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RESUMO

O papel tradicional das embalagens de alimentos continua evoluindo em resposta as
mudancas das necessidades do mercado. Inovacdes que oferecam solugdes no
segmento de embalagens sdo necessarias, tendéncias atuais sugerem o
desenvolvimento de embalagens funcionais contendo agentes antimicrobianos, que
sdo capazes de inibir ou até mesmo causar a morte de microrganismos
deteriorantes e/ou patogénicos e embalagens ambientalmente favoraveis as quais
possuem um baixo nivel de impacto ambiental. O desenvolvimento de filmes
biodegradaveis contendo substancias ativas € de interesse para a industria
alimenticia. Devido ao seu carater ductil, a policaprolactona (PCL), um poliéster
biodegradavel, com propriedades mecanica e cinética de degradacdo adequadas
quando descartadas no meio ambiente, com rotas de produc¢do relativamente
baratas em relacdo a outros poliésteres alifaticos, surge com um grande potencial de
utilizacdo para embalagens biodegradaveis para alimentos. Neste trabalho o 6xido
de zinco nanoestruturado (ZnOnano) foi incorporado a matriz polimérica PCL, filmes
puros e filmes PCL aditivados com ZnOpane 5, 10 € 15% foram produzidos com
sucesso, a técnica de Solvent Casting mostrou-se satisfatoria para a preparacao dos
filmes poliméricos. Em seguida, foram realizadas analises de Espectroscopia na
Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Difragao de Raios X
(DRX), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Microscopia Otica (MO),
Microscopia de Forga Atémica (AFM), atividade antimicrobiana e citotoxicidade. Os
resultados demonstraram que a identidade quimica dos componentes individuais
nao foi modificada, o controle superficial pode ser alcancado através da variacao da
composicao, na concentragdo 5% o filme PCL/ZnO apresenta-se bem distribuido ao
longo da matriz polimérica, apresentando uma superficie uniforme ao longo de todo
o filme, ocorreu inibicdo do crescimento da bactéria patogénica para os filmes
aditivados com ZnO e especificamente no filme nanocompédsito contendo 5%
Zn0Onano Obteve-se a eficicia antibacteriana 6tima e a toxicidade ausente. Filmes de
PCL com nanoparticulas de ZnO dispersas homogeneamente na matriz polimérica
oferecem grande potencial para serem aplicados em filmes de interesse comercial
para utilizacdo como embalagens de alimentos.

Palavras-chave: Filmes de PCL, ZnO, embalagens, analises antimicrobianas,
polimeros biodegradaveis.



ABSTRACT

Global world packaging market grows constantly trying to fill the society needs.
Innovations offering solutions for the industrial packaging segment are needed, and
current trends suggest functional packages’ development containing antimicrobial
agents able to avoid or even to kill pathogenic microorganisms, parallelally being
environmentally friendly packaging, providing lower environmental damages.
Development of biodegradable films with active substances is interesting for the food
industry. Due to its ductile character, polycaprolactone (PCL), biodegradable
polyester with proper mechanical and degradation kinetic properties when disposed
to the environment, presenting relatively satisfactory processing costs among
aliphatic polyesters has great potential use for the biodegradable food packaging. In
this work nanostructured zinc oxide (ZnOnano) Was added to PCL matrix, neat PCL
films and ZnOpano films with 5, 10 and 15 % were successfully produced by Solvent
Casting. Films were characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), X-ray Diffraction (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM), Optical
Microscopy (MO) and Atomic Force Microscopy (AFM), additionally antimicrobial
activity and cytotoxicity were also performed. Main results showed the chemical
identity of individual components was not modified; the surface control could be
achieved changing composition. At 5% of ZnQO, this filler is well distributed along PCL
matrix, presenting uniform surface. Pathogenic bacterial growth was inhibited
throughout PCL film specifically for films with 5% ZnOnano. Optimum antibacterial
efficacy and absent toxicity were obtained. PCL films with homogeneously dispersed
ZnO nanoparticles along with the matrix offer great potential to be commercially
applied being interesting films for the food packaging industry.

Keywords: PCL films, ZnO, packaging, antimicrobial analysis, biodegradable
polymers.
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1 INTRODUCAO

A moderna industria de alimentos necessita de embalagens que protejam os
produtos alimenticios, prolonguem a vida util deles, mantendo-os frescos e seguros,
permitindo que os mesmos sejam transportados por longas distancias, atendendo
assim o mercado consumidor. Dessa forma, o papel tradicional das embalagens de
alimentos continua evoluindo em resposta as mudancas das necessidades do
mercado. Inovacdes que oferecam solucbes no segmento de embalagens sao
necessarias uma vez que o desenvolvimento das chamadas “embalagens ativas”,
além de servirem como barreira entre o meio externo e interno, devem contribuir na
preservacao do alimento, que é uma abordagem inovadora para manter ou
prolongar o prazo de validade dos produtos alimentares, assegurando
simultaneamente a sua qualidade, seguranca e integridade (Han et al., 2018).

Tendéncias atuais sugerem o desenvolvimento de embalagens funcionais
contendo agentes antimicrobianos, que sao capazes de inibir ou até mesmo causar
a morte de microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos e embalagens
ambientalmente favoraveis as quais possuem um baixo nivel de impacto ambiental.
O desenvolvimento de filmes biodegradaveis contendo substancias ativas € de
interesse para a industria alimenticia. Por essas razbes, o Oxido metélico
nanoestruturado ZnO e o polimero biodegradavel, como a policaprolactona (PCL),
sao bons candidatos na producao de embalagens alimenticias (Yildirim et al., 2018).

Policaprolactona (PCL) € um poliéster alifatico termoplastico biodegradavel
que apresenta propriedades flexiveis com grande potencial para aplicacoes
tecnoldgicas e tem como caracteristicas principais boa tenacidade e flexibilidade
(Sogut, 2019). Ela apresenta propriedades viscoelasticas superiores a outros
poliésteres, que é compativel com polimeros de fontes renovaveis e permite a
formacao de estruturas multicamadas promovento o aumento das propriedades
mecanicas e de barreira importante para embalagens de alimentos (Figueroa-Lopes
et al., 2018; Li et al, 2018), entretanto, tais embalagens tém altos custos de
producdo (Bumbudsanpharoke & Ko, 2015). Portanto, o desenvolvimento de
embalagens monocamadas com propriedades aprimoradas, peso leve,
transparéncia e biodegradabilidade é desejavel, e os avangos da nanotecnologia
podem tornar isso possivel (Garcia, Shin e Kim, 2018).
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A PCL é um polimero que apresenta estabilidade térmica e quimica,
biocompatibilidade, baixa toxicidade, baixa imunogenicidade e baixos riscos de
contaminagdes (Sogut, 2019). Com isso, oferece uma matriz biodegradavel ideal
para agentes antimicrobianos nano estruturados tipo 6xidos metélicos como o ZnO,
pois além de melhorar as propriedades mecanicas, de barreira e térmicas, é possivel
agregar a atividade antimicrobiana aos filmes poliméricos sem comprometer sua
degradabilidade (Capelezzo et al., 2018).

Nanoparticulas metalicas tém sido incorporadas em filmes poliméricos, dentre
elas o ZnO para produgdo de embalagens com atividade antimicrobiana devido,
principalmente, ao seu pequeno tamanho e grande area superficial especifica
(Espitia et al., 2013; Kanmani e Rhim, 2014; Arfat et al., 2015). Mesmo a definicao
de “nanomaterial” em si ndo sendo homogénea, a Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos, em seu “Guidance for Industry”, concedeu status GRAS
para o ZnO que demonstra ser seguro ao contato com alimentos (FDA, 2017), assim
como a Unido Europeia, no qual o ZnO € aprovado para aplicacbes de embalagens
de alimentos (EC, 2017). Contudo, apesar da existéncia de legislacdo especifica
para o ZnO, os riscos para a saude da exposi¢ao a nanoparticulas para embalagens
de alimentos permanecem insuficientemente avaliados e estudos mais profundos
que avaliam a citotoxicidade s&o necessarios (Mertens et al., 2016; Maisanaba et al.,
2014; Maisanaba et al., 2015). A eficacia antibacteriana 6tima e a toxicidade
reduzida ainda permanecem um desafio (Hu et al., 2018; Yamani et al., 2016; Zhang
et al., 2014; Wiesenthal et al., 2011).

Estudos relataram que a incorporacdo de ZnO nano estruturado com
propriedades antimicrobianas a filmes baseados em polimeros biodegradaveis pode
melhorar suas propriedades de barreira (a agua e gases) e propriedades mecanicas,
aumento do bloqueio da luz UV e vapor de agua (Li & Li, 2009; Pantani, Gorrasi,
Vigliotta, Murariu e Dubois, 2013; Venkatesan & Rajeswari, 2017). A dispersédo das
nanoparticulas na matriz tem influéncia direta nas propriedades mecanicas, de
barreira e possivelmente nas propriedades bioldgicas, assim, um estudo de
superficie associado a propriedades biolégicas é de grande importancia.

No presente trabalho, filmes compésitos antibacterianos a base de PCL/ZnO
foram desenvolvidos. As propriedades antibacterianas de superficie dos filmes
contra S. aureus foram avaliadas pelo método de adesao microbiana. A citotoxidade
foi avaliada utilizando o método de difusdo em agar. Caracterizacées quimicas e
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topograficas também foram investigadas e associdas as propriedades biol6gicas
com o objetivo de avaliar o potencial dos filmes como embalagens de alimentos
ativos.

Ademais, este trabalho tem como objetivo promover novos conhecimentos
sobre comportamento antimicrobiano e citotoxico dos filmes PCL/ZnO, o que
contribuira para futuras aplicacbes em embalagens de alimentos com eficacia

antibacteriana 6tima e toxicidade reduzida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Embalagens

A embalagem exerce um papel primordial na industria alimenticia, com
diversas aplicagdes como: conter, conservar, manter a qualidade e seguranca do
produto, impossibilitando a deterioragédo quimica, fisica e microbiolégica do alimento
(Azeredo, 2004).

Dentre os materiais com maior volume de descarte em lixdes e aterros
municipais, destacam-se o papel, papelao e os polimeros sintéticos, conhecidos
comercialmente como plasticos, conforme a Figura 1. A contribuicdo do plastico é
relativamente pequena quando comparada a residuos como material organico ou
papel e papeldo, entretanto o aspecto negativo € o tempo de degradacdo deste
material ao ser descartado em lixdes, como mostra a Tabela 1 (Yoshiga et al., 2004).

mietal widdro
outros 5% 5,

plastico 5%
8% -

arganico
2%
papel &

papelan
26%

Figura 1 - Composicao percentual em massa dos materiais que compdem os residuos
sélidos urbanos (Yoshiga et al., 2004).

Tabela 1 - Tempo de degradacao de materiais quando descartados em lixdes. Adaptado de
(Magalhaes, 2001).

MATERIAL TEMPO DE DEGRADACAO
Aco (latas) 10 anos

Aluminio 200 a 500 anos

Isopor Indeterminado

Madeira 6 meses

Madeira pintada 13 anos

Papel 1 a 6 meses

Plasticos 450 anos

Plastico (PET) 100 anos

Vidro Indeterminado
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As embalagens plasticas para alimentos podem ser classificadas como
rigidas, semirrigidas e flexiveis que sao os filmes e estruturas laminadas. Em
decorréncia do baixo custo e praticidade dessas embalagens, a producdo e
comercializagdo de filmes flexiveis vém aumentando nos Ultimos anos, mostrando
que outro fator que impulsiona este aumento é a disponibilidade de diferentes
resinas no mercado (Jorge, 2013).

Filmes flexiveis garantem uma boa processabilidade na industria de
alimentos, possibilitando o seu uso em diversas aplicagdes, a citar em polpas de
frutas, leite, carnes, vegetais, produtos minimamente processados. Além disso,
reduz a troca de umidade e a permeabilidade aos gases entre o alimento e o
ambiente, controla a atividade microbiana e preserva a integridade estrutural dos
produtos (Sarantdpoulos et al., 2002).

Um dos principais problemas enfrentados na producdo de embalagens
flexiveis € a gestdo de residuos de materiais plasticos (Realini e Marcos, 2014).
Dessa forma, a reciclagem é uma maneira eficaz para reduzir esses residuos,
contudo, a contaminagao do material com matéria organica, areia ou 0Oleo dificulta a
reciclagem de plasticos (Santos e Yoshida, 2011). Outro fator importante é o fato
das embalagens serem feitas de diferentes tipos de polimeros, com diferentes
aditivos como cargas, colorantes e plastificantes. A contaminagcdo e a diversidade
dos componentes das embalagens dificulta o processo de selegdo para o
reprocessamento, tornando a reciclagem um processo de alto custo (Davis e Song,
2006).

O uso de biopolimeros e polimeros biodegradaveis surge com uma
alternativa eficaz na produgdo de embalagens. Nos ultimos anos, tem ocorrido um
consideravel aumento nas pesquisas relacionadas a polimeros biodegradaveis, na
tentativa de substituir os polimeros sintéticos por matérias-primas que possam ser
assimiladas pelo meio ambiente, principalmente como filmes flexiveis
biodegradaveis, possibilitando a substituicdo aos residuos nao degradaveis
derivados dos plasticos convencionais (Canché-Escamilla et al., 2011; Mlller et al.,
2012).
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2.2 Filmes Biodegradaveis

Embalagens flexiveis em forma de filmes conquistaram o mercado de
embalagens para alimentos por apresentar boa transparéncia, flexibilidade, étima
resisténcia ao impacto, rasgo e baixo custo. Essas embalagens eram produzidas por
poliolefinas como Polietileno (PE) e Polipropileno (PP), como também pelo Poli
(cloreto de vinila) (PVC) (Anyadike, 2010), entretanto, o descarte irracional, elevados
custos de reciclagem e o elevado periodo de degradagao geraram impactos ao meio
ambiente, promovendo a diminui¢cdo do seu uso (Santos e Yoshida, 2011).

Buscando menor impacto ambiental, pesquisas estao sendo realizadas com
materiais que possuam uma degradagdo em menor tempo ap6s o descarte. Uma
alternativa para a diminuicdo da acumulacéo de residuos plasticos sdo os polimeros
biodegradaveis (Fukushima et al., 2012).

Polimeros biodegradaveis sao polimeros nos quais a degradacdo € um
processo natural, cujo material é resultante da acdo de microrganismos da natureza,
como bactérias, fungos e algas, sendo este um processo natural, sob condigbes
favoraveis (Rosa e Péantano Filho, 2003). A biodegradacdo inicia quando o0s
microrganismos desenvolvem-se na superficie do polimero e secretam enzimas,
quebrando o polimero e transformando a macromolécula em pequenos fragmentos.
Dessa forma, o processo de biodegradacdo depende de diversos fatores, como a
atividade microbiana no ambiente, temperatura, pH, peso molecular e cristalinidade
do polimero (Avella et al., 2005; Davis e Song, 2006).

Os polimeros biodegradaveis podem ser provenientes de fontes naturais
renovaveis, como cana-de-agucar, milho e celulose, sintetizados por bactérias a
partir de pequenas moléculas, como o acido butirico ou o acido valérico, dando
origem ao polihidroxibutirato — PHB e ao polihidroxibutirato- co- valerato — PHB-HV,
derivados de fonte animal, como a quitina e a quitosana; proveniente de fontes
fésseis (petroquimicos), obtidos através do petréleo como a policaprolactona — PCL
(Brito et al., 2011). Estes polimeros podem ser classificados como na Figura 2.
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Figura 2 - Classificacdo de alguns polimeros biodegradaveis de acordo com a sua fonte de
origem (Brito et al., 2011).

Os biopolimeros possuem destaque na fabricagdo dos filmes
biodegradaveis, pois, quando assim aplicados, apresentam propriedades de barreira
adequadas contra o oxigénio, intermediaria resisténcia mecéanica e umidade relativa
baixa. Apesar de todas as vantagens, os biopolimeros possuem limitacdes técnicas
que dificultam sua processabilidade e seu uso. Assim, para superar tais
desvantagens, grupos de pesquisa tém estudado e proposto modificagbes, dentre
elas: modificagdo quimica, adicao de plastificantes, mistura com outros polimeros
formando blendas (Chen e Wang, 2002; Balakrishnan et al., 2010), inclusdo de
nanoparticulas produzindo compdsitos (Wong et al., 2004; Fechine, 2010), no intuito
de melhorar propriedades como processabilidade, resisténcia térmica, propriedade
mecanica, propriedade reoldgica, permeabilidade a gases e taxa de degradacao,
além de acrescentar propriedades como atividade antimicrobiana, tornando-os
atrativos para a industria de processamento (Garavand et al., 2017).

Os polimeros biodegradaveis mais utilizados sdo o PLA Poli (4cido lactico), o
poli (acido glicélico) - PGA, o poli (acido glicélico-acido latico) - PLGA e a PCL
(Amass et al, 1998). Observam-se caracteristicas de uma area de grande
importancia para viabilizagdo de seu uso, uma vez que eles possuem areas de

desenvolvimento e aplicacdo com crescente utilizacdo para embalagens, como
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também para os mais variados setores (Falcone et al, 2007). Assim, o uso de
biopolimeros em filmes biodegradaveis para embalagens de alimentos (rigidos e
flexiveis) tem se mostrado uma area de grande aplicacdo no Brasil (Brito et al.,
2011). Porém, alguns fatores devem ser considerados antes do uso dos mesmos
como: as taxas de degradacdo em situacoes adversas, possiveis mudancas de
algumas propriedades fisicas, mecanicas e térmicas durante o armazenamento e a

sua resisténcia contra o crescimento de microrganismos (Cabedo et al., 2006).

2.3 Policaprolactona (PCL)

A PCL € um polimero sintético fabricado a partir de fontes de petréleo do tipo
poliéster alifatico, tem cadeia linear, & semicristalino e de carater hidrofébico. Possui
boas propriedades mecanicas como resisténcia a tracdo e alongamento, sendo
biodegradavel, biocompativel e apresenta facilidade em formar compésitos com
oxidos metdlicos. Ademais, tem uma temperatura de fusdo baixa, T, (55-60°C) e
temperatura de transicdo vitrea, T4 de -60 °C (Fambri et al., 2002; Nair e Laurencin,
2007). Sua sintetizacado é feita pela polimerizagdo na abertura do anel da e-
caprolactona a partir de catalisadores aniénicos e catibnicos, que vao liberar radicais
livres para abrir 0 anel de 2-metileno-1- 3-dioxepano (Woodruff e Hutmacher, 2010),

como apresenta a Figura 3.

Catalizadores

g-caprolactona Policaprolactona

Figura 3 - Processo de polimerizagdo da Policaprolactona (Giménez et al., 2017).

A processabilidade de filmes de PCL por solucdo ocorre de maneira
satisfatoria, uma vez que esta possui a capacidade de solubilizacdo em diversos
solventes organicos, dentre eles o tetracloreto de carbono, benzeno, cloroférmio,

tolueno, ciclohexano e 2-nitropropano a temperatura ambiente.
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Estes filmes, quando obtidos pela técnica de casting, apresentam boa
transparéncia e flexibilidade, exibindo, assim, atributos semelhantes aos filmes de
polimeros comerciais como PE e PP (Ponce et al., 2009).

Em funcdo de estudos realizados com a PCL, como: testes de
biocompatibilidade in vitro e in vivo, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou

0 uso deste material para fins médicos e farmacéuticos (Khor et al., 2002).

2.4 Oxido de zinco nanoestruturado

O o6xido de zinco (ZnO) é um material inorganico semicondutor com
caracteristicas idnicas e covalentes bem conhecidas, € considerado um dos
materiais mais versateis devido as suas propriedades: alta estabilidade quimica,
estabilidade mecanica e térmica o que permite uma gama de aplicagdes (Ann et al.,
2014), além de ser um aditivo importante na industria de borracha e plastico para
fins de transferéncia de protecdo antimicrobiana, protecdo UV e propriedades de
desodorizacdo (Padmavathy e Vijayaraghavan, 2008; Diez-Pascual e Diez-Vicente,
2014).

O ZnO possui as estruturas wurtzita, blenda de zinco e sal de rocha (Ozgur
et al., 2005), como mostra a Figura 4. Na sua forma mais comum, a wurtzita,
apresenta picos de difragdo que podem ser indexados com a estrutura wurtzita
(Mishra et al., 2012). Quando em escala nanométrica, pode assumir varias formas,
em diferentes arranjos estruturais (Ma et al., 2007). Esse material tem custo
relativamente baixo, e com transparéncia Optica na regiao do visivel, tipico de um

material semicondutor.

Figura 4 - Representagcdo da estrutura cristalina do ZnO. (a) Tipo sal de rocha; (b) tipo
blenda de zinco, e (c) tipo wurtzita (Ozgr et al., 2005).



21

Vale ressaltar que o ZnO integra a lista GRAS (Generaly Recognized as
Safe) da FDA/USA (Food Drug and Adminstration) e tem se mostrado como um forte
antimicrobiano contra patogenos alimentares (Espitia et al., 2013).

Filmes poliméricos tém sido incorporados com nanoparticulas metalicas,
dentre elas o ZnO para producdo de embalagens com atividade antimicrobiana
(Espitia et al., 2013; Kanmani e Rhim, 2014; Arfat et al., 2015). Dessa maneira, o
Zn0O, atuando como agente antimicrobiano, aumenta a biodegradabilidade dos filmes
e €& economicamente mais viavel quando comparado a outros metais em
nanoparticulas, como prata e ouro. Portanto, o0 ZnOnano apresenta forte potencial de

uso em embalagem para alimentos.

2.4.1 Atividade antimicrobiana do ZnO

A atividade antimicrobiana € uma das propriedades mais promissoras da
nanoparticula de ZnO, como pode ser observado em diversos trabalhos da literatura
(Sawai, 2003; Adams et al., 2006; Franklin et al., 2007; Li et al., 2008). Uma maior
estabilidade e uma maior vida de prateleira foram verificadas com a inclusdo de
nanoparticulas inorganicas com atividade antimicrobiana quando comparadas com
0s compostos organicos (Raghupathi et al., 2011).

Desde a década de 50, estudos avaliando a atividade antimicrobiana de
oxidos metalicos como Fe,O3; (Chang et al., 2012), TiO, (Gupta et al., 2013), Ag-O
(Allahverdiyev et al., 2011), CaO (Allahverdiyev et al., 2011), MgO (Jin e He, 2011) e
CuO (Azam et al., 2012) comprovam sua eficiéncia como agente bactericida, assim
como o ZnO, estudos apresentam propriedades bactericidas significativas em uma
ampla gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Kumar et al., 2017) . O
mecanismo de acdo antimicrobiana de nanoparticulas de ZnO mais aceito esta
relacionado a dois fatores principais: formacao e liberacdo de espécies ativas de
oxigénio e dano a parede celular devido a interacdo e adeséo das particulas (Liu et
al., 2009).

Nesse mecanismo, ocorre a formagéo e liberacao de espécies reativas de
oxigénio (do inglés reactive oxigen species—ROS), em especial H>O,, O2-, OHe e
OH- aumentando a atividade oxidativa do meio. A eficiéncia na producdo de
espécies reativas de oxigénio esta relacionada com a densidade de defeitos de

superficie nos o6xidos metalicos, no qual os defeitos funcionam como nucleos
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cataliticos promovendo reacdes de oxirreducao permitindo a formacgao de diferentes
espécies reativas de oxigénio (Pacchioni, 2003; Dutta et al, 2013; Lakshmi
Prasanna e Vijayaraghavan, 2015).

As ROS podem causar dano aos constituintes celulares como lipideos,
proteinas e material genético e sua formacédo é potencializada por fotocatélise.
Neste processo, as nanoparticulas de ZnO irradiadas com uma fonte de luz UV
promovem a transferéncia de elétrons da banda de valéncia para a banda de
condugao, formando-se vazios de elétrons com alto poder oxidante e elétrons na
banda de conducdo com capacidade redutora que, em conjunto com moléculas de
agua, podem formar espécies reativas de oxigénio como radical hidroxila, peréxido
de hidrogénio e anion superdxido (Kansal et al., 2008). Outro fator envolvido é o
efeito toxico de fons de Zn®* que interagem com os clusteres de Ferro-enxofre,
substituindo o ferro levando a quebra do cluster. Esta quebra inibe o transporte de
elétrons, induzindo a formagdo de ROS (Lemire et al., 2013). Estas espécies
reativas sao responsaveis pela quebra das moléculas de DNA e perda de fluidez da
membrana que levam aos processos de peroxidagao lipidica e finalmente processo
de vazamentos de material citoplasmatico (Liu et al., 2013).

O mecanismo de interacao e adesao das particulas de ZnO a superficie das
células (Figura 5) se da por forcas eletrostaticas. A superficie positivamente
carregada de ZnOpano liga-se fortemente a parede celular das bactérias gram
negativas, e esta interacdo direta das particulas com a superficie celular pode levar
a modificacbes morfolégicas, internalizacdo das particulas, alteracdo na
permeabilidade da membrana e também liberacdo do conteudo celular (Sawai, 2003;
Zhang et al., 2007; Espitia et al., 2012). A penetracdo na membrana da célula e a
desorganizacdo da membrana bacteriana ap6s contato com ZnOpane também foram
indicados como causadores da inibicdo do crescimento bacteriano (Brayner et al.,
2006; Huang et al., 2010), como apresentados na Figura 5.
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Figura 5 - Esquema resumido das possiveis interacoes das NPs de ZnO com células
bacterianas. As NPs de ZnO podem: (1) libertar ions Zn** e originar ROS, (2) interagir com
as proteinas da membrana afetando as suas fungdes, (3) acumular-se na membrana celular
afetando a sua permeabilidade e (4) entrar na célula onde pode originar ROS, libertar ions
Zn** e afetar o DNA. As espécies ROS e ions Zn** podem também afetar o DNA, a
membrana celular e as proteinas da membrana. Adaptada de (Marambio-Jones e Hoek,
2010).

Diferentes trabalhos descrevem a eficiéncia antimicrobiana por efeitos
abrasivos das nanoparticulas sobre as membranas plasmaticas, relacionando com
menores tamanhos de particula e com maior eficiéncia bactericida (Jones et al.,
2008; Navale et al., 2015). O efeito abrasivo esta diretamente relacionado com a
morfologia da particula encontrando-se maior efeito antimicrobiano em estruturas

com formas de flores (Cai et al., 2016).

2.5 Compositos poliméricos

Compésito consiste em um material multifasico, com as fases dos
constituintes quimicamente diferentes. Alguns compésitos sdo formados por apenas
duas fases: uma é chamada matriz (continua e envolve a outra fase), e a outra é
conhecida como fase dispersa (Callister, 2000).

Os compositos poliméricos sao materiais bifasicos constituidos por matriz
polimérica e uma fase dispersa (cargas), cujo proposito é a combinacdo das
propriedades dos constituintes individuais (Wang et al., 2001). Estudos indicam que
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a adicao de O6xidos metdlicos em polimeros, principalmente com o 6xido na sua
forma nanoestruturada, representam ganho em propriedades mecanicas, elétricas,
de barreira e antimicrobiana nesse compasito (Shen et al., 2012).

Materiais resultantes da nanoestruturagcdo apresentam propriedades fisicas
e quimicas significativamente diferentes quando comparados com materiais em
macro e micro escala constituidos pelas mesmas substancias (Duncan, 2011). O
tamanho das particulas, sua composigao quimica e a estrutura superficial resultam
em grande area superficial especifica da fase dispersa, intensificando as forcas
interfaciais das interagbes polimero-fase dispersa (Bouwmeester et al., 2009). Logo,
€ importante que o enchimento esteja uniforme em relacdo a matriz polimérica,
garantindo que suas propriedades sejam homogéneas e obtendo o0 maximo
aproveitamento da area superficial (Arora e Padua, 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

A poli (e caprolactona) (PCL) nome comercial CAPA 6500 foi adquirida na
Perstorp Winning Formulas (Suécia) e foi utilizada sem qualquer tratamento
adicional. O 6xido de zinco (ZnO) foi adquirido na Acros Organics (pureza de 99,5%,
area superficial especifica de 28 m?/g). Neste trabalho, o ZnO foi incorporado na
matriz PCL sem o uso de nenhum agente de dispersédo. A acetona foi adquirida na
Quimica Moderna (99,5% de pureza). A pesquisa ocorreu no Laboratério de

Avaliagéo e Desenvolvimento de Biomateriais (CERTBIO).

3.2 Métodos
3.2.1 Preparacao das amostras

Filmes de PCL foram produzidos dissolvendo-se pellets de PCL em 50 ml de
acetona, na concentracdo de 5% (massa/volume). A mistura foi agitada a 40 °C
durante 30 min, condicao na qual a PCL foi completamente dissolvida. A solucao foi
colocada em placas de petri de 15 cm de diametro, seguida de secagem em estufa a
40°C por 18 h. Os filmes de PCL/ZnO foram obtidos seguindo a mesma metodologia
e foram produzidos com 5, 10 e 15% de ZnO (peso), como pode ser visto na Figura
6. Assim, a adicdo de ZnO foi realizada na solugéao de PCL.

Pellets de PCL
| 50 ml acetona 5% (massa / volume)

| Agitada a 40°C durante 30 minutos;
| PCL dissolvido

Placas de Petri de 15 cm de didmetro,
secagem no forno a 40°C por 18 horas

l Filmes PCL / ZnO
5 10e 15%

Figura 6 - Método de preparo dos filmes PCL/ZnO.
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3.2.2 Caracterizacoes das amostras

Filmes de PCL e PCL/ZnO, com concentracao de ZnO entre 0 € 15% em
massa, foram caracterizados por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X (DRX), Microscopia de Forca
Atdmica (AFM), Microscopia Otica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), atividade antimicrobiana e citotoxicidade. As caracterizagdes foram
realizadas no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais
(CERTBIO).

3.2.2.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A andlise por FTIR foi realizada em um espectrémetro modelo Spectrum 400
FT Mid-IR PerkinElmer, USA, com varredura de 4000 a 450 cm™'. Essa técnica foi
utilizada para verificar a composicao dos filmes, permitindo que as informacodes
sobre as diferentes concentracées dos filmes fossem comparadas através de
informacgdes estruturais sobre as bandas caracteristicas dos grupos funcionais das
moléculas e sobre os grupos atdmicos que participam da estrutura dos filmes. Esse
ensaio foi realizado de acordo com a norma ASTM F2778 — 09.

3.2.2.2 Difracao de Raios X (DRX)

As medidas de difracdo de raios-X (DRX) foram realizadas para as quatro
amostras de filmes (PCL pura, PCL/5% ZnO, PCL/10% ZnO e PCL / 15% ZnQO) de
dimensdo 1 cm? a fim de determinar a presenca das fases cristalinas e a
cristalinidade dos filmes PCL e o efeito da adigdo do éxido de zinco. As analises de
difracdo de raios X foram conduzidas em um aparelho DRX-7000 fabricado pela
Shimadzu (Japao), utilizando radiagdo Ka do cobre (1,5418 A), tensdo de 40kV e
corrente 30mA a uma velocidade de 2°/min, passo de 0,2 e faixa de varredura de 5-
70°.

3.2.2.3 Microscopia Optica (MO)

Para analisar a topografia da superficie dos filmes, assim como a
distribuicdo das nanoparticulas de ZnO na matriz PCL, foi usada a técnica de
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Microscopia Otica na qual aplicou-se o método de iluminagdo por reflexdo de luz
visivel. O canhao acoplado a estagéao de captura de imagem foi o da série Mx sendo
o Mx (G) — 2016Z. Foram utilizados dois tipos de lentes adaptadoras para essa
analise: a lente AD — 2016S que permite, no modo de observagcdo normal, um
aumento de 20-160X e a lente AD-2016LOW, que na observacao em modo de baixa
ampliacdo, possibilita aumentos de 6-48X. O Software usado para a obtencdo das
imagens foi 0 2D meansure e 0 equipamento o Microscédpio Hirox de modelo KH-
1300.

3.2.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia dos filmes foi avaliada usando Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), através de um microscéopio da marca World Phenom, modelo Pro
— X 800-07334, que possui uma tensado de aceleragdao dos elétrons que pode ser
ajustavel (5kV, 10kV e 15kV) e com detector de elétrons retroespalhados (BSED), o
que possibilita a analise elementar por energia dispersiva de raios X (EDS), sendo
possivel uma magnificacdo de 120 a 45.000 vezes. As superficies dos filmes foram
previamente revestidas com ouro para evitar o acumulo de cargas e avaliadas
utilizando diversos campos de imagem com ampliagdes apropriadas para revelar
maiores detalhes da estrutura, a interface de interacédo entre a matriz e a distribuicéo

das bactérias fixadas nas amostras.

3.2.2.5 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Para a caracterizacdo por AFM, as amostras foram cortadas em pedagos de
1 cm? e a topografia de superficie das amostras foi realizada em um Microscépio de
Forca Atdmica fabricado pela Park NX-Bio, (Suwon, Coreia), com uma faixa de
escaneamento XY: 100 um x 100 um. Foram obtidas micrografias em diferentes
regides da superficie dos filmes de PCL com e sem presenca do ZnO, a fim de
verificar a topografia superficial e rugosidade da membrana e observar se a
dopagem com oOxido de zinco altera esse perfil.

3.2.2.6 Atividade antimicrobiana
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A atividade antimicrobiana das amostras de PCL/ZnO foi avaliada através do
ensaio de adesdo microbiana de acordo com a norma JIS Z 2801:2000(E). A
bactéria gram positiva Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi selecionada como o
organismo de teste. A estirpe teste foi cultivada em BRAIN-HEART INFUSIO AGAR
(BHI) (acumedia) em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas. A solucdo
bacteriana foi preparada e inoculada com o organismo teste em solucéo salina a 0,5
escala de McFarland. Entdo, filmes nanocompdsitos foram cortados com cerca de
1cm?, esterilizados por UV e colocados em placa de cultura de 24 pogcos com 900
meio de cultura caldo MUELLER HINTON (KASVI) e 100 pl do inéculo bacteriano
usando uma pinca estéril. A amostra foi fixada com glutaraladeido 2,5% e
desidratada sequencialmente usando 15, 30, 50, 70, 85 e 99,6% de etanol, apds a
incubagéo a 37 °C durante 24 h em estufa bacteriologica.

3.2.2.6.1 Analise qualitativa e quantitativa da atividade antibacteriana dos
filmes por Microscopia Eletrénica de Varredura

Apos a fixagdo e desidratacdo das amostras, os filmes foram avaliados
quanto a evidéncia de sua atividade antibacteriana por imagens de MEV em um
microscopio Pro — X 800-07334 World Phenom, Eindhoven, Holanda. Por intermédio
do uso do software de dominio publico Fiji-Imaged versdao 1.53i, foi possivel
quantificar o tamanho médio das bactérias e o percentual da area ocupada em
relacdo a area total analisada das amostras. Com magnificacao de 3000X, analisou-
se uma area total das amostras correspondente a aproximadamente 10 um. As
superficies foram avaliadas utilizando diversos campos de imagem com ampliacées
apropriadas para revelar maiores detalhes da estrutura, a interface de interagédo

entre a matriz e a distribuicdo das bactérias fixadas nas amostras.

3.2.2.7 Toxicidade celular

A atividade citotdéxica das amostras foi avaliada utilizando o método de
difusdo em agar conforme ISO 10993-5 (2009) e adaptada do método utilizado por
Torabinejad et al. (1995) e Kim et al. (2005).

A Linhagem celular de fibroblastos de camundongo L929 (ATCC NCTC
clone 929, Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil) foi cultivada em meio RPMI
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1640 (Gibco — Invitrogen Corporation, Grad Island, EUA) até a confluéncia e
tripsinizadas utilizando tripsina a 0,25% (Gibco®, Life Technologies). A densidade
celular foi determinada utilizando um contador celular automatico (Introven — Thermo
Fisher, Waltham, Massachusetts, EUA), a concentracéo foi ajustada para 1,0 x 10°
células/mL. As suspensbes celulares foram distribuidas em placas de 6 pocos
(4mL/pocgo) e incubadas por aproximadamente 48 horas. Aquelas que apresentaram
uma monocamada celular uniforme e confluéncia superior a 80%, o meio de cultura
foi substituido por 1 mL de meio de agar recém-preparado contendo 2X Eagle MEM
(Gibco®-Invitrogen Corporation, Grad Island, EUA) e 0,01% de solucdo vermelha
neutra (Sgma-Aldrich, EUA).

Dessa forma, as placas com meios de agar permaneceram por 10 min no
escuro a temperatura ambiente para solidificacdo. As amostras de tamanho 1 c¢m?
foram colocadas no centro das superficies de agar, juntamente com os controles
positivo (folha de latex) e negativo (polietiieno de alta densidade - PEAD) em
duplicata. As placas foram encubadas na posi¢ao invertida, embrulhadas em folha
de papel de aluminio para evitar o dano celular por fotoativacdo do vermelho neutro
(1ISO 109983-5), por pelo menos 24 horas em estufa a 37 °C £ 1°C, umidificada e com
5% + 1% de CO? para avaliagdo da citotoxicidade.

As zonas descoradas foram quantificadas conforme indicado na Tabela 2. A
lise Celular foi avaliada usando um microscépio invertido digital Nikon Eclipse TS100
(Minato, Toquio, Japao).


https://www.google.com/search?newwindow=1&client=firefox-b-d&q=nikon+&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MDJJKsx6xOjMLfDyxz1hKatJa05eYzTh4grOyC93zSvJLKkUUuNig7JkuHilELo0GKS4uRBcnkWsbHmZ2fl5CgBuErKFXAAAAA

Tabela 2 — Graus de citotoxicidade.

DESCRICAO DA ZONA
DE CITOTOXICIDADE

GRAU CITOTOXICIDADE
0 Auséncia

1 Leve

2 Branda

3 Moderada

4 Severa

Auséncia de descoramento
ao redor ou sob a amostra.

Zona de descoramento
limitada a é&rea sob a
amostra.

Tamanho da zona de
descoramento a partir da
amostra menor que 0,45
cm.

Tamanho da zona de
descoramento a partir da
amostra compreendido
entre 0,45cma 1,0 cm.

Tamanho da zona de
descoramento a partir da
amostra maior que 1,0 cm,
porém nao envolvendo a
placa inteira.

30
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espectroscopia na Regidao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Com base na estrutura quimica da PCL e do ZnO e por meio da analise por
FTIR, baseando-se em estudos como os de Augustine et al. (2014) e Mallakpour and
Nouruzi (2016), foi possivel atribuir informagdes sobre a interacdo quimica entre

esses dois materiais.

P WA WANVAN

ch, A,

e
/G/\/\/\

CH, CH, cH

o o

Figura 7 — Estruturas quimicas: (a) separadamente, estruturas do PCL e ZnO; (b) interacéao
quimica entre o PCL e 0 ZnO.

De acordo com esses autores, 0 que ocorre séo interagdes do tipo dipolo-
dipolo ou pontes de hidrogénio (Figura 7 (a)), no qual os atomos de oxigénio, por
serem mais eletronegativos, ficam carregados com os elétrons livres resultantes da
quebra de dupla ligagao (Figura 7 (b)), e é este efeito que faz com que haja uma
ressonancia eletromagnética que permite que essas ligacées sejam reordenadas e
suas cargas reequilibradas apds desfeitas as interacbes com as nanoparticulas de
Zn0.

Na identificacdo por FTIR, segundo Augustine et al. (2014) e Hu et al.
(2018), observou-se as seguintes bandas de absorcao (Figura 8): a 2942 e 2870 cm’
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! atribuidas ao estiramento assimétrico e simétrico da ligacdo CH», a 1722 cm™ o

estiramento carboxilico (C = O) do grupo éster de PCL, e as bandas de 1243 e 1166
cm "', respectivamente, correspondem ao estiramento assimétrico e simétrico (C - O
- C).

3.0
(a)
— (b)
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(c)
— (d)
S 20 450
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2
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AN
1243
0,5 -
1722 1166
2942 2870
0,0 J'\'\ T T
4000 3000 2000 1000
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Figura 8 — Espectros de FTIR dos filmes: (a) PCL pura; (b) PCL/ 5%Zn0O; (c) PCL/ 10%Zn0;
(d) PCL/ 15%Zn0.

E possivel observar também o aparecimento de uma banda n&o finalizada
com méaxima intensidade em torno de 450 cm™ que corresponde a ligacdo formada
pelo éxido de zinco (ZnO) para as composicdes contendo o percentual de 10 e 15%
do mesmo, na qual a intensidade dessa banda aumenta devido a maior quantidade
de nano particulas presente. Para a composi¢do contendo 5% (ZnO), essa banda
nao foi observada provavelmente devido a menor concentragcdo de NPs de ZnO e
também a sua baixa intensidade de vibragao, pois, a mesma ja € observada ao final
da faixa analisada no espectro. Tais afirmacgdes estdo de acordo com os estudos de
Mallakpour and Nouruzi (2016) e Hu et al. (2018).
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Apesar de confirmar anteriormente que as NPs de ZnO foram incorporadas,
como sugerido pelos estudos citados, em busca de conhecer melhor 0 mecanismo
de interagdo das nano particulas com os grupos funcionais da PCL que ocorre no
grupamento de C = O caracterizado por alteragdes na banda de 1722 cm™, realizou-
se um estudo por meio da lei de Lambert-Beer e obteve-se os valores de area
relativa para essas bandas. Em relagdo a PCL pura, a composi¢ao contendo 5% de
NPs de ZnO obteve uma razdo de 0,8 de aumento, enquanto as composicoes
contendo 10 e 15% de NPs tiveram razGes de 14 e 20, respectivamente. Ou seja,
isto indica que quanto maior o valor dessa relacao (como foi para a composi¢ao de
10 e 15% de ZnO) mais forte e/ou aumentada deve estar sendo a interagdo das NPs
com a PCL e, consequentemente, menor sera a sua atividade antimicrobiana
(Augustine et al., 2014; Hu et al., 2018).

4.2 Difracao de Raios X (DRX)

Na Figura 9, sdo apresentados os resultados de difragdo de raios-X obtidos
para os filmes de PCL puro, PCL/ZnO com 5, 10 e 15%. Observa-se o perfil de
difracdo semicristalino referentes ao filme de PCL, apresentando dois picos de
cristalinidade em 26 = 21° e 23° (Figura 9), iguais aos picos encontrados por Correa,
Moncada e Zapata (2017).
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Figura 9 - Difratogramas dos filmes de PCL puro, PCL/ZnO com 5, 10 € 15%.

Os filmes contendo ZnOnano, Material cristalino, exibiram picos de difracao
cuja intensidade foi acentuada com o aumento da concentracao das nano particulas.
Os filmes nanocompdsitos apresentaram picos de difracdo em 20 igual a 31,6; 34,6;
36,5; 47,7; 56,7; 62,9; 67,9 e 69,2°, correspondendo aos planos (100), (002), (101),
(102), (110), (103), (200) e (112) do oOxido de zinco, respectivamente (Zak et al.,
2011). Dessa forma, observa-se que a estrutura hexagonal (caracteristica das
wurtzitas) das nanoparticulas de ZnO nao foi alterada apds sua incorporagcéo a
matriz de PCL.

Estes padrées de difragdo estdo em concordancia com dados de outros
autores que sintetizaram ou utilizaram ZnOpano €m matrizes biopoliméricas
(Trandafilovi¢ et al., 2012; Thirumavalavan, 2013; Mohandas et al., 2015). Logo, a
adicdo das nanoparticulas de ZnO n&o alterou significativamente a cristalinidade da
matriz de PCL, assim como observado por Li et al. (2010) ao sintetizar ZnOpano €M
filmes poliméricos.
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4.3 Microscopia Optica (MO)

Os ensaios de Microscopia Optica (MO) foram realizados para visualizar as
superficies dos filmes compostos PCL e PCL/ZnO e as amostras foram analisadas

sem qualquer tratamento.

Figura 10 - Imagens de microscopia optica dos filmes de PCL pura (a), PCL/5% ZnO (b),
PCL/10% ZnO (c) e PCL/ 15% ZnO (d).

A Figura 10 exibe imagens de Microscopia Optica para compostos PCL pura,
PCL/ZnO com 5, 10, 15%, na qual observa-se esferulitos em ambas as imagens. No
entanto, no filme PCL pura, esses esferulitos sdo maiores, e possivelmente, o ZnO
atua como um agente nucleante durante a cristalizacao da PCL. Em compostos com
10 e 15% de ZnO, os esferulitos da PCL sdo menores do que em compostos com
5% de ZnO. Essa é uma tendéncia observada com adi¢do de agentes nucleantes,
0s quais tendem a facilitar a cristalizacéo, paralelamente diminuindo o tamanho das
entidades cristalinas (Jiang et al., 2001; Lv et al., 2015).
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4.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura para compésitos PCL/ZnO
sado apresentadas na Figura 11, obtidas de filmes de PCL revestidos de ouro sem
realizacdo de qualquer tratamento térmico ou quimico. Na Figura 11 (a), uma
superficie lisa é observavel, a matriz polimérica apresenta-se em uma estrutura
morfologicamente uniforme e de alta compactacdo sem presenca de grandes
fissuras ou poros, similar a da PCL pura. Resultados semelhantes foram obtidos por
Augustine et al., (2014).

Figura 11 - Filmes PCL/5% de ZnO (a), PCL/15% de ZnO (b), PCL/15% de ZnO (c),
amplificagéo dos circulos vermelhos mostrados em (c) para PCL/15% de ZnO (d).

O Zn0O estd bem disperso na matriz PCL para a concentracdo PCL/ZnO 5%
e ndao € observada a formagdo de poros, o que € indicativo de filmes de alta
qualidade, com textura homogénea. No entanto, para concentragées mais elevadas
de ZnO, nos filmes com 10 e 15%, uma superficie esferulitica com orificios (circulos
vermelhos) € verificavel, sendo observada a formagédo de poros, como apresentado
na Figura 11 (b). A Figura 11 (c) mostra agregados de ZnO na superficie do filme, o
que é indicativo de uma fraca dispersao. Esses filmes possuem zonas com maiores
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7

e menores concentracbes de ZnO. A Figura 11 (d) € uma amplificacdo dos
agregados de ZnO mostrados na Figura 11 (c). Em altas concentra¢des de ZnO, as

particulas parecem estar destacadas na superficie do filme.

4.5 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Embora a MEV seja a ferramenta padréo para a investigacdo da morfologia
superficial de filmes plasticos, a Microscopia de Forca Atdmica (AFM) foi introduzida
com sucesso nos ultimos anos para este fim. De uma forma concisa, mas eficaz, a
AFM foi descrita como uma ferramenta analitica para medir caracteristicas de
superficie de materiais sintéticos e bioldgicos (Jones, 2016). A analise de AFM é
particularmente adequada nesta categoria de filmes ativos para embalagem de
alimentos devido a modificagdo topografica como consequéncia da dispersdo de
substancias ativas no material de embalagem de materiais ativados (Marinelo,
2018).

Para avaliar a topografia e a rugosidade dos filmes, foram feitas analises de

AFM, conforme verificado na Figura 12.
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Figura 12 - Imagem topografica por AFM dos filmes de PCL pura (a), PCL/5% de ZnO (b),
PCL/10% de ZnO (c), PCL/15% de ZnO (d).

Observou-se que a altura maxima nao teve alteragédo significativa e, em
relagdo as linhas de orientagdo do material, ndo foi observada grande distingéo
neste aspecto. No entanto, verificou-se nitidamente o aumento da rugosidade na
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morfologia dos filmes em fung¢do da concentracdo de ZnO, em filmes com 10 e 15%
de ZnO, ocorreu um aumento significativo da rugosidade média e quadratica como
apresentado na Figura 12, o que demonstira a modificacdo da topografia em
comparagao com os filmes PCL pura e do filme PCL/ZnO 5%. As modificagcbes de
rugosidade sdo associadas a alteragdes na aderéncia dos materiais, molhabilidade,
funcionalidade quimica e funcionalidade biol6gica, e sao, portanto, relevantes no
campo da embalagem ativa (Barish e Goddard, 2011; Marinelo, 2018).

Sadeghi & Shahedi (2016) testaram concentracdoes de ZnO 1 e 2% em
diferentes morfologias de filmes de copolimeros de alcool etileno vinilico e polimeros
de quitosana. O aumento da concentracdo de ZnO evidenciou a formacédo de
protrusées e recortes devido a introdugdo de nanoparticulas de 6xido de zinco
incorporadas na superficie do filme, o acréscimo de ZnO conduziu ao aumento da
atividade antimicrobiana. Outro estudo implementou, de forma semelhante, a AFM
para caracterizar superficies com aptiddo antimicrobiana ativa. Sadeghnejad,
Aroujalian, Raisi e Fazel (2014) estudaram a modificagdo de superficie de filmes de
PE por plasma de ar corona para melhorar o revestimento subsequente de
nanoparticulas de prata na superficie do filme tratado. O estudo mostra como o
tratamento com corona aumenta a rugosidade dos filmes de polietileno de baixa
densidade (PEBD), dobrando em termos de Sa e Sq, permitindo um aumento do
seguinte revestimento de prata e um aumento subsequente na quantidade de prata
libertada dos filmes revestidos com atividade antibacteriana promissora contra
bactérias gram positivas e negativas.

Esses resultados vao contra os resultados obtidos neste trabalho, que
sugerem através do ensaio de ades&do microbiana visto em MEV, que na superficie
do filme a formagéo de protrusdes, ou seja, 0 aumento da rugosidade por adicéo de
nanoparticulas em altas concentragdes formam cavidades que faciltam a
proliferacdo microbiana reduzindo a atividade antimicrobiana do ZnO, como também
mostrou o estudo por meio da lei de Lambert-Beer que obteve os valores de area
relativa para as bandas de FTIR, indicando que quanto maior o valor dessa relacéo
(como foi para a composicao de 10 e 15% de ZnO) mais forte e/ou aumentada deve
estar sendo a interacdo das NPs com a PCL e, consequentemente, menor sera a
sua atividade antimicrobiana (Augustine et al., 2014; Hu et al., 2018).
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4.6 Atividade Antimicrobiana

Para averiguar o potencial dos filmes da PCL com e sem adicao do ZnOpano
na perspectiva de serem empregados para embalagens ativas para alimentos, um
produto susceptivel a agdo microbiana que favorece sua degradacao. Devido a
posicao de suas cargas negativas resultantes na superficie das NPs de ZnO, o efeito
da atividade aintibacteriana para bactérias gram positivas deve ser investigado.
Dentre os patdgenos de relevancia para area de alimentos destacam-se as bactérias
gram positivas Staphylococcus aureus.

Os resultados obtidos sdo apresentados por meio das imagens das
amostras de PCL pura (Figura 13 (a) e (b)), PCL+ZnO5%% (Figura 13 (c) e (d)),
PCL+Zn0O10% (Figura 13 (e) e (f)) e PCL+Zn0O15% (Figura 13 (g) e (h)).
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Figura 13 — Fotomicrografias obtidas por MEV e seus respectivos pares de mapeamento de
superficie referentes a quantificacao de bacterias por area analisada.

A dispersdo das nanoparticulas na matriz tem influéncia direta nas
propriedades mecanicas, de barreira e também nas propriedades biologicas. O
estudo de superficie associado a propriedades biolégicas mostrou que o teor de NPs
metalicas nao é o fator determinante Unico na atividade antibacteriana, uma vez que
a medida que se aumenta o teor de NPs nao verifica-se 0 aumento da eficiéncia da
atividade antimicrobiana na superficie. Possivelmente, como mostrou o estudo por
meio da lei de Lambert-Beer que obteve os valores de area relativa para as bandas
de FTIR, indicou que quanto maior o valor dessa relacdo (como foi para a
composi¢ao de 10 e 15% de ZnO) mais forte deve estar sendo a interagdo das NPs
com a PCL e, consequentemente, menor sera a sua atividade antimicrobiana
(Augustine et al., 2014; Hu et al., 2018). Corroborando com os resultados obtidos por
AFM, entende-se que na superficie do filme ha a formagao de protrusdes, ou seja, 0
aumento da rugosidade por adicdo de nanoparticulas em altas concentracoes
formam cavidades que facilitam a proliferagcdo microbiana reduzindo a atividade

antimicrobiana do ZnO na superficie do filme.

Tabela 3 — Dados de quantificacdo de area de superficie para as amostras analisadas por
MEV.

Amostra Tamanho médio das Bactérias Area *Area ocupada por
(um?) Bactérias (%)
PCL puro 0,673 59.210
PCL+Zn0O5% 0,133 0.056
PCL+Zn0O10% 0,193 2.317
PCL+Zn0O15% 0,253 6.689

*percentual calculado para uma area total de 10 um.
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O filme controle ndo apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias
utilizadas no presente trabalho, apresentando uma area de 59.210 % de ocupacao.
Em contrapartida, os filmes nanocompdsitos reduziram a contagem celular de S.
aureus bacteriostatico significativamente, a inibicdo do crescimento microbiano se
deu principalmente por contato, possuindo como maior inibigdo o filme PCL/ZnO 5%
com 0.056 % de area ocupada.

Os resultados sado, portanto, satisfatorios, tendo em vista o poder
antimicrobiano do nanocomposito em relagéo a alta carga dos microrganismos gram
positivos avaliados. Os filmes nanocompésitos de PCL e ZnO produzidos neste
trabalho foram capazes de controlar a populagdo bacteriana por contato, o que
suporta seu uso como embalagem antimicrobiana para alimentos, visto sua
habilidade de inibir o crescimento de microrganismos na superficie das embalagens

alimenticias e evitar a invasao de microrganismos contaminantes.

4.6 Citotoxicidade

De modo a permitir a utilizacao destes filmes para embalagens de alimentos,
sd0 necessarios testes in vitro para avaliagdo da citotoxicidade. Os riscos para a
saude da exposicdo a nanoparticulas para embalagens de alimentos permanecem
insuficientemente avaliados e estudos mais profundos que avaliam a citotoxicidade
sdo necessarios (Mertens et al., 2016; Maisanaba et al., 2014; Maisanaba et al.,
2015). A eficacia antibacteriana 6tima e a toxicidade reduzida ainda permanecem
um desafio (Hu et al., 2018; Zhang et al., 2014; Wiesenthal et al., 2011).

Para avaliagdo da citotoxicidade dos filmes, foi escolhido o método
qualitativo por difusdo em Agar, apropriado para dispositivos de alta densidade, que
avalia os efeitos produzidos pela amostra através da camada de agar, que protege
as células de tecido conjuntivo de rato (fibroblastos de linhagem celular L-929) do
dano mecanico durante a colocacdo da amostra e permite a difusdo de substancias
quimicas que migram das amostras poliméricas.

Os resultados do teste de difusdo em agar estao representados na Tabela 4
como valor médio dos valores dos 4 diferentes quadrantes das amostras em
duplicata. Um molde de PEAD foi usado como controle negativo, 0 que ndo causou

lise celular; enquanto latex téxico, um controle positivo, uma clara formacao de halo
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foi observada, evidenciando a lise celular, o que resultou em um grau de
citotoxicidade 4 (severamente citotoxico).

Os filmes de PCL puro e PCL+Zn0O5% foram qualificados semelhantes ao
controle negativo, apresentando auséncia de citotoxicidade grau 0 e os filmes
PCL+Zn0O10% e PCL+Zn0O15%, uma clara formacao de halo foi observada sob e ao
redor da amostra, qualificando a citotoxidade da amostra em grau 3 (moderada),

considerada insatisfatoria de acordo com a ISO 10993-5 (2009).

Tabela 4 - Resultados do ensaio por Difusdo em Agar.

AMOSTRA GRAU CITOTOXICIDADE ZONA DE
DESCORAMENTO
(CmM)
Controle Positivo 4 Severa 1,08
Controle negativo 0 Auséncia 0,0
PCL Puro 0 Auséncia 0,0
PCL/Zn0O 5% 0 Auséncia 0,0
PCL/ZnO 10% 3 Moderada 0,725
PCL/ZnO 15% 3 Moderada 0,9375

A Figura 14 mostra, microscopicamente, as zonas de descoloracdo dos
filmes PCL+Zn0O10%, PCL+ZnO15% e do controle positivo (latex toxico) que
apresentou descoloracdo completa e lise celular sob e ao redor da amostra. Os
filmes PCL pura, PCL+Zn0O5% e controle negativo (PEAD) n&o mostraram qualquer
zona de descoloracado sob ou ao redor da amostra. As células foram visualizadas
com ampliacao de 100x. A absorcao das células de fibroblastos do corante vermelho
neutro apos 24 horas, a presenca de corante vermelho e a auséncia de células
lisadas mostram que estas células sao vitais, reforcando a qualificagcdo das amostras
como ausente de citotoxicidade como visto na Tabela 4.



Figura 14 - Imagens com 100X de aumento da linhagem celular L929 das zonas de
descoloragdo de materiais experimentais no teste de difusdo em agar: controle negativo
(PEAD) (a), controle positivo (latex toxico) (b) e dos filmes de PCL pura (c), PCL/5% de ZnO
(d), PCL/10% de ZnO (e), PCL/15% de ZnO (f).

No presente trabalho, nenhum efeito citotoxico foi verificado com
PCL+Zn05%:; no entanto, um aumento significativo na citoxicidade celular dos filmes
PCL+Zn0O10% e PCL+ZnO15% foi observado para a linhagem celular L929. A
citotoxicidade das NPs esta altamente relacionada a suas cargas superficiais (Yu et
al., 2019). Com isso, NPs de metal com cargas negativas podem causar menos
dano mitocondrial e ruptura da integridade da membrana de células de mamiferos
do que NPs com cargas positivas (Froéhlich, 2012). Acredita-se que a maior
dispersdao e a menor interacdo entre PCL+ZnO5% € a causa da auséncia de

citoxicidade destes filmes, como visto no FTIR.
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5 CONCLUSAO

Os filmes PCL/ZnO foram produzidos com sucesso, a técnica de Solvent
Casting mostrou- se satisfatéria para a preparacao dos filmes poliméricos. Os
carateres cristalino e quimico dos componentes individuais ndo foram modificados
de forma significativa, como mostrou os espectros por DRX. O controle superficial
pode ser alcangado através da variagdo da composicao, as imagens de MEV e as
imagens topogréaficas de AFM mostraram que na concentragdo PCL/ZnO5% o ZnO
apresenta-se bem distribuido ao longo da matriz polimérica, apresentando uma
superficie uniforme ao longo de todo o filme, tornando-os promissores para
aplicacbes em embalagens de alimentos, principalmente devido as propriedades
antimicrobianas das nanoparticulas de ZnO demostradas através dos resultados do
ensaio de adesdo microbiana com maior eficiéncia da atividade antimicrobiana na
superficie do filme PCL/ZnO5%. A auséncia de citotoxicidade foi alcangada também
para o filme PCL/Zn0O5%.

Em concluséo, esse estudo foi o primeiro a investigar a superficie de filmes
PCL/Zn0O, associando a dispersdo da nanoparticula, a interacéo intermolecular entre
as cadeias de PCL e ZnO e as propriedades microbiolégicas e citotoxicas,
alcangando a eficacia antibacteriana 6tima e a toxicidade ausente para o filme
PCL/ZnO5%. O estudo sugere que filmes de PCL com nanoparticulas de ZnO
dispersas homogeneamente na matriz polimérica oferecem grande potencial para
serem aplicados em filmes de interesse comercial para utilizagdo como embalagens

de alimentos.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As conclusbes finais deste trabalho sugerem propostas para trabalhos
futuros.

Inicio do estudo das propriedades mecéanicas e de barreira dos filmes,
utilizando como varidvel a espessura e tempo de secagem dos filmes e a
concentragéo da nanoparticula.

Realizar ensaios antimicrobianos com bactérias gram positiva.

Realizar testes com o recobrimento de alimentos pelas embalagens, e o
monitoramento do tempo de conservagao desse alimento.

Testes de biodegradabilidade dos filmes também podem ser feitos.

Outra possibilidade a partir do resultado alcangcando, que obteve a eficacia
antibacteriana 6tima e a toxicidade ausente e com a versatilidade da PCL ja antes
utilizada como suturas reabsorviveis, liberacdo controlada de farmacos, substitutos

0sseos temporarios é a utilizagdo dos filmes como biomatertiais.
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