp. NPs-ZnO (Figura 35), que continham maiores concentragdes de NPs que os
demais filmes, 0,9 ¢ 1,5 mg/cmz, apresentaram menor acdo contra a BAL, com uma redugdo
bacteriana média, de 1,65 e 3,17 log UFC/mL, respectivamente, apos 24 horas (Tabela 11).
Sendo que, até 18 horas de andlise, a reducdo bacteriana se encontrava semelhante para as
duas concentragdes (Figura 35). Provavelmente, esta maior quantidade de NPs teve um menor

desempenho como antibacteriano devido aos visiveis aglomerados formados por este método
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de obtencdo dos filmes, reduzindo a area de contato superficial com o inéculo. Pode ter
ocorrido também, o aprisionamento de parte destas nanoparticulas na matriz polimérica no
momento da aspersdo das NPs no filme de PELBD parcialmente fundido, ou ainda, na etapa

de evaporagdo da agua na termoprensa a 130 °C.

Figura 35. Dados experimentais (em duplicata) do crescimento de L. sakei na presenga dos
filmes: (04) PELBD puro; (m:m) PELBD/Asp. (0,9 mg/cm? NPs-ZnO) e (©#) PELBD/Asp.
(1,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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Figura 36. Dados experimentais (em duplicata) do crescimento de L. sakei na presenga dos
filmes multicamadas com quitosana. (04) PELBD puro; (A A) PELBD/QTS; (11m)
PELBD/QTS (0,2 mg/cm? NPs-ZnO) e (0 ) PELBD/QTS (0,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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Figura 37. Dados experimentais (em duplicata) do crescimento de L. sakei na presencga dos

filmes multicamadas com amido. (04) PELBD puro; (A A) PELBD/Am; (

(0,2 mg/cm? NPs-ZnO) e (0 ) PELBD/Am (0,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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Tabela 11. A¢do antimicrobiana dos filmes frente L. sakei apds 24 horas.

Reducao
Amostra de filme bacteriana (log

UFC/mL)
PELBD/Asp. (0,9 mg/cm* NPs-ZnO) 1,65 +0,23
PELBD/Asp. (1,5 mg/cm* NPs-ZnO) 3,17 +£0,30
PELBD/QTS 2,75+ 0,22
PELBD/QTS (0,2 mg/cm’® NPs-ZnO) 4,05 +£0,03
PELBD/QTS (0,5 mg/cm’® NPs-ZnO) 6,48 £ 0,23
PELBD/Am 0,56 + 0,28
PELBD/Am (0,2 mg/cm® NPs-ZnO) 2,09 + 0,14
PELBD/Am (0,5 mg/cm® NPs-ZnO) 3,19+ 0,17

) PELBD/Am

Os filmes de PELBD/QTS apresentaram efeito inibitorio constante a partir de 12

horas de analise (Figura 36). Os filmes de PELBD/QTS (0,2 mg/mL NPs-ZnO) apresentaram

estabilidade no efeito a partir de 18 horas de acompanhamento. E por fim, os filmes de

PELBD/QTS (0,5 mg/mL NPs-ZnO), ao final das 24 horas de andlise, ainda estavam agindo

contra a populacao bacteriana e causando a morte celular.

Os filmes multicamadas PELBD/QTS apresentaram efeito inibitorio contra L. sakei

com uma reducao média de 2,75 log UFC/mL (Tabela 11) em relacdo aos filmes de PELBD

puro, evidenciando o efeito antibacteriano da quitosana. Possivelmente, a presenca da
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quitosana potencializou o efeito antimicrobiano das NPs-ZnO, resultando maior acdo contra
L. sakei dos filmes multicamadas PELBD/QTS (NPs-ZnO) em relagdo aos demais filmes.
Para o filme multicamada de PELBD/QTS (0,5 mg/cm” NPs-ZnO) em um dos testes atingiu-
se a eliminacdo total ao final das 24 horas. Enquanto que, na duplicata do experimento se
observou a presenca de 09 UFC/mL na média das placas (inoculacdo em duplicata),
correspondendo a 0,95 log UFC/mL (Figura 36), a reducdo média deste filme foi de 6,48
UFC/mL. Enquanto que, para os filmes multicamadas PELBD/Am (0,5 mg/cm® NPs-ZnO), a
reducdo média foi menor, de 3,19 log UFC/mL.

Os filmes multicamadas com QTS na menor concentracao, 0,2 mg/cm2 NPs-ZnO,
atingiram a redu¢ao média de 4,05 log UFC/mL em relagdo ao filme de PELBD puro ao final
das 24 horas. Uma reduc¢ao inferior foi obtida nos filmes multicamada de amido com NPs-
Zn0O na mesma concentracdo, com média de 2,09 log UFC/mL (Tabela 11).

Os filmes multicamadas de PELBD/Am (0,2 mg/cm® NPs-ZnO) apresentaram efeito
inibitorio constante a partir de 12 horas de teste. E na maior concentracio, 0,5 mg/cm’ NPs-
Zn0, o efeito foi constante a partir de 18 horas de analise.

Todos os filmes com a presenca das NPs-ZnO apresentaram redugdo na populagao de
células viaveis da BAL ao longo das 24 horas de teste em relagcdo ao filme de PELBD puro.
Porém, de acordo com a norma JIS Z 2801:2000, apenas os filmes que apresentam um valor
de acdo antimicrobiana superior a 2,0 log UFC/mL podem ser considerados como superficies
antimicrobianas efetivas (Tabela 11). Assim, os filmes de PELBD/Am, como ja se esperava,
nao podem ser considerados superficies antimicrobianas contra L. sakei, por apresentar média
de reducdo de 0,56 log UFC/mL, bem como os filmes de PELBD/Asp. (0,9 mg/cm2 NPs-
Zn0O) com média de inibicdo de 1,65 log UFC/mL, também ndo podem ser considerados
como antimicrobianos efetivos.

Os demais filmes podem ser considerados como superficies antimicrobianas efetivas
para L. sakei. Sendo que, os filmes com os maiores resultados de agdo contra essa BAL, sdo
os filmes multicamadas PELBD/QTS (0,2 e¢ 0,5 mg/cm2 NPs-ZnO), em que na maior
concentragdo o efeito € notoriamente superior a todos os demais, chegando a 6,48 log
UFC/mL (Tabela 11).

Na literatura ndo foram encontrados estudos a respeito do efeito antibacteriano de
filmes contendo NPs-ZnO e nem das nanoparticulas frente a L. sakei. Porém, Emamifar et al.

(2011) investigaram o efeito antimicrobiano de filmes de PELBD com dioxido de titdnio
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(TiO2)/NPs-Ag e com NPs-ZnO frente a BAL L. plantarum, a qual foi inoculada em suco de
laranja esterilizado e avaliada por 112 dias. As embalagens contendo TiO, ¢ NPs-Ag
apresentaram efeito antimicrobiano superior as com NPs-ZnO. A amostra com 0,25% de NPs-
ZnO reduziu em cerca de 0,5 log UFC/mL contagem do micro-organismo, enquanto, ao
aumentar a concentracao para 1% o efeito antimicrobiano reduziu, ndo apresentando diferenga
significativa em relacao ao filme de PELBD puro. Os autores atribuiram este comportamento
aos aglomerados de NPs-ZnO formados, causando menor interacao entre o ZnO e a superficie
bacteriana e, consequentemente, resultando em uma menor quantidade de espécies ROS,

especialmente de H,O..

4.4.2.2 Acao antimicrobiana dos filmes contendo NPs-ZnO frente S. aureus

A avaliagdo da sensibilidade da bactéria S. aureus aos filmes de PELBD/Asp. NPs-
ZnO (Figura 38) indica que as duas concentracdes de NPs-ZnO apresentaram efeito

antimicrobiano frente ao S. aureus de acordo com a JIS Z 2801:2000 (Tabela 12).

Figura 38. Dados experimentais (em duplicata) do crescimento de S. aureus na
presenca dos filmes incorporados com NPs-ZnO por aspersdo. (0¢) PELBD puro; (1m)
PELBD/Asp. (0,9 mg/cm? NPs-ZnO) e (©#) PELBD/Asp. (1,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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Ambas concentracdes de ZnO apresentaram efeito semelhante, com redu¢do média

de 4,20 e 4,82 para a menor e maior concentracdo, respectivamente. Esta proximidade nos
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resultados, possivelmente esteja associada a presenga dos aglomerados. Pois, a maior
concentracdo (1,5 mg/cm® NPs-ZnO) gerou agregados de nanoparticulas de tamanho maior e
consequentemente reduziu a area de contato das NPs com o inoculo.

Ainda ao observar a Figura 38, nota-se que, nas primeiras 6 horas de observagao, os
filmes contendo as NPs-ZnO ainda ndo haviam apresentado efeito inibitorio suficiente de 2
log UFC/mL para serem consideradas superficies antimicrobianas efetivas. A ac¢do efetiva foi
observada apds 12 horas de andlise, com reducdo média de 3,9 log UFC/mL e 3,73 log
UFC/mL para o filme com 0,9 e 1,5 mg/cm2 NPs-ZnO, respectivamente.

De modo geral, para os filmes multicamadas com QTS (Figura 39), percebe-se que,
nas primeiras 6 horas, os filmes multicamadas apresentaram significativa inibicdo de S.
aureus, ja sendo consideradas superficies efetivas como antibacterianas. A redugdo média
para PELBD/QTS sem NPs-ZnO e com 0,2 ¢ 0,5 mg/cm2 NPs-ZnO foi de 2,09, 2,97 e 3,7 log
UFC/mL, respectivamente.

Nos filmes multicamadas PELBD/QTS, percebeu-se mais uma vez, o efeito
antibacteriano da quitosana, atingindo a inativacao total do S. aureus ao final das 24 horas de
analise (Figura 39). Sendo que, entre as amostras multicamadas de PELBD/QTS (0,2 mg/cm®
NPs-ZnO), uma delas teve sua eliminacao total com 12 horas e na duplicata do experimento, o
crescimento médio foi de 1 log UFC/mL. Em 18 horas de andlise, as duas amostras atingiram
a inativacio total das células viaveis de S. aureus. As amostras PELBD/QTS (0,5 mg/cm’

NPs-ZnO) inativaram totalmente essa bactéria em apenas 12 horas.
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Figura 39. Dados experimentais (em duplicata) do crescimento de S. aureus na
presenca dos filmes multicamadas com quitosana. (0¢) PELBD puro; (A A) PELBD/QTS;
(om) PELBD/QTS (0,2 mg/cm? NPs-ZnO) e (©#) PELBD/QTS (0,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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Para os filmes multicamadas de PELBD/Am (Figura 40), percebe-se um pequeno
aumento do crescimento de S. aureus em relacdo ao filme de PELBD puro, resultando em
uma reducdo bacteriana negativa dessas superficies. Possivelmente, por ser um carboidrato,
pode ter servido de substrato para S. aureus, ou entdo, alterou o meio tornando-o mais

adequado para o crescimento desta bactéria.

Figura 40. Dados experimentais (em duplicata) do crescimento de S. aureus na
presenca dos filmes multicamadas com amido. (0¢) PELBD puro; (AA) PELBD/Am; (11m)
PELBD/Am (0,2 mg/cm? NPs-ZnO) e (c®) PELBD/Am (0,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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Os filmes multicamadas de amido com NPs-ZnO (Figura 40), em 6 horas de analise
ainda ndo haviam apresentado efeito inibitério como os filmes multicamadas com QTS.
Porém, em 12 horas de andlise, estes filmes também se mostraram efetivos como superficie
antimicrobiana, com uma redu¢do média de 3 log UFC/mL para o filme de menor
concentragdo e de 4,13 log UFC/mL para o de maior concentragao.

Os filmes PELBD/Am (0,2 mg/cm® NPs-ZnO) atingiram a inibi¢do de 4,72 log
UFC/mL (Tabela 12). Enquanto que, os filmes PELBD/Am (0,5 mg/cm’ NPs-ZnO)
eliminaram totalmente a bactéria ao final das 24 horas. Deste modo, estes filmes de
PELBD/Am contendo as NPs sdo classificados como superficies antibacterianas efetivas
contra a bactéria Gram-positiva S. aureus com uma média de reducao na menor concentragao,
semelhante aos dos filmes com as NPs incorporadas por aspersdo. Para os filmes de

PELBD/Am na maior concentracao a redugdo foi superior, de 6,37 log UFC/mL (Tabela 12).

Tabela 12. A¢do antimicrobiana dos filmes frente S. aureus apds 24 horas.
Reducao
Amostra de filme bacteriana (log
UFC/mL)

PELBD/Asp. (0,9 mg/cm” NPs-ZnO) 4,20 + 0,53
PELBD/Asp. (1,5 mg/cm® NPs-ZnO) 4,82 + 0,36
PELBD/QTS 7,62 0,39
PELBD/QTS (0,2 mg/cm® NPs-ZnO) 7,62 + 0,39
PELBD/QTS (0,5 mg/cm® NPs-ZnO) 7,62 + 0,39
PELBD/Am -0,57 + 0,46
PELBD/Am (0,2 mg/cm” NPs-ZnO) 4,72 +0,18
PELBD/Am (0,5 mg/cm” NPs-ZnO) 6,37+ 0,17

Assim como para a bactéria L. sakei, os filmes multicamadas com QTS contendo as
NPs-ZnO, também apresentaram a maior agdo antibacteriana contra o S. aureus. Na Tabela
12, observa-se que os valores sdo iguais para a agdo antibacteriana dos trés filmes
multicamadas de QTS, isso porque, os trés filmes eliminaram totalmente o micro-organismo
investigado.

A BAL L. sakei e a patogénica S. aureus sdo bactérias Gram-positivas e apresentam
uma espessa camada de peptideoglicanos em sua parede celular. Acredita-se que a acdo das
NPs-ZnO aconteca devido ao aprisionamento das mesmas nessa camada peptideoglicana,

onde produzem as espécies ROS que acabam danificando a membrana celular e possibilitando
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a entrada H,O, ao citoplasma causando danos as proteinas, lipidios e sintese do DNA
(SAWAL 1996; ADAMS; LYON; ALVAREZ, 2006; ZHANG et al., 2009; XIA et al., 2008;
GORDON et al., 2011; AAL, et al., 2015; KUMAR et al., 2017).

No trabalho de Souza (2015), os filmes de PEBD aspersos com NPs-ZnO
apresentaram um efeito bacteriostatico para S. aureus, enquanto que, fez-se a incorporacio
das mesmas NPs em PELBD e se observou um efeito bactericida frente a0 mesmo micro-
organismo em concentracoes semelhantes e até em menores concentragdes. Essa diferenga
nos resultados pode ter ocorrido devido a diferenca na estrutura dos polimeros utilizados.
Desta maneira, a incorporagdo das NPs também pode ter ocorrido de forma diferente,
resultando em diferentes valores de area superficial total disponivel das NPs. Pode ter
ocorrido ainda, devido as diferengas (temperatura, pressao, tempos) no momento de produgao
das amostras. Mas, com certeza, o método de analise antimicrobiana teve influéncia nos
resultados, ja que, utilizando o método de diluicdo em caldo, o mesmo utilizado por Souza
(2015), nao foi possivel se observar o efeito antimicrobiano das amostras.

Li et al. (2009) incorporaram a concentracio de 93,7 e 187,5 pg/cm’ de NPs-ZnO,
com tamanho médio de 200 nm e formato irregular, a superficie de filmes de policloreto de
vinila (PVC). Durante a avaliagdo antimicrobiana observaram efeito bactericida frente S.
aureus ¢ E. coli, e nenhum efeito frente aos fungos Aspergillus flavus e Penicillium citrinum.
Em testes de area de contato, o efeito frente a bactéria Gram-positiva S. aureus foi superior a
Gram-negativa ¢ o efeito foi superior para a maior concentracdo de NPs-ZnO. Os autores
também atribuem o efeito superior a bactéria Gram-positiva devido a composi¢ao e estrutura
da parede celular composta majoritariamente por peptideoglicanos. Por outro lado, as Gram-
negativas possuem parede celular mais complexa com lipopolissacarideos, fosfolipideos e
lipoproteinas, podendo apresentar maior resisténcia a agentes antimicrobianos como ZnO.

A acdo antimicrobiana da quitosana foi averiguada por diversos estudos. Theapsak,
Watthanaphanit, Rujiravanit (2012) trataram embalagens de PE com plasma DBD, para
posterior deposicdo de uma sobrecamada de QTS (grau de desacetilacdo (GD) de 97% e
massa molecular de 807 kDa) nas concentragoes de 0,25; 0,75 e 2,0% e avaliaram o efeito
contra S. aureus e E. coli apds 3 horas de contato entre o filme e o indculo. Os filmes com 2%
de QTS inativaram 100% de ambas bactérias, com 0,75% de QTS inativaram 97,57% dos S.
aureus € 96,91% das E. coli, e com de 0,25% de QTS a inativagdo para S. aureus foi de

58,21% e para E. coli foi de 47,73%.
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A QTS utilizada neste trabalho possui um GD de 81,9% e 111,01 kDa, resultando em
uma solugdo menos viscosa, dessa forma, o efeito antimicrobiano pode ser devido a entrada
deste polissacarideo através da membrana celular, agindo na sintese de RNA (GOY; BRITO;
ASSIS, 2009; GARCIA, 2011).

A acdo antimicrobiana de nanocompdsitos de quitosana/ZnO tem sido constatada e
discutida por diversos estudos (ADAMS et al., 2006 ZHANG et al., 2007; NEVES, 2013). Li-
Hua et al. (2010) prepararam filmes com 1% de quitosana e diferentes propor¢des de nitrato
de prata e 6xido de zinco e investigaram o efeito contra diferentes bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e fungos. O filme de quitosana puro (GD de 85,46%) apresentou efeito frente
a S. aureus, E. coli, B. subtilis ¢ Penicillium. Diante da adi¢cao de 5 ¢ 10% de ZnO e 0,1% de
Ag a QTS, a acdo antimicrobiana ficou ainda mais evidente. O efeito frente S. aureus (Gram-
positivo) foi inferior ao efeito contra E. coli (Gram-negativa) e a B. subtilis (Gram-positivo).
O autor atribuiu o aumento do efeito bactericida as espécies ROS. O mecanismo de
resisténcia do S. aureus as NPs-ZnO esta relacionado a presenga de antioxidantes, como
carotenoides, e agentes de desintoxicagdo, como enzimas especificas, presentes nessa bactéria
(APPLEROT et al., 2009). Entretanto, fica evidente que as caracteristicas da parede celular
dos micro-organismos nao sao os unicos fatores que determinam a acao do ZnO, visto que,

diferentes bactérias Gram-positivas apresentaram diferentes sensibilidades ao antimicrobiano.

4.4.2.3 Ac¢ao antimicrobiana dos filmes contendo NPs-ZnO frente S. Enteritidis

A partir dos testes baseados na norma JIS Z 2801:2000 foi possivel atingir a
inativacdo total da S. Enteritidis nos trés grupos de filmes (Figuras 41, 42 e 43). Nas amostras
de PELBD/Asp. NPs-ZnO, a inativagao total da S. Enteritidis ocorreu na maior concentragao
de NPs com 24 horas de andlise, com 12 horas, ja se identificava uma redu¢do média de 2,88
log UFC/mL. A menor concentragdo de NPs-ZnO nestes filmes, ao final das 24 horas,
apresentou uma reducdo média de 2,31 log UFC/mL, préxima a minima exigida pelo método
de 2,0 UFC/mL (Figura 41 e Tabela 13). Ou seja, ambos filmes apresentaram efetividade

antimicrobiana contra esta bactéria Gram-negativa.
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Figura 41. Dados experimentais (em duplicata) do crescimento de S. Enteritidis na
presenca dos filmes incorporados com NPs-ZnO por aspersdo. (0¢) PELBD puro; (1m)
PELBD/Asp. (0,9 mg/cm? NPs-ZnO) e (c®) PELBD/Asp. (1,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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Para os filmes multicamadas PELBD/QTS, observou-se mais uma vez, a agao
bactericida da quitosana com reducao de 5,89 log UFC/mL (Figura 42 e Tabela 13). Nas

primeiras 6 horas, a reducao média foi de 2,06 log UFC/mL, evidenciando sua efetividade.

Figura 42. Dados experimentais (em duplicata) do crescimento de S. Enteritidis na presenga
dos filmes multicamadas com quitosana. (04) PELBD puro; (A A) PELBD/QTS; (11m)
PELBD/QTS (0,2 mg/cm? NPs-ZnO) e (0 ) PELBD/QTS (0,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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O efeito antimicrobiano da quitosana diante de bactérias Gram-negativas esta
relacionado & interacdo que ocorre entre 0os grupos amino protonados (NH;") da quitosana e
grupos carregados negativamente na parede celular bacteriana, mais especificamente, os
fosfatos presentes na camada fosfolipidica da membrana celular das bactérias Gram-
negativas. Como resultado, tem-se a perturba¢do do funcionamento da membrana alterando o
equilibrio osmotico e permeabilidade celular ocasionando o vazamento de eletrolitos e outras
substancias de baixo peso molecular fundamentais para a manuten¢do da célula, acarretando a
morte do micro-organismo (RABEA et al., 2003; GOY; BRITO; ASSIS, 2009). Porém, de
acordo com Leceta et al. (2013), a agdo antimicrobiana da QTS diminui com o tempo, por isso
¢ importante o uso de nanoparticulas ou outros materiais antimicrobianos para atuar junto com
a quitosana.

Ainda na Figura 42, pode-se verificar que ambas as concentragdes de NPs-ZnO nos
filmes de PELBD/QTS eliminaram totalmente a bactéria Gram-negativa em apenas 12 horas
de analise. Em 6 horas de analise ocorreu a reducao média de 5,12 log UFC/mL para o filme
PELBD/QTS (0,2 mg/cm? NPs-ZnO) e de 6,11 log UFC/mL para o filme PELBD/QTS (0,5
mg/cm? NPs-ZnO). Ou seja, estes filmes ja apresentaram elevada efetividade como
antimicrobianos. Nota-se ainda que (Figura 42), o filme multicamada PELBD/QTS, no
periodo de 18 horas apresentava redu¢ao média de 3 log UFC/mL e esta redu¢ao aumentou
até as 24 horas com redugao média de 5,89 log UFC/mL.

Os filmes multicamada de PELBD/Am apresentaram redugdo na contagem em
relacdo ao filme de PELBD puro (Figura 43). Porém, com redugdo média de 1,66 log
UFC/mL (Tabela 13), ndo pode se considerar esta amostra como um filme antimicrobiano
segundo a norma JIS Z 2801:2000. Por se tratar do filme mais hidrofilico, pode ter ocorrido a
absorc¢ao da dgua disponivel no inoculo dificultando a adaptagdo e crescimento desta bactéria,
comportamento contrario ao que se observou para o S. aureus.

Os filmes PELBD/Am (0,2 mg/cm” NPs-ZnO) apresentaram redugio média de 5,47
log UFC/mL de S. Enteritidis ao final das 24 horas (Figura 43 e Tabela 13). No entanto, nesse
mesmo periodo de tempo as amostras de PELBD/Am (0,5 mg/cm® NPs-ZnO) atingiram a
inativagdo total. Sendo que, no tempo de 18 horas uma das amostras ja havia causado a morte
celular total, mas para o segundo experimento, a eliminagao total foi observada ao final das 24

horas de analise.
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Figura 43. Dados experimentais (em duplicata) do crescimento de S. Enteritidis na
presenca dos filmes multicamadas com amido. (0¢) PELBD puro; (AA) PELBD/Am; (1m)
PELBD/Am (0,2 mg/cm? NPs-ZnO) e (©#) PELBD/Am (0,5 mg/cm? NPs-ZnO).
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Tabela 13. A¢do antimicrobiana dos filmes frente S. Enteritidis apds 24 horas.

Reducao
Amostra de filme bacteriana (log
UFC/mL)

PELBD/Asp. (0,9 mg/cm” NPs-ZnO) 2,31 + 0,57
PELBD/Asp. (1,5 mg/cm® NPs-ZnO) 6,46 + 0,46
PELBD/QTS 5,89 +£0,11
PELBD/QTS (0,2 mg/cm® NPs-ZnO) 6,46 + 0,46
PELBD/QTS (0,5 mg/cm’ NPs-ZnO) 6,46 + 0,46
PELBD/Am 1,66 = 0,80
PELBD/Am (0,2 mg/cm” NPs-ZnO) 5,47 + 0,55
PELBD/Am (0,5 mg/cm” NPs-ZnO) 6,46 + 0,46

Referente ao valor da agdo antibacteriana (Tabela 13), mais uma vez os filmes
PELBD/QTS com NPs apresentam-se como superficies com maior potencial antibacteriano, o
mesmo ocorreu com as demais bactérias estudadas (L. sakei e S. aureus). De acordo com Al-
Naamani, Dobretsov e Dutta (2016) a maior atividade antibacteriana de superficies € possivel
devido as atividades antibacterianas sinergéticas da QTS e das NPs-ZnO. Os autores atribuem
as NPs-ZnO a maior ac¢do inibitéria através da ruptura das membranas celulares bacterianas

por ions de Zn e pelo estresse oxidativo gerado pela produgdo de espécies ROS.
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Os resultados de efeito inibitorio contra S. aureus e S. Enteritidis corroboram com o
estudo de Tayel et al. (2011). No qual, tanto as NPs-ZnO quanto as microparticulas
apresentaram significativa agdo antibacteriana frente S. aureus e S. Enteritidis pelo método de
microdiluicdo em pocos. Os pesquisadores também obtiveram como resultado maior
sensibilidade as NPs-ZnO do S. aureus com CIM de 0,81 mg/mL em comparagdao a S.
Enteritidis que apresentou uma CIM de 2,10 mg/mL.

A agdo das NPs-ZnO contra as bactérias Gram-negativas esta associada a permeagao
das NPs e das espécies reativas ROS através da membrana celular, justamente por ela
apresentar uma camada menos robusta e espessa quando comparadas as Gram-positivas
(WANG et al., 2007; TAWALE et al., 2010).

Assim como no estudo de Al-Naamani, Dobretsov e Dutta (2016) e Li-Hua et al.
(2010), neste estudo ndo se identificou um efeito inibitdrio superior para bactérias Gram-
positivas ou Gram-negativas. Pois, os filmes apresentaram maiores valores para o efeito
antimicrobiano para S. aureus (Gram-positiva), seguido da S. Enteritidis (Gram-negativa) e
por ultimo de L. sakei (Gram-positiva). Este menor efeito dos filmes ao L. sakei pode ser
interessante, pois, muitas vezes as BAL sdo usadas para inibir outros micro-organismos
principalmente pela competi¢io pelo substrato (KROCKEL, 2013). Assim, a eliminagdo total
das BAL pode viabilizar o desenvolvimento dessas bactérias patogé€nicas. No entanto, a
redugdo do seu desenvolvimento ¢ importante para o aumento da vida util dos alimentos.
Levando estes aspectos em consideracdo, esta embalagem pode ser interessante para
alimentos como presunto ou demais produtos carneos, onde o desenvolvimento da bactéria L.
sakei ¢ um micro-organismo deteriorante que acaba limitando a vida util destes produtos.

Além da classificacdo da bactéria quanto a membrana celular outros fatores
influenciam na atividade antibacteriana. Deve-se levar em consideragao a matriz polimérica
onde as NPs estdao incorporadas, o método de incorporagdo, a concentragdo destas NPs bem
como a disponibilidade das mesmas para estabelecerem contato com o inoculo e as diferentes

sensibilidades apresentadas pelas diferentes bactérias.
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5 CONCLUSAO

Para a realizagdo deste estudo, um reator ¢ uma fonte pulsada foram construidos,
utilizando o ar atmosférico como gas ionizante e distancia do eletrodo ao dielétrico, a
formagdo de plasma se iniciou na frequéncia 30 Hz em diferentes pressdes e tensdes.
Constatou-se que, quanto mais proxima a pressao atmosférica, maior a tensdo necessaria para
formar plasma.

Para a modificagdo superficial do PELBD com plasma frio, as condi¢des de pressao
atmosférica e ar como gas ionizante foram escolhidas visando um sistema simples e de menor
custo para aplicacdo industrial. Diante da estabilidade do plasma formado, determinou-se as
demais condigdes da fonte em tensdo de 32 kV e frequéncia de 132 Hz. Os tempos de 30, 60,
120 e 180 s diminuiram significativamente o angulo de contato e aumentaram a energia livre
de superficie total. Porém, as superficies de PELBD tratadas por 120 s demoraram mais
tempo para reverter sua hidrofilicidade, sendo este o tempo de exposi¢ao selecionado para o
trabalho.

A aplicagdo do plasma frio atmosférico causou uma reducao do angulo de contato da
agua de 95,79° até¢ 48,41° e proporcionou ao aumento da energia livre de superficie total de
30,87 para 53,34 mN/m, viabilizando a adesdo das camadas de quitosana e¢ amido para a
obtencdo dos filmes multicamadas carreadas com 0,2 ¢ 0,5 mg/cm” de NPs-ZnO. A presenca
das NPs-ZnO e as camadas biodegradaveis nao alteraram as propriedades de resisténcia a
tragao do polimero base de PELBD.

Os filmes contendo as NPs-ZnO apresentaram diferentes efeitos frente as trés
bactérias testadas. A BAL Gram-positiva, L. sakei, apresentou menor sensibilidade diante dos
filmes. O filme de PELBD com camada de quitosana ¢ 0,5 mg/cm® NPs foi o mais efetivo
com reducdo de 6,48 log UFC/mL. Sendo que, os filmes de PELBD com quitosana, PELBD
com quitosana e 0,2 mg/cm® de NPs-ZnO, de PELBD com camada de amido nas duas
concentragdes de NPS, e o filme de PELBD com aspersdo de 1,5 mg/cm2 de NPS-ZnO
também se mostraram efetivos contra a BAL.

Em relacdo as bactérias S. aureus e S. Enteritidis, todos os filmes de PELBD
contendo NPs-ZnO foram efetivos como antibacteriano. Os filmes multicamadas com
quitosana com e sem as NPS inibiram totalmente a S. aureus ao final de 24 horas e

apresentaram os maiores valores de redu¢do, 7,45 log UFC/mL. Para a bactéria S. Enteritidis.
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os filmes de PELBD com camada de quitosana com as NPs-ZnO, com camada de amido com
0,5 mg/cm® NPs-ZnO ¢ os com aspersio de 1,5 mg/cm” de NPs-ZnO atingiram os maiores
valores de reducdo bacteriana, de 6,48 log UFC/mL.

Os trés tipos de filmes (aspersdo, multicamada com quitosana, multicamada com
amido) apresentaram resultados interessantes para aplicacdo em alimentos. Sendo que a
escolha do filme depende das caracteristicas do produto, por exemplo, para alimentos liquidos
como sucos o filme de PELBD com a adi¢cao das NPs-ZnO por aspersao ¢ o mais indicado,
visto que dentre os filmes, € o tinico com superficie hidrofébica. Para produtos como queijos,
bacon e presunto, por exemplo, a embalagem multicamada com quitosana ¢ NPs-ZnO ¢
interessante, ja que, a adicdo das nanoparticulas resultou na diminui¢do da hidrofilicidade da
quitosana. Além de que, nessas superficies o efeito antibacteriano do ZnO esta combinado ao
efeito da quitosana. E por fim, o filme multicamada com amido e NPs-ZnO, devido a sua
maior hidrofilicidade, ¢ uma opg¢ao barata e que pode apresentar bons resultados no aumento
da vida util de alimentos com menor teor de umidade, como biscoito e pao.

Desta maneira, este trabalho demonstrou que ¢ viavel a producdo de filmes ativos
antibacterianos pela aspersdo de nanoparticulas de ZnO nas concentra¢des de 0,9 e 1,5 g/cm’
em PELBD parcialmente fundido e pela incorporagdao das NPs nas concentracdes de 0,2 ¢ 0,5
mg/cm’ em uma sobrecamada biodegradavel de quitosana ou amido aderidas ao PELBD pela
aplicacao de plasma frio DBD a partir do ar atmosférico. Assim, estes materiais podem ser
considerados potenciais para o uso como embalagens ativas para o aumento da vida util, da

seguranca de alimentos e consequentemente reduzir desperdicios.
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Infermagao técnica
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redu;30 de espessura com alia produividade e velocidade.
Principals Caracleristicas:
« Fara aplcagies de fna espessura & alta velocidads
= Laminagdo
Atende &
» L5 FDA 21 177 1520 (c) 3.2a
Consulte as reguiameniagdes para obter mas detahes.
Aditivo - Antidoguelo: 2500 ppm = Deslizamento: 1000 ppm « Auniilar de Procassameninc o
Fizlcas valor Tiplco (Inglés) Walor Tipleo  (Matrico) Metodo
Dershdade 0,519 glom® 0,519 giom® ASTM D752
Densidade base | 0,918 g'om® 0,516 giom® Metodo Intemo
Indice de fusda (130°C/2,16 kg) 0,25 g/10 min 0,95 g/1d min ASTM 01238
Flimas valor Tipice {Ingléa) valor Tiplco  (Matrico) Motoso
SspesEura do fime 1.5 mi 38 pm
Resistencia & Perfuragdo (1.5 mil (38 pjj 109 ke 902 Jiem? Metodo Imtemno
Module Secants ASTM D882
2% Secanie, DM : 1,5 mil {36 pym) 24700 pesd 170 MPa
2% Secanie, OT : 1,5 mil {38 ym) 30500 pe 210 MPa
Tensdo ASTM D882
DM - Limite ge efasticidade, 1,5 mil (35 pm) 1450 psl 10,0 MPa
DT : Umie g2 slasticidade, 1.5 mil (38 pm) 1450 ped 10,0 MPa
DM : Ha Rupiura, 1,5 mil {33 pm) 5370 psl 37.0 MPa
DT : Na Rupiura, 1.5 mil (38 pm) 4640 pesl 32,0 MPa
Alongamento ASTM DaEE2
DM : Na Rupiura, 1.5 mil {23 pmj B30 % B30 %
DT : Na Rupiwra, 1,5 mil {33 um) 0D % oD %
Reslstancia a0 Impacio (1,5 mil {36 pm)) ®0 g W0 g ASTM D1708A
Reglstencia 30 Rasgd Elmendor < ASTM D1522
DM - 1,5 mil (38 pm) 700 g 00 g
DT : 1.5 mil {38 pm) 820 g &2 g
Ofleas Valor Tiplea (Ingl&a) Valor Tiples  (Matrico) Moo
Briho (457, 1,43 mil (37,5 pm}) 57 57 ASTM D2457
Opacidade (1,45 mil (37,5 ym}) 12 % 12 % ASTM D002
Extrusso Valor Tipleo {Ingléa) Valor Tipleo  (Matrico)
Temperalura de Massa 423 °F 217 °C
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