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ANTIMICROBIAL BIODEGRADABLE POLYMER THROUGH ADDITIVATION WITH ZINC BASED COMPOUNDS.
Antimicrobial packaging is a promising type of active packaging, which has an antimicrobial agent incorporated into the polymer

matrix, capable to eliminate or inhibit deteriorating and/or pathogenic microorganisms. The zinc compounds are antimicrobial agents
commonly used to confer this feature. The objective of this work was to evaluate the antimicrobial activity of biodegradable Ecoflex®
films with 1% and 2% (w/w) zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) and 1% and 2% (w/w) glass microparticles doped with ionic zinc
(Zn MCs), against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The sample’s biodegradation in soil also were studied. Microbiological
results showed that biodegradable polymeric films obtained were effective to inhibit and/or kill S. aureus and E. coli at the initial

concentration of 10* CFU.mL"' after 24 h of contact. When evaluated the biodegradation of the polymers containing the additives,

the results showed that the addition of zinc compounds to the biodegradable polymer did not affect its biodegradability characteristic.
The antimicrobial biodegradable films developed have potential application to the food packaging industry.
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INTRODUCAO

A necessidade de prolongar a vida ttil dos alimentos demanda
pesquisas e inovacdes que oferecam solug¢des no segmento de emba-
lagens, por isso essa temdtica apresenta um significativo crescimento
e relevancia. Tendéncias atuais sugerem o desenvolvimento de em-
balagens funcionais contendo agentes antimicrobianos capazes de
inibir ou até mesmo causar a morte de microrganismos deteriorantes
e/ou patogénicos e embalagens ambientalmente favordveis as quais
possuem um baixo nivel de impacto ambiental.'

O controle dos agentes deteriorantes e/ou patogé€nicos torna-se
indispensavel, garantindo que alimentos de qualidade cheguem aos
consumidores finais. Assim, o emprego de embalagens antimicrobia-
nas, as chamadas embalagens ativas, apresenta-se como uma alter-
nativa interessante no que diz respeito a preservagao dos alimentos.
Estas embalagens ativas contribuem para o retardo do processo de
deteriorag@o, aumentando a vida ttil dos alimentos acondicionados,
proporcionando a manutengio da qualidade e seguranca alimentar.>>

O uso de microparticulas e nanoparticulas antimicrobianas tem
se mostrado uma alterativa promissora no controle da contaminacao
de alimentos ocasionada por bactérias e fungos patogénicos. Este
controle ¢ de grande interesse para a satide publica e para mitigar
grandes prejuizos econdmicos devido ao descarte prematuro dos
alimentos contaminados por estes microrganismos nocivos a saide
humana e animal.*® Deste modo, recomenda-se a incorporagio de
agentes antimicrobianos a diferentes matrizes poliméricas emprega-
das na fabricacio de embalagens de alimentos, de modo a inibir ou
até mesmo matar os microrganismos presentes em alimentos e demais
superficies contaminadas.

Existem diversos tipos de particulas de 6xidos metélicos e fons
que podem ser aplicados para tal finalidade, como exemplo cita-se
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fons ou nanoparticulas de prata (Ag), ouro (Au), cobre (Cu), diéxido
de titanio (TiO,), 6xido de magnésio (MgO), 6xido de célcio (CaO)
e 6xido de zinco (ZnO). Tanto na forma de microparticulas, quanto
de nanoparticulas, ou de espécies idnicas, estas podem ser aplicadas
como aditivos antimicrobianos em diferentes materiais poliméri-
cos.>"® Especialmente na forma de nanoparticulas, podem revelar
ou magnificar as propriedades antibacteriana e antifingica devido,
principalmente, ao seu pequeno tamanho e grande drea superficial
especifica.

Em particular, os compostos de zinco t&ém se mostrado eficientes
agentes antimicrobianos e, ainda, t€ém despertado interesse devido
algumas propriedades multifuncionais e caracteristicas importantes,
como o efeito fotocatalitico, a sua atoxicidade em concentra¢oes
relativamente elevadas e o seu baixo custo. O ZnO, por exemplo, é
classificado em um grupo de agentes antimicrobianos inorganicos
altamente seguros e extremamente estdveis termicamente, quando
comparado aos agentes antimicrobianos orginicos.*!?

Essas espécies interagem com a parede celular bacteriana re-
sultando na destrui¢do da integridade celular, por mecanismos de
liberacdo de fons de zinco (Zn*"), diferencas de potencial elétrico
relativamente elevadas e a formacgdo de espécies reativas de oxigé-
nio.'” Na forma de nanoparticulas, possui vantagens devido a relagdo
volume/drea, o que garante a manutencao da atividade antimicrobiana
mesmo na presencga de pequena quantidade de espécies.'* As micro-
capsulas de vidro dopadas com zinco idnico, por sua vez, possuem
o principio de agdo antimicrobiana atribuido em funcdo do Zn** e
permite excelentes distribui¢des em diferentes matrizes e elevada
atividade antimicrobiana.”

Ja existem no mercado diversos polimeros convencionais
com propriedades antimicrobianas e sendo aplicados em embala-
gens.>"814+19Porém, devido a biodegradagio lenta pelo meio ambiente
dessa classe de polimeros € que se preconiza o estudo e aplicacio
de polimeros biodegraddveis. A proposta de adicionar compostos
antimicrobianos em polimeros biodegraddveis tem como objetivo
principal aumentar a vida ttil de produtos alimenticios, cosméticos
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e medicamentos, mas utilizando esta classe de polimeros como um
diferencial ambiental. Porém, a ac¢do antimicrobiana devera ser
agregada sem causar prejuizos significativos nas propriedades de
biodegradacdo da matriz polimérica.

O poli (butileno adipato co-tereftalato) (PBAT) € um polimero
biodegradavel que vem sendo estudado e sugerido para a fabricacdo de
embalagens. Pertence a classe dos co-poliésteres alifaticos aromaticos
chamado comercialmente de Ecoflex®, constituido por dois tipos de
dimeros, um de se¢do rigida formada por uma unidade de repeticdo
de éster que consiste em 1,4 butanodiol e os mondmeros de dcido
tereftdlico; e outro de se¢@o flexivel, que consiste em 1,4 butanodiol
e mondmeros de dcido adipico.” O PBAT possui propriedades seme-
lhantes ao Polietileno de Baixa Densidade (PEBD) devido a sua alta
massa molecular e estrutura quimica de cadeia longa ramificada. Possui
caracteristicas como elasticidade, resisténcia a 4gua e a ruptura, pro-
cessdvel em plantas de filme soprado convencionais como o Polietileno
(PE), imprimiveis, solddveis e adequados para contato com alimentos.>!

O polimero biodegraddvel PBAT vem sendo proposto?* como
um bom polimero biodegradavel para uso em embalagens. Porém,
como polimero antimicrobiano por aditivagdo com compostos a base
de zinco praticamente ndo hd trabalhos tecnolégicos e cientificos
tratando do tema ainda. Um dos poucos trabalhos relata o desenvol-
vimento de filmes de PBAT/NPs-ZnO (nanoparticulas de 6xido de
zinco) e avalia as propriedades mecanicas e microbioldgicas frente
as bactérias Escherichia coli (E. coli) e Staphylococcus aureus (S.
aureus), mas nio avalia o efeito na biodegradabilidade.?* A literatura
apresenta alguns trabalhos que fazem o uso de outros polimeros
biodegraddveis e compostos de zinco para a obten¢do de filmes
antimicrobianos, porém em um nimero consideravelmente muito
menor do que os polimeros convencionais.?>

Este artigo reporta a preparagao, caracterizagao e comparacao de
filmes de Ecoflex®/NPs-ZnO e de Ecoflex®/MCs-Zn (microcdpsulas
de vidro dopadas com zinco idnico) com percentuais de 1 e 2% (m/m)
em relagdo a propriedade antimicrobiana e de biodegradagdo. Para as
avaliagdes microbioldgicas os filmes foram testados com bactérias
E. colie S. aureus.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

O Ecoflex® possui ponto de fusdo de 110-120 °C, densidade
de 1,25-1,27 g cm™ e massa molar de 14,2x10* g mol™! dados estes
fornecidos pela BASE. As NPs-ZnO e as MCs-Zn foram gentilmente
fornecidas pela Kher Group. As NPs-ZnO possuem formato de bastio
com didmetro médio de aproximadamente 20 nm e com diferentes
comprimentos que podem atingir valores de até 200 nm. As MCs-Zn
sdo constituidas por microparticulas com dimensdes entre I mme 10
mm e formatos irregulares.

Métodos

Atividade antimicrobiana das NPs-ZnO e MCs-Zn

A atividade antimicrobiana das NPs-ZnO e MCs-Zn foi avaliada
contra S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 8739) usando o
método de halo de inibi¢do conforme as recomendagdes do Clinical
and Laboratory Standards Institute.” Os testes foram realizados em
triplicata. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica (mar-
ca Quimis, modelo Q316m5) a 37+1 °C por 24 h e posteriormente
foram mensurados os didmetros dos halos de inibi¢do de acordo
com a Equacgido 1.

Halo de inibi¢do = D,, — D, (1)
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sendo: Dex: diametro externo formado pela agdo do agente antimi-
crobiano sobre 0s microrganismos (mm) Din: didmetro ocupado pelo
agente antimicrobiano (mm).

Os resultados foram submetidos ao teste de Tukey de modo a
avaliar a existéncia de diferengas significativas ao nivel de signifi-
cancia 5% (p < 0,05).

Preparagdo dos filmes poliméricos biodegraddveis

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® em um béquer utilizando um
bastdo de vidro nas concentragdes de 1 e 2% (m/m), até a completa
homogeneizacdo. Apds, o processamento foi realizado em uma extru-
sora industrial monorosca (marca Oryzon), que possui sete zonas de
aquecimento, sendo que as quatro primeiras foram mantidas a 130 °C
e as demais a 145 °C. A velocidade de rotac@o da rosca foi de 85 rpm.

Atividade antimicrobiana dos filmes poliméricos

As amostras dos filmes poliméricos foram submetidas ao teste
de contagem de microrganismos sobreviventes com o tempo (curva
de morte), de acordo com a norma internacional JIS Z 2801 (2010).%°
O objetivo desta andlise foi avaliar a capacidade de inibicdo do
crescimento ou morte das bactérias na superficie das amostras de
filmes poliméricos.

As suspencdes bacterianas de S. aureus e E. coli foram cul-
tivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI, marca Himedia)
durante 24 h a 37+1 °C e ap6s ajustadas em solucdo de cloreto de
sédio (NaCl, marca Merck) a 0,85% para uma concentragdo de
10* UFC mL". Para tal, utilizou-se um espectrofotometro (marca Bel
photonics, modelo 1105) no comprimento de onda de 619 nm, sendo
que para se obter tal concentra¢do de microrganismos a absorbancia
lida no equipamento deveria estar entre 0,04 e 0,049.

O preparo da amostra consistiu na adi¢do de 40 uL da suspensdo
bacteriana a cada corpo de prova (4x4 cm) e adi¢ao de 1 mL de solucio
de NaCl a 0,85% ao redor de cada um destes. Uma laminula de vidro
estéril foi colocada sobre cada corpo de prova a fim de espalhar a
aliquota de bactérias por toda extensdo dos mesmos. Apds, as placas
foram encaminhadas a estufa bacterioldgica a 37+1 °C por um periodo
de tempo de 0, 1, 3, 6 e 24 h.

Em cada tempo retirou-se uma amostra da estufa, e esta foi inse-
rida em um saco de stomacher (marca Nazco whirl-pak) juntamente
com 10 mL de solugdo de NaCl a 0,85% e, entdo, homogeneizada
por aproximadamente 1 min (amostra 10°). A partir desta foram feitas
duas dilui¢des seriadas.

Retirou-se 0,1 mL do saco de stomacher e das respectivas dilui-
¢oes que foram semeados em profundidade juntamente com 7 mL
caldo Mueller Hinton (marca Merck). As placas de petri foram
homogeneizadas e incubadas em estufa bacterioldgica na posi¢ao
invertida a 37+1 °C por um periodo de 24 h. Repetiu-se o procedi-
mento para todos os tempos de andlise, sendo que os ensaios foram
realizados em triplicata.

Ap6s decorridas as 24 h de incubag@o, as placas amostradas foram
retiradas da estufa bacterioldgica para realizacdo da contagem das
Unidades Formadoras de Col6nias por cm? (UFC cm?). As placas com
quantidade de colonias entre 30 e 300 foram submetidas a contagem
e o ndmero de bactérias vidveis por cm? foi determinado de acordo
com a Equacdo 2.

C*D*V

2
A (@)

sendo: N: ndmero de bactérias vidveis por cm?, C: niimero de colonias
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(UFC cm™), D: fator de dilui¢do (adimencional); V: volume (mL) de
solucdo de NaCl a 0,85% usada para lavagem da amostra (10 mL) e
A: drea superficial (16 cm?).

Os resultados foram submetidos ao teste de Tukey de modo a ava-
liar a existéncia de diferencas significativas ao nivel de significancia
5% (p < 0,05). Estes foram expressos em quantidade normalizada de
coldnias bacterianas por cm? de amostra.

Teste de Biodegradagdo

O ensaio de biodegradacdo foi realizado conforme as nor-
mas da Americam Society for Testing and Materials através
da ASTM D-5988-12 (Standard Test Method for Determining
Aerobic Biodegradation of Plastic Materials in Soil)’' e
ASTM D 5338-11 (Standard test method for determining aerobic
biodegradation of plastic materials under controlled composting
conditions, incorporating thermophilic temperatures)** com adap-
tacdes propostas por Mariani ef al.*®

O solo utilizado no ensaio de biodegradacao foi de uma floresta,
caracterizado como latossolo, localizado na regido da cidade de
Chapecd — SC, no més de outubro de 2016. A coleta foi realizada na
profundidade de 10 cm em relacdo a camada superficial. Este solo
foi peneirado para uma granulometria de 2 mm, e sua umidade foi
determinada em estufa (marca Quimis, modelo Q314M252) a uma
temperatura de 105 °C por 72 h (até obtencdo de massa constante),
utilizando-se 50 g de amostra, sendo que este ensaio foi realizado em
triplicata. A umidade do solo foi ajustada para 60% da capacidade
maxima de retencdo (CRA) e a metodologia utilizada para deter-
minagdo da capacidade mdxima de retengdo foi a ISO 17512-2,%
sendo este ensaio também realizado em triplicata. A determinag@o
de nitrogénio, carbono orgéanico e relacdo C/N foi realizada pelo
laboratério de solos da Epagri — SC.

Dentro de cada frasco de vidro de 3 L foram colocadas por¢des
de 200 g de solo in natura, juntamente com uma amostra de cada
filme polimérico (2x2 cm) enterrados na porg¢ao de solo, um frasco
de vidro snap cap contendo 10 mL de uma solucio de hidréxido de
sédio (NaOH, marca Merck) 0,5 mol L' e outro contendo 30 mL
de dgua destilada. Os frascos de vidro foram vedados utilizando um
filme de PVC (Poli cloreto de vinila), de modo a ndo haver interfe-
réncia do gds carbdnico (CO,) do ar. O ensaio de biodegradagao foi
realizado com os dois filmes poliméricos aditivados com NPs-ZnO
(1 e 2%), os dois filmes poliméricos aditivados com MCs-Zn (1
e 2%) e com o filme polimérico sem aditivo. Frascos de vidro
contendo apenas solo foram usados como branco. Todos os en-
saios foram realizados em triplicata. Os frascos de vidro foram
incubados em uma estufa incubadora de Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO, marca Dist) a uma temperatura de 28+2 °C e na
auséncia de luz.

A cada 3 dias os recipientes de vidro foram retirados da estufa e
1 mL de uma solucdo de Cloreto de bario (BaCl,, marca Dinamica)
0,5 mol L foi adicionado em cada um dos respetivos snap caps, que
continham NaOH. Este procedimento proporcionou a precipitacao
do carbonato de bdrio resultante da rea¢do do carbonato formado
com o bdrio adicionado, possibilitando desta forma a quantificacio
do CO, gerado no processo de biodegradacdo, sem nenhum interfe-
rente. Os snap caps foram retirados do interior dos recipientes de
vidro e aguardado um periodo de 30 minutos para a decantagdo do
carbonato de bario. O NaOH remanescente, que ndo reagiu com o
CO,, foi titulado com acido cloridrico (HCI, marca Vetec) 0,5 mol L',
padronizado conforme descrito por Morita e Assumpg¢@o,* utilizando
como indicador a fenolftaleina 1%. A solu¢do de NaOH foi reposta
nos snap caps, e estes foram novamente inseridos nos recipientes
de vidro, fechados com filme de PVC e levados novamente a estufa
incubadora DBO.
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Através da relacdo estequiométrica foi possivel calcular a quan-
tidade de CO, produzida no processo de biodegradagdo dos materiais
poliméricos, conforme mostra a Equagao 3.

me,, = (Vmgasto para titular o branco — V,,.,gasto para titular a amostra)*0,5*22 3)

sendo: m¢q,: massa de CO, produzido no processo de biodegradacao
(mg); Vet volume de 4cido cloridrico gasto na titulacdo (mL); 0,5:
normalidade do HCI; 22: equivalente grama do CO.,.

Para garantir que a umidade do solo ficasse acima de 60% du-
rante todo o experimento, apds decorridos 30 dias adicionou-se 2
mL de 4gua destilada no solo a cada 6 dias, sendo este procedimento
realizado até os 90 dias de ensaio. A comparacio da quantidade
de CO, produzida pelos diferentes filmes poliméricos foi avaliada
empregando o método estatistico de Tukey com significincia de
5% (p < 0,05).

No instante inicial e ap6s 90 dias de ensaio de biodegradacido uma
amostra de cada filme polimérico, mantida nas mesmas condigdes dos
demais testes, foi analisada por microscopia optica (MO), utilizando
um estereoscopio (marca Tecnival, modelo binocular SQZDS4BI170)
com aumento de 50 vezes. Ap6s 90 dias de ensaio de biodegradacio
as amostras foram lavadas com dgua destilada e secas naturalmente,
e posteriormente analisadas por microscopia optica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antimicrobiana das NPs-ZnO e MCs-Zn

Os ensaios de inibicdo microbiolégica mostraram atividade
antimicrobiana por difusdo em meio sélido dos aditivos NPs-ZnO e
MCs-Zn, com a formac@o de halos de inibi¢do para ambos, conforme
pode ser observado na Figura 1. Com as NPs-ZnO frente a S. aureus
e E. coli os halos de inibi¢do foram de 7,3+0,6 mm e 2,0+1,0 mm,
respectivamente. Com as MCs-Zn o valor dos halos de inibi¢ao foram
de 7,0+1,0 mm e 4,7+2,1 mm, respectivamente.

E possivel constatar que tanto para as NPs-ZnO quanto para as
MCs-Zn os maiores halos de inibi¢do sdo observados para a bactéria
gram-positiva S. aureus, resultado ja esperado, pois as células bac-
terianas gram-positivas possuem apenas uma camada exterior como
membrana plasmatica, o que facilita a penetragdo de compostos an-
timicrobianos e a interacio com o citoplasma bacteriano, tornando as
gram-positivas mais susceptiveis quando comparadas as gram-negati-
vas. As bactérias gram-negativas possuem uma membrana adicional,
formando uma estrutura de bicamada fosfolipidica mais resistente
que aumenta a protecio citoplasmadtica de agentes antimicrobianos,
a exemplo da bactéria E. coli.*®

A maior resisténcia da bactéria E. coli, em relacdo a S. aureus,
pode também ser possivelmente atribuida a diferenca na polaridade da
membrana celular, uma vez que a membrana da S. aureus tem carga
negativa menor quando comparada a membrana da E. coli.’” Com
diferencas menores de carga € possivel maiores fluxos de penetracio
de radicais livres, tais como radicais hidroxila, superéxido e fons
perdxido, para o citoplasma. Este efeito conduz com maior facilidade
a morte celular das bactérias S. aureus em relagdo a E. coli.?®

Além disso, vérios fatores podem afetar a atividade antimicro-
biana, entre os quais o tamanho das nanoparticulas e, desta forma,
a drea de superficie, bem como a sua atividade em sinergia com
outros agentes antimicrobianos.* Quando comparados os diferentes
aditivos antimicrobianos frente 8 mesma bactéria, observou-se com
andlises estatisticas, que ndo houve diferenca significativa entre
ambos. Ou seja, um efeito antimicrobiano muito semelhante € obser-
vado para as NPs-ZnO e MCs-Zn quando estudada a mesma estirpe
bacteriana.



370 Capelezzo et al.

Figura 1. Resultados dos testes de difusdo em meio solido a partir de orificio
para as NPs-ZnO e MCs-Zn. (a) NPs-ZnO/S. aureus, (b) NPs-ZnO/E. coli,
(c) MCs-Zn/S. aureus, (d) MCs-Zn/E. coli

Atividade antimicrobiana dos filmes poliméricos

As Figuras 2 e 3 apresentam os resultados microbiolégicos
obtidos com curvas de morte, para as bactérias S. aureus e E. coli,
respectivamente, para os filmes poliméricos de Ecoflex® aditivados
com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO. O filme polimérico de Ecoflex® puro
também foi submetido a este ensaio microbioldgico.

1,2 4
—e—Ecoflex”

T —m— 1% NPs-ZnO + Ecoflex”
—A—2% NPs-ZnO + Ecoflex”

Quantidade normalizada de col6nias bacterianas/cm?

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

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

Os resultados apresentados na Figura 2 comprovam que os filmes
poliméricos aditivados apresentaram atividade antimicrobiana contra a
bactéria S. aureus. Verifica-se que com a maior concentragao de aditivo
(2% m/m), a partir de 6 h de contato com os microrganismos, ocorre a
reducio de 100,0+0% das bactérias. Com o filme polimérico aditivado
com 1% (m/m) de NPs-ZnO areducdo € de 99,7+0,5% apds 24 h, o que
também pode ser considerado um 6timo desempenho antibacteriano.

A partir da andlise estatistica verifica-se que ndo ha diferengas
significativas da atividade antibacteriana apds 24 horas entre os
filmes aditivados com as duas concentragdes de nanoparticulas.
Notoriamente observa-se que o filme puro de Ecoflex® ndo apresenta
atividade antibacteriana.

Quim. Nova

Os filmes aditivados com 1% de NPs-ZnO proporcionaram
desvio relativamente grande para os resultados de curva de morte,
possivelmente associados a pequena quantidade de nanoparticulas, a
dispersao ndo homogénea ao longo da matriz polimérica e a formagao
de aglomerados. A atividade antimicrobiana dos filmes poliméricos
aditivados com diferentes percentuais de NPs-ZnO pode ser preju-
dicada devido a uma possivel aglomeragdo das NPs-ZnO ao longo
da matriz polimérica, que pode promover a formagdo de clusters
localizados em regides especificas das amostras.®

Para o Ecoflex® puro a quantidade de bactérias apGs 24 h de
analise € muito semelhante a quantidade inicial, mostrando que este
polimero sem a aditivacio ndo apresenta propriedade antibacteriana.
Porém, nas primeiras horas de contato das bactérias com o filme
polimérico houve uma redu¢@o da contagem de células bacterianas,
possivelmente devido a adapta¢@o das mesmas no filme polimérico,
que gera um estresse levando algumas células a morte. Esse compor-
tamento pode ser visualizado nas Figuras 2 a 5.

A Figura 3 mostra as curvas de morte obtidas com a bactéria
E. coli. Os resultados indicam uma queda brusca na quantidade de
colonias bacterianas préximas de zero nas primeiras horas de contato
com o filme polimérico. Apds 24 horas, a reducdo atinge valores
percentuais de reducdo préximo a 77,5+1,8% para os filmes polimé-
ricos aditivados com 1% (m/m) de NPs-ZnO e de 99,1+1,2% para
os filmes aditivados com 2% (m/m) de NPs-ZnO. Com o percentual
de aditivacdo avaliado ndo foi possivel causar a morte da totalidade
das células bacterianas, possivelmente por se tratar de bactérias
gram-negativas e por isso serem mais resistentes que S. aureus.*
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Figura 3. Curva de morte obtida com os filmes poliméricos de Ecoflex® adi-

tivados com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e para o filme polimérico de Ecoflex®

puro frente a bactéria E. coli

A partir da andlise estatistica verificou-se que o efeito antimicro-
biano do filme de Ecoflex® puro diferiu estatisticamente dos filmes
aditivados com 1 e 2% (m/m) de NPs-ZnO e que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os percentuais de aditivos. Logo,
quando avaliada a propriedade antibacteriana frente a bactéria E. coli
é necessdria uma quantidade de aditivo maior para inibir o crescimen-
to das células bacterianas acima de 99,0%, efeito observado com a
menor concentragdo de aditivo quando estudada a bactéria S. aureus.

Kirschner et al.® estudaram a incorpora¢do do masterbatch de
PEBD preparados com NPs-ZnO em Poliamida 6 (PA6) e testaram
sua atividade antimicrobiana frente a Salmonella typhimurium (S.
typhimurium) e S. aureus. Os autores verificaram que a atividade an-
tibacteriana foi eficiente, porém foi observada uma elevada dispersio
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para os valores medidos. A alta dispersdo pode ser associada a uma
possivel falta de homogeneizagio na matriz da PA6-PEBD/NPs-ZnO.
As nanoparticulas formaram aglomerados e dessa forma a distribui-
¢do das mesmas ficou prejudicada, impossibilitando que a atividade
antimicrobiana fosse verificada em toda a extensdo da placa.

As Figuras 4 e 5 apresentam as curvas de morte obtidas para
os filmes poliméricos de Ecoflex® aditivados com 1 e 2% (m/m) de
MCs-Zn, com as bactérias S. aureus e E. coli, respectivamente, além
do filme polimérico de Ecoflex® puro (branco).

k= —e—Ecoflex”
§ 1.2 —m— 1% MCs-Zn + Ecoflex”
g —A—2% MCs-Zn +Ecoflex”
e
] L]
g
£ 09+
3
=
9
o
(5]
o 0,64
<
<
=
<
N
E
0,3
: -~
g
= — \;
‘S 0,04 —h— L
<
5 |
o T T T T T T

T T TrT T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tempo (h)

Figura 4. Curva de morte obtida com os filmes poliméricos de Ecoflex® adi-
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tivados com 1 e 2% (m/m) de MCs-Zn e para o filme polimérico de Ecoflex®
puro frente a bactéria S. aureus

Os filmes aditivados com 1% (m/m) de MCs-Zn, ap6s 6 horas,
reduzem consideravelmente a quantidade de colonias bacterianas de
S. aureus, sendo que em 24 h ocorre a inibi¢do total. Com os filmes
aditivados com 2% (m/m) de MCs-Zn observa-se, apds 1 hora, a
inibicdo total das colonias bacterianas. O valor percentual de aditivo
demonstrou ser um fator positivo na reducido do tempo de morte
bacteriana quando avaliada a bactéria S. aureus. A andlise estatisti-
ca mostrou que ha diferenca significativa entre o filme de Ecoflex®
puro e os filmes obtidos com diferentes percentuais de MCs-Zn apds
24 h de andlise e que ndo ha diferenga estatistica entre os aditivos
antimicrobianos apés 24 h de andlise.

Através da Figura 5 foi possivel verificar que tanto para 1% (m/m)
quanto para 2% (m/m) de MCs-Zn apds 24 h de contato do filme
polimérico com a bactéria E. coli ocorreu 100+0% da morte celular,
mostrando-se como potencial agente antimicrobiano. Novamente, o
efeito antimicrobiano foi menor ao longo do tempo para E. coli quan-
do comparado a S. aureus, fato este jd 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 inibi¢do nao uniforme
dos microrganismos na superficie do filme.

A partir da andlise estatistica verificou-se que ha diferenca
significativa para o efeito antibacteriano entre o filme de Ecoflex®
puro e os filmes obtidos com diferentes percentuais de MCs-Zn apds
24 h de andlise, e que ndo ha diferenga significativa entre os aditivos
antimicrobianos quando testados frente a bactéria gram-negativa E.
coli. Kirschner et al.® estudaram a incorporac@o do masterbatch de
PEBD/microcapsulas de vidro dopadas com zinco idnico em PA6 e
testaram sua atividade antimicrobiana frente a S. typhimurium e S.
aureus. Quando avaliada a atividade antimicrobiana do masterbatch
de PEBD/microcdpsulas de vidro dopadas com zinco idnico em PA6
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Figura 5. Curva de morte obtida com os filmes poliméricos de Ecoflex® adi-
tivados com 1 e 2% (m/m) de MCs-Zn e para o filme polimérico de Ecoflex®
puro frente a bactéria E. coli

frente a S. typhimurium verificou-se que para o maior percentual de
masterbatch (4%) os efeitos antibacterianos foram mais pronuncia-
dos. Para S. aureus a andlise mostrou que a placa de PA6-PEBD/
microcdpsulas de vidro dopadas com zinco idnico tem 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 foi significativo
frente a S. aureus, sendo que um maior percentual era necessario
para causar o mesmo efeito contra S. typhimurium, corroborando o
fato da diferenca na parede celular dessas bactérias, haja vista que S.
typhimurium é uma estirpe gram-negativa, andloga a E. coli.

Ainda, através da andlise estatistica, verificou-se que para
a bactéria S. aureus nao houve diferenga significativa entre os
aditivos, bem como entre os diferentes percentuais de aditi-
vos avaliados no tempo de 24 h. Para E. coli, o percentual de
1% (m/m) de NPs-ZnO diferiu estatisticamente de 2% (m/m) de NPs-
ZnOe 1 e 2% (m/m) de MCs-Zn no tempo de 24 h, apresentando-se
com um efeito de inibicdo ou morte menos pronunciado quando
comparado aos demais.

Logo, para a inibi¢do da bactéria gram-positiva S. aureus apds
24 h € indiferente o aditivo antimicrobiano e o percentual de massa
utilizado. Desta forma, pode-se optar pela menor concentragdo de
aditivo que € de 1% (m/m), o que € menos custoso e pelas MCs-Zn,
que possuem a vantagem de ndo ser obtidas pela tecnologia nano,
que possuem um pré-conceito em torno da sua forma de obtencéo.
Para a bactéria gram-negativa E. coli, pode-se optar também pela
utilizacdo de 1% (m/m) de MCs-Zn em virtude de que ap6s 24 h de
contato com o filme polimérico, estas ocasionaram a morte de 100%
das bactérias, mesmo efeito observado para 2% (m/m) e, também
por este ser mais eficiente quando comparado as NPs-ZnO. Ainda,
as MCs-Zn distribuem-se mais uniformemente na matriz polimérica
quando comparadas as NPs-ZnO, que formam aglomerados preju-
dicando desta forma a atividade antimicrobiana, conforme pode ser
observado na Figura 6.

A Figura 6a mostra detalhes de um filme de Ecoflex® contendo
1 % (m/m) de MCs-Zn. Nas regides R1 e R2 sdo mostrados detalhes
de aglomerados com dimensdes de 5 a 10 micrometros formados
com as microcdpsulas. Ao longo do filme € possivel observar as mi-
croparticulas distribuidas na superficie do Ecoflex®, com dimensdes
de aproximadamente 1-2 micrometros. Também sdo observadas
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estruturas orientadas na forma de bastdes, distribuidas ao longo da
superficie do filme.

A formagdo de aglomerados constituidos por NPs-ZnO € evi-
dente na micrografia apresentada na Figura 6¢. Ao longo do filme
de Ecoflex® sdo formados aglomerados de dimensdes variadas entre
5 e 10 micrometros, porém em maior quantidade que nos filmes de
Ecoflex® contendo MCs-Zn, regides de R3-R6. Com a incorporagao
das NPs-ZnO ndo sdo formadas as estruturas organizadas ao longo
da superticie do filme, o que demostra que a presenca das NPs-ZnO
influencia na cristalinidade do Ecoflex®.

A Figura 6b mostra detalhes do filme de Ecoflex® contendo MCs-
Zn. Sdo observadas em detalhes as estruturas cristalinas do Ecoflex®
na forma de bastdes e a auséncia de defeitos significativos no filme.
Na Figura 6d sio observados detalhes dos aglomerados constituidos
por NPs-ZnO e a formagéo de defeitos no filme de Ecoflex® devido
a presenca destes aglomerados.
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Figura 6. MMicrografias obtidas com microscopia eletronica de varredura
FEG. (a) Filme de Ecoflex® contendo 1% (m/m) de MCs-Zn (b) detalhes de
bastoes de Ecoflex® formados nos filmes contendo MCs-Zn, (c¢) Filme de Eco-
flex® contendo 1% (m/m) de NPs-ZnO (d) detalhes dos aglomerados formados
pelas NPs-ZnO e defeitos induzidos no filme de Ecoflex®.

Biodegradacao

O solo utilizado no ensaio de biodegradacdo apresentou as
seguintes especifica¢cdes: umidade de 25,91+0,13%, capacidade
de retengdo de agua do solo atual 67,7+0,12%, nitrogénio 0,20%,
carbono organico 1,68% e relacdo C/N de 8.

A quantidade de CO, total produzida por cada filme polimérico
obtido (com e sem aditivos), bem como a quantidade de CO, produ-
zida para uma amostra controle, que corresponde somente ao solo
(sem adigdo do polimero), apds 90 dias de teste de biodegradacao,
estdo apresentadas nas Figuras 7 e 1S.

Ao analisar as Figuras 7 e 1S (material suplementar) verifica-se
que todos os filmes poliméricos e o branco (solo sem polimero)
produziram uma quantidade muito semelhante de CO,. Através da
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Figura 7. Evolugdo da quantidade de CO, gerada durante os 90 dias de
andlise para os polimeros obtidos com e sem NPs-ZnO

andlise estatistica verificou-se que os filmes poliméricos ndo dife-
rem entre si quanto a producdo de CO,, inferindo que a adigdo de
diferentes concentragdes de NPs-ZnO e de MCs-Zn ndo afetaram
na biodegradacdo do Ecoflex®. Também se verificou que os filmes
poliméricos com e sem aditivo ndo diferiram quanto a quantidade de
CO, produzida quando comparados ao solo sem o polimero.

Casarin et al.*® avaliaram o processo de biodegradagdo em solo
do Ecoflex® e verificaram apés 90 dias uma perda de massa de 3,27
+0,21%. Sera et al.* estudaram a biodegradacio do Ecoflex® puro
em solo sob condi¢des aerdbicas a 25 °C, sendo que o referido
polimero apresentou uma biodegradag¢do muito limitada, atingindo
um nivel geral de mineralizaciio de cerca de 7% apds 100 dias de
incubagdo. Saadi et al.*' obtiveram 10% degradagdo do PBAT apds
75 dias de incubag@o em solo a 30 °C inferindo que em condigoes
muito semelhantes as utilizadas no presente estudo o Ecoflex® ndo
sofre degradagdo, sendo necessdrias condi¢cdes muito especificas,
como por exemplo, a 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 90% de conversdo de carbono em CO, depois
de apenas 80 dias de andlise em compostagem.

De acordo com Mohanty e Nayak,** o PBAT sofre biodegradagéo
sob condigdes de compostagem, atingindo 80% de biodegradagdo
em 180 dias. Muniyasamy et al.** observaram um comportamento
de degradagdo semelhante, onde a taxa de biodegradagdo foi cerca
de 90% em um periodo de 180 dias sob condi¢des de compostagem.

Na Figura 2S (material suplementar) encontram-se as imagens
dos filmes poliméricos obtidas com auxilio de um estereomicroscépio
com aumento de 50 vezes em O dias (a) e ap6s 90 dias de ensaio de
biodegradacdo (b).

Ao analisar a Figura 2S (material suplementar) € possivel perceber
que ndo hd diferencas entre os filmes poliméricos nos tempos de
0 e 90 dias de ensaio, corroborando o fato de que niio ocorreu a
biodegradacio dos mesmos nas condices estudadas. E perceptivel a
presenca de alguns pontos escuros nos filmes poliméricos aditivados
com 1 e 2% (m/m) de MCs-Zn, sendo possivelmente as microcdp-
sulas distribuidas na matriz do polimero biodegraddvel, ja que esse
fato ndo € observado para os filmes aditivados com as NPs-ZnO.
Ainda, percebem-se claramente as linhas de orientagdo de miquina,
entretanto, nenhum indicativo de degradac@o, como fissuras, trincas
ou ranhuras sdo observados.

O presente trabalho foi realizado sem aerag@o, sob temperatura
proxima a ambiente e sem umidade do ar e do solo controladas,
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logo, as taxas de biodegradagdo sdo menores e, consequentemente,
o tempo de 90 dias foi insuficiente para que a mineraliza¢@o de toda
a amostra acontecesse.

CONCLUSOES

Através deste estudo pode-se concluir que pela adigdo das NPs-
ZnO e das MCs-Zn ao polimero biodegradéavel Ecoflex® foi possivel
agregar a atividade antimicrobiana aos filmes poliméricos sem com-
prometer sua degradabilidade. Dentre os aditivos antimicrobianos
e os percentuais destes estudados, pode-se optar pela concentracio
de 1% (m/m), visto que esta apresenta resultados estatisticamente
semelhantes apds 24 horas de contato do filme poliméricos com
as bactérias a concentragdo de 2% (m/m), diminuindo desta forma
custos para a obtenc@o dos filmes antimicrobianos, e pela utilizagio
das MCs-Zn devido a vantagem de ndo serem sintetizadas pela tec-
nologia nano, a qual possui um pré-conceito em torno da sua forma
de obtengdo e pelo fato de ndo se saber ao certo quais os possiveis
danos por elas causados nos organismos vivos e ainda, pela dis-
tribui¢do mais homogénea na matriz polimérica se comparadas as
NPs-ZnO.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel gratuitamente em http://qui-
micanova.sbq.org.br, na forma de PDF, estdo apresentados, a Figura
1S que mostra a evolu¢@o da quantidade de CO, gerada durante os
90 dias do ensaio de biodegradagio para os polimeros obtidos com e
sem MCs-Zn, bem como as imagens dos filmes poliméricos obtidas
com auxilio de um estereomicroscépio com aumento de 50 vezes em
0 dias (a) e ap6s 90 dias de ensaio de biodegradagao (b) (Figura 2S).
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