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RESUMO

Frente a problemética que circunda a utilizacdo dos polimeros convencionais, bem como o0s
problemas ocasionados pelo seu descarte indevido é que algumas alternativas tém sido
pesquisadas visando minimizar tais danos. Uma opcdo interessante € o uso de polimeros
biodegradaveis, que podem ser degradados pela acdo de microrganismos, reduzindo
significativamente seu tempo de degradabilidade. O Ecoflex® é um polimero biodegradavel
da classe dos co-poliésteres alifaticos aromaticos produzidos pela empresa alema BASF,
sendo um dos mais utilizados dentre os polimeros biodegradaveis no setor de embalagens.
Além da preocupagdo com o meio ambiente, as industrias estdo investindo em tecnologias
inovadoras, buscando aumentar a qualidade dos alimentos, sendo as embalagens
antimicrobianas um tipo promissor de embalagem ativa, as quais apresentam um composto
antimicrobiano incorporado a matriz polimérica, capaz de eliminar ou inibir o crescimento de
microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos. Visando melhorar algumas propriedades dos
polimeros biodegradaveis ou agregar funcionalidade aos mesmos é que se faz o uso de
aditivos a matriz polimérica, dentre 0s quais pode-se citar o uso de nanoparticulas de oxido de
zinco e microcapsulas de vidro dopadas com zinco iénico, cuja funcdo € atuar como agentes
antimicrobianos. Logo, este trabalho teve como objetivo obter filmes poliméricos
biodegradaveis aditivados com 1 e 2% (m/m) de nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs-ZnO)
e 1 e 2% (m/m) de microcapsulas de vidro dopadas com zinco ibnico (MCs-Zn), e avaliar a
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E.
coli), alem de verificar a biodegradabilidade e as propriedades mecéanicas dos mesmos apos a
aditivacdo. Os aditivos antimicrobianos foram caracterizados morfologicamente a partir da
analise de microscopia eletronica de varredura com canh@o de campo de emissdao (MEV-FEG)
e quanto a sua atividade antimicrobiana pelo ensaio de difusdo me meio solido. Os pellets de
Ecoflex® foram caracterizados termicamente através da técnica de termogravimetria (TGA) e
calorimetria diferencial de varredura (DSC). Juntamente com os aditivos antimicrobianos, os
pellets de Ecoflex® foram misturados manualmente, sendo o processamento realizado em
extrusora industrial monorosca. Os filmes poliméricos foram caracterizados quanto a sua
atividade antimicrobiana através das técnicas de difusdo em meio solido e curva de morte
bacteriana, termicamente a partir do ensaio de DSC e mecanicamente pelo ensaio de tracao.
Realizou-se também um teste de liberacdo de zinco em solucdo aquosa e 0 ensaio de
biodegradacdo baseado na respirometria. O ensaio de difusdo em meio solido para as NPs-
Zn0O e as MCs-Zn mostrou que ambas sdo eficazes no combate de S. aureus e E. coli, sendo
seu efeito mais pronunciado para S. aureus. A partir dos resultados de curva de morte
verificou-se que os filmes poliméricos obtidos foram eficazes no controle do crescimento de
S. aureus e E. coli com uma concentracéo inicial de 10* UFC.mL™ apés 24 h de contato.
Diante dos resultados obtidos, pode-se optar pela menor concentracdo de aditivo estudada e
como agente antimicrobiano as MCs-Zn. A avaliacdo térmica revelou que a adi¢do das NPs-
ZnO e das MCs-Zn desfavoreceu a formacdo de cristais na denominada Fase 2 durante o
resfriamento, porém, favoreceu a formacdo de uma nova fase cristalina, denominada Fase 1.
Ja, para o aquecimento, a adicdo das mesmas favoreceu a formacdo de cristais na Fase 1,
tornando os materiais mais cristalinos e, em contrapartida a Fase 2 que antes existia para o
Ecoflex® puro deixa de existir. Os ensaios mecanicos mostraram que a adicéo das NPs-ZnO e
das MCs-Zn reduziram significativamente a tensdo maxima e a tensdo de ruptura e, ndo teve
influéncia significativa no percentual de deformacdo e no modulo de elasticidade. Quando
submetidos ao ensaio de liberagdo em solucdo aquosa, os filmes poliméricos liberaram uma
quantidade de zinco que atende a legislacdo proposta pela ANVISA. Quando avaliada a



biodegradacdo dos filmes obtidos, o ensaio evidenciou que a adi¢cdo das NPs-ZnO e das
MCs-Zn ao filme polimérico biodegradavel ndo apresentou diferenca significativa quando
comparado a biodegradacéo do Ecoflex® puro, apés 90 dias.

Palavras-chave: Polimeros biodegradaveis, Ecoflex®, NPs-ZnO, MCs-Zn, Atividade
antimicrobiana, Biodegradacao.



ABSTRACT

In view of the problems surrounding the use of conventional polymers, as well as the
problems caused by their undue disposal, some alternatives have been researched in order to
minimize such damages. An interesting option is to use biodegradable polymers, which can
be degraded by the microorganisms’ action, reducing their degradability time. Ecoflex® is a
biodegradable polymer of the aromatic aliphatic copolymer class produced by BASF, one of
the most used among the biodegradable polymers in the packaging sector. In addition to the
concern with the environment, industries are investing in innovative technologies, seeking to
increase the food quality and antimicrobial packaging has been a promising type of active
packaging which present an antimicrobial compound incorporated into the polymer matrix,
capable of eliminating or inhibiting the deteriorating and/or pathogenic microorganisms’
growth. Aiming to improve some biodegradable polymers’ properties or to add functionality
to them, the use of additives into the polymer matrix is indicated. We can mention the use of
zinc oxide nanoparticles and glass microparticles doped with ionic zinc, whose function is to
act as antimicrobial agents. The objective of this work was to obtain biodegradable polymeric
films with 1 and 2% (w/w) of zinc oxide nanoparticles (ZnO-NPs) and 1 and 2% (w/w) glass
microparticles doped with ionic zinc (Zn-MCs) and to evaluate the antimicrobial activity
against Staphylococcus aureus (S. aureus) and Escherichia coli (E. coli), besides verifying
their biodegradability after the additivation and evaluating the mechanical properties of these
films. The antimicrobial additives were characterized morphologically from scanning electron
microscopy coupled with FEG (SEM-FEG) and their antimicrobial activity by the
antimicrobial tests of agar diffusion. The Ecoflex® pellets were thermally characterized by
thermogravimetry (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC). The Ecoflex® pellets
together with the antimicrobial additives were mixed manually and processed in an industrial
single screw extruder. Polymeric films were characterized for their antimicrobial activity
through agar diffusion tests and bacterial death curve, thermally from the DSC test and
mechanically by the tensile test. A zinc release test in aqueous solution and biodegradation
test by the respirometry analysis were also performed. The agar diffusion tests for the ZnO-
NPs and the Zn-MCs showed that both are effective in the treatment of S. aureus and E. coli,
but their effect is more pronounced for S. aureus. From the death curve results it was found
that the polymer films obtained were effective in controlling the growth of S. aureus and E.
coli with an initial concentration of 10* CFU.mL™ after 24 h of contact. Considering the
obtained results, it is possible to opt for the lower concentration of the additive studied and
MCs-Zn as antimicrobial agent. The thermal evaluation revealed that the addition of the ZnO-
NPs and the Zn-MCs did not favor the formation of crystals in Phase 2 during the cooling, but
favored the formation of a new crystalline phase, called Phase 1. For the heating, the addition
of the same favored the formation of crystals in Phase 1, making the materials more
crystalline and, in return Phase 2 that previously existed for pure Ecoflex® ceases to exist. The
mechanical tests showed that the addition of the ZnO-NPs and the Zn-MCs significantly
reduced the maximum tensile and breaking tensile and had no significant influence on the
percentage of deformation and elastic modulus. When subjected to the release test in aqueous
solution, the polymer films released an amount of zinc that complies with the legislation
proposed by ANVISA. When the films’ biodegradation was evaluated, the test showed that
the addition of NPs-ZnO and MCs-Zn to the biodegradable polymeric film did not present
significant difference when compared to biodegradation of the pure Ecoflex®, after 90 days.



Key-words: Biodegradable polymers, Ecoflex®, ZnO-NPs, Zn-MCs, antimicrobial activity,
biodegradation.
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1. INTRODUCAO

Grande parte do consumo mundial de embalagens deriva de polimeros convencionais
produzidos a partir de fontes ndo renovaveis como o petréleo. Embora seu emprego seja
recomendado em uma vasta gama de processos e produtos, esses polimeros, ap6s serem
descartados, podem permanecer por longos periodos no ambiente, sendo a natureza incapaz
de assimilar suas substancias em um ciclo equilibrado de producéo, uso e descarte, 0 que
provoca consequéncias ambientais comprometedoras para o equilibrio do planeta (MORAES,
2004; BRITO et al., 2011).

Segundo estimativas, sdao necessarios de 100 a 150 anos para que esses polimeros
sejam degradados no ambiente, aumentando assim a cada dia, a quantidade de lixo plastico
descartado na natureza. Portanto, a poluicdo causada pelos polimeros se tornou uma
preocupacdo mundial, que além de poluir rios e lagos, causado enchentes, também poluem o
solo de um modo geral. Outro agravante, é que essa classe de polimeros faz o0 uso do petrdleo
para sua producdo, sendo esta matéria-prima exaurivel e altamente poluidora (CHIELLINI e
SOLARO, 1996; RAGHAVAN, 1995; BRITO et al., 2011).

Frente a essa problematica, pesquisadores e industrias vém buscando alternativas para
minimizar os impactos ambientais causados pelo descarte inadequado dos polimeros
convencionais. Neste cenario, 0 uso de polimeros biodegradaveis vem ganhando forca e
conquistando adeptos, sendo que nas ultimas duas décadas, houve um crescente interesse
publico e cientifico com relacdo ao uso e desenvolvimento desta classe de polimeros (RHIM,
PARK e HA, 2013; ELVERS et al., 2016). De acordo com a ASTM D 883-12 os polimeros
biodegradaveis sdo facilmente atacados por microrganismos, sendo degradados em um curto
espaco de tempo, gerando, atraves de sua decomposi¢do, produtos menos agressivos ao meio
ambiente como didxido de carbono (CO;), metano (CH,), agua (H,0), entre outros.

A producdo em escala industrial desta classe de polimeros, ja é uma realidade, e ainda,
tem-se a possibilidade de aditivacdo, que além de manter sua principal caracteristica, que €
sua biodegradacdo, também permite agregar funcionalidade ao mesmo, como por exemplo,
atividade antimicrobiana, protecdo ultravioleta e barreira a gases (BECARO, 2014).

O controle dos agentes deteriorantes e/ou patogénicos torna-se indispensavel,
garantindo que alimentos de qualidade cheguem aos consumidores finais. Assim, 0 emprego
de embalagens antimicrobianas, as chamadas embalagens ativas, apresenta-se como uma

alternativa interessante no que diz respeito a preservacdo dos alimentos, contribuindo para o
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retardo do processo de deterioracdo, reduzindo ou inibindo o crescimento de microrganismos,
consequentemente aumentard a vida Gtil possibilitando a manutengdo da qualidade e
seguranca dos alimentos embalados (APPENDINI e HOTCHKISS, 2002; SOARES et al.,
2009; ESPITIA et al., 2012, DROVAL et al., 2014).

Recentemente 0 uso de microparticulas e nanoparticulas antimicrobianas mostra-se
como uma alterativa promissora no controle da contaminacdo oriunda de bactérias e fungos
patogénicos, que representam um problema de salde publica, promovendo assim, a
preservacao de alimentos e, desta forma evitando prejuizos econémicos em virtude da perda e
desperdicio dos mesmos, além de minimizar riscos de intoxicagdes alimentares oriundas da
ma conservacdo destes (ESPITIA et al., 2012; SIRELKHATIM et al., 2015). Deste modo,
recomenda-se a incorporacdo de agentes antimicrobianos a diferentes matrizes polimericas,
que inibem ou até mesmo matem 0s microrganismos presentes em alimentos e demais
superficies contaminadas.

Existem diversos tipos de ions ou Oxidos metalicos que podem ser aplicados para
inibir ou matar bactérias e fungos como prata (Ag), ouro (Au), cobre (Cu), diéxido de titanio
(TiO,), oxido de magnesio (MgO), 6xido de calcio (CaO) e d6xido de zinco (ZnO). Tanto na
forma de nanoparticulas metalicas quanto de particulas de vidro dopadas com ions metalicos
podem ser aplicados como aditivos antimicrobianos em diferentes materiais poliméricos
(GIBELLI, 2012; DROVAL et al, 2014; SANTOS et al, 2014; SAORIN, 2015;
KIRSCHNER et al., 2017). Na forma de nanoparticulas, estes compostos, podem apresentar
novas propriedades, diferentes daquelas apresentadas na escala macroscépica, principalmente
em virtude de suas propriedades fisico-quimicas Unicas devido ao seu pequeno tamanho e
grande area especifica (SOUZA, 2015a).

Os compostos de zinco tém se mostrado eficientes agentes antimicrobianos e, ainda,
despertam interesse devido algumas propriedades multifuncionais, como fotocatalitico,
atoxico e baixo custo, sendo, o 6xido de zinco, ZnO, classificado em um grupo de agentes
antimicrobianos inorganicos altamente seguros e extremamente estaveis termicamente,
quando comparado aos agentes antimicrobianos organicos (DAGOSTIN et al., 2010; XIE et
al., 2011; MOEZZI, McDONAGH e CORTIE, 2012; DOUMBIA et al., 2015).

Esses compostos quando inseridos em diferentes matrizes, interagem com parede
celular bacteriana resultando na destruicdo da integridade celular, sendo os mecanismos de
acdo mais provaveis a liberagdo de fons de zinco (Zn**) e a formacdo de espécies reativas de

oxigénio (DOUMBIA et al., 2015). Na forma de nanoparticulas, possui vantagens devido a
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relacdo volume/area, garantindo a manutencdo da atividade antimicrobiana mesmo na
presenca de pequena quantidade de pé (SMIJS e PAVEL, 2011). As microcépsulas de vidro
dopadas com zinco i6nico possuem o principio de acdo em func&o do Zn®*, sendo um material
que possui boa distribuicdo em diferentes matrizes e elevada atividade antimicrobiana
(SANTOS et al., 2014; KIRSCHNER et al., 2017).

J& existem no mercado diversos polimeros convencionais com propriedades
antimicrobianas (TANKHIWALE e BAJPAI, 2012; DROVAL et al., 2014, OTHMAN et al.,
2014), porém, devido a degradacdo lenta dessa classe de polimeros € que se preconiza o
estudo de polimeros biodegradaveis. A proposta de adicionar compostos antimicrobianos em
polimeros biodegradaveis tem como objetivo aumentar a vida Gtil de produtos alimenticios,
cosméticos e medicamentos que utilizam algum tipo de polimero para seu acondicionamento
e, ainda, reduzir significativamente o tempo de degradacgéo do polimero quando depositado no
meio ambiente.

Logo, inserindo-se nanoparticulas de 0xido de zinco (NPs-ZnQO) ou microcapsulas de
vidro dopadas com zinco iénico (MCs-Zn) em uma matriz polimérica biodegradavel, espera-
se gque estas manifestem a atividade antimicrobiana e ao mesmo tempo preservem a principal
propriedade desta classe de polimeros, que é a decomposi¢do em um curto espaco de tempo.
Existem poucos relatos na literatura sobre a obtencdo de materiais antimicrobianos aditivados
com compostos a base de zinco em diferentes matrizes poliméricas biodegradaveis,
impulsionando desta forma, novas pesquisas nesta area que além de se preocupar com a
questdo ambiental, devido a utilizacdo de materiais menos agressivos ao meio ambiente ainda,
aplica aditivos capazes de inibir ou até mesmo causar a morte de microrganismos causadores

de diversas doencas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Obter e caracterizar filmes poliméricos biodegradaveis aditivados com NPs-ZnO e

com MCs-Zn e avaliar sua atividade antimicrobiana.

2.2 Especificos

- Caracterizar os aditivos, NPs-ZnO e MCs-Zn, por meio de suas propriedades morfoldgicas;

- Caracterizar os pellets do polimero biodegradavel por meio de suas propriedades térmicas;

- Obter filmes poliméricos aditivados com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e 1 e 2% (m/m) de
MCs-Zn;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes poliméricos frente a bactéria gram-positiva
Staphylococcus aureus (S. aureus) e a bactéria gram-negativa Escherichia coli (E. coli);

- Verificar se a adi¢do dos aditivos antimicrobianos influenciam nas propriedades térmicas e
mecanicas do polimero biodegradavel Ecoflex®;

- Verificar se ocorre a liberacdo do zinco, presente nos filmes poliméricos, em solucdo
aquosa;

- Verificar se a adicdo das NPs-ZnO e das MCs-Zn influenciam no processo de biodegradacgéo

dos filmes poliméricos.

25



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polimeros convencionais

A palavra polimero (do grego: “poli” = muitos e “mero” = partes) ¢ utilizada para
designar moléculas formadas por um grande nimero de unidades moleculares repetidas,
chamadas de mon6meros, ligadas entre si por ligagdes covalentes, formando compostos com
cadeias longas e alta massa molecular (CANEVAROLO JR., 2006).

Os polimeros sdo materiais versateis, baratos, leves, durdveis, resistentes a corrosao e
possuem propriedades de isolamento térmico e elétrico. Devido a diversidade dos polimeros e
de suas propriedades, estes sdo utilizados em quase todas as atividades industriais, desde a
automobilistica até a medicina. Os polimeros sintéticos sdo produzidos através da
polimerizacdo de mondmeros derivados do petrdleo e os plasticos sdo feitos a partir desses
polimeros combinados a varios aditivos quimicos (LOPES, 2010).

Os produtos formados a partir de polimeros convencionais sao considerados inertes ao
ataque imediato de microrganismos. Essa propriedade faz com que esses materiais demorem
centenas de anos para se decomporem, ficando acumulados no meio ambiente e
desencadeando sérios problemas ambientais (CHIELLINI e SOLARO, 1996; BRITO et al.,
2011; CASARIN et al., 2013).

De acordo com a Associacdo Brasileira da Industria do Plastico (ABIPLAST, 2015),
0s polimeros mais consumidos atualmente sdo: PET (poli tereftalato de etileno), PEAD
(polietileno de alta densidade), PVC (poli cloreto de vinila), PEBD (polietileno de baixa
densidade), PEBDL (polietileno de baixa densidade linear), PP (polipropileno), PS
(poliestireno), EVA (espuma vinilica acetinada) que, apesar do avango no processamento e
fabricacdo, geram dois grandes problemas: o uso de fonte ndo renovavel (como o petrdleo)
para obtencdo de sua matéria-prima e a grande quantidade de lixo gerada apds seu descarte
(FRANCHETTI e MARCONATO, 2006).

A producéo de polimeros aumentou substancialmente durante os ultimos anos, passou
de 0,5 milhdes de toneladas em 1950 para 280 milhGes de toneladas em 2012, sendo o Brasil
responsavel por 2% desta producdo, o que corresponde a aproximadamente 6 milhdes de
toneladas (THOMPSON et al., 2009; SCHLEMMER; ANDREANI e VALADARES, 2014).
De acordo com a ABIPLAST (2015) os principais setores consumidores de transformados de

plasticos sdo a construcdo civil (25,7%), indastria alimenticia (19,0%), inddstria

26



automobilistica e de autopecas (12,1%) e maquinas e equipamentos (7,3%). Na é&rea
alimenticia, grande parte dos plasticos é utilizada como embalagens, cujo objetivo é proteger
o alimento, com a finalidade de preservar suas caracteristicas, por meio das propriedades de
barreira aos fatores ambientais, tais como luz, umidade, oxigénio e microrganismos,
mantendo 0 mesmo sem alteracdes indesejaveis durante o transporte e armazenamento
(LANDIM et al., 2016).

Devido ao uso acentuado dessa classe de polimeros e os problemas oriundos de seu
descarte indevido é que diversas pesquisas vém sendo realizadas visando o desenvolvimento,
producéo e aplicacdo de materiais menos agressivos a0 meio ambiente que, em sua maioria
apresentam durabilidade durante o uso e degradabilidade ap6s o descarte (CHANDRA e
RUSTGI, 1998; PELLICANO; PACHEKOSKI e AGNELLI, 2009; BALAKRISHNAN et al.,
2010; LLORENS et al., 2015; YAHIAQUI et al., 2015).

3.2 Polimeros biodegradaveis

A degradacdo de qualquer polimero pode ser definida como o resultado de interacGes
complexas de efeitos sinérgicos de radiacdo, temperatura e umidade, microrganismos, além de
outros fatores ambientais. O processo de degradacao causa alguns efeitos nos polimeros como
alteracbes na estrutura quimica e em sua superficie, perda das propriedades mecanicas,
fragilizacdo, reducdo da massa molecular e diminuicdo da transparéncia (FERREIRA, 2004).
Existem diversos tipos de degradacdo, separadas por dois grupos: degradacdo abidtica
(mecénica, térmica, termodegradacdo, quimica, fotodegradacdo, radiacdo solar) e a
degradacdo bidtica (biodegradacdo) (FERREIRA, 2004; OJEDA, 2008).

De acordo com a American Society for Testing and Materials (ASTM) no documento
D 883-12 intitulado Standard Terminology Relating to Plastics, os polimeros biodegradaveis
sdo aqueles em que a degradacdo ocorre principalmente pela acdo de microrganismos tais
como bactérias, fungos e algas de ocorréncia natural. Em geral, derivam desse processo CO.,
CH,, componentes celulares microbianos e outros produtos.

Conforme exposto por Kurusu (2011, pg. 20), o processo de degradacdo dos polimeros

biodegradaveis ocorre em etapas distintas:

Primeiro 0s microrganismos aderem na superficie do polimero, etapa chamada de
biodeterioragdo. Depois 0s microrganismos secretam enzimas que sdo capazes de
hidrolisar os polimeros, ou seja, ocorre a quebra das cadeias poliméricas, etapa de
biofragmentacdo. S6 ap6s, a quebra destas cadeias € que 0s microrganismos
conseguem efetivamente assimilar o polimero através de suas membranas
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consumindo-o0. E, nesta etapa conhecida como mineralizacdo, que a biomassa do
polimero é transformada nos produtos da biodegradacdo, como CO,, por exemplo.

A biodegradacdo depende de fatores ambientais como calor, umidade, luz, oxigénio,
nutrientes e minerais, que interferem diretamente na taxa de degradabilidade. Estes fatores
ambientais influenciam ndo somente no polimero a ser degradado, mas também tém
influéncia na populagio microbiana e na atividade dos diferentes microrganismos. O resultado
final, da biodegradacdo destes polimeros, é a perda parcial ou total de sua integridade
estrutural e, consequente diminui¢do na massa molecular (FRANCHETTI e MARCONATO,
2006; NAMPOOTHIRI, NAIR e JOHN, 2010).

Polimeros contendo ligacdes hidrolisaveis ao longo da cadeia (isto € ligacbes amida,
éster e ureia) sao suscetiveis a biodegradacdo por microrganismos e, com o intuito de tornar a
cadeia polimérica mais favoravel a biodegradacdo, os seguintes substituintes tém sido
incorporados, em posicdo intermolecular, a mesma como benzila, hidroxila, carbonila, metila
e grupo fenila (PELLICANO, 2008). A presenca de anéis aromaticos na cadeia polimérica
influencia na taxa de biodegradacdo dos polimeros, ou seja, polimeros alifaticos tendem a
degradar hidroliticamente mais rapidamente que polimeros aromaticos (PELLICANO, 2008).

Uma importante propriedade dos materiais poliméricos que deve ser considerada no
estudo da sua degradacéo é o grau de cristalinidade. Em geral, polimeros com altos teores de
cristais sdo degradados mais lentamente do que polimeros com regiGes amorfas (FERREIRA,
2004; OJEDA, 2008). Estudos mostram que regides amorfas degradam mais rapidamente em
relacdo as regides cristalinas, ou seja, 0s microrganismos degradam de maneira seletiva.
Sendo a regido amorfa menos ordenada e com menor empacotamento das cadeias, ela esta
mais susceptivel ao ataque de enzimas e microrganismos. De uma maneira geral, quanto mais
cristalino for o polimero menor sera a sua taxa de degradacdo (PELLICANO, 2008).

A biodegradacdo pode ser avaliada por diferentes técnicas dentre as quais pode-se citar
a compostagem que, de acordo com Guidoni et al. (2013), ¢ “a decomposigdo e estabilizacao
biologica de substratos organicos, sob condi¢des termofilicas e aerdbias controladas”, sendo
uma de suas principais caracteristicas a diversidade microbiana, a qual favorece o processo de
biodegradacdo. A compostagem é um processo biolégico que pode ser afetado por diversos
fatores, os quais influenciam na atividade microbiolégica, como: teor de umidade,
temperatura, aeracdo, concentracdo de nutrientes, tamanho de particulas e pH
(BRANDALISE, 2008).

Corréa et al. (2008) avaliaram a biodegradacdo do PHB em compostagem. O solo

simulado consistia em lodo argiloso, areia, matéria organica (esterco de vaca) e agua, sendo
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este mantido a temperatura constante e protegido da luz. As amostras foram enterradas no
solo simulado e avaliados a cada 30 dias por um periodo de 5 meses. Depois de serem
retiradas do solo simulado, cada amostra foi lavada e depois seca. Observou-se uma
consideravel diminuicdo de peso com o tempo, indicando que as amostras sofreram
biodegradacéo.

Outro método capaz de avaliar a biodegradacdo é o método de Sturm ou respirometria
que baseia-se na quantificacdo do CO, produzido durante a degradacdo. O CO; capturado por
uma solugdo aquosa alcalina (geralmente hidroxido de sédio - NaOH, hidroxido de béario -
Ba(OH); ou hidréxido de potéssio - KOH). O sistema deve ser vedado, com finalidade de ndo
sofrer interferéncia do CO, oriundo do ar atmosférico. Um sal é utilizado para sessar a reacao,
formando um precipitado branco saturado. A solucdo aquosa alcalina remanescente, a qual
ndo reagiu com o CO, produzido no processo de degradacéo € entéo, titulada utilizando-se um
acido e fenolftaleina como indicador. Quanto maior a quantidade de CO, gerado no processo,
maior a potencialidade de biodegradacdo do polimero (ROSA et al., 2002; MARIANI, 2005).

Souza et al. (2014) avaliaram a influéncia de argilas organofilicas no processo de
biodegradacdo do PLA. Os nanocompasitos foram preparados com a incorporacao de 5% das
argilas Cloisite 20A e 5% Cloisite 30B ao PLA. Foi verificado no ensaio de biodegradacao
através do método de Sturm que a incorporacao da argila organofilica Cloisite 20A na matriz
do PLA ndo alterou significativamente a curva de mineralizacdo do polimero puro. Para o
nanocompoésito PLA/CLO30B, foi verificado que a biodegradacdo ocorreu de forma mais
lenta, quando comparada aos outros materiais, 0 que pode estar relacionado a um efeito
antimicrobiano da argila Cloisite 30B.

Moraes (2004) avaliou a degradacdo PHB 100%, PHB + 1% Ecoflex®, PHB + 5%
Ecoflex®, PHB + 10% Ecoflex®, PHB + 30% Ecoflex®, PHB + 50% Ecoflex®, através do
método de Sturm. Os resultados da evolucdo da liberacdo de CO, produzido pelas amostras
analisadas mostram que a presenca de Ecoflex® favoreceu a biodegradacdo para as
composicBes com 1, 5 e 10%, superando inclusive a biodegradacdo apresentada pela celulose
usada como controle positivo. A maior liberacdo de CO, ocorreu para a blenda polimérica
com 5% de Ecoflex® que liberou aproximadamente 40 g de CO- durante o periodo avaliado.

Ainda, é possivel avaliar a biodegradacdo através da disposicdo em solo que simula
um ambiente real de descarte de residuos solidos. No solo estdo presentes diferentes
microrganismos com diferentes sistemas enzimaticos, 0 que o torna propicio para estudos de

biodegradacdo. O solo deve fornecer condi¢cbes adequadas para que ocorra 0 processo de
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biodegradacdo, com temperatura ideal em torno de 25 a 30 °C e a umidade corrigida a 60% da
capacidade méxima de retengdo de agua (MARIANI, 2005).

Casarin et al. (2013) estudaram a degradacdo, em solo simulado, de blendas do
polimero biodegradavel PHB com os copoliésteres também biodegradaveis EastarBio® e
Ecoflex®, na composicdo de 75% de PHB e 25% dos copoliésteres. Os autores avaliaram
também a influéncia da adigdo de pd de serra ou farinha de madeira, na proporc¢édo de 70% da
blenda e 30% de p6 de serra. O solo utilizado foi um fertilizante orgénico composto. A
biodegradacdo foi avaliada para amostras ap6s 30, 60 e 90 dias em contato com solo. Os
materiais estudados biodegradaram nas condicBes testadas. A blenda PHB/EastarBio® (75/25)
+ 30% po de serra apresentou maior reducdo de massa, 29% apds 90 dias.

Pellicano, Pachekoski e Agnelli (2009) analisaram a influéncia da adigdo de amido de
mandioca na biodegradacdo da blenda polimérica PHBvV/Ecoflex® (49/21/30) em solo
(composto organico humificado a base de esterco de aves e materiais organicos de origem
vegetal). Apds 120 dias de experimento, 0s autores observaram pontos ou regifes de
pigmentacdo marrom-escura e aspecto rugoso decorrentes do processo de biodegradacao.
Ainda, verificaram que a adi¢cdo do amido de mandioca favorece a biodegradacdo quando
comparada & da blenda de PHBv/Ecoflex® (70/30).

Com o intuito de minimizar problemas ambientais e atender as exigéncias do mercado,
muito se tém investido nessa nova classe de polimeros, que sdo divididos em diferentes
categorias de acordo com sua fonte de obtencéo, conforme mostra a Figura 1.

Figura 1 - Classificacdo dos polimeros biodegradaveis de acordo com a fonte de obtencao
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Fonte: Adaptado Averous e Boquillon, 2004.
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De acordo com a Figura 1, tém-se quatro grupos de polimeros biodegradaveis, sendo
eles os polimeros oriundos de biomassa, tais como 0s polimeros obtidos a partir de recursos
agricolas (amido e celulose); os polimeros oriundos do metabolismo microbiano (poli (hidroxi
alcanoatos) - PHAS); polimeros sintetizados convencionalmente a partir de monémeros
oriundos de recursos agricolas (poli (&cido latico) - PLA) e os polimeros biodegradaveis
obtidos a partir de fontes ndo renovaveis, como é o caso dos co-poliéster alifatico aromatico
(poli (butileno adipato co-tereftalato) - PBAT).

Dentre os polimeros biodegradaveis se destacam o PLA, Poli (hidroxi butirato) (PHB),
Poli (hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBv), Poli (caprolactona) (PCL) e o0s co-
poliésteres alifaticos aromaticos, como o PBAT, sendo que alguns destes polimeros
apresentam excelentes aplicaces no setor de embalagens e filmes, devido a sua alta
resisténcia a umidade, gordura, mudanca de temperatura e propriedade de barreira a gases.
Eles também sdo aplicados na medicina, para o desenvolvimento de préteses, implantes e
liberacdo controlada de drogas (PELLICANO; PACHEKOSKI e AGNELLI, 2009).

Ainda, dentre as muitas possibilidades de aplicacGes, pode-se também citar 0 emprego
em fibras (ALMASI et al., 2015; ORUE et al., 2015), encapsulacdo de compostos (MARTINS
et al., 2014) suportes (SIVLIM et al.,, 2012; MORI et al, 2015) e blendas poliméricas
(MOFOKENG e LUYT, 2015; NERKAR et al., 2015). Alguns polimeros biodegradaveis ja
sdo produzidos em escala industrial por empresas de diferentes partes do mundo, destacando-
se as empresas japonesas Mitsui Chemicals e Shimadzu, a alema Basf e a americana Cargill
Dow (BRITO et al., 2011; XIAO et al., 2012).

O crescimento desse mercado é confirmado com o0 aumento dos nimeros apresentados
no setor. Na Europa, a producdo em 2013 de polimeros biodegradaveis foi de 1,6 milhGes de
toneladas, com uma projecdo de producdo para 2018 de 6,7 milhdes de toneladas
(AZEVEDO, et al., 2016). O Brasil pode se tornar um grande produtor e exportador de
polimeros biodegradaveis de fontes renovaveis, pois dispde de matéria-prima renovavel de
baixo custo, além de possuir inimeros grupos de pesquisa capazes de fornecer médo-de-obra
qualificada para tal finalidade (PELLICANO, PACHEKOSKI e AGNELLI, 2009).

De acordo com Siegenthaler et al. (2012) a biodegradacao ndo € dependente da origem
ou da matéria-prima do polimero, mas é funcdo da sua estrutura quimica, fato este que
possibilita, por exemplo, a biodegradacdo de polimeros oriundos do petréleo, como é o caso
dos co-poliésteres alifaticos aromaticos. O campo dos polimeros biodegradaveis ainda é

emergente, porém, um grande nimero destes tem sido sintetizado e a aplicabilidade deles vem
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crescendo nos mais diversos segmentos. Dentre os polimeros que vém ganhando destaque no

setor de embalagens biodegradéaveis tem-se o Ecoflex®.

3.2.1 Ecoflex®

Em 1998 a empresa alemd BASF lancou no mercado um co-poliéster alifatico
aromatico, poli (butileno adipato co-tereftalato) (PBAT), cujo nome comercial é Ecoflex®,
material este pioneiro no setor de polimeros biodegradaveis com compostabilidade
certificada, sendo matéria-prima para diversos materiais compostaveis ¢ de “base bio”
(KNCHAVENGKUL et al., 2010; BASF, 2016). A Figura 2 representa a estrutura quimica
dos meros que compdem o Ecoflex®, sendo “m” e “n” extensores de cadeia, também
chamados de componentes modulares.

Figura 2 - Estrutura quimica das unidades repetitivas do polimero Ecoflex®
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Fonte: Kijchavengkul et al., 2010.

O Ecoflex® é constituido por dois tipos de dimeros, sendo BT a secéo rigida formada
por uma unidade de repeticdo de éster que consiste em 1,4 butanodiol e 0s mondmeros de
acido tereftalico; enquanto a secdo flexivel BA, consiste em 1,4 butanodiol e mondmeros de
acido adipico (KIJCHAVENGKUL et al., 2010). Possui propriedades semelhantes ao PEBD
devido a sua alta massa molecular (aproximadamente 14,2x10* g.mol™) e da sua estrutura
quimica de cadeia longa ramificada. Possui caracteristicas como elasticidade, resisténcia a
agua e a ruptura, processavel em plantas de filme soprado convencionais como o Polietileno
(PE), imprimiveis, soldaveis e adequados para contato com alimentos (WENG et al., 2013;
BASF, 2016).

Foi o primeiro material totalmente biodegradavel produzido pela BASF. Para
comprovar a eficiéncia, o PBAT possui certificaces europeias (EN13432) e norte-americanas
(ASTM 6400) que atestam a sua biodegradabilidade e compostabilidade (GAMA, 2014).
Degrada-se em poucas semanas com a ajuda de enzimas naturais. N&o tem efeitos adversos no
ambiente e tem excelentes propriedades fisicas que podem ser misturadas com outras resinas
biodegradaveis para conferir alta flexibilidade (IBRAHIM et al., 2011).
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O PBAT apresenta boa compatibilidade com amido, celulose, lignina, PLA, PHB, o
que possibilita misturas que sdo completamente biodegradaveis e, contém alta propor¢édo de
recursos renovaveis (AZEVEDO, et al., 2016). A literatura reporta alguns trabalhos
utilizando-se o PBAT, os principais referem-se ao uso deste polimero na preparacdo de
blendas como os desenvolvidos por Pellicano, Pachekoski e Agnelli (2009) que adicionaram
amido de mandioca na blenda polimérica PHBV/PBAT, Casarin (2004) que estudou a adicao
de pés de madeira em blendas de PHB/PBAT, Pinheiro (2012) adicionou fibra natural de
munguba nativa da Amazonia ao PBAT.

As aplicacdes tipicas do Ecoflex® sdo para filmes de embalagem, filmes agricolas e
sacos de adubo. A alta resisténcia a umidade, a gordura e a mudanca de temperatura confere a
este polimero qualidade satisfatoria para aplicagdes em embalagens de alimentos, tais como
carnes, frutas, verduras, comida répida, inclusive em itens congelados e revestimento de
copos descartaveis - sem perda do sabor, aroma e frescor, sendo desenvolvido especialmente
para aplicacbes em filmes flexiveis (PELLICANO, 2008, BASF, 2016). Na Tabela 1,
encontram-se algumas propriedades do Ecoflex® como densidade, ponto de fuséo, resisténcia
a tracdo, transparéncia e ponto de amolecimento.

Tabela 1 - Propriedades do Ecoflex®

Propriedades Valor Método de teste
Densidade (g.cm™) 1,25-1,27 ISO 1183
Ponto de fusdo (°C) 110-120 DSC
Transparéncia (%) 82 ASTM 1003
Resisténcia a tracao (MPa) 35-44 ISO 527
Ponto de amolecimento Vicat (°C) 91 ISO 306

Fonte: BASF, 2016.

De acordo com a BASF (2016), testes cientificamente reconhecidos (teste de
crescimento de plantas e testes toxicolégicos) demonstraram na prética que o Ecoflex® ndo
tem consequéncias negativas para a natureza ou para o ambiente. Além disso, é um dos
poucos polimeros compostaveis que cumprem 0s requisitos do Regulamento Europeu (UE) n°
10/2011 de 14 de Janeiro de 2011, relativo aos materiais e objetos plasticos destinados a
entrar em contato com os alimentos.

Witt et al. (2001) avaliaram a biodegradabilidade e o impacto ecotoxicolégico dos
intermediérios de degradacdo de co-poliéster alifatico aromético Ecoflex®. A biodegradacio

foi avaliada num meio sintético a 55 °C por 22 dias, com a bactéria termdfilica
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Themomonospora fusca. Os resultados indicaram uma despolimerizacdo de 99,9%. Os testes
toxicolégicos com Daphnia magna (pulgas aquaticas — crustaceos) e com Photobacterium
phosphoreum (bactérias luminescentes) mostraram que ndo existem efeitos toxicos
significativos. Portanto os autores concluiram que ndo h& indicios de riscos ambientais
quando Ecoflex® é submetido a processos de compostagem.

Tan et al. (2008) investigaram a degradacéo biolégica aerébica do Ecoflex® quando
submetido a 29 espécies de bactérias, fungos e leveduras presentes no solo e produtores de
enzimas, em condicdes ambientais. De acordo com os resultados, o Ecoflex® pode ser
degradado por diversos tipos de microrganismos. No entanto, apds 21 dias de teste somente
uma degradacdo parcial do material foi observada visualmente e mecanicamente pelo
enfraquecimento das amostras, sendo que a perda de massa néo foi tdo significativa quanto os
aspectos visuais. De acordo com o0s autores, as bactérias degradam preferencialmente as
ligacOes éster entre os componentes alifaticos do copolimero e a taxa de biodegradagdo dos
oligdbmeros foi maior do que as das cadeias poliméricas. Na temperatura ambiente, a
biodegradacdo ocorre mais lentamente, quando comparado a sistemas compostos (ambiente

adequado de solo/agua e temperaturas elevadas que favorecam a agdo dos microrganismos).

3.3 Aditivacéo de polimeros e a propriedade antimicrobiana

Conhecer a estrutura e as propriedades quimicas e fisicas de um polimero é essencial
para definir a utilizacdo em alguma aplicacdo tecnoldgica. Contudo, as propriedades dos
polimeros podem ser melhoradas por transformacdes quimicas ou adicdo de compostos
especificos que conferem novas propriedades ao material polimérico produzido (PORTO,
2007).

Os aditivos sdo componentes adicionados aos materiais poliméricos que permitem
melhorar ou aperfeicoar diversas propriedades de acordo com a aplicacdo desejada. Ainda,
estes podem ser aplicados tendo em vista, reducdo de custo e facilitar o processamento
(BRASKEM, 2002; BECARO, 2014). Os principais aditivos utilizados atualmente sdo como
agentes antioxidantes, antifingicos, antibacterianos, fotocataliticos e outros (RHIM, PARK e
HA, 2013).

Agentes antimicrobianos sdo exemplos de aditivos que vem ganhando notoriedade,
sendo de interesse na area cientifica e tecnoldgica, pois atuam na preservagdo possibilitando
aumentar a vida atil do produto. Grandes perdas em alimentos sdo causadas devido a

deterioracdo microbiana, e diversas acOes podem ser tomadas a fim de diminuir a
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multiplicacdo destes agentes nos alimentos, dentre as quais pode se destacar o uso de
embalagens adequadas a sua conservacao.

A industria de embalagens, para o setor alimenticio, constitui-se como um importante
setor para a economia mundial. O segmento de alimentos é um dos setores que mais exige
investimentos em tecnologias inovadoras de embalagens, na maioria das situacbes com o
objetivo de aumentar a vida Gtil dos alimentos acondicionados. O grande foco das inovacbes
neste segmento tem-se voltado para as embalagens ativas. Estas embalagens tém a capacidade
de alterar significativamente as condi¢des dos produtos e dos meios de acondicionamento, no
sentido de aumentar a vida Util, a seguranca e a qualidade ou melhorar as caracteristicas
sensoriais dos alimentos (MEDEIROS et al., 2011).

As embalagens antimicrobianas agem contra o crescimento e proliferacdo dos
microrganismos patogénicos, estendendo a vida de prateleira dos alimentos e o periodo de
laténcia dos microrganismos (OTHMAN et al., 2014; PIRES, PETZHOLD e SANTOS,
2014). A propriedade antimicrobiana pode ser agregada pela adicdo de saches contendo
agentes antimicrobianos volateis ou pela incorporacdo de compostos ativos com propriedades
antimicrobianas diretamente na matéria-prima das embalagens poliméricas (APPENDINI e
HOTCHKISS, 2002; SOARES et al., 2009).

Alguns ions metalicos como os ions de cobre (Cu), ouro (Au) e a prata (Ag) tem sido
investigados quanto a sua atividade antimicrobiana (SILVA, 2015). Oxidos metalicos, com
destaque para o o0xido de zinco (Zn0O), 6xido de cobre (CuO), dioxido de titanio (TiO,), éxido
de magnésio (MgO) e o déxido de calcio (CaO), tém sido foco de pesquisas por serem seguros
para humanos, animais e meio ambiente em baixas concentracdes e também em funcéo da sua
capacidade de resistir a rigorosas condicdes de processamento (SAWAI, 2003; RAI, YADAV
e GADE, 2009; NAFCHI et al., 2012).

A utilizacdo de cobre como agente antimicrobiano remete ha muitos anos atras, sendo
que as antigas civilizacGes ja se beneficiavam deste metal para evitar a proliferacdo de
microrganismos. Atualmente, a inativacdo microbiana com o cobre abrange um amplo
espectro, incluindo superficies recobertas, nanoparticulas e liberacdo de ions do referido
metal, haja vista, que este apresenta atividade antimicrobiana comprovada frente a muitas
bactérias causadoras de infec¢bes, bem como diferentes tipos de virus e fungos, sendo que o
cobre tem sido utilizado durante décadas como um fungicida eficaz (CIOFFI et al., 2005;
KLEIN et al., 2013; PALZA, QUIJADA e DELGADO, 2015).
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A eficicia deste metal como agente antimicrobiano tem impulsionado estudos para
diferentes aplicagdes, dentre as quais podem ser citadas a purificacdo de agua (DANKOVICH
e SMITH, 2014) e ainda, desenvolvimento de novos materiais antimicrobianos tais como
ceramicas (KLEIN et al., 2013), tecidos (EL-NAHHAL et al., 2014; SEDIGHI, MONTAZER
e HEMMATINEJAD, 2014), polimeros (WEICKMANN et al., 2005; PALZA, QUIJADA e
DELGADO, 2015; ZHONG et al., 2015) e vidros (YATES et al., 2008).

O CuO vem sendo protagonista de diversos estudos nos mais variados campos de
aplicacdes, destacando-se na area de sensores de gas (ZOOLFAKAR et al., 2013; CRETU et
al, 2016), catalise (ZHAI et al., 2013), supercondutores (ISHII et al., 2014; PENG et al.,
2013) e, principalmente, atividade antimicrobiana de particulas em escala nano (AHAMED et
al, 2014; AZAM et al., 2012; BOGDANOVIC et al., 2014).

Swarnkar et al. (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana de nanofios de CuO frente
a estirpes gram-positivas (Bacillus subtilis e S.aureus) e gram-negativas (E. coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhi). Os valores da Concentragéo Inibitoria Minima
(CIM) foram de 16,0 + 0,6, 19,0 + 0,6 23,0 £ 0,9, 25,0 + 1,0 e 28,0 + 1,0 ug.mL™ para P.
aeruginosa, E. coli, S. typhi, S. aureus e B. subtilis, respectivamente. A partir dos valores de
CIM verificou-se uma atividade antimicrobiana mais intensa contra estirpes bacterianas gram-
positivas, muito provavelmente em funcao da parede celular desse tipo de bactéria.

O Au é um metal precioso e vem desempenhando um papel importante na historia
humana, sendo um material inerte, resistente a oxidacdo, o que faz com que seu uso seja
interessante em tecnologias e dispositivos em nanoescala, possuindo uma variedade de
aplicacOes, dentre as quais a atividade antimicrobiana e o bloqueio de radiacdo ultravioleta
(UV) (BINDHU e UMADEV, 2014; GANESAN e PRABU, 2015).

O ouro na forma de nanoparticulas (NPs-Au) e na forma idnica tem sido estudado
guanto sua atividade antimicrobiana. A utilizacdo de NPs-Au da-se principalmente devido as
suas propriedades fisicas e quimicas especificas como relagdo superficie/volume, funcédo
dielétrica, condutividade e propriedade inerte a oxidacdo. A principal vantagem das NPs-Au é
que sdo facilmente sintetizadas e tém uma baixa toxicidade em comparacdo com outros
nanomateriais (ZHANG et al., 2015; SHAMAILA et al., 2016).

Ahmad et al. (2013) sintetizaram NPs-Au pelo método solvotérmico e testaram sua
atividade antifungica contra Candida albicans (C. albicans), Candida tropicalis (C.
tropicalis) e Candida glabrata (C. glabrata). As NPs-Au exibiram excelente atividade

antifangica, sendo que as NPs-Au com tamanho de particula de 7 nm foram mais eficazes no
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tratamento de Candida sp. quando comparadas as NPs-Au com 15 nm e ao fluconazol
(controle positivo).

Shamaila et al. (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana de NPs-Au contra E. coli,
S. aureus, B. subtilis e Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), verificando que
concentracdes abaixo de 9 pg.mL™ sdo suficientes para causar a morte das bactérias em
estudo. Através do teste do halo de inibicdo, constataram que os maiores halos foram para E.
coli e S. aureus, respectivamente.

A Ag é um elemento metélico branco e brilhante, na sua forma pura é dictil e
maledvel e tem boa condutividade térmica e elétrica. Desde a antiguidade, os ions de prata
(Ag®") tém sido reconhecidos como eficazes agentes antimicrobianos. Sua atividade
antimicrobiana deve-se a acdo dos Ag®* que rompem a membrana celular em baixas
concentragdes promovendo o efeito bacteriostatico, ou seja, inibem o crescimento de bactérias
(FEITOR, 2010).

A atividade antimicrobiana de NPs-Ag € bem reportada na literatura (KIM et al., 2007;
ANTUNES et al., 2013; MAITI et al., 2014), podendo ser utilizadas para reduzir infeccdes,
prevenir a colonizacdo bacteriana em superficies de prétese, em cateteres e materiais
odontologicos, bem como na industria de alimentos, no tratamento de agua e na fabricacdo de
tintas antibacterianas (GUZMAN, DILLE e GODET, 2008).

O TiO, € empregado em uma infinidade de aplicacGes, dentre as quais como material
de auto-limpeza e auto-desinfeccdo em revestimentos de superficie, cosmeticos, produtos
farmacéuticos, processamento do papel, entre outros (PISKIN, PALANTOKEN e YILMAZ,
2013). Devido a elevada atividade fotocatalitica deste material, explora-se sua atividade
antimicrobiana para aplicac6es na industria de alimentos. De acordo com a Food and Drug
Administration (FDA) o TiO; é ndo toxico para uso em alimentos, para humanos, drogas,
cosméticos e materiais de contato com alimentos (OTHMAN et al., 2014).

Piskin, Palant6ken e Yilmaz (2013) estudaram a atividade antimicrobiana de NPs-
TiO, contra uma variedade de bactérias através dos testes de difusdo e CIM. Os valores do
halo de inibicdo para E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans e B. subtilis foram de 31,
29, 15, 2 e 15 mm, respectivamente. E o valor de CIM foi de 9,7, 19,5, 19,0, 9,7 e 19,5
pg.mL?, respectivamente. Os resultados mostraram que as NPs-TiO, possuem atividade
antimicrobiana eficaz contra as estirpes bacterianas estudadas.

Othman et al. (2014) desenvolveram um filme revestido com NPs-TiO, e estudaram

sua aplicacdo como embalagem antimicrobiana de alimentos. A atividade antimicrobiana das
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peliculas revestidas com NPs-TiO, expostas sob luz UV e luz fluorescente aumentou com o
aumento da concentracdo de TiO, e 0 tempo de exposicao a luz. Verificou-se também que a
atividade antimicrobiana das peliculas expostas a luz UV foi maior do que aquela sob luz
fluorescente. O filme desenvolvido tem potencial para ser usado como embalagem
antimicrobiana e pode prolongar a vida de prateleira, manter a qualidade e garantir a
seguranca dos alimentos.

O MgO ¢ utilizado em muitas aplicacdes tais como catalise, suportes de catalisadores,
remediagdo de residuos toxicos, aditivos em o6leos combustiveis pesados, filmes finos
supercondutores, na medicina, também ¢é utilizado como agente antimicrobiano na forma de
nanoparticulas (OURAIPRYVAN, SREETHAWONG e CHAVADEJ, 2009; BERTINETTI
et al., 2009; MARTINEZ-BOUBETA et al., 2010; MIRZAEI e DAVOODNIA, 2012;
LEUNG et al, 2014). As NPs-CaO também s&o estudadas quanto sua atividade
antimicrobiana contra S. aureus e E. coli (SAWAI, 2003) e Lactobacillus plantarum (L.
plantarum) (TANG et al., 2013).

Compostos de zinco tém se mostrado eficientes agentes antimicrobianos e, ainda
despertam interesse devido a algumas propriedades multifuncionais, como fotocatalitico,
atoxico e baixo custo, sendo o ZnO classificado em um grupo de agentes antimicrobianos
inorgénicos altamente seguros e extremamente estaveis termicamente quando comparados aos
agentes antimicrobianos organicos, 0 que torna interessante seu emprego tanto em
formulacdes na microescala quanto em nanoescala (DAGOSTIN et al.,, 2010; MOEZZI,
McDONAGH e CORTIE, 2012; DOUMBIA et al., 2015).

O zinco € um oligoelemento vital e benéfico encontrado no corpo humano. Embora
esteja presente em pequenas quantidades, este realiza uma variedade de fungdes em relacao ao
sistema imune, a divisdo celular, fertilidade, manutencdo e crescimento corporal. Sendo ainda,
um elemento necessario para a formacao, mineralizacdo, desenvolvimento e manutencdo de
0ssos saudaveis, tendo efeito positivo sobre a producdo de testosterona, horménios da
tireoide, insulina e producdo de vitamina D (MOEZZI, McDONAGH e CORTIE, 2012;
BALASUBRAMANIAN et al., 2015).

Esse composto é amplamente empregado nos mais diversos segmentos e, vem
ganhando notoriedade devido principalmente sua propriedade antimicrobiana, sendo
empregado nos setores téxtil (EL-NAGGAR et al., 2003; VIGNESHWARAN et al., 2006;
DOUMBIA et al., 2015), de embalagens (APPENDINI e HOTCHKISS, 2002; SUNG et al.,
2013) e dispositivos médicos (LI et al., 2009(a); PREMANATHAN et al., 2011; MIRZA et
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al., 2015). Na forma de nanoparticulas ou microcépsulas, sua propriedade antimicrobiana é
ainda mais evidenciada.

Em virtude da sua propriedade antimicrobiana, o ZnO é um ingrediente ativo para
aplicacdes dermatoldgicas em cremes, lo¢Ges e pomadas. Ainda, nanoparticulas de ZnO séao
usados em papéis de parede em hospitais como agentes antimicrobianos (RAVISHANKAR;
JAMUNA, 2011).

Aditivos com tamanho na ordem nanométrica tem atraido grande atencdo,
principalmente quando inseridos em materiais poliméricos, devido a proporcionarem a

melhoria de algumas propriedades térmicas e mecénicas destes materiais.

3.3.1 Nanoparticulas de o0xido de zinco (NPs-ZnO)

O advento da nanotecnologia, que envolve a fabricacdo e a utilizagdo de materiais com
tamanho de cerca de 100 nm, trouxe grandes oportunidades para o desenvolvimento de
materiais com novas propriedades para utilizagdo como agentes antimicrobianos. Assim, o
interesse em compostos inorganicos em tamanho “nano” tem aumentado progressivamente ao
longo dos ultimos anos (SURENDRA et al., 2016; YALCINKAYA e LUBASOVA, 2017).

Nano, do grego “ando”, refere-se a um prefixo utilizado para designar um bilionésimo;
desta forma, um nandmetro (nm) corresponde & bilionésima parte de um metro (10° m). O
principal interesse em nanoparticulas consiste no fato de que as propriedades fisicas e
quimicas deste grupo de materiais dependem fortemente da forma e tamanho da particula,
podendo ter suas funcdes otimizadas com base nestas caracteristicas (GOUVEIA et al., 2005).

Um dos materiais que tém provado ser eficaz contra as bactérias em geral é o ZnO.
Esta substancia é atualmente considerada um material seguro, aprovado pela FDA. Além
disso, a ascensdo e fabricacdo de NPs-ZnO abrem um leque de possibilidades para que as
mesmas possam ser incorporadas dentro diferentes matrizes, incluindo os polimeros
biodegradaveis (MIRZA et al., 2015).

As NPs-ZnO possuem caracteristicas importantes, como estabilidade quimica e fisica,
elevada atividade de catéalise, eficaz atividade antibacteriana, bem como intensa adsorcdo de
energia tanto no UV quanto no infravermelho com ampla gama de aplicacbes como
semicondutores, sensores, células solares, etc, (GHULE et al., 2006; MATEI et al., 2008).

Ainda, esses materiais sdo amplamente utilizados em muitos produtos de consumo,
como cosméticos, produtos téxteis, cerdmicas, transformacdo de borracha, tratamento de

efluentes e locdes para a pele. Em cosméticos seu uso é preconizado devido a capacidade
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deste composto absorver tanto raios UV-A quanto raios UV-B. Em tecidos, sdo utilizadas
devido a propriedade antimicrobiana e absorvedor de raios ultravioleta (KUMARI et al.,
2011).

Na industria alimenticia sdo amplamente utilizadas em embalagens, cuja funcdo é
conferir protecdo antimicrobiana aos alimentos, uma vez que a presenca destas nanoparticulas
na matriz polimérica permite que a embalagem interaja com o alimento, tendo um papel
dindmico na sua preservagdo. Além disso, as NPs-ZnO permitem que algumas propriedades
de empacotamento tais como resisténcia mecanica, estabilidade e propriedades de barreira
sejam melhoradas (ESPITIA et al., 2012).

As NPs-ZnO tém sido testadas frente a uma gama de bactérias, tais como S.
typhimurium e S. aureus (AKBAR e ANAL, 2014), E. coli e S. aureus (EMAMI-KARVANI
e CHEHRAZI, 2011), Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis (JIN et al., 2009), P.
aeruginosa (PREMANATHAN et al.,, 2011), Bacillus atrophaeus (TAM et al., 2008),
Enterococcus faecalis (VOICU et al., 2013) e fungos como Botrytis cinerea e Penicillium
expansum (HE et al.,, 2011), C. albicans, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger e
Rhizopus stolonifer (SAWAI e YOSHIKAWA, 2004), sendo efetivas mesmo em baixas
concentracdes para quase todas as estirpes bacterianas.

Quando incorporadas em diferentes matrizes, as NPs-ZnO mantém sua atividade
antimicrobiana, conforme citado por Anitha et al. (2013), que estudaram a adicdo de NPs-
ZnO em fibras de acetato de celulose. A atividade antimicrobiana das fibras de acetato de
celulose puras e carregadas de NPs-ZnO foram testadas frente a S. aureus, E. coli, K.
pneumoniae e Citrobacter freundii (C. freundii). A zona de inibicdo microbiana das fibras de
acetato de celulose carregadas de NPs-ZnO apés 24 h foram de 27, 22 e 14 mm para S.
aureus, C. freundii e E. coli, respectivamente. No entanto, nenhuma atividade antibacteriana
foi mostrada contra K. pneumoniae. As fibras de acetato de celulose puras ndo apresentaram
atividade antimicrobiana frente a nenhuma das bactérias em estudo.

Bhadra et al. (2011) encapsularam nanobastdes de ZnO com quitosana e testaram sua
atividade antimicrobiana frente a E. coli. Os autores observaram que o0s nanobastfes de ZnO
com quitosana apresentaram halo de inibicdo superior a quitosana, NPs-ZnO puras e a
amoxicilina. Ghule et al. (2006) prepararam e caracterizam NPs-ZnO que foram usadas como
revestimento em superficie de papel e testaram sua atividade antimicrobiana contra E. coli,

obtendo resultados satisfatdrias contra 0 microrganismo em estudo.
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Droval et al. (2008) estudaram a atividade antimicrobiana de NPs-ZnO contra E. coli,
S. aureus e A. niger, quando misturado com Poliamida 6 (PA6) e Polietileno de baixa
densidade (PEBD), com teores de carga de 0,5, 1, 3 e 5% (m/m). Quando avaliada a atividade
antimicrobiana de 5% (m/m) de NPs-ZnO em PEBD verificou-se que a quantidade de
bactérias, que era de 1,5 x 10° UFC.mL™ no tempo zero, diminuiu, para 3,4 x 10° e 8 x 10°
UFC.mL™ apés 48 h para S. aureus e E. coli, respectivamente. Para 5% (m/m) de NPs-ZnO
em PA6 a reducéo foi ainda maior, restando ao final de 48 h apenas 500 e 15 UFC.mL™ para
S. aureus e E. coli, respectivamente. Os resultados ainda mostraram, que quando dispersas no
PAG6 as NPs-ZnO apresentam resultados semelhantes ao observado para as NPs-ZnO puras.

Li et al. (2009b) inseriram NPs-ZnO em Poliuretano (PU) e constataram uma melhora
significativa na resisténcia a tracdo e modulo de Young, caracteristicas estas conseguidas pela
incorporacéo de até 2% em massa do aditivo e, que a resisténcia a abrasdo das camadas de PU
aumentou expressivamente devido a adi¢do de NPs-ZnO. Alem disso, testou-se a propriedade
antibacteriana através do método de diluicdo em &gar e o resultado indicou que os filmes de
PU aditivados com NPs-ZnO mostraram excelente atividade antibacteriana, especialmente
para E. coli.

Diversos mecanismos de acdo tém sido propostos para explicar a atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de Oxidos metélicos, dentre os quais pode se citar a
liberacdo de ions, a geracdo de espécies reativas de oxigénio, a interacdo fisica das mesmas
com a parede celular dos microrganismos, a interrupcdo do transporte de elétrons e a
internalizacdo das mesmas para dentro das células microbianas conforme é apresentado na
Figura 3.

Figura 3 - Mecanismo de acdo de nanoparticulas de 6xidos metalicos em

microrganismos
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Fonte: Adaptado Dizaj et al., 2014.
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De acordo com Dizaj et al. (2014), a geracdo de espécies reativas de oxigénio pode
causar danos no DNA, desnaturacdo da proteina, disrupgdo enzimatica e ruptura da parede
celular microbiana. Outro possivel mecanismo para explicar a atividade antimicrobiana é a
liberacdo de Zn*, que podem causar dano celular & membrana dos microrganismos e ainda,
interagir com o contetdo intracelular (BRAYNER et al., 2006).

Segundo Yamamoto (2001), a geracdo de perdxido de hidrogénio (H,O;), a partir da
superficie, é considerada como um meio eficaz para a inibicdo de crescimento bacteriano.
Devido sua propriedade fotocatalitica, quando irradiadas no comprimento de onda adequado,
esses materiais criam pares elétrons/buraco, que podem oxidar componentes organicos e a
agua, produzindo H,O, e radicais, tais como hidroxila (OH™) ou superéxido (O;"). Tais
radicais conferem a propriedade antimicrobiana, uma vez que rompem a parede das células
patogenas (TAM et al., 2008; GITTARD et al., 2009).

Recentemente, tem crescido o interesse em questdes de seguranca relativas a utilizacdo
de nanoparticulas em embalagens para alimentos. Estudos tém se concentrado na
possibilidade de migracdo das nanoparticulas da embalagem para o alimento e se essa
migracao teria um impacto negativo sobre a seguranca ou a qualidade do produto embalado
(BRADLEY et al., 2011). De acordo com a Resolucdo n° 105, de 19 de maio de 1999 da
ANVISA, que dispde sobre corantes em embalagens e equipamentos plasticos destinados a
estar em contato com alimentos o limite de migracdo especifico para o zinco € de 25 ppm
(BRASIL, 1999).

Frente a isso, faz-se necessario investigar o comportamento e os efeitos das
nanoparticulas e, ainda como esses materiais sdo liberados no meio ambiente. Alguns
organismos podem ser utilizados como bioindicadores a fim investigar a toxicidade das
NPs-ZnO, como raizes de Allium cepa (Ghodake, Seo e Lee, 2011; Kumari et al., 2011), a
alga Pseudokirchneriella subcapitata (Franklin et al., 2007), crustaceos Daphnia magna e
Thamnocephalus platyurus e a bactéria Vibrio fischeri (Heinlaan et al., 2008) e ratos (Wang et
al., 2006).

A toxicidade das NPs-ZnO e de outras nanoparticulas de 6xidos metalicos € verificada
quando em elevadas concentragfes, porém em baixas concentracfes as mesmas nao Sao
toxicas para as células humanas (JESLINE et al., 2015).

Ghodake, Seo e Lee (2011) investigaram a fitotoxicidade NPs-ZnO utilizando as
raizes de Allium cepa como um organismo indicador. Diferentes concentra¢fes de NPs-ZnO

foram utilizadas (5, 10, e 20 pg.mL™). O alongamento das raizes A. cepa foi fortemente
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influenciado pelas NPs-ZnO, houve adsorc¢do significativa de NPs-ZnO para o sistema de
raizes; as NPs-ZnO foram capazes de afetar os processos de desenvolvimento, crescimento e
divisdo celular da planta experimental. As NPs-ZnO bloquearam as fases de crescimento,
devido a sua acumulagdo e mostraram efeitos perigosos nos niveis celular e cromossémico.
Em estudo semelhante, Kumari et al. (2011) avaliaram os efeitos citogenéticos e
genotoxicos de NPs-ZnO em células da raiz de Allium cepa. As raizes foram tratadas com
quatro concentracdes diferentes (25, 50, 75, e 100 pg.mL™) de NPs-ZnO. Os autores também
concluiram que as NPs-ZnO podem ser agentes clastogénico/genotoxico e citotoxico.

3.3.2 Microcépsulas de vidro dopadas com zinco idnico (MCs-Zn)

A microencapsulagéo pode ser definida como uma técnica de embalagem de solidos,
liquidos ou gases com revestimentos finos, formando particulas chamadas de microcapsulas
(GHARSALLAOUI et al., 2007). Possui como finalidades a liberagdo controlada de algumas
substancias com possibilidade de atuacdo em locais especificos, por um determinado periodo
de tempo e a uma velocidade especifica e o isolamento e protecdo, do
microencapsulado/hdspede, contra fatores ambientais, como a luz, temperatura, ar e umidade
(RISCH e REINECCIUS, 1995; SUAVE et al., 2006; TIWARI et al., 2008; CHATTERJEE e
BHATTACHARJEE, 2013).

Esta técnica permite a obtencdo de particulas com propriedades funcionais,
constituidas basicamente por um material de suporte, chamado de agente encapsulante e um
composto bioativo (héspede), o qual é distribuido no nucleo da particula (RISCH e
REINECCIUS, 1995). A técnica de microencapsulacdo pode ser aplicada em varios setores
industriais, destacando-se as areas farmacéutica, alimentar, agricola e médica, sendo
amplamente utilizada na encapsulacdo de Oleos essenciais, corantes, aromatizantes,
edulcorantes, microrganismos, entre outros (AZEREDO, 2005).

As etapas fundamentais de um método de microencapsulacdo sdo a incorporagdo dos
compostos bioativos; formacéo das goticulas; remocao do solvente; coleta das microcapsulas
e secagem (DALMORO et al., 2012). De acordo com Suave et al. (2006), os principais
métodos de encapsulacdo sdo: spray drying, spray cooling, extrusdo, coacervacdo, liofilizacéo
e emulsificacdo. Segundo Silva et al. (2014), as capsulas podem ser classificadas de acordo
com o seu tamanho em macrocédpsulas (> 5.000 um), microcépsulas (0,2 a 5000 pum) e

nanocapsulas (< 0,2 um).

43



Neste trabalho explorou-se a utilizacdo de microcapsulas formadas por vidro e Zn?*. O
vidro é constituido basicamente por silica, alumina, litio e sodio (FIORI et al., 2009). Para a
obtencdo das microcapsulas de vidro dopadas com zinco idnico, ocorre um processo de troca
i0nica, sendo esta uma operacgdo de adsorcdo na qual o adsorvente efetua a troca de um soluto
por outro (FOUST, 1982), neste caso ocorre a substituicdo do soédio pelo zinco. De acordo
com Woinarski et al. (2003), os ions de sodio (Na*) sdo mais facilmente removidos da
estrutura do vidro que outros cations e, portanto, sdo mais facilmente trocados por qualquer
outro ion metélico.

Alguns ions metalicos apresentam a propriedade oligodindmica e sdo aplicados pela
indUstria na producdo de materiais antimicrobianos. De acordo com Chakravarti et al. (2005)
e Mukherjee et al. (2012), a propriedade oligodindmica é um efeito letal que os ions metélicos
de algumas espécies quimicas exercem sobre bactérias, fungos e outros microrganismos
patdgenos, mesmo em baixas concentracdes de ions, causando a inibicdo ou morte dos
mesmaos.

A magnitude do efeito antimicrobiano proporcionado pelo vidro-zinco dependera da
quantidade de Zn®* adsorvida pelo vidro durante a troca ionica e das caracteristicas cinéticas
do processo de dessorcdo (liberacdo) de Zn?* no meio externo contendo 0 microrganismo
(MENDES, 2016).

Quando utiliza-se as MCs-Zn, um efeito semelhante ao que acontece com as NPs-ZnO
é esperado, visto que o provedor da atividade antimicrobiana nestes materiais é o Zn*".
Kirschner et al. (2017) adicionaram masterbatch (pré-mistura de um polimero com um aditivo
utilizado para melhorar a distribuicdo dos agentes antimicrobianos na matriz polimérica) de
PEBD contendo microcapsulas de vidro dopadas com zinco ibnico e nanoparticulas de 6xido
de zinco em placas de PAG6 e testaram sua atividade antimicrobiana frente a S. aureus e S.
typhimurium. Os resultados mostraram que uma maior atividade antimicrobiana foi observada
com as poliamidas aditivadas com masterbatch contendo MCs-Zn, quando comparado ao
masterbatch contendo NPs-ZnO, devido a facilidade de dispersdo destas microcapsulas na
matriz polimérica, tornando o material mais homogéneo.

Santos et al. (2014) adicionaram particulas de vidro dopadas com Zn** em PEAD e
PEBDL e testaram sua atividade antimicrobiana frente a S. aureus e E. coli. Os resultados do
ensaio de difusdo em meio solido indicaram a presenca de um efeito antimicrobiano para
ambas as bactérias, sendo este efeito pode ser atribuido as espécies de Zn?* presentes na

superficie das particulas de vidro dopadas ou a liberagdo das mesmas para 0 meio externo.

44



Ainda, observou-se distribuicdo mais uniforme das particulas de vidro dopadas com zinco
ionico no PEBDL quando comparado ao PEAD.

3.3.3 Polimeros biodegradaveis aditivados com ZnO

A literatura relata diversos trabalhos utilizando compostos a base de zinco em matrizes
poliméricas. Pascual e Vicente (2014a) prepararam um bionanocomposito a partir do
PHB/NPs-ZnO. Os autores avaliaram a morfologia, propriedades térmicas, mecanicas,
barreira a gases, migracdo de gases e potencial antibacteriano do mesmo. O
bionanocompdsito obtido apresentou maior estabilidade térmica e aumento do modulo a
tracdo e resisténcia ao impacto. Ainda, a reducdo da capacidade de absorcdo de agua foi
observada, assim como melhoria da barreira a gases. A atividade antimicrobiana do
bionanocompdsito foi atestada, sendo que este novo material pode ser usado como alternativa
para materiais de embalagem de plasticos sintéticos, especialmente para uso em recipientes de
alimentos, bebidas e aplicagcdes descartaveis.

Em outro trabalho Pascual e Vicente (2014b), desenvolveram um bionanocomposito
formado por PBHV/NPs-ZnO, com funcdo antimicrobiana para aplicagdo em embalagens de
alimentos. Os filmes de PHBV/NPs-ZnO mostraram atividade antibacteriana contra bactérias
estudadas, sendo que o efeito sobre E. coli foi mais evidente do que em S. aureus.

Shoja et al. (2015) prepararam e caracterizaram um microcompésito de PCL/ZnO, e
avaliaram suas propriedades antimicrobianas frente a Salmonella choleraesuis e B. subtilis.
Os resultados revelaram que ha atividade antibacteriana, porém, com maior eficicia contra a
bactéria gram-positiva (B. subtilis), quando comparado a gram-negativo, devido a diferenca
na organizacdo da parede celular desta classe de microrganismos, que apresenta-se mais
susceptivel a atuacdo de agentes antimicrobianos.

Augustine et al. (2014) inseriram NPs-ZnO em fibras de Poli (caprolactona)
electrospun (PCL) e investigaram o efeito de NPs-ZnO sobre as propriedades mecanicas e
atividade antibacteriana Os autores verificaram que as fibras obtidas possuem atividade
antimicrobiana frente as bactérias S. aureus e E. coli. Quanto as propriedades mecanicas,
verificou-se que as NPs-ZnO aumentaram a estabilidade, porém em concentracbes mais
elevadas, as mesmas fizeram com que diminuisse a fase cristalina de PCL.

Murariu et al. (2011) dispersaram NPs-ZnO em uma matriz de PLA e estudaram como
a adicdo das mesmas afetaria as propriedades da matriz de poliéster. Os autores utilizaram

dois tipos de nanoparticulas, sendo estas sem tratamento e também tratadas superficialmente
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com silano. As nanoparticulas tratadas com silano forneceram um nanocompdsito com melhor
desempenho mecénico, maior estabilidade térmica e dispersdo mais uniforme quando
comparado ao nanocompdsito aditivado com NPs-ZnO sem tratamento.

Bussiere et al. (2012) estudaram o efeito de NPs-ZnO tratadas com trietoxi
caprylylsilane na cristalizacdo isotérmica e ndo isotérmica do PLA. Os autores concluiram
que as NPs-ZnO desempenharam um papel de anti-nucleacdo na cristalizacdo de
nanocompositos de PLA. Este efeito tem sido associado principalmente as interaces entre 0s
grupos silano na superficie de nanoparticulas e macromoléculas PLA.

Ghahfarrokhi et al. (2015) investigaram o efeito de NPs-ZnO como um agente protetor
de raios UV em biopolimeros kefiran. Os autores verificaram que o0 aumento do teor de Zn
proporciona uma elevacdo na resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura e aumento da
energia de tracdo para quebrar o filme kefiran. Nanocompositos com um teor de Zn superior a
2% produziram um filme com capacidade de protecéo de raios UV, boas propriedades visuais,
baixa sensibilidade a &gua e baixa permeabilidade ao vapor de agua.

Venkatesan e Rajeswari (2017) obtiveram filmes de PBAT/NPs-ZnO e avaliaram suas
propriedades mecéanicas, térmicas e a atividade bioldgica. Os nanocompdsitos apresentam um
aumento significativo na estabilidade mecéanica e térmica. E quando verificada a atividade
antimicrobiana pelo método de difusdo em meio solido verificou-se maiores halos para E.

coli, quando comparados os valores obtidos para S. aureus.

3.4 Microrganismos modelo para o estudo da atividade antimicrobiana

Na maioria dos trabalhos realizados avaliando a atividade antimicrobiana, utilizam-se
como base de estudos uma bactéria gram-positiva e uma gram-negativa, sendo utilizadas
usualmente S. aureus e E. coli para tal finalidade, sendo estas as espécies patogénicas mais
comuns (FEITOR, 2010; SILVA, 2015).

As bactérias gram-positivas apresentam uma parede celular com uma camada espessa
de peptideoglicano situada sobre a membrana citoplasmatica, ndo existindo membrana
exterior. Ja, para as bactérias gram-negativas o peptideoglicano encontra-se entre a membrana
citoplasmatica e a membrana exterior da bactéria. As paredes celulares de bactérias gram-
negativas sdo mais complexas do que a parede celular das gram-positivas, tanto do ponto de
vista estrutural quanto quimico. Estruturalmente, as paredes celulares de gram-negativas

contém duas camadas externas & membrana citoplasmética (SILVA JUNIOR, 2013). Na
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Figura 4, encontra-se um diagrama simplificado do envelope celular de bactérias gram-
positivas e gram-negativas.

Figura 4 - Esquema ilustrativo da diferenca na parede celular de bactérias gram-positivas e
gram-negativas
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Fonte: TORTORA, FUNKE e CASE, 2017.

O S. aureus é uma bactéria de forma esférica, do grupo dos cocos gram-positivos, com
aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro, imdveis, ndo-esporulados e geralmente néo-
encapsulados, frequentemente encontrado na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis
(SANTOS et al., 2007; LUNA et al., 2010). Mesmo sendo considerado parte da flora natural
do ser humano, o S. aureus pode tornar-se patogénico e causar uma ampla variedade de
infeccdes, desde as mais simples como espinhas e furinculos até as mais graves como
pneumonia e meningite (SANTOS et al., 2007; SALES e SILVA, 2012).

O alto potencial infeccioso do S. aureus ndo esta restrito apenas a sua facilidade de
multiplicacdo e disseminacao nos tecidos, mas também a producdo de moléculas com grande
poder patogénico, que incluem enzimas e toxinas. As infec¢cdes causadas por essa bactéria sao
tratadas classicamente com derivados da penicilina, porém, a resisténcia as substancias
antimicrobianas comuns pode, em parte, ser atribuida ao uso abusivo de antibidticos, o que
dificulta o tratamento de infec¢bes bacterianas (CRUVINEL, et al., 2011; CAVALCANTI-
DANTAS et al., 2016). Segundo dados do Ministério da Saude, no periodo de 2000 a 2011,
ocorreram, no Brasil, 8.623 surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) e destes,
759 foram causadas por S. aureus (BRASIL, 2010).

A E. coli é uma bactéria gram-negativa, ndo esporulada, podendo ser imével ou movel
por flagelos peritricos, fermentadora de agUcares, anaerdbia facultativa pertencente a Familia
Enterobactereacea. E encontrada na microbiota intestinal, tanto de seres humanos quanto de

animais de sangue quente (SANTOS et al., 2009; ALVES, 2012; PAULA, CASARIN e
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TONDO, 2014). Ela pode crescer em uma ampla faixa de temperatura, entre 8 e 48 °C,
entretanto sua temperatura 6tima de crescimento é de cerca de 39 °C e 0 pH 6timo se encontra
na faixa de 6,0 a 8,0 (FRANCO e LANDGRAF, 2005; MADIGAN, MARTINKO e
PARKER, 2010). Praticamente todos os alimentos de origem vegetal e/ou animal que néo
tenham sido processados podem veicular E. coli, sendo os alimentos crus, especialmente os de
origem animal (ex. leite ndo pasteurizado) potencialmente contaminados, podendo causar
infeccbes do trato urinario e, quando na producdo de toxinas causar doencas de origem
alimentar graves (ALVES, 2012; TORTORA, FUNKE e CASE, 2017).
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4. MATERIAL E METODOS

As nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs-ZnO) e as microcépsulas de vidro dopadas
com zinco idnico (MCs-Zn) foram cedidas pela Kher Group e os pellets de Ecoflex® pela

BASF.

A metodologia experimental empregada no referido estudo foi organizada em uma
sequéncia de etapas conforme é apresentado na Figura 5. Cada etapa, presente na Figura 5,

seré detalhada a seguir.

Figura 5 - Fluxograma de trabalho
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Fonte: Elaboracéo propria.



4.1 Caracterizacdo dos aditivos antimicrobianos (NPs-ZnO e MCs-Zn) e do polimero
biodegradavel Ecoflex®

As NPs-ZnO e as MCs-Zn foram caracterizadas quanto a sua morfologia por
microscopia eletronica de varredura com canhdo de campo de emissao e quanto sua atividade
antimicrobiana por difusdo em meio solido a partir de orificio. J4, os pellets do polimero
biodegradavel Ecoflex® foram caracterizados através de suas propriedades térmicas por meio
dos ensaios de termogravimetria e por calorimetria diferencial de varredura. Na sequéncia

serdo apresentadas as técnicas de caracterizagfes de forma mais detalhada.

4.1.1 Caracterizacdo morfolégica dos aditivos antimicrobianos (NPs-ZnO e MCs-Zn)

Uma amostra de cada aditivo foi analisada morfologicamente atraves da microscopia
eletrénica de varredura com canh@o de campo de emissdo (MEV-FEG), a fim de verificar a
estrutura dos aditivos antimicrobianos, e determinar o tamanho e formato dos mesmos. Os
ensaios morfolégicos foram realizados em equipamento de MEV-FEG (modelo Tescan) no

laboratério de polimeros-LPOL da Universidade de Caxias do Sul — UCS.

4.1.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana das NPs-ZnO e das MCs-Zn

A técnica de difusdo em meio sélido a partir de orificio foi utilizada a fim de verificar
a atividade antimicrobiana das NPs-ZnO e das MCs-Zn antes de adiciona-las a matriz
polimérica. Esta técnica foi realizada conforme as recomendac@es do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012).

Os ensaios foram realizados utilizando-se 0s microrganismos Staphylococcus aureus
(ATTCC 25923) e Escherichia coli (ATTCC 8739) conservados em um eppendorf contendo
glicerina a aproximadamente -10 °C. As suspensdes bacterianas foram cultivadas em caldo
Brain Heart Infusion (BHI, marca Himedia) e encaminhadas para estufa bacterioldgica
(marca Quimis, modelo Q316mb5) a temperatura de 37+1 °C por um periodo de 24 h.

Apos decorrido este periodo, fez-se necessario isolar algumas colénias bacterianas
afim de garantir que a absorbancia lida no espectrofotbmetro seja Unica e exclusivamente
referente a concentracdo de microrganismos. Para tal verteu-se Mueller Hinton (marca Merck)
em uma placa de petri e deixou-se solidificar. Com o auxilio de um swab (marca Absorve)

retirou-se uma aliquota da suspensdo bacteriana que foi colocada sobre o meio de cultura.
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Com uma alca de Drigalski essa aliquota foi espalhada de modo a obter o isolamento de
algumas colénias, essas placas foram levadas para a estufa bacterioldégica a uma temperatura
de 37£1 °C por um periodo de 24 h.

Utilizando-se uma alga descartavel retiraram-se algumas coldnias bacterianas que
foram colocadas em &gua salina estéril (0,85%), ajustadas até que se obtivesse uma
concentracdo de 10® UFC.mL™. Para tal, utilizou-se um espectrofotdmetro (marca Bel
photonics, modelo 1105) no comprimento de onda de 619 nm, sendo que para se obter tal
concentracdo de microrganismos a absorbancia lida no equipamento estava entre 0,08 e 0,1.

Verteu-se meio de cultura 4gar Mueller Hinton nas placas de petri (90x15 mm)
deixando solidificar. Os microrganismos de interesse foram semeados em forma de estrias
sobre o &gar pela técnica de plagueamento em superficie com o auxilio de um swab,
realizando-se a semeadura em trés direcGes garantindo a total deposicdo dos mesmos. Em
cada placa, foram feitos trés orificios equidistantes, utilizando-se uma ponteira de 1000 pL,
com didmetro de aproximadamente 8 mm, sendo depositado em cada orificio
aproximadamente 0,10 g de NPs-ZnO e tambem de MCs-Zn, separadamente.

Em cada tampa das placas de petri fixou-se um papel filtro autoclavado para evitar que
goticulas de &gua gotejassem sobre o agar, prejudicando a visualizacdo do halo de inibicao.
As placas foram incubadas a 37+1 °C na estufa bacteriolégica por 24 h e, apds decorrido este
tempo, o halo de inibicdo de crescimento microbiano formado foi mensurado, com auxilio de
uma régua milimétrica, sendo este ensaio realizado em triplicata. A Equacdo 1 apresenta o
calculo do halo de inibicéo.

Halo de inibicdo = D4 — Dj, 1)

Onde:

Dex: didmetro externo formado pela acdo do agente antimicrobiano sobre 0s microrganismos
(mm)

Din: didmetro ocupado pelo agente antimicrobiano (mm).

O esquema representativo da técnica de difusdo em meio solido a partir de orificio
pode ser observado na Figura 6. Os ensaios microbiologicos foram realizados no laboratorio
de Microbiologia de Alimentos da Universidade Comunitaria de Chapecé — Unochapec6. Os
resultados foram submetidos ao teste de Tukey de modo a avaliar a existéncia de diferencas
significativas ao nivel de significancia 5% (p < 0,05) utilizando o software Statistica® 7.0
(StatSoft®, USA).
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Figura 6 - Esquema ilustrativo do ensaio experimental da técnica de difusdo em meio sélido a
partir de orificio

-~

Tl
[ 10%UFC.mL-!
A4

Fonte: Elaboracéo propria.

4.1.3 Analises térmicas do polimero biodegradavel

Uma amostra dos pellets do polimero biodegradavel Ecoflex® foi caracterizada por
Termogravimetria (TGA) e por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). A partir destas
analises foi possivel avaliar o perfil de decomposicdo térmico e as temperaturas
correspondentes a fusdo e cristalizacdo deste material.

A Analise Termogravimétrica foi realizada utilizando-se um  Analisador
Termogravimétrico (marca Shimadzu, modelo TGA 50). As analises foram efetuadas sob
atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL.min™ e velocidade de aquecimento 10 °C.min™.
Os ensaios de TGA foram realizados no laboratorio de polimeros-LPOL da Universidade de
Caxias do Sul — UCS.

As analises de DSC foram realizadas em um Analisador Termogravimétrico (marca
Shimadzu, modelo DSC 50), utilizando-se 10,9 mg de material polimérico, num intervalo de
temperatura de 25 °C a 250 °C com taxa de aquecimento de 10 °C.min™ e atmosfera inerte de
nitrogénio de alta pureza com vazdo de 50 mL.min™. Foram obtidos termogramas durante o
aquecimento e resfriamento do polimero Ecoflex®. Levou-se em consideracdo apenas o
segundo aquecimento, para garantir que toda a histdria térmica oriunda do processamento do
material fosse destruida pelo primeiro aguecimento. Os ensaios de DSC foram realizados no

laboratdrio de polimeros-LPOL da Universidade de Caxias do Sul — UCS.
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4.2 Obtencdo dos filmes poliméricos com diferentes concentracdes de aditivos

antimicrobianos

Os aditivos antimicrobianos, NPs-ZnO e MCs-Zn, foram secos em estufa (marca Cid,
modelo 311 cg), sob temperatura de 70 °C durante 1 h. Tanto as NPs-ZnO quanto as MCs-Zn
foram misturadas manualmente com os pellets de Ecoflex® nas concentraces de 1 e 2%
(m/m), até a completa homogeneizacdo.

Apds homogeneizagdo prévia, o processamento foi realizado em uma extrusora
industrial monorosca de baldo (marca Oryzon), que possui sete zonas de aquecimento, sendo
as quatro primeiras mantidas a 130 °C e as demais a 145 °C. A velocidade de rotacdo foi de
85 rpm. Os pardmetros de extrusdo foram baseados na ficha técnica do polimero
biodegradavel (Anexo 1) e no ensaio de TGA. A Figura 7 mostra o esquema representativo do

processo de extrusao.

Figura 7 - Esquema representativo do processo de extrusao dos filmes polimeéricos: a)
alimentacéo, b) rosca, zonas de aquecimento e canh&o, c) cabecgote e matriz, d) sopro, €)
estiramento do baldo e f) bobinamento do filme

Fonte: Adaptado PAOLLI, 2008.

Os pellets de Ecoflex® juntamente com as NPs-ZnO em diferentes concentracdes
foram colocados na extrusora através do funil de alimentacdo. A rosca e as zonas de
aquecimento fazem com que o polimero se funda e seja direcionado para o cabecote. O filme
polimérico toma forma através de um baldo de sopro, sendo que nesta etapa se regulou a
espessura em torno de 0,03 mm. Os rolos de recolhimento servem para recolher o filme que

foi enrolado em uma bobina. O mesmo procedimento foi utilizado para obtengdo dos filmes
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poliméricos aditivados com as MCs-Zn, e também com uma amostra de filme polimérico sem
nenhum aditivo. Os filmes poliméricos foram processados no laboratério de polimeros da
Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL.

4.3 Caracterizagao dos filmes poliméricos

Os filmes poliméricos obtidos nas diferentes concentracdes de NPs-ZnO e MCs-Zn, e
sem aditivos, foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana pelo ensaio de difusdo em
meio s6lido e pelo ensaio de curva de morte; quanto as propriedades mecanicas os filmes
foram avaliados por meio de ensaios de tracdo; quanto as propriedades térmicas por ensaios
de DSC. Ainda realizaram-se ensaios de liberacdo de zinco dos filmes formados, em solugéo
aquosa e também avaliou-se a biodegradacdo dos filmes com e sem aditivo em solo. Os

procedimentos sdo detalhados a seguir.

4.3.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes poliméricos obtidos, atraves do ensaio

de difusdo em meio solido

A atividade antimicrobiana dos filmes poliméricos de Ecoflex® aditivados com 1 e 2%
(m/m) de NPs-ZnO e os filmes poliméricos de Ecoflex® aditivados com 1 e 2% (m/m) de
MCs-Zn, foi testada de acordo com o ensaio de difusdo em meio sélido conforme ja descrito
no item 4.1.2, porém neste caso nado foi feito orificio no agar, sendo que uma amostra de cada
filme foi disposta sobre 0 mesmo em cada placa. Os filmes foram cortados em circulos com
diametro de 20 mm. O controle negativo foi o filme polimérico de Ecoflex® puro, ou seja,
sem adicdo de aditivos. Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado foi analisado
através da presenca ou auséncia de halo de inibicdo de crescimento microbiano em torno do

filme. Quando necessario, a Equacao 1 foi utilizada para o calculo do halo de inibicéo.

4.3.2 Curva de morte bacteriana

O ensaio de curva de morte bacteriana foi realizado, para todos os filmes poliméricos
obtidos, conforme metodologia descrita pela norma japonesa JIS Z 2801-10 com algumas
modificagdes. As suspencOes bacterianas de S. aureus e E. coli foram cultivadas em caldo
BHI durante 24 h a 37+1 °C e ap0s ajustadas em agua salina 0,85% para uma concentragéo de

10* UFC.mL™ utilizando um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 619 nm, sendo
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que para se obter tal concentracdo de microrganismos a absorbéncia lida no equipamento
estava entre 0,040 e 0,049.

O preparo da amostra consistiu na adi¢do de 40 pL da suspensdo bacteriana a cada
corpo de prova (que consistia numa amostra de filme polimérico nas medidas de 4x4 cm) e
adicdo de 1 mL de agua salina 0,85% ao redor de cada um destes, a fim de manter a umidade
do ambiente propicia ao crescimento bacteriano, sendo que cada corpo de prova foi colocado
individualmente em uma placa de petri. Uma laminula de vidro estéril era colocada sobre cada
corpo de prova a fim de espalhar a aliquota de bactérias por toda e extensdo dos mesmos. As
placas foram entdo, encaminhadas & estufa bacterioldgica a 37+1 °C. A anélise foi realizada
nos tempos de O, 1, 2, 3, 6 e 24 h. Em cada tempo retirou-se uma amostra da estufa
bacteriologica e, esta foi inserida em um saco de stomacher (marca Nazco whirl-pak)
juntamente com 10 mL de agua salina 0,85% e, entdo homogeneizada por aproximadamente
1 min (amostra 10%). Com uma pipeta coletou-se 1 mL do lavado que foi transferido para um
tubo de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina 0,85%, sendo essa caracterizada como a
diluicdo 10, desta retirou-se 1 mL que foi transferido para outro tubo de ensaio contendo
9 mL de 4gua salina 0,85%, caracterizando a diluicdo 107

Retirou-se 0,1 mL do saco de stomacher, e das respectivas diluicbes que foram
semeados em profundidade, juntamente com 7 mL caldo Mueller Hinton. As placas de petri
foram homogeneizadas e incubadas em estufa bacteriologica na posicdo invertida a 371 °C
por um periodo de 24 h. Repetiu-se o procedimento para todos os tempos de analise, sendo
que o ensaio foi realizado em triplicata.

Apos decorridas as 24 h de incubacéo, as placas amostradas foram retiradas da estufa
bacteriolégica para realizacdo da contagem de Unidades Formadoras de Coldnias por cm?
(UFC.cm™), com o auxilio de um contador de col6nias (marca Quimis, modelo Q295B). O

namero de bactérias viaveis por area foi calculado de acordo com a Equacéo 2.

N C«D*V
A

N (2)
Em que:

N: nimero de células viaveis por cmz;

C: Contagem de coldnias (de 30 a 300 UFC.cm™);

D: Fator de diluicdo (adimensional);

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

A: Area superficial da amostra (16 cm?);
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Os resultados foram submetidos ao teste de Tukey de modo a avaliar a existéncia de
diferencas significativas ao nivel de significAncia 5% (p < 0,05) utilizando o software
Statistica® 7.0 (StatSoft®, USA). O esquema representativo do ensaio de curva de morte pode
ser visualizado na Figura 8.

Figura 8 — Esquema representativo da técnica de curva de morte
Inoculo de bactérias (S. qureus e E.coli)

na concentrat;éo de 10° UFC.mL?  Cobrir com laminulas
de vidro estéreis
‘°"L% "1 é\!

Amostras com 16 cm?

Estufa bacteriolégica

% Contagem de colonias 24ha37z1°C

I

Semear em profundidade «—— 01mL+7 ml
e incubar novamente em de Mueller Hinton
estufa bacteriologica

Retirar uma amostra da estufa
bacteriologica e coloca-la em um saco de
stomacher juntamente com 10 mL de agua
salina esténil (0,85%) e homogeneizar por
aproximadamente 1 min

Fonte: Elaboracéo propria.

4.3.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os filmes poliméricos obtidos, com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e 1 e 2% (m/m) de
MCs-Zn, foram submetidos ao ensaio de calorimetria diferencial de varredura (DSC),
conforme descrito no item 4.1.3, com o intuido de analisar se os aditivos alteram as
propriedades térmicas do polimero biodegradavel, principalmente em termos de

cristalinidade.
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4.3.4 Ensaio mecanico de tracao

Os filmes poliméricos obtidos foram submetidos ao ensaio mecanico de tracdo de
acordo com a ASTM D-882-10, sendo o corpo de prova apresentado na Figura 9. Com esse
ensaio obteve-se dados como tensdo maxima, tensdo de ruptura, deformagdo e modulo de
elasticidade.

Figura 9 - Esquema representativo dos corpos de prova para a realizagdo do ensaio mecénico

de tracédo
_ . .
10 mm 20 mm
la 30?]1]111 ol +
™ g
|« >
! 70 mm !

Fonte: Elaboracéo propria.

Os ensaios mecénicos foram realizados no equipamento universal de testes mecanicos
(marca Shimadzu, modelo AG-X plus) com célula de carga de 100 kN, conforme mostra a
Figura 10. Estes ensaios foram realizados no laboratério de analises mecanicas da
Universidade Comunitéria da Regido de Chapecd — Unochapeco.

Figura 10 - Equipamento universal de testes mecanicos

Fonte: Elaboracéo propria.
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Os ensaios foram realizados com doze réplicas para cada filme, sendo que os
parametros de tensdo méaxima, tensdo de ruptura, deformacdo e modulo de elasticidade
apresentados fazem referéncia a média aritmética dos ensaios, retirando as amostras que
apresentaram maior desvio padrdo amostral. Os resultados das analises mecénicas foram
submetidos ao teste de Tukey de modo a avaliar a existéncia de diferencas significativas ao
nivel de significancia 5% (p < 0,05) utilizando o software Statistica® 7.0 (StatSoft®, USA).

4.3.5 Estudo de liberacdo de compostos de zinco em meio aquoso

A fim de verificar se ocorre ou ndo a migracdo e/ou liberacdo de 6xido de zinco e
zinco i6nico dos filmes poliméricos em solucdo aquosa, realizou-se o teste de liberacdo de
metais em agua ultrapura seguindo a Resolucdo n°® 105, de 19 de maio de 1999 da ANVISA,
sendo este um método capaz de determinar qualitativamente e quantitativamente a presenca
de metais em solugédo aquosa (BRASIL, 1999).

As amostras dos filmes poliméricos preparados com Ecoflex® sem aditivos e Ecoflex®
com diferentes concentragdes de NPs-ZnO e MCs-Zn foram imersas em 300 mL de agua
ultrapura de tal forma que a relacdo area de material de contato/volume de &gua
compreendesse 2 cm?>.mL™?, com uma superficie de contato de aproximadamente 600 cm?
(somatoria de todas as superficies postas em contato com a agua ultrapura), conforme descrito
na Resolucao n° 105, de 19 de maio de 1999 da ANVISA.

Para embalagens de alimentos com tempo prolongado de contato (tempo maior de
24 h) a Resolugdo preconiza que o ensaio de liberacdo seja realizado nas temperaturas de 5 e
40 °C, sendo gue para se atingir essas temperaturas as amostras foram acondicionadas em uma
estufa incubadora DBO — Demanda Bioquimica de Oxigénio (marca Quimis) e estufa (marca
Quimis). Trés aliquotas de 10 mL cada, foram coletadas em 0 e 10 dias de ensaio, e
armazenadas a uma temperatura de aproximadamente 7 °C, envoltas por papel aluminio. Apo6s
cada coleta, o volume de 30 mL de agua ultrapura era reposto para que ndo houvesse
diferenca de volume com o passar dos dias de analise.

Para a leitura das mesmas foi necessario acidificar cada aliquota para que o0s
compostos de zinco ndo precipitassem, mascarando o resultado real. Utilizou-se uma solucéo
de HCI 0,5 mol.L™ (marca Vetec) para acidificar as mesmas, sendo que as amostras que
continham NPs-ZnO foram acidificadas até atingir pH em torno de 3 e as amostras contendo
MCs-Zn foram acidificas até atingir pH abaixo de 0,8. Estes valores foram determinados em

ensaios prévios, onde diversos pHs acidos foram testados, a fim de verificar qual se
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aproximava mais da concentracdo real das solucdes preparadas com 0,5 ppm de NPs-ZnO e
0,5 ppm de MCs-Zn. As amostras acidificadas em diferentes pHs foram lidas no equipamento
de absorcéo atbmica, sendo que em pH de 3 para as NPs-ZnO o valor lido no equipamento
gque mais se aproximou da concentracdo real, enquanto que para as MCs-Zn em pH de 0,8 o
valor foi mais proximo.

As amostras foram submetidas a analise no espectrémetro de absorcdo atbmica (marca
Perkin Elmer, modelo Analyst 800 AAS) pelo método de chama no laboratério de Tecnologia
Ambiental da Universidade Comunitaria de Chapec6 — Unochapecd. As analises foram
realizadas em duplicata em funcéo da grande quantidade de filme requerida para se obter os

600 cm? de superficie de contato.

4.3.6 Ensaio de biodegradacédo dos filmes polimeéricos

Com a finalidade de avaliar se a adicdo das NPs-ZnO e das MCs-Zn afetam a
biodegradacdo do filme de Ecoflex®, foram realizados testes conforme as normas da
Americam Society for Testing and Materials (ASTM) D-5988-12 (Standard Test Method for
Determining Aerobic Biodegradation of Plastic Materials in Soil) e ASTM D 5338-03
(Standard test method for determining aerobic biodegradation of plastic materials under
controlled composting conditions, incorporating thermophilic temperatures), aliadas com a
metodologia proposta por Mariani (2005) e César (2007) com algumas modificacdes. A

referida metodologia tem como base o teste de respirometria.

4.3.6.1 Caracterizacéo do solo utilizado no ensaio de biodegradacéo

O solo utilizado no ensaio de biodegradacdo foi um solo de floresta, caracterizado
como latossolo, coletado a 10 cm de profundidade da camada superficial na cidade de
Chapecd/SC no més de outubro de 2016.

Este solo foi peneirado para uma granulometria de 2 mm e encaminhado para
caracterizacdo nos laboratérios de analise de solos da Unochapec6 e EPAGRI (Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina) apresentando as seguintes
especificacdes: umidade do solo 25,91%, capacidade de retencdo de agua do solo atual 67,7%,
nitrogénio 0,20%, carbono orgénico 1,68% e relacdo C/N de 8. De acordo com César (2007),

residuos que apresentam relacdo C/N maior que 20 tém pequena taxa de mineralizagéo, logo,
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0 solo utilizando durante o ensaio de biodegradagdo no presente trabalho apresenta

caracteristicas desejaveis para tal finalidade.

4.3.6.2 Ensaio de biodegradacdo para os filmes poliméricos obtidos

Porcbes de 200 g de solo foram pesadas e dispostas em recipientes de vidro, com
volume de 3 L, juntamente com os filmes poliméricos (2x2 cm) enterrados na porcao de solo.
O ensaio de biodegradacdo foi realizado com dois filmes poliméricos aditivados com
NPs-ZnO (1 e 2%), dois filmes poliméricos aditivados com MCs-Zn (1 e 2%) e com filme
polimérico sem aditivo. Trés recipientes contendo apenas o solo foram usados como branco.
Um snap cap (recipiente de vidro) contendo 10 mL de uma solucdo de NaOH (marca Merck)
0,5 mol.L™ (solucdo captadora de CO,) e outro contendo 30 mL de &gua destilada foram
dispostos dentro dos recipientes de vidro. Um recipiente contendo apenas um snap cap com
NaOH e outro com &gua destilada foi utilizado como controle negativo. Os recipientes de
vidro foram incubados em uma estufa incubadora DBO (marca Dist) a uma temperatura de
28 °C + 2 °C e na auséncia de luz.

Para garantir que a umidade do solo ficasse acima de 60% durante todo o experimento,
apos decorridos 30 dias adicionou-se 2 mL de agua destilada no solo a cada 6 dias, sendo este
procedimento realizado até os 90 dias de ensaio.

A cada 3 dias os recipientes de vidro eram retirados da estufa DBO, colocados sobre
uma bancada e a reacdo entre 0 NaOH e o CO, era paralisada através da adi¢do de 1 mL de
uma solugo de BaCl, 0,5 Mol.L™ (marca Dindmica). Em seguida os snap caps eram retirados
de dentro dos recipientes de vidro e o NaOH remanescente que ndo reagiu com o CO; era
titulado com uma solucdo de HCI (marca Vetec) 0,5 Mol.L™, utilizando como indicador a
fenolftaleina. A solucdo de NaOH era reposta nos snap caps, que eram novamente inseridos
nos recipientes de vidro, lacrados com papel filme e levados novamente a estufa incubadora
DBO. Através da relacdo estequiométrica tornou-se possivel calcular a quantidade de CO,
liberada pelo processo de biodegradacdo dos materiais poliméricos, sendo que, quanto maior
os indices deste gas, maior as taxas de biodegradacdo. Para o célculo da quantidade, em

massa, de CO, real produzido, utilizou-se a Equacéo 3.

mco, = (Vyc gasto para titular o branco — Vi gasto para titular a amostra) * 0,5 22 3)
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Na qual:

Mcoz: Massa de CO, produzido no processo de biodegradagédo (mg);
Vuci: Volume de &cido cloridrico gasto na titulagdo (mL);

0,5: Normalidade da solucéo de HCI;

22: Equivalente grama do COs.

Os resultados foram expressos em quantidade normalizada de coldnias bacterianas por
cm’ de amostra, onde se dividiu todos os valores de contagem de col6nias bacterianas pelo
valor da contagem inicial no tempo zero.

Uma amostra de cada filme polimérico, antes de ser submetida ao ensaio de
biodegradacdo foi analisada por microscopia oOtica (MO), utilizando-se um microscopio
(marca Tecnival, modelo Estereomicroscopio Tecnival Binocular SQZDS4BI70) com
aumento de 50 vezes. Apos 90 dias de ensaio de biodegradacdo uma amostra de cada filme
polimérico foi lavada com agua destilada e seca naturalmente e, posteriormente analisadas
novamente por MO.

Os testes de biodegradacao foram realizados em triplicata no laboratorio de produtos
naturais da Universidade Comunitaria de Regido de Chapecé — Unochapeco e a analise de
MO foi realizada no Laboratdrio de Boténica da Unochapecd. Os resultados da biodegradacéo
das amostras foram submetidos ao teste de Tukey de modo a avaliar se houve diferencas
significativas ao nivel de significancia 5% (p < 0,05) utilizando o software Statistica® 7.0
(StatSoft®, USA). O esquema ilustrativo do ensaio de biodegradacdo encontra-se na

Figura 11.
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Figura 11 - Esquema representativo do ensaio de biodegradagéo
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, primeiramente serdo apresentados os resultados da caracterizacao
morfologica e microbiologica dos aditivos antimicrobianos utilizados e os resultados da
caracterizacdo térmica dos pellets do polimero biodegradavel. Na sequéncia apresentar-se-ao
os resultados obtidos, para os filmes poliméricos com e sem aditivos, submetidos aos ensaios
microbioldgicos de difusdo em meio solido e curva de morte, anélise térmica de DSC, analise
mecanica de tracdo, ensaio de liberacdo de zinco em solu¢do aquosa e ensaio de

biodegradacéo.

5.1 Caracterizacdo dos aditivos antimicrobianos (NPs-ZnO e MCs-Zn) e do polimero
biodegradavel Ecoflex®

5.1.1 Caracterizacdo morfoldgica dos aditivos antimicrobianos (NPs-ZnO e MCs-Zn)

As imagens de superficie das NPs-ZnO e das MCs-Zn, obtidas pelo microscopio
eletrénico de varredura com canhdo de campo de emissdo (MEV-FEG), sdo apresentadas na
Figura 12. A Figura 12 (a) apresenta as NPs-ZnO com ampliacdo de 100.000 vezes e a Figura
12 (b) as MCs-Zn com ampliagédo de 50.000 vezes.

Figura 12 — Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura com canhdo de campo de
emissdo (MEV-FEG) para o agente antimicrobiano (a) NPs-ZnO com ampliacdo de 100k
vezes e (b) MCs-Zn com ampliacdo de 50k vezes

SEM HV: 5.0 kV WD: 3.02 mm
SEM MAG: 100 kx Det: InBeam
View field: 2.77 ym  Date(m/dly): 10/17/15

SEM HV: 20.0 kV WD: 8.71 mm
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5 pm
View field: 27.7 ym  Date(m/dly): 11/17/15
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E possivel verificar através da Figura 12 (a), que as NPs-ZnO possuem formato de
bastdes com didmetro médio de aproximadamente 20 nm e com diferentes comprimentos que
podem atingir valores de até 200 nm. Em algumas situacGes é possivel observar a formacéo
de pequenos aglomerados, que segundo Dantas et al. (2016), refere-se a adesdo das
nanoparticulas entre si por forcas de atracdo fracas como as de Van der Waals, as quais sdo
significativamente maiores em nanoparticulas. Pela Figura 12 (b), observa-se que as MCs-Zn,
possuem tamanho variando de 1 pm a 10 um e com formatos irregulares. De acordo com
Kirschner (2016), a presenga de faces lisas nas particulas indica que as microcapsulas sdo
cristalinas e, que estas sdo constituidas por compostos de silica e de alumina distribuidos
uniformemente e ainda, que contém especies de zinco intercaladas e distribuidas na sua

estrutura.

5.1.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana das NPs-ZnO e das MCs-Zn

A Figura 13 apresenta os resultados microbiolégicos, do teste de difusdo em meio
solido a partir de orificio, para as NPs-ZnO, frente a bactéria S. aureus, Figura 13 (a), E. coli,
Figura 13 (b), e para as MCs-Zn, frente a S. aureus, Figura 13 (c) e E. coli, Figura 13 (d).

Figura 13 - Resultados dos testes de difusdo em meio sélido a partir de orificio para as
NPs-ZnO e MCs-Zn. (a) NPs-ZnQO/S. aureus, (b) NPs-ZnO/E. coli, (c) MCs-Zn/S. aureus, (d)
MCs-Zn/E. coli
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A Tabela 2 apresenta os valores médios do halo de inibigdo através do teste de difusdo
em meio solido a partir de orificio para as NPs-ZnO e as MCs-Zn frente as bactérias S. aureus
e E. coli.

Tabela 2 - Valores médios + desvio padrdo amostral do halo de inibi¢cdo a partir do teste de
difusdo em meio sélido para as NPs-ZnO e as MCs-Zn frente as bactérias S. aureus e E. coli

Valores médios do halo de inibi¢cdo (mm)

Amostras -
S. aureus E. coli
NPs-ZnO 7,3+0,6% 2,0+1,0°
MCs-Zn 7,0+1,0% 4,742 17

~* Letras minUsculas iguais representam que nao ha diferencas significativas entre colunas (p<0,05)

Através da Figura 13 e da Tabela 2, observa-se a presenca de um efeito antibacteriano
para ambos os aditivos frente as duas estirpes bacterianas testadas. E possivel constatar que,
tanto para as NPs-ZnO quanto para as MCs-Zn, os maiores halos de inibi¢cdo s&o observados
para a bactéria gram-positiva S. aureus, fato este ja esperado, pois de acordo com Mufioz-
Bonilla e Ferndndez-Garcia (2012), as células bacterianas gram-positivas possuem apenas
uma camada exterior, o que facilita a penetracdo de moléculas externas, promovendo a
interacdo com a membrana citoplasmatica e tornando-as mais frageis, quando comparadas as
células bacterianas gram-negativas. Estas possuem uma membrana adicional com uma
estrutura de bicamada fosfolipidica, responsavel pela protecdo da membrana citoplasmica
interior, em maior grau, 0 que promove maior resisténcia a essa classe de bactérias,
justificando a ocorréncia de um halo menor para E. coli.

Resultados semelhantes foram encontrados por Premanathan et al. (2011), que
avaliaram a atividade antibacteriana de NPs-ZnO contra bactérias gram-negativas, E. coli e
P. aeruginosa, bem como contra a bactéria gram-positiva S. aureus, sendo que o efeito foi
mais pronunciado contra a bactéria gram-positiva do que contra as bactérias gram-negativas,
tal como no presente estudo.

Ainda, outra explicacdo para o aumento da resisténcia de E. coli quando comparado ao
S. aureus é devido a diferenca na polaridade da membrana celular, uma vez que a membrana
do S. aureus tem carga negativa menor quando comparado ao E. coli (SONOHARA
et al., 1995). De acordo com Gordon et al. (2011), isto permitiria uma maior penetracao de
radicais livres, tais como radicais hidroxila, superdxido e ions peréxido causando danos e
morte celular em S. aureus para concentragdes abaixo da necessaria para provocar 0 mesmo

efeito em E. coli.
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Além disso, varios fatores podem afetar a atividade antimicrobiana, entre os quais o
tamanho das nanoparticulas e, desta forma, a area de superficie, bem como a sua atividade em
sinergia com outros agentes antimicrobianos (ESPITIA et al., 2012). Quando comparados 0s
diferentes aditivos antimicrobianos frente & mesma bactéria, observa-se através da analise
estatistica que ndo houve diferenca significativa entre ambos. Ou seja, um efeito
antimicrobiano muito semelhante é observado para as NPs-ZnO e MCs-ZnO quando estudada

a mesma estirpe bacteriana.

5.1.3 Analises térmicas do polimero biodegradavel

Os pellets do polimero biodegradavel Ecoflex® foram submetidos & caracterizagdo
térmica pelas técnicas de Analise Termogravimétrica (TGA) e por Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC). A partir destas analises foi possivel avaliar o perfil de decomposicédo
térmico do material polimérico em estudo. O termograma da analise bem como sua derivada
para os pellets de Ecoflex® séo apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Termograma de TGA e Diferencial do termograma de TGA para o Ecoflex®
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Conforme apresentado na Figura 14, verifica-se uma reducéo significativa na massa do
polimero, a qual se inicia na temperatura aproximada de 320 °C, estendendo-se até a
temperatura de aproximadamente 430 °C. Nesta faixa de temperatura ocorre uma severa

degradacdo térmica do material, com perda de aproximadamente 90% da massa do mesmo.
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Zehetmeyer (2016) encontrou resultados semelhantes aos do presente estudo, sendo que a
degradacéo/decomposicdo iniciou na temperatura proxima de 320 °C e terminou em torno de
490 °C, apresentando mais de 90% de perda de massa. Vieira (2010), também encontrou
resultados semelhantes ao do presente estudo, onde a degradacéo do Ecoflex® iniciou em uma
temperatura aproximada de 300 °C e se estendeu até a temperatura de 485 °C.

De acordo com Ibrahim et al. (2011), o Ecoflex® apresenta dois principais estagios de
degradacdo, em que o primeiro ocorre entre temperaturas de 340 e 400 °C, que pode ser
devido a decomposicdo maxima do co-poliéster alifatico acido adipico e 1,4-butanodiol, ja o
segundo estagio ocorre em torno da temperatura de 600 °C, com a decomposi¢cdo do co-
poliéster aromatico acido tereftalico. Logo, durante o processamento térmico deste material
polimérico, recomenda-se que a temperatura ndo ultrapasse os 320 °C, pois nesta temperatura
inicia-se a degradacdo térmica do material, comprometendo a estrutura do mesmo.

A Figura 15 mostra a curva de calorimetria diferencial de varredura (DSC) da segunda
rampa de aquecimento para o material polimérico comercial Ecoflex® e também a curva de

resfriamento.

Figura 15 — Termograma de DSC para o Ecoflex® com as curvas de aquecimento e de
resfriamento
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Conforme observado na Figura 15, na curva do segundo aquecimento, é possivel

verificar que na temperatura de aproximadamente 126,45 °C ocorre uma transigdo de primeira
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ordem, na qual a energia gasta é utilizada para realizar a fusdo do material polimérico, estando
este de acordo com o apresentado na ficha técnica do Ecoflex® fornecida pela BASF, que é na
temperatura de 110 a 120 °C. Zehetmeyer (2016) desenvolveu embalagens ativas de
PBAT/nisina e verificou que a temperatura de fusdo do PBAT puro foi de 125,4 °C, estando
de acordo com a encontrada no presente estudo. Vaccioli (2015) obteve através da andlise de
DSC a temperatura de fusdo do Ecoflex® de 119,7 °C, também estando proxima ao valor
encontrado no presente estudo.

Através da Figura 15, verifica-se que quando o material é resfriado, na temperatura de
aproximadamente 43 °C, ocorre outra transicdo na estrutura do material, sendo esta
caracterizada como uma cristalizacdo, referente ao pico de fusdo apresentado na curva do
segundo aquecimento. Pinheiro (2012) obteve uma temperatura de cristalizacdo para o
Ecoflex® de 42 °C, muito semelhante ao obtido no presente estudo. Alguns trabalhos como o
de Vieira (2010) e Kuchnier (2014), obtiveram valores mais altos de temperatura de
cristalizacdo, sendo 56 °C e 81 °C, respectivamente. Este fato € justificado devido a
sensibilidade deste polimero a taxa de resfriamento.

Pellicano (2008) verificou que utilizando-se diferentes taxas de aquecimento e
resfriamento os valores de temperatura de fusdo e cristalizagdo sdo alterados para o Ecoflex®,
sendo que a temperatura de cristalizacdo € mais afetada pela variacdo destes parametros.
Quando utilizou uma taxa de aquecimento de 20 °C.min™ e taxa de resfriamento de
80 °C.min™ os valores de temperatura de fusdo e cristalizacdo foram de 120,4 e 29,8 °C,
respectivamente. Para a taxa de aquecimento e resfriamento de 10 °C.min* os valores de
temperatura de fusdo e cristalizacdo foram de 121,5 e 42,4 °C, respectivamente. Logo, pode-se
constatar que a temperatura de fusdo é pouco afetada por diferentes taxas de aquecimento,
entretanto a temperatura de cristalizacdo sofre mudancas significativas, dependendo da taxa

de resfriamento utilizada.

5.2 Resultados das caracterizacdes dos filmes poliméricos biodegradaveis obtidos com

diferentes concentragdes dos aditivos antimicrobianos

Uma imagem dos diferentes filmes poliméricos obtidos é apresentada na Figura 16,
em que a Figura 16 (a) mostra os filmes aditivados com 1 e 2% (m/m) das NPs-ZnO e do
filme sem aditivo, e a Figura 16 (b) apresenta os filmes aditivados com 1 e 2% (m/m) das

MCs-Zn e do filme sem o aditivo.
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Figura 16 - Filmes poliméricos biodegradaveis com diferentes concentracoes de (a) NPs-ZnO
e (b) MCs-Zn

Conforme pode ser observado, pela Figura 16, houve uma varia¢do na opacidade dos
filmes poliméricos obtidos na presenca dos diferentes aditivos antimicrobianos. Porém, sdo

necessarias caracterizacOes especificas para determinar a real diferenca entre os filmes.

5.2.1 Analises microbiol6gicas dos filmes poliméricos obtidos com os diferentes aditivos

antimicrobianos e sem aditivo

Com o intuito de comprovar que o Ecoflex® por si s6 ndo é um agente antimicrobiano
e que 0s agentes capazes de promover a inibi¢cdo ou morte celular sdo os aditivos NPs-ZnO e
MCs-Zn, o teste de difusdo em meio sélido foi realizado para o filme de Ecoflex® puro, ou
seja, sem a adicdo das NPs-ZnO e das MCs-Zn, para as bactérias S. aureus e E. coli, 0s
resultados sdo apresentados na Figura 17 (a) e Figura 17 (b), respectivamente.

Figura 17 - Resultados dos testes de difusdo em meio sélido para o filme de Ecoflex® puro
frente a (a) S. aureus e (b) E. coli
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Através da Figura 17, pode-se verificar que o Ecoflex® puro ndo apresentou atividade

antimicrobiana para as bactérias estudadas, pois ndo houve a formagdo de halo e, consequente
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inibicdo ou morte das bactérias, S. aureus e E. coli. Este resultado ja era esperado visto que o
polimero estudado ndo apresenta em sua composicao aditivos antimicrobianos.

Quando adicionadas em diferentes matrizes, espera-se que as NPs-ZnO e as MCs-Zn
sejam capazes de se difundir e migrar até a superficie da matriz e da superficie da matriz para
0 meio externo e desta forma, manifestar um comportamento antimicrobiano analogo ao que
acontece com as mesmas puras. As Figuras 18 e 19 mostram os resultados para o ensaio de
difusdo em meio sélido para os filmes obtidos com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e para 0s
filmes obtidos com 1 e 2% (m/m) de MCs-Zn, respectivamente, para as bactérias S. aureus e
E. coli.

Figura 18 - Analise microbioldgica a partir do método de difusdo em meio sélido para (a)
Ecoflex® + 1% NPs-ZnO/S. aureus (b) e Ecoflex® + 1% NPs-ZnO/E. coli (c) Ecoflex® + 2%
NPs-ZnO/S. aureus (d) e Ecoflex® + 2% NPs-ZnO/E. coli
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Figura 19 - Analise microbioldgica a partir do método de difusdo em meio sélido para (a)
Ecoflex® + 1% MCs-Zn/S. aureus (b) e Ecoflex® + 1% MCs-Zn/E. coli (c) Ecoflex® + 2%
MCs-Zn/S. aureus (d) e Ecoflex® + 2% MCs-Zn/E. coli

Conforme pode ser observado, pelas Figuras 18 e 19, ndo houve a formacéo do halo de
inibicdo para nenhum dos filmes obtidos. Isso se deve, provavelmente, ao fato de que nédo
ocorreu a difusdo e/ou migracdo do composto antimicrobiano da superficie do filme para o
meio externo. Ainda, a atividade antimicrobiana depende fortemente da distribuicdo dos
agentes antimicrobianos na matriz polimérica, sendo que se esta ndo ocorrer de forma
homogénea, as mesmas estardo distribuidas aleatoriamente nos filmes, prejudicando sua
atividade (CHANG et al., 2014).

Um resultado semelhante foi obtido por Souza (2015b), que submeteu filmes de PEBD
e PEBDL-AM (Anidrido Maleico), aditivados com diferentes concentracdes de NPs-ZnO ao
teste de difusdo em meio sélido para S. aureus, S. typhimurium, P. aeruginosa e B. cereus,
ndo observando a formacédo de halo de inibi¢do, concluindo que os resultados obtidos sugerem

que as NPs-ZnO ficaram aprisionadas no interior da matriz polimérica, ndo permitindo o
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contato com 0s microrganismos e, portanto, ndo pronunciando o potencial efeito
antimicrobiano das NPs-ZnO.

Com relagdo as microcadpsulas de vidro, Santos et al. (2014) comentam que as
particulas de vidro sdo relativamente grandes, inertes a rea¢des quimicas e apolares, e quando
dispersas no volume de uma matriz polimérica, as particulas de vidro tém grande dificuldade
em difundir para a superficie do polimero. Porém, o teste de difusdo em meio sélido ndo é
suficiente para verificar a atividade antimicrobiana de filmes poliméricos aditivados com
NPs-ZnO e MCs-Zn. A normativa que regulamenta a atividade antimicrobiana de produtos
antimicrobianos € JIS Z 2801-10, a partir do teste de curva de morte.

As Figuras 20 e 21 apresentam os resultados microbioldgicos de curvas de morte para
as bacterias S. aureus e E. coli, respectivamente, obtidos para os filmes poliméricos de
Ecoflex® aditivados com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO. O filme polimérico de Ecoflex® puro, ou
seja, sem adicdo do aditivo, também foi submetido ao ensaio de curva de morte, sendo este a
contraprova (branco). Os resultados sdo expressos em quantidade normalizada de colnias
bacterianas por cm? de amostra.

Figura 20 - Curva de morte para a bactéria S. aureus obtida com os filmes poliméricos de
Ecoflex® aditivados com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e para o filme polimérico Ecoflex® sem a

adicdo de NPs-ZnO
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Como pode ser observado na Figura 20, ambos os filmes poliméricos apresentaram

atividade antimicrobiana contra a bactéria S. aureus. Verifica-se que para a maior
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concentracédo de aditivo (2% m/m), a partir de 6 h de contato dos microrganismos com o filme
polimérico, houve 100% de morte das bactérias. Para o filme polimérico aditivado com 1%
(m/m) de NPs-ZnO, a reducdo foi de 99,7% de células bacterianas, em um tempo de 24 h.

Verificou-se um grande desvio padrdo amostral no filme polimérico aditivado com 1%
de NPs-ZnO, devido provavelmente a eliminacdo ndo uniforme dos microrganismos na
superficie do filme, causada pela formacdo de grandes regides ausentes de aditivos, devido a
aglomeracdo das NPs-ZnO. Vale ressaltar que para cada tempo de analise foi utilizada uma
amostra de filme polimérico distinta, sendo essa amostra destrutiva, logo, ndo era garantida
uma distribuicio homogénea dos agentes antimicrobianos nos filmes poliméricos em
diferentes tempos de analise, fato este que possivelmente contribui na dispersdo dos
resultados obtidos na curva de morte.

Para o Ecoflex® puro, a quantidade de bactérias apds 24 h de analise é muito
semelhante a quantidade inicial, mostrando que este polimero por si S0 ndo atua como agente
antimicrobiano. Porém, nas primeiras horas de contato das bactérias com o filme polimérico
houve uma reducdo da contagem de celulas bacterianas, possivelmente devido a adaptacéo
das mesmas, que gera um estresse levando algumas células a morte.

Figura 21 - Curva de morte para a bactéria E. coli obtida com os filmes poliméricos de
Ecoflex® aditivados com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e para o filme polimérico Ecoflex® sem
adicdo de NPs-ZnO
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Através da Figura 21, verifica-se que, para a bactéria E. coli, ha uma queda brusca na

quantidade de coldnias bacteriana na primeira hora de contato com o filme, e ap6s 24 h
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atinge-se um percentual de remoc¢do de 77,5% para o filme polimérico aditivado com 1%
(m/m) de NPs-ZnO e 99,1% para o filme aditivado com 2% (m/m) de NPs-ZnO. Com o
resultado da curva de morte em 24 h de contato da bactéria com o filme polimérico aditivado,
verifica-se que o aditivo ndo foi capaz de causar a morte de 100% das células bacterianas. 1sso
deve-se possivelmente a maior resisténcia, ocasionada pela protecdo da membrana
citoplasmatica interior, que esta classe de bactéria apresenta, quando comparada as bactérias
gram-positivas (MUNOZ-BONILLA e FERNANDEZ-GARCIA, 2012).

Kirschner et al. (2017) estudaram a incorporacdo do masterbatch de PEBD/NPs-ZnO
em PAG6 e testaram sua atividade antimicrobiana frente a S. typhimurium e S. aureus. Os
autores verificaram que a atividade antibacteriana é evidente, mas foi observada uma elevada
dispersdo para os valores medidos. A alta dispersdo pode ser associada a uma possivel falta de
homogeneizag¢do na matriz da PA6-PEBD/NPs-ZnO. As nanoparticulas formam aglomerados
e dessa forma a distribuicdo das mesmas fica prejudicada, impossibilitando que a atividade
antimicrobiana seja verificada em toda a extenséo do filme.

As Figuras 22 e 23 apresentam os resultados microbioldgicos de curvas de morte para
as bacterias S. aureus e E. coli, respectivamente, obtidos para os filmes poliméricos de
Ecoflex® aditivados com 1 e 2% (m/m) de MCs-Zn. As Figuras apresentam também a curvas
de morte obtidas para o filme polimérico de Ecoflex® puro, ou seja, sem aditivo, o qual foi
usado como contraprova (branco).

Através da Figura 22, quando avaliada a atividade antimicrobiana do filme polimérico
aditivado com 1% (m/m) de MCs-Zn frente a S. aureus, é possivel verificar que apos 6 h de
contato do filme polimérico com a referida bactéria houve uma reducdo bacteriana
consideravel, sendo que em 24 h ocorre a morte de 100% das coldnias bacterianas. Ja, para o
filme polimérico aditivado com 2% de MCs-Zn, é possivel verificar que apds 1 h de analise
houve a morte de 100% das colbnias bacterianas. O percentual de aditivo € um fator positivo

na reducdo do tempo de morte celular quando avaliada a bactéria S. aureus
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Figura 22 - Curva de morte para a bactéria S. aureus obtida com os filmes poliméricos de
com 1 e 2% (m/m) de MCs-Zn e para o filme polimérico Ecoflex® sem
adicdo de MCs-Zn
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Figura 23 - Curva de morte para a bactéria E. coli obtida com os filmes poliméricos de
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Através da Figura 23, verifica-se que tanto para 1 quanto para 2% de MCs-Zn, apés
24 h de contato do filme polimérico com a bactéria E. coli, 100% da morte celular foi
observada, mostrando-se como potencial agente antimicrobiano. Novamente, o efeito
antimicrobiano foi menor ao longo do tempo para E. coli quando comparado a S. aureus, fato
este ja esperado devido a diferenca na parede celular dessas bactérias. Verificou-se ainda, um
grande desvio padrdo amostral para o filme polimérico aditivado com 1% de MCs-Zn, este
fato deve-se possivelmente a eliminagcdo ndo uniforme dos microrganismos na superficie do
filme.

Kirschner et al. (2017) estudaram a incorporagdo do masterbatch de
PEBD/microcapsulas de vidro dopadas com zinco i6nico em PAG6 e testaram sua atividade
antimicrobiana frente & S. typhimurium e S. aureus. Quando avaliada a atividade
antimicrobiana do masterbatch de PEBD/microcapsulas de vidro dopadas com zinco idnico
em PAG6 frente a S. typhimurium verificou-se que, para 0 maior percentual de masterbatch
(4%) os efeitos antibacterianos foram mais pronunciados. Para S. aureus a analise mostrou
que a PA6-PEBD/microcapsulas de vidro dopadas com zinco i6nico tém excelente atividade
antimicrobiana em ambos os percentuais de masterbatch testados (2 e 4%). Os autores
concluiram que mesmo em pequenos percentuais do masterbatch, o efeito antibacteriano é
significativo frente a S. aureus, sendo um percentual maior necessario para causar 0 mesmo
efeito contra S. typhimurium, corroborando o fato da diferenca na parede celular dessas
bactérias.

Quando submetidos esses resultados, de curva de morte (Figura 21 a 24), a andlise
estatistica, conforme mostra a Tabela 3, verificou-se que, para as nanoparticulas (NPs-ZnO),
ndo houve diferenca significativa com um nivel de confianca de 95% entre a concentracdo de
1 e 2% do aditivo antimicrobianos ap6s 24 h de contato entre os filmes poliméricos e a
bactéria S. aureus, apenas, houve diferenca estatisticamente significava entre o filme de
Ecoflex® puro e os diferentes percentuais de NPs-ZnO. J4 para a bactéria E. coli, verificou-se
que o filme de Ecoflex® puro diferiu estatisticamente dos filmes aditivados com 1 e 2% de
NPs-ZnO e que houve diferenca estatisticamente significativa entre os percentuais de aditivos.

Para as microcapsulas, MCs-Zn, a analise estatistica, Tabela 3, mostra que ha
diferenca significativa entre o filme de Ecoflex® puro e os filmes obtidos com diferentes
percentuais de MCs-Zn apds 24 h de analise e, que ndo ha diferenga estatisticamente
significativa entre os aditivos antimicrobianos. Para a bactéria E. coli, verificou-se que ha

diferenca significativa entre o filme de Ecoflex® puro e os filmes obtidos com diferentes
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percentuais de MCs-Zn apds 24 h de anélise e, que ndo ha diferenca estatisticamente
significativa entre os aditivos antimicrobianos quando testados frente & bactéria gram-
negativa E. coli.

Tabela 3 - Resultados da analise microbioldgica de curva de morte para os filmes poliméricos
de Ecoflex® puro, Ecoflex® com 1 e 2% de NPs-ZnO e Ecoflex® com 1 e 2% de MCs-Zn

S. aureus E. coli
Amostra
Oh 24 h Oh 24 h
Ecoflex® 1,000+£0,059**  1,000+0,020** | 1,000+0,133*" 1,000+0,073*
1% NPs-ZnO 1,000+0,218**  0,003+0,005"® | 1,000+0,319% 0,256+0,020°*
2% NPs-ZnO 1,000+0,255**  0,000+0,000”® | 1,000+0,063% 0,009+0,013%®
1% MCs-Zn 1,000+£0,101**  0,000+0,000”® | 1,000+0,014% 0,000+0,000%®
2% MCs-Zn 1,000+0,158**  0,000+0,000"® | 1,000+0,033* 0,000+0,000°®

~* Letras mailisculas iguais representam que ndo héa diferencas significativas entre colunas e letras mindsculas

iguais representam que nao ha diferencas significativas entre linhas (p<0,05)

Através da andlise estatistica, é possivel dizer que o filme de Ecoflex® puro diferiu
significativamente dos diferentes percentuais de NPs-ZnO e MCs-Zn, quando avaliada a
atividade antimicrobiana frente a S. aureus e E. coli, apos 24 h de analise. Para a bactéria S.
aureus verificou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre nenhum dos
aditivos bem como entre os diferentes percentuais de aditivos avaliados no tempo de 24 h.
Para E. coli, o percentual de 1% de NPs-ZnO diferiu estatisticamente de 2% de NPs-ZnO e 1
e 2% de MCs-Zn no tempo de 24 h.

Logo, para o combate da bactéria gram-positiva S. aureus apds 24 h é indiferente o
aditivo antimicrobiano e o percentual de massa utilizado. Desta forma, pode-se optar pela
menor concentracdo de aditivo que é de 1% (m/m), o que € menos custoso e pelas MCs-Zn,
gue possuem a vantagem de ndo ser obtidas pela tecnologia nano, que possuem um pré-
conceito em torno da sua forma de obtencdo. Para a bactéria gram-negativa E. coli, pode-se
optar também pela utilizacdo de 1% (m/m) de MCs-Zn. Ainda, pode-se dizer que as MCs-Zn
distribuem-se mais uniformemente na matriz polimérica quando comparadas as NPs-ZnO, que
formam aglomerados prejudicando desta forma a atividade antimicrobiana. A atividade
antimicrobiana dos filmes poliméricos aditivados com diferentes percentuais de NPs-ZnO
pode ser prejudicada devido uma possivel aglomeracdo das NPs-ZnO ao longo da matriz
polimérica, que pode promover a formacgéo de clusters localizados em regides especificas das
placas de amostra (KIRSCHNER et al., 2017).
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A Tabela 4 apresenta o percentual de reducdo das referidas bactérias apos 24 h de
contato com os filmes poliméricos aditivados com NPs-ZnO e com MCs-Zn e também do
filme polimérico n&o aditivado, ou seja, do Ecoflex® puro.

Tabela 4 - Porcentagem de reducédo de colnias bacterianas de S. aureus e E. coli apds 24 h de
contato com os filmes poliméricos obtidos

Amostras % de reducdo S. aureus % de reducdo E. coli
Ecoflex® puro 0,0+0,0 21,945,3
Ecoflex® + 1% NPs-ZnO 99,7+0,5 77,5+1,8
Ecoflex® + 2% NPs-ZnO 100,0+0,0 99,1+1,2
Ecoflex®+ 1% MCs-Zn 100,0+0,0 100,0+0,0
Ecoflex®+ 2% MCs-Zn 100,0+0,0 100,0+0,0

A partir da Tabela 4 verifica-se que para o filme de Ecoflex® sem aditivo houve uma
reducdo de 21,9% para o0 ensaio microbiolégico realizado com E. coli, possivelmente devido a
falta de nutrientes e umidade, levando a morte celular. Kirschner et al. (2017) verificaram que
quando avaliado somente a PA6 sem o0 masterbatch, os resultados microbiol6gicos mostraram
que a partir de 400 min a quantidade de ambas as bactérias em estudo decresce, fato este, que
pode ser explicado devido a reducdo da umidade na placa, levando algumas células
bacterianas a morte. Segundo Tortora, Funke e Case (2017) a morte das bactérias ocorre
naturalmente devido a auséncia de nutrientes e agua na superficie suficiente para manter os
microrganismos vivos. Logo, o PA6 sem o masterbatch ndo € capaz de causar a morte das
células bacterinas, estas morrem devido as condi¢cdes do meio ndo serem adequadas para seu
crescimento.

Para os demais casos a quantidade de bactérias se manteve constante apds 24 h,
observando-se um leve decréscimo na fase inicial, periodo este de adaptacdo dos
microrganismos, ou seja, alguns morrem e outros se adaptam e assim apds as 24 h de anélise a
quantidade final de células bacterianas é praticamente igual a quantidade inicial de células

bacterianas.

5.2.2 Resultados da andlise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) dos filmes

poliméricos obtidos

Apoés a obtengdo dos filmes poliméricos realizou-se a caracterizacdo térmica apenas

pelo DSC, sendo o TGA deshecessario em virtude de que os aditivos antimicrobianos nédo
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alteram significativamente a degradagdo térmica quando incorporados a matriz polimérica,
conforme apresentado por Scheibel, Zehetmeyer e Oliveira (2013). Os aditivos
antimicrobianos ndo interagem quimicamente com o polimero apenas fisicamente o que é
mostrado no ensaio de DSC.

Os termogramas de DSC de resfriamento para os filmes poliméricos de Ecoflex® com
1 e 2 % de NPs-ZnO e Ecoflex® com 1 e 2% de MCs-Zn est&o apresentados nas Figuras 24 e
26, respectivamente, e os termogramas de DSC de para 0 segundo aquecimento para os filmes
poliméricos de Ecoflex® com 1 e 2 % de NPs-ZnO e Ecoflex® com 1 e 2% de MCs-Zn esto
apresentados nas Figuras 25 e 27, respectivamente. Ambas as Figuras apresentam também os
termogramas para o filme polimérico de Ecoflex® puro. Esta analise foi realizada a fim de
estudar o efeito dos agentes antimicrobianos no comportamento térmico do Ecoflex®.

Figura 24 - Termograma de DSC de resfriamento para o Ecoflex® puro e Ecoflex® com 1 e
2% (m/m) de NPs-ZnO
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Através da Figura 24 verifica-se a presenca de dois picos exotérmicos distintos
referentes a cristalizacdo dos filmes poliméricos, um em uma temperatura aproximada de 70
°C (denominada Fase 1) e outro na temperatura de 108 °C (denominada Fase 2). Na Fase 1, 0s
picos maiores sdo para os filmes poliméricos aditivados com 1 e 2% de NPs-ZnO. Isso indica
que houve a formacdo de uma maior quantidade de cristais nesses filmes poliméricos quando

resfriados. Logo, pode-se dizer que as NPs-ZnO favorecem a nucleacdo da Fase 1. Os agentes
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nucleantes sdo usados em polimeros justamente para aumentar a taxa de cristalizacdo, ou seja
modificar a temperatura de cristalizacdo. Neste caso, pode-se verificar que a adicdo das
NPs-ZnO deslocou a temperatura de cristalizacdo para temperaturas mais baixas quando
comparado ao polimero sem aditivo. Desta forma, € possivel dizer que as NPs-ZnO
favoreceram a cristalinidade do filme polimérico. Quando comparado os filmes poliméricos
com as diferentes proporgdes de aditivo (1 e 2%), observa-se que praticamente ndo houve
alteracdes de temperatura e na taxa de cristalizacao.

Com relacdo a Fase 2, da Figura 24, observa-se que o pico do filme polimérico
Ecoflex® puro é consideravelmente maior quando comparado aos filmes poliméricos
aditivados com 1 e 2% de NPs-ZnO, liberando uma quantidade de energia maior, em virtude
da maior quantidade de cristais. Ainda, verifica-se que a temperatura de cristalizacdo €
praticamente a mesma para todos os filmes poliméricos obtidos. De acordo com Zehetmeyer
(2016), na presenca de alguns aditivos, tais como antimicrobianos, estes podem reduzir o
espago disponivel para o crescimento dos cristais, reduzindo assim a cristalinidade e
induzindo variac6es nas propriedades térmicas e mecanicas.

Figura 25 — Termograma de DSC para o 2° aquecimento do Ecoflex® puro e Ecoflex® com 1 e

2% (m/m) de NPs-ZnO
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Pode-se observar também, pela Figura 25, que a adicdo de NPs-ZnO alterou a
cristalinidade do Ecoflex®, tornando os filmes poliméricos mais cristalinos na denominada
Fase 1, com uma conformagcéo de cristais diferenciada, devido a largura do pico. A adicéo das

NPs-ZnO ndo altera a temperatura de fusdo dos filmes poliméricos obtidos na Fase 1, sendo
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essa semelhante & do Ecoflex® puro, temperatura de 126,45 °C, porém, observa-se que a
adicdo das mesmas faz com que seja necessaria uma energia maior para que ocorra a fuséo
dos filmes. Fato este, ja esperado, devido a quantidade maior de cristais formados nesta fase,
quando comparado ao Ecoflex® puro, necessitando assim uma maior energia para que ocorra
a fuséo.

Tais resultados podem ser avaliados também atraves dos valores da variacdo da
entalpia obtidos no termograma de resfriamento e de aquecimento, apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de variacdo da entalpia referentes aos picos das fases denominadas 1 e 2
para o resfriamento e aquecimento para o filme polimérico de Ecoflex® puro e para os filmes
poliméricos Ecoflex® com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO

Resfriamento Aquecimento
Amostra
AH (J/g) fase 1 AH (J/g) fase 2 AH (J/g) fase 1  AH (J/g) fase 2
Ecoflex® 6,79 5,11 22,40 21,95
1% NPs-ZnO 13,02 1,07 58,32 -
2% NPs-ZnO 13,02 1,32 74,61 -

Através da Tabela 5, verifica-se que na Fase 1, tanto para o resfriamento como o
aquecimento, a adicdo das NPs-ZnO no filme polimérico aumentou a variacdo da entalpia,
deixando-os mais cristalinos, quando comparado ao Ecoflex® puro. E com relagdo a Fase 2, a
variacdo da entalpia dos picos com aditivo foi menor no resfriamento e deixou de existir no
aquecimento. Ou seja, observa-se que a partir da adicdo de 1 e 2% de NPs-ZnO, o pico que
antes existia para o Ecoflex® puro desaparece na Fase 2, tornando os filmes menos cristalinos.

Scheibel, Zehetmeyer e Oliveira (2013) adicionaram NPs-Ag ao PBAT e verificaram
que houve um leve aumento na temperatura de cristalizacdo, bem como na taxa de
cristalinidade do material com maior porcentagem de carga. Por outro lado, as temperaturas
de fusdo dos nanocompasitos ndo apresentaram variacao significativa.

O mesmo comportamento € observado para os filmes poliméricos aditivados com as
MCs-Zn. Em que os termogramas de DSC de resfriamento e segundo aquecimento sao
apresentados nas Figuras 26 e 27, respectivamente, e os valores da variacdo de entalpia, na
Tabela 6.
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Figura 26 - Termograma de DSC de resfriamento para o filme polimérico Ecoflex® puro e
para os filmes poliméricos Ecoflex® com 1 e 2% (m/m) de MCs-Zn
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Figura 27 — Termograma de DSC para o 2° aquecimento do filme polimérico Ecoflex® puro e
para os filmes poliméricos Ecoflex® com 1 e 2% m/m de MCs-Zn
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Tabela 6 — Valores de variacdo de entalpia referentes aos picos das fases denominadas 1 e 2
para o filme polimérico de Ecoflex® puro e para os filmes poliméricos Ecoflex® com 1 e 2%
(m/m) de MCs-Zn

Resfriamento Aquecimento
Amostra
AH (J/g) fase 1 AH (J/g) fase 2 AH (J/g) fase 1 AH (J/g) fase 2
Ecoflex® 6,82 5,58 21,82 23,08
1% MCs-Zn 11,87 517 43,02 23,19
2% MCs-Zn 11,19 0,48 57,16 -

Conforme pode ser observado pelas Figuras 26 e 27, com a adicdo das MCs-Zn um
comportamento térmico muito semelhante ao que acontece com as NPs-ZnO é observado.
Entretanto, na presenca das NPs-ZnO o efeito & mais pronunciado devido a maior quantidade
de zinco, aproximadamente 80% destas € zinco (valor obtido através da razéo entre 0 peso
molecular do zinco e do éxido de zinco). As MCs-Zn, séo formadas por vidro e Zn**, sendo
que apenas 20% destas € zinco, considerando-se a eficiéncia de troca do sodio pelo zinco de
100%.

Por meio da Figura 26, termograma de DSC do resfriamento, verifica-se a presenca de
dois picos exotérmicos distintos referentes a cristalizacdo dos filmes poliméricos. Na
denominda Fase 1, os picos maiores sdo para os fimes poliméricos aditivados com 1 e 2% de
MCs-Zn, implicando em uma maior cristalizacdo dos filmes poliméricos aditivados quando
comparados ao Ecoflex® puro. As MCs-Zn também atuam como agentes nucleantes na Fase
1. Atraves da Tabela 6, verifica-se que as maiores variacdes de entalpia sdo para os filmes
aditivados com 1 e 2% de MCs-Zn. A adicdo das MCs-Zn deslocou a temperatura de
cristalizacdo para temperaturas mais baixas. Porém, observa-se que as alteracGes de
temperatura sdo pouco significativas, quando se compara os filmes poliméricos aditivados
com MCs-Zn e para o filme polimérico Ecoflex® puro.

Durante o resfriamento, na denominada Fase 2, o pico do Ecoflex® puro é nitidamente
maior quando comparado com os filmes poliméricos aditivados com as MCs-Zn, liberando
uma quantidade de energia superior em virtude da presenca mais acentuada de cristais,
corroborando o fato da variacdo de entalpia do Ecoflex® puro ser maior. Pode-se notar
também, pela Figura 26, que a temperatura de cristalizacdo é praticamente a mesma para
todos os filmes poliméricos obtidos.

Ainda, quando comparada a variacdo da entalpia da Fase 2 do resfriamento para os

filmes poliméricos aditivados com NPs-ZnO e MCs-Zn, Tabela 5 e 6, respectivamente,
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verifica-se que é necessario uma quantidade maior de massa de MCs-Zn para se obter 0
mesmo efeito observado nas NPs-ZnO, haja vista, que com 1% NPs-ZnO a variagdo da
entalpia é de 1,07 J/s, sendo um valor muito préximo deste alcancado apenas com 2% de
MCs-Zn.

Quando comparado a denominada Fase 2 do segundo aquecimento para ambos 0s
polimeros com aditivos antimicrobianos, através das Figuras 25 e 27, percebe-se que na
presenca das NPs-ZnO, em ambas as concentragdes de estudo, o pico que antes existia para o
Ecoflex® puro deixa de existir. Porém, para as MCs-Zn esse fato é observado apenas para a
maior concentracdo de aditivo, logo, necessita-se de uma quantidade maior das mesmas para

se obter o mesmo efeito observado para 1% de NPs-ZnO.

5.2.3 Resultados dos ensaios mecanicos de tracdo para os filmes poliméricos obtidos

A fim de verificar se a adicdo das NPs-ZnO e das MCs-Zn altera as propriedades
mecanicas do Ecoflex® puro, ensaios mecanicos de tracdo foram realizados para todos os
filmes poliméricos obtidos. A Figura 28 apresenta o digrama de tensdo em funcdo da
deformacdo para todas as amostras analisadas.

Figura 28 - Diagrama caracteristico de tensdo em funcao da deformacdo para o filme
polimérico de Ecoflex® puro, e para os filmes poliméricos contendo 1% NPs-ZnO + Ecoflex®,
2% NPs-ZnO + Ecoflex®, 1% MCs-Zn + Ecoflex® e 2% MCs-Zn + Ecoflex®
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Como pode-se observar, através da Figura 28, houveram possiveis diminui¢fes no
mddulo de elasticidade e tensdo a partir da adicdo das NPs-ZnO e das MCs-Zn em diferentes
concentragdes. A diferenca nas propriedades mecanicas entre os filmes poliméricos aditivados
com diferentes agentes antimicrobianos é pequena, possivelmente devido a erros
experimentais e a célula de carga usada no experimento ndo ser sensivel a ponto de detectar
pequenas variacoes nas propriedades dos filmes.

As Figuras 29, 30, 31 e 32 mostram os resultados de tensdo méaxima, tensdo de
ruptura, deformacdo e médulo de elasticidade, respectivamente. A Tabela 7 mostra os valores
médios para cada um desses parametros com seu respectivo desvio padrdo juntamente com a
analise estatistica.

Figura 29 - Media e desvio padréo para a tensdo maxima das amostras dos filmes poliméricos
de Ecoflex® puro, Ecoflex® com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e Ecoflex® com 1 e 2% (m/m) de
MCs-Zn
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Figura 30 - Média e desvio padrdo para a tensdo de ruptura das amostras dos filmes
poliméricos de Ecoflex® puro, Ecoflex® com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e Ecoflex® com 1 e
2% (m/m) de MCs-Zn
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Figura 31 - Media e desvio padréo para a deformacao das amostras dos filmes poliméricos de
Ecoflex® puro, Ecoflex® com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e Ecoflex® com 1 e 2% (m/m) de
MCs-Zn
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Figura 32 - Média e desvio padrdo para 0 médulo de elasticidade das amostras dos filmes
poliméricos de Ecoflex® puro, Ecoflex®com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e Ecoflex® com 1 e
2% (m/m) de MCs-Zn
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Tabela 7 - Resultado das propriedades mecanicas de tragdo para os filmes poliméricos de
Ecoflex® puro, do Ecoflex® com 1 e 2% de NPs-ZnO e do Ecoflex® com 1 e 2% de MCs-Zn

Tensdo Méaxima Tensdo de Deformacéao Modulo de
Amostra o
(MPa) Ruptura (MPa) (%) elasticidade (MPa)

Ecoflex® 56,68+8,36 59,20+9,60° 434,78+ 139,50° 19,77+3,85%
1% NPs-ZnO 22,66%6,91° 24.56+4,30° 286,89+ 101,81° 12,40+6,99°
2% NPs-ZnO 23,50+8,72° 24,28+7,57° 366,87+ 129,62° 12,48+3,66°
1% MCs-Zn 29,92+2,86° 29,92+2,86° 379,90+ 160,39° 13,12+2,87°
2% MCs-Zn 30,88+5,66° 30,8845,66° 295,58+ 116,27 12,16+3,89°

~* Letras mintsculas iguais representam que nao ha diferencas significativas na coluna (p<0,05)

Conforme ilustrado na Figura 28 e apresentado na Tabela 7, a adicdo dos aditivos
antimicrobianos leva a possiveis diminuicbes nas propriedades mecanicas dos filmes
poliméricos. Quando avaliado a tensdo maxima, Figura 29 e Tabela 7, verifica-se que o filme
de Ecoflex® puro diferiu estatisticamente dos demais filmes poliméricos aditivados. O mesmo
é observado para os valores de tensdo de ruptura, Figura 30. De acordo com Zehetmeyer,
Scheibel e Oliveira (2013), a alteracdo das propriedades mecénicas desses materiais da-se

devido a substituicdo parcial do polimero pelas nanoparticulas, ou ainda, que as
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nanoparticulas, ocupam 0s espacos vazios entre as cadeias poliméricas aumentando a
resisténcia do material, devido a maior compactagéo.

Observa-se também, pela Figura 31, uma reducdo no percentual de deformacdo apds a
adicdo das NPs-ZnO e MCs-Zn, porém de acordo com a analise estatistica ndo houve
diferenca significativa entre as mesmas. Fato este que pode ser explicado pelo elevado erro
experimental, ocasionado pela ma distribuicdo dos aditivos na matriz polimérica e pela célula
de carga ser pouco sensivel para filmes poliméricos.

Analisando a Figura 32, verifica-se que o médulo de elasticidade diminuiu, quando
comparado & amostra do Ecoflex® puro com as amostras do Ecoflex® aditivado, indicando
uma reducdo na rigidez destes materiais e consequentemente a obtengdo de um material mais
flexivel. Porém, ao analisar-se a Tabela 7, percebe-se que esta diminuicdo ndo €
estatisticamente significativa, sendo que a adigdo dos agentes antimicrobianos nédo alterou o
ma&dulo de elasticidade dos filmes.

De acordo com Shankar e Rhim (2016), as propriedades mecénicas do filme PBAT
foram influenciadas pela adicdo de nanoparticulas de prata (NPs-Ag). A resisténcia a tracéo
do PBAT aumentou significativamente. Ja, a deformacdo diminuiu ligeiramente apo0s a
incorporacdo das NPs-Ag. O modulo de elasticidade ndo mudou significativamente apos a
adicdo das NPS-Ag. Este fato deve-se ao aumento das interac@es intermoleculares do PBAT
com as NPs-Ag. Diez-Pascual e Diez-Vicente (2014) relataram uma melhora nas propriedades
mecanicas de poli (3-hidroxibutirato-co-3- Hidroxivalerato) quando reforcado com NPs-ZnO.
Yu et al. (2016), também mostraram melhoria nas propriedades mecéanicas de compdsitos de
nanocristais de celulose/poli (acido lactico) reforcados com nanoparticulas de prata.

De acordo com Venkatesan e Rajeswari (2017), as propriedades mecanicas do filme
PBAT sdo superiores quando NPs-ZnO estdo dispersas em sua matriz. Uma melhoria no
comportamento mecanico € esperada devido a boa dispersdo das NPs-ZnO na matriz
polimérica. O maior percentual de deformacdo € devido a presenca de NPs-ZnO na matriz
PBAT, aumentando a flexibilidade dos filmes. Fato este, ndo observado no presente estudo,
muito provavelmente em funcdo da ma distribuicdo das NPs-ZnO e MCs-Zn e pela célula de
carga usada no ensaio de tracdo nao ser sensivel a ponto de detectar pequenas variacdes nas

propriedades mecanicas dos filmes.
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5.2.4 Ensaio de liberacdo do zinco presente nos polimeros obtidos, quando em solucdo aquosa

O ensaio de liberacdo do zinco em &gua ultrapura foi realizado a fim de identificar se
em um tempo determinado ocorre ou ndo a liberacdo deste metal e se a concentracdo liberada
atende a legislacdo da ANVISA que é de 25 ppm. Na Figura 33 tem-se o grafico de
Absorbancia em funcdo da concentracdo para o padréo de Zn, sendo esta curva utilizada para
a leitura das amostras posteriormente.

Figura 33 - Curva padréo de absorbancia em funcéo da concentragéo de Zn
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A equacdo matematica que ilustra a curva obtida experimentalmente é
y = 0,133x - 0,0004. O método pode ser considerado com boa linearidade, haja vista, que o R?
foi de 0,9989 e ainda, o coeficiente linear € muito proximo a zero (0,0004). A partir da curva
de calibracdo pode-se calcular os limites de deteccdo e quantificacdo para o método, que
foram de 0,0099 e 0,0301 ppm, respectivamente. Logo, amostras com concentracdo abaixo de
0,0099 ppm (limite de deteccdo) ndo serdo identificadas pelo método; concentracdes entre o
limite de deteccdo e o limite de quantificagdo (0,0099 ppm < C < 0,0301 ppm) sdo apenas
detectados, mas ndao necessariamente quantificadas. J& concentracBes acima de 0,0301 ppm
(limite de quantificacdo) sdo possiveis de serem identificadas e também quantificadas. A
Tabela 8 mostra os resultados obtidos para as leituras das amostras durante o ensaio de
verificacdo da liberacdo do zinco presente nos filmes aditivados, em solucdo aquosa. Os
ensaios foram realizados com diferentes temperaturas e as amostras coletadas no tempo inicial

e apos 10 dias do filme aditivado em contato com solucéo aquosa.
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Tabela 8 — Porcentagem e concentracdo de zinco liberado em solugéo aquosa, em fungéo do
tempo de exposicao, da temperatura da solugdo e do tipo de filme polimérico aditivado

Amostra Tempo Temperatura % de liberagéo Conc. de Zn
(dias) (°C) de Zn (ppm)

1% NPs-ZnO 0 5 0,003 0,003+0,007
2% NPs-ZnO 0 ) 0,145 0,189+0,087
1% MCs-Zn 0 5 0,000 0,000+0,000
2% MCs-Zn 0 5 0,046 0,060+0,066
1% NPs-ZnO 10 5 0,026 0,023+0,056
2% NPs-ZnO 10 5 0,253 0,331+0,061
1% MCs-Zn 10 5 0,193 0,037+0,086
2% MCs-Zn 10 5 0,375 0,137+0,019
1% NPs-ZnO 0 40 0,000 0,000+0,000
2% NPs-ZnO 0 40 0,296 0,387+0,102
1% MCs-Zn 0 40 0,000 0,000+0,000
2% MCs-Zn 0 40 0,276 0,101+0,026
1% NPs-ZnO 10 40 0,000 0,000+0,000
2% NPs-ZnO 10 40 4,130 5,396+0,320
1% MCs-Zn 10 40 0,000 0,000+0,000
2% MCs-Zn 10 40 1,344 0,491+0,271

Conforme observado na Tabela 8, houve a liberacdo de uma pequena quantidade de
Zn, estando estes valores dentro dos valores permitidas pela legislacdo proposta pela
ANVISA que prevé um limite de 25 ppm para corantes em embalagens e equipamentos
plasticos destinados a estar em contato com alimentos. No geral, os maiores indices de
liberacdo foram verificados para as maiores concentracdes de aditivos.

Os resultados do ensaio de liberacdo vém ao encontro dos resultados obtidos no ensaio
de difusdo em meio solido, Figuras 18 e 19, onde ndo ocorreu a formacao de halo de inibicéo,
corroborando o fato de que nenhuma ou uma infima quantidade de compostos de zinco
migram e/ou difundem para a superficie dos filmes poliméricos, ndo sendo capazes de causar
a inibicdo ou morte microbiana. Kirschnier et al. (2017) estudaram a liberacdo de Zn em
placas de PEBD, obtendo resultados compativeis com o presente estudo, onde houve a

liberacdo de concentracGes abaixo de 1 ppm.
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Com esses resultados, pode-se dizer que os filmes poliméricos aditivados apresentam-

se seguros para serem utilizados como embalagens em alimentos.

5.2.5 Ensaio de biodegradagéo

O processo de biodegradacdo ocorre quando 0s microrganismos presentes no solo
utilizam o carbono oriundo do material polimérico como fonte de energia para manter suas
funcdes vitais. O dioxido de carbono (CO,) produzido durante esse processo € usado como
medida para quantificar a degradacdo dos materiais poliméricos. Deste modo, quanto maior a
quantidade de CO, produzida, mais rapido e eficaz é o processo de biodegradacéo.

A quantidade de CO, total produzida por cada filme polimérico obtido (com e sem
aditivacdo) apos 90 dias de teste de biodegradacdo € apresentada na Figura 34. Além dos
filmes poliméricos, essa figura apresenta a quantidade de didxido de carbono produzida para

uma amostra controle, que corresponde ao solo, ou seja, sem adi¢do do polimero.

Figura 34 - Curva de biodegradacdo cumulativa para os filmes poliméricos de Ecoflex® puro,
Ecoflex® com 1 e 2% de NPs-ZnO, Ecoflex® com 1 e 2% de MCs-Zn e somente do solo sem
polimero

1400 -

1200 -

=

o

o

o
1

800 -

600 -

400 -

Producdo de CO2 (mg)

200 -

0 B I T T T T T T T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90

Tempo (dias)

Ecoflex —u— 1% NPs-ZnO —a— 2% NPs-ZnO

—=— 1% MCs-Zn —— 2% MCs-Zn —&— Solo sem polimero

91



Ao analisar a Figura 34, verifica-se que, aparentemente todos os filmes poliméricos e
0 branco (solo sem polimero) produziram uma quantidade muito semelhante de CO,. Através
da andlise estatistica torna-se possivel ter um panorama mais exato de tal analise. A Tabela 9
apresenta os valores de producdo de CO, apds 90 dias de ensaio de biodegradacdo, bem como
sua analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey.

Tabela 9 - Quantidade total de CO, produzida para cada amostra de polimero obtida e para o
solo sem polimero, ap6s 90 dias de analise

Amostra Producédo de CO, no 90° dia do ensaio de biodegradacdo (mg)
Ecoflex® 1363,96+73,05°
1% NPs-ZnO 1278,24+65,14°
2% NPs-ZnO 1371,88+215,28°
1% MCs-Zn 1324,88+141,40°
2% MCs-Zn 1164,02+112,56°
Solo sem polimero 1338,84+54,11°

*Letras minusculas iguais representam que nédo ha diferencas significativas na coluna (p<0,05)

Conforme exposto na Tabela 9, os filmes poliméricos ndo diferem entre si quanto a
producdo de CO,, sendo estatisticamente iguais, inferindo que a adicdo de diferentes
concentracdes de NPs-ZnO e de MCs-Zn néo afetam na biodegradacéo do Ecoflex®. Também
verifica-se através da Tabela 9 que, os filmes poliméricos com e sem aditivo ndo diferem
guanto a quantidade de CO, produzida quando comparados ao solo sem o polimero. Este
resultado juntamente com o resultado de liberacdo de zinco leva a crer que os filmes
poliméricos obtidos podem ser utilizados como embalagens que entram em contato com
alimentos, estando a liberacdo dentro dos niveis aceitaveis para tal finalidade e a adicdo dos
agentes antimicrobianos em estudo ndo afeta no processo de biodegradacao.

Casarin et al. (2013) avaliaram o processo de biodegradacdo em solo do Ecoflex® e
verificaram ap6s 90 dias uma perda de massa de 3,27 + 0,21%. Sera et al. (2016) estudaram a
biodegradacdo do Ecoflex® puro em solo sob condicdes aerdbicas a 25 °C. O referido
polimero apresentou uma biodegradacdo muito limitada, atingindo um nivel geral de
mineralizacdo de cerca de 7% ap0s 100 dias de incubac¢do. Saadi et al. (2013) obtiveram 10%
degradacdo do PBAT ap0s 75 dias de incubacdo em solo a 30 °C. Inferindo que em condic6es
muito semelhantes as utilizadas no presente estudo o Ecoflex® ndo sofre degradacéo, sendo
necessarias condicdes mais especificas, como compostagem, para que de fato esse polimero

se degrade em um curto espaco de tempo. De acordo com a BASF, o Ecoflex® atinge mais de
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90% de conversdo de carbono em CO; depois de aproximadamente 80 dias de analise em
compostagem.

Weng et al. (2013) avaliaram a degradacdo em solo do Ecoflex® (PBAT). Os autores
enterraram as amostras a 40 cm de profundidade e posteriormente regaram o solo até cerca de
10 cm abaixo da superficie. Em seguida, espalharam sementes de capim na superficie do solo
e regularmente molhavam o mesmo, mantendo-o sempre Umido. Apds 30 dias de experimento
0s autores observaram uma mudanca na coloragdo, decorridos 60 dias a amostra se
fragmentou e depois de 120 dias apenas uma pequena quantidade de residuos permaneceu.

Na Figura 35 encontram-se as imagens obtidas com auxilio de um estereomicroscépio
com aumento de 50 vezes em 0 dias (a) e apds 90 dias (b) enterrados em solo, dos filmes
poliméricos obtidos.

Ao analisar a Figura 35 € possivel perceber que ndao ha diferencas entre os filmes
poliméricos nos tempos de 0 e 90 dias de ensaio, corroborando o fato de que ndo ocorreu a
biodegradacdo dos mesmos nas condicdes estudadas. E perceptivel a presenca de alguns
pontos escuros nos filmes poliméricos aditivados com 1 e 2% de MCs-Zn, sendo
possivelmente as microcapsulas distribuidas na matriz do polimero biodegradavel, ja que esse
fato ndo é observado para os filmes aditivados com as NPs-ZnO. Ainda, percebem-se
claramente as linhas de orientacdo de maquina, entretanto, nenhum indicio de degradacao,
como fissuras, trincas ou ranhuras sdo observados.

Pellicano (2008) estudou a biodegradacio do Ecoflex® em solo compostado. Apés 60
dias de ensaio, as amostras ja apresentam indicios de biodegradacdo, com a fragilizacdo dos
corpos de prova e mudancas na coloracdo. Weng et al. (2013) verificaram em seu trabalho que
ap0s um més, a amostra PBAT ja apresentava mudancas na cor, dois meses depois a amostra
estava fragmentada e quatro meses mais tarde, apenas uma pequena quantidade de fragmentos
permaneceu. De acordo com Mohanty e Nayak, (2012), o PBAT sofre biodegradacdo sob
condicdes de compostagem, atingindo 80% de biodegradacdo em 180 dias. Muniyasamy et al.
(2013) observaram um comportamento de degradacdo semelhante, onde a taxa de
biodegradacao foi cerca de 90% em um periodo de 180 dias sob condi¢fes de compostagem.

O presente trabalho foi realizado sem aeracdo, sob temperatura ambiente e sem
umidade do ar controlada, logo, as taxas de biodegradacdo sdo menores e, consequentemente,

um tempo de 90 dias foi insuficiente para que a mineralizagdo de toda a amostra aconteca.
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35 - Imagens dos filmes poliméricos com e sem aditivacéo, nas diferentes concentra¢des dos
dois aditivos utilizados, expostos ao processo de biodegradacdo em 0 dias (a) apds
transcorridos 90 dias (b) de ensaio, obtidas com aumento de 50 vezes

e

2% MCs-Zn + Ecoflex®

1% NPs-ZnO + Ecoflex® 2% NPs-ZnO + Ecoflex®

Ecoflex® 1% MCs-Zn + Ecoflex® 2% MCs-ZnO + Ecoflex®

S#o raros os estudos publicados sobre NPs-ZnO e MCs-Zn incorporadas ao Ecoflex®,

com a finalidade de avaliar a acdo antibacteriana, a influéncia nas propriedades térmicas e

mecanicas e 0 processo de biodegradacdo, portanto isso faz deste trabalho um estudo inovador
na area de materiais poliméricos biodegradaveis com propriedade antimicrobiana.
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6. CONCLUSAO

- Quando submetidas ao ensaio de difusdo em meio sélido as NPs-ZnO e MCs-Zn puras
apresentaram halo médio de inibicdo de 7,3+0,6 e 7,0+1,0 mm para S. aureus e 2,0+1,0 e
4,7+2,1 mm para E. coli, respectivamente, sendo o efeito antimicrobiano mais pronunciado
contra S. aureus;

- O Ecoflex® é termicamente estavel até a temperatura de 320 °C, temperatura esta que n&o
deve ser ultrapassada durante o processamento deste material,

- Na faixa de temperatura de 320 °C a 430 °C ocorre uma perda de massa de aproximadamente
90% para os pellets de Ecoflex® puro;

- O Ecoflex® apresentou temperaturas de fusdo e cristalizacdo de 126,45 °C e 43 °C,
respectivamente;

- No ensaio de difusdo em meio sélido para os filmes poliméricos aditivados, com 1 e 2% de
NPs-ZnO e 1 e 2% de MCs-Zn, ndo houve a formacdo do halo de inibicdo, muito
provavelmente em virtude de que ndo ocorreu a difusdo e/ou migracdo do composto
antimicrobiano, responsavel este pela morte ou inibicdo dos microrganismos, para a superficie
do filme e/ou da superficie do filme para o meio externo;

- Os ensaios de curva de morte indicam que a aditivacdo do polimero biodegradavel Ecoflex®
com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e MCs-Zn resulta em filmes poliméricos eficientes no
tratamento de S. aureus e E. coli com uma concentracdo inicial de
10* UFC.mL™. Através da analise estatistica dos ensaios de curva de morte, verificou-se que
houve diferenca significativa entre 1% (m/m) de NPs-ZnO frente aos demais aditivos
antimicrobianos, quando avaliada a bactéria gram-negativa E. coli. Para S. aureus, verificou-
se que ndo ha diferenca significativa entre os percentuais utilizados bem como entre 0s
aditivos antimicrobianos NPs-ZnO e MCs-Zn;

- Tanto a adicdo das NPs-ZnO quanto das MCs-Zn proporcionou um aumento na
cristalinidade do material, favorecendo a formacdo de cristais na Fase 1. Durante o
aquecimento, na Fase 2, observou-se gque a adi¢do dos agentes antimicrobianos desfavoreceu a
formacdo de cristais, sendo que 0 pico que existia para o Ecoflex® puro deixa de existir.
Ainda, é necessaria uma quantidade maior de MCs-Zn para se obter o mesmo efeito
observado para as NPs-ZnO;

- Os ensaios mecanicos revelaram que a adicdo de NPs-ZnO e MCs-Zn em diferentes

concentracdes promovem a diminuicdo das propriedades mecanicas do Ecoflex®, como tenséo
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méaxima e de ruptura. J& o modulo de elasticidade e o percentual de deformacdo ndo foram
afetados significativamente apos a adicdo das mesmas;

- O ensaio de liberacdo do zinco revelou que os resultados obtidos estdo dentro do limite
proposto pela ANVISA, que é de 25 ppm;

- A andlise de biodegradacéo evidenciou que a adi¢do de ambos os aditivos antimicrobianos
ndo alterou a taxa de produgdo de CO,. O que permite concluir que através da adicdo das
NPs-ZnO e das MCs-Zn ao polimero biodegradavel Ecoflex® foi possivel agregar & atividade
antimicrobiana aos filmes poliméricos sem comprometer sua degradabilidade;

- Pode-se optar pela menor concentracdo de aditivo estudada, visto que esta concentragdo
apresenta 0s mesmos resultados antimicrobianos verificados para a maior concentracdo de
aditivo, fato este que diminui o custo para a obtencdo dos filmes poliméricos. Ainda, a
utilizacdo das MCs-Zn, é preconizada devido a vantagem de ndo serem sintetizadas pela
tecnologia nano, a qual possui um pré-conceito em torno da sua forma de obtencéo e quais 0s

possiveis danos por ela causados.

96



7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estender o tempo de avaliacdo do processo de biodegradacdo dos filmes poliméricos
aditivados;

- Utilizar um solo de compostagem e temperaturas mais elevadas para o estudo de
biodegradacao dos filmes poliméricos;

- Estudar o efeito ecotoxicoldgico dos filmes poliméricos obtidos no solo;

- Desenvolver filmes poliméricos com menores concentracdes de NPs-ZnO e MCs-Zn e
avaliar sua atividade antimicrobiana;

- Realizar o ensaio mecanico de tracdo com uma célula de carga mais sensivel;

- Realizar a Analise Térmica Dindmico-Mecénica (DMTA);

- Incorporar masterbatchs de NPs-ZnO e MCs-Zn ao filme polimérico com o intuito de

melhorar a distribui¢cdo dos aditivos antimicrobianos neste.
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ANEXO 1

Figura 36 — Ficha técnica do Ecoflex®. Fonte: BASF, (2016)

Biodegradable Polymers
Product Information
Varsion 1.0
January 2013
G-PMS/B
Biodegradable polyester for compostable film
@~ ool |5 @ registarad trademarks of BASF SE;
Lupalan ks a mgkstered tradamark of
Lyondell Basall group companles
Product description acoflex® F Bland C1200 is our biodegradabla, statistical, aliphatic-aro-

matic copolyastar based on the monomers 1.4-butanadiol, adipic acid
and terephthalic acid in the polymar chain. ecofle® F Bland C1200 will
biodegrade to the basic monomers 1.4-butanadiol, adipic acid and tare-
phthalic acid and eventually to carbon dicxide, water and biomass whan
metabolized in the soil or compest under standard conditions.

acofle® F Bland 1200 has properties similar to PE-LD becauss of its
high molecular weight and it= long chain branched molacular structure,

Tha Chamical Comparmy
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Continuagéo Figura 36...

Product Infonmasion ecafiex®™ F Blend C 1200

Fomm supplicd and storage

Guality Control

= Transparant to translucant, sami-crystalline structure with DSCG
mealting point in tha ranga of PE-LD: 110-120°C

= High ultimata elongation at break and high failure energy (dart drop)

= High, but controllable water vapour transmission rate (WWTH)

= MVR (190°C, 2.16kg): 2.5- 4.5 ml0min

= (3ood thamostability up to 230°C

= regular predrying of pallats

= (3ood procassability on blown film lines

= Down gaging to 10 pm possible

= Waldable and printable

ecoflec® F Blend C1200 fulfils the requirements of the European stan-
dard DIM EN 13432, the US standard ASTM D 8400 and the Japanesa
GreanPla standard for compostable and bicdegradabla polymers,
becausa it can ba dagraded by micro-organisms. The biodegradation
procass in =0il depends on the specific anvironmaant {climata, soil qual-
ity, population of micro-organisms).

ecoflex® F Blend C1200 is one of the few biodegradabla plastics, which
complies in its composition with the European and American food stuff
legislation for food contact: EU Directive 2002/ 72/EC {as ameanded) and
US food contact notification FCN 807. Specific limitations and more
datails are given on requast. The converter or packar has to check the
suitability of the article for the application.

acoflex® F Bland C1200 is suppliad as lons shapad pellats in 1t big
bags or bulk containers. Temparatures during transportation and stor-
apga may not excaed 70°C at any time. Storaga time of unopenad bags
may not surpass 12 month at room tamparature (23°C).

ecoflec® F Blend C1200 is produced as a standard matarial in a continu-
ous production process according to DIM EN IS0 9001: 2000. The malt
volume rate, MVR, at 190°C, 2.16 kg, according to IS0 1133 has bean
dafined as specified paramater for quality control. A cartificate can ba
provided with each lot numbser (101) upon raquast. In order to obtain a
high accuracy for the MVR measurement the granules should be dried
for 30 minutes at 70°C using e.Q. an alactronic moisture analyser (a.g.
Brabendear Aquatrac plus). Other data given in our literature ara typical
valuas, which are not part of our product spacification for ecoflex® F
Bland C1200.

acoflax® F Blend C1200 has baen developed for the convarsion to flax-
ibla films using a blown film or cast film procass. Typical applications
ara packaging films, agricultural films and compost bags. In view of
numerous factors influencing functionality and shelf life of acoflcec® films
and finishad articles mada thereof thase paramatars havea to be tested
by the convertars before utilisation.

We supply technical sarvice information conceming the blown or cast
film procass with ecoflax® F Bland C1200 on domand.

Continua...
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Continuagdo Figura 36...

Product Infonmasion ecafiex®™ F Blend C 1200

Intallectual Property

Typical basic material properties of
acoflax® F Blend C1200

Typical properties of acoflox®
F Blend C1200 blown film, 50 pm

It iz the responsibility of those towhom we supply our products to an-
sura that any proprietary fights and axisting laws and legislation are ob-
sanved. Some usas of ecoflex® and product obtained by usa of ecoflex®
ara subjact of intellectual property rights. Purchase of ecoflex® does
not antitla the buyer or any third to produce, offer or use any blands
of ecoflex® protactad under property rights and all their equivalents as
listed hera:

= EP-B 1656423
= EP-B 237120
« EP-B 950689
= EP-B 1838784
= EP-B 947559
= EP-B 965615

ecoflex®
F Blend C1200

____

l‘l

Fallure Ener
Dyna Test)
_

Permeaton rares:

The information submitted in this document is based on our current

knowledge and exparienca. In view of the many factors that may affact
processing and application, thase data do not relieve procassors of the
responsibility of camying out their own tasts and experimants; naithar do
they imply any legally binding assurance for a special purpose. It is the
responsibility of those to whom wa supply our products to ensure that

any propriatary rights and existing laws and legislation are obsarved.
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