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RESUMO

Neste trabalho teve-se por objetivo analisar a influéncia de diferentes contetidos de
nanoparticulas de oxido de zinco (ZnOpa,) e de diferentes graus de reticulagdo nas
propriedades de filmes de alginato plastificados com glicerol, visando-se a aplicacdo dos
filmes como constituintes de curativos para lesdes de pele ou de embalagens para alimentos.
Preparados por casting, com e sem reticulagio com Ca', trés grupos de filmes com e sem
ZnOyapo foram obtidos: ndo reticulados com calcio (SC), reticulados em primeiro estagio (RP)
e reticulados em primeiro e segundo estagio (RS). Observou-se que 0 uso de ZnOy,y, reforgou
a matriz polimérica, ndo tendo sido possivel obter filmes SC sem nanoparticulas. O efeito da
reticulacdo com Ca'" foi mais intenso que o da adi¢do de ZnOpan, para particulas menores que
100 nm. O uso do primeiro ¢ do segundo estagio de reticulagdo modificou as propriedades dos
filmes nanocompositos, reduzindo sua permeabilidade ao vapor d’agua e espessura,
melhorando as propriedades mecanicas e aumentando a estabilidade térmica. O efeito de
reforco pelas nanoparticulas nas propriedades mecénicas dos filmes RP foi potencializado
com a redugdo do tamanho médio das ZnOp,,, (<50 nm). Contudo, o efeito do segundo
estagio de reticulagdo mostrou-se superior ao uso das nanoparticulas, independentemente do
tamanho das mesmas, supondo-se que a presenca das ZnOp,p, nos filmes reticulados RS possa
ter reduzido a densidade de reticulagdo. A tonalidade ¢ intensidade da cor foram alteradas, e a
transparéncia dos filmes foi reduzida com o aumento no contetido de ZnOpap, (<100 nm). Os
filmes RS apresentaram, em média, permeabilidade ao vapor d’agua igual a
3,30 g-mm/m*-dia-kPa, tensio na ruptura de 64 MPa, 2% de alongamento ¢ modulo de Young
de 4.700 MPa. A opacidade do filme nanocomposito RS fabricado com 3% do ZnOjan,
(<50 nm) foi igual a 7,3% em comparagdo a 10,1% alcangado para o filme RS preparado com
o 3% do ZnO (<100nm). Os filmes nanocompdsitos RS apresentaram atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e efeito bacteriostatico contra Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Assim, como os filmes a base de alginato de calcio preparados na
presenga de nanoparticulas de ZnO apresentam atividade antimicrobiana, melhoria em
variadas propriedades, além de aumento da estabilidade, conclui-se que os mesmos sdo uma

alternativa promissora no desenvolvimento de curativos e embalagens antimicrobianas.

Palavras-chave: nanocompositos; curativos, embalagens antimicrobianas, alginato, 6xido de

Zinco.



ABSTRACT

The present work had the goal of analyzing the influence of different contents of zinc oxide
nanoparticles (ZnOy.p,) and of different degree of cross-linking on the properties of alginate
films plasticized with glycerol, aiming their application as wound dressings or antimicrobial
food packaging. Prepared by casting, with and without cross-linking with Ca™, three groups
of films with and without ZnOy,,, were obtained: non cross-linked with calcium (SC), cross-
linked in one stage (RP) and cross-linked in two stages (RS). The use of ZnOyzy, reinforced
the polymeric matrix, since it was not possible to obtain SC films without ZnOp,n,. On the
other hand, the cross-linking with Ca'" effect was more intense than the addition of ZnO,n,
smaller than 100 nm. The increase in cross-linking degree, achieved by using the two stages
of reticulation, altered the nanocomposite films properties, reducing their water vapor
permeability and thickness, improving the mechanical resistance and increasing the thermal
stability. The reinforcement effect of ZnOyan, on mechanical properties of RP films was
enhanced with the reduction on nanoparticle average size (< 50 nm). However, the increase in
calcium concentration, accomplished with the use of the second stage of cross-linking, proved
to be superior in comparison to nanoparticle incorporation, regardless of the particle average
size used, so that the presence of ZnOj,n, on the RS cross-linked films might have reduced the
cross-linking density. The color properties were altered and the transparency was decreased
with the increase of zinc oxide nanoparticles. The RS films presented, on average, water
vapor permeability of 3.30 g-mm/m?-dia-kPa, tensile strength of 64 MPa, 2% of elongation
and Young modulus of 4,700 MPa. The opacity of RS nanocomposite film containing 3% of
(<50 nm) was 7.3% in comparison to 10.1% obtained for the RS nanocomposite film
manufactured with 3% of ZnO (<100 nm). The RS nanocomposite films presented
antibacterial activity against Staphylococcus aureus and bacteriostatic effect against
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. Therefore, as the calcium alginate based films
prepared in the presence of ZnO nanoparticles present antimicrobial activity, improvement on
many properties, besides increased stability, it is concluded that they are promising alternative

in the development of wound dressings and antimicrobial food packages.

Keywords: nanocomposite; wound dressing; antimicrobial packaging; alginate; zinc oxide.
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uUsS Nanoparticulas tratadas com ultrassom -

Y Opacidade do filme em modo de transmitancia %
Y, Opacidade do filme colocado sobre o padrao preto -
Yy Opacidade do filme colocado sobre o padrao branco -
XRD Cristalinidade -
ZnO0pan0 Nanoparticula de ZnO -
AE* Diferenca total de cor -
AP0 Diferenga de pressao parcial de vapor kPa

Letras gregas

0 Espessura do filme mm
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® Contetdo de umidade % (g H2O0/100 g filme)
0 Angulo de contato °
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Produtos obtidos a partir de polimeros sintéticos fazem parte da vida cotidiana, sendo
utilizados em diversas aplicagdes como embalagens, dispositivos da area da saude, materiais
eletronicos, eletrodomésticos, automodveis, vestuario, dentre outros. Estes polimeros
destacam-se pela disponibilidade, facilidade de processamento e propriedades mecanicas ¢
fisicas ajustaveis para aplicacdes especificas. Apesar de sua alta versatilidade, materiais
obtidos a partir de polimeros sintéticos podem apresentar desempenho pouco satisfatorio para
algumas aplicagdes especificas, nas quais propriedades como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade sdo necessarias.

Contudo, alguns polimeros sintéticos, como o poli (acido glicolico) (PGA), poli (acido
latico) (PLA), poli (4cido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e policaprolactona (PCL),
apresentam propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade que os tornam
adequados para o uso em aplicagdes biomédicas e de areas relacionadas a saude humana ou
animal (GUNATILLAKE; ADHIKARI, 2003). No entanto, h4 outra classe de polimeros, os
biopolimeros, que se apresentam como alternativa atraente por serem atdxicos,
biocompativeis e biodegradaveis. Compostos desta categoria podem igualmente ser
explorados no desenvolvimento de novos materiais para variadas aplica¢des especificas.

Encontrados em abundancia na natureza, os biopolimeros podem ser extraidos
diretamente de fontes naturais (animais ou vegetais), sintetizados por fermentacdo microbiana
ou ainda obtidos pela polimerizacdo de mondmeros encontrados na natureza. Dentre os
biopolimeros, encontram-se os polissacarideos ¢ proteinas que, devido a sua natureza
coloidal, apresentam boa capacidade de formagdo de filmes com propriedades mecanicas e de
barreira adequadas para diversas aplicacgdes.

O alginato ¢ um polissacarideo de alta relevancia comercial extraido de algas marrons.
Além de ser atoxico e biocompativel, o alginato é capaz de formar géis na presenca de ions
divalentes, sobretudo o calcio. Zactiti e Kieckbusch (2005) propuseram um processo de
producdo de filmes de alginato, no qual a reticulagdo ¢ realizada em dois estagios. No
primeiro, uma solucdo pouco concentrada de calcio ¢ adicionada a solugdo de alginato,
obtendo-se filmes de baixo grau de reticulacdo soluveis em agua. No segundo estagio,

procede-se a reticulagdo complementar, que consiste da imersdo do material obtido no estagio
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anterior em uma solucdo concentrada de ions calcio que sdo difundidos através das cadeias de
alginato. O primeiro estagio de reticulacdo ¢ realizado para impedir a dissolugdo do filme
durante a imersdao em solucdo de calcio concentrada. Uma forte interacdo entre as cadeias do
polissacarideo resulta deste processo de reticulagdo com Ca'", com a consequente formagio
de uma matriz polimérica estruturada, capaz de formar filmes de baixa solubilidade em agua e
com resisténcia mecanica moderada. O processo de reticulagdo do alginato tem sido avaliado
para o ajuste de propriedades fisico-quimicas de filmes de alginato e, também, para o controle
da taxa de liberacdo de compostos ativos incorporados a matriz polimérica (NIETO, 2009).

Filmes de alginato apresentam moderadas propriedades mecanicas, de barreira a
umidade ¢ maior dificuldade de processamento quando comparados com filmes plasticos
sintéticos, limitando seu amplo uso na producdo de filmes. Uma forma de superar tais
dificuldades ¢ a producgdo de filmes compoésitos (THARANATHAN, 2003). Os compositos
sdo materiais hibridos, constituidos por duas ou mais fases, nos quais uma das fases encontra-
se dispersa ao longo da matriz polimérica, resultando em melhorias nas propriedades fisicas,
mecanicas, térmicas e de barreira dos filmes. Quando a fase dispersa apresenta pelo menos
uma das dimensdes inferior a 100 nm, o material ¢ denominado de nanocomposito. As
particulas sélidas ou de géis insoliiveis que compdem os compdsitos podem ser de natureza
quimica variada como metais, materiais inorganicos e, inclusive, polimeros distintos dos da
matriz principal.

Nanoparticulas de metais ou oOxidos metalicos podem apresentar atividade
antimicrobiana intensa contra varias bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos
patogénicos e, por esta razao, podem ser utilizadas como fase dispersa na produ¢do de filmes
nanocompositos. Produzidas a partir de substincias reconhecidas como seguras (GRAS —
generally recorded as safe) e que também sdo aprovadas pela Food and Drug Administration
(FDA, EUA), essas nanoparticulas podem ser utilizadas para o desenvolvimento de filmes
bioativos antimicrobianos especiais (KANMANI; RHIM, 2014). Dentre os 6xidos metalicos,
o oxido de prata (AgO) ¢é o bactericida mais conhecido e utilizado. Nanoparticulas de 6xido
de zinco (ZnOyapo) t€ém ganhado destaque, pois apresentam varias vantagens em relagdo as de
AgO, dentre elas, o fato de ser de custo mais baixo, ter coloragdo branca, e apresentar
propriedades de bloqueio contra radiagdo UV. O ZnOyaye pode ser aplicado em diversos
setores, como, por exemplo, na producao de sensores de gas, de células solares, de eletrodos
fotocelulares e de diodos emissores de radiacdo UV, devido a suas propriedades 6ticas e semi-

condutoras (TRANDAFILOVIC et al, 2012). O ZnO também apresenta propriedades
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bactericidas, e apesar de sua atividade antimicrobiana ser mais elevada na presenga de luz,
este composto também apresenta efeito bactericida pronunciado em pH neutro (pH entre 7 e
8) e na auséncia de luz (ZHANG et al., 2008), sendo possivel utilizar o ZnO para aplicacoes
antimicrobianas sem uma etapa de excitacdo oOtica. Foram encontradas somente duas
referéncias na literatura consultada a estudos sobre filmes de alginato contendo nanoparticulas
de ZnO como elemento de estruturacdo e, complementarmente, como elemento ativo
antibacteriano (BAJPAL et al, 2012; AKBAR; ANAL, 2014). No entanto, esses trabalhos
ndo abordaram a influéncia da concentracdo de nanoparticulas, do tamanho médio de
particulas ou do grau de reticulagdo com Ca'" nas propriedades dos filmes & base de alginato,
como foi avaliado na presente dissertacdo de mestrado. Além disso, este composto tem sido
incorporado em diversos filmes poliméricos para a producdo de filmes nanocompositos com
atividade antimicrobiana, apresentando resultados satisfatorios para esta finalidade
(KANMANI; RHIM, 2014).

Dentre as aplicagdes potenciais para os filmes compositos de alginato e ZnO estdo os
filmes antimicrobianos para embalagens de alimentos. Estes sistemas apresentam-se como
uma tecnologia contributiva para a extensdo da vida de prateleira de produtos alimenticios
mais susceptiveis a deterioragdo. Nesses sistemas de conservacdo superficial, agentes
antimicrobianos incorporados a matrizes poliméricas podem se difundir para a superficie do
alimento de forma controlada, atuando na reducdo ou inibicdo do desenvolvimento de
microrganismos patogénicos ou deteriorantes.

Assim, além da extensdo da vida de prateleira, embalagens antimicrobianas podem
contribuir para a redugdo da ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos (DTAs)
associadas a microrganismos patogénicos ou suas toxinas e que resultam em problemas
significativos para a sociedade.

Logo, filmes antimicrobianos compositos a base de alginato e particulas de ZnO podem
contribuir para a area de embalagens em trés pilares: sustentabilidade, extensdo da vida de
prateleira e seguranga dos alimentos.

Devido a suas propriedades biocompativeis, filmes de alginato podem ser também
utilizados na area da saide humana e animal, em contato direto com tecidos e 6rgdos vivos.
Em especial, as lesdes de pele figuram como uma area de aplicagdo relevante para os filmes
biopoliméricos. De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde, as lesdes cronicas de pele
sd0 uma epidemia global e avangos no seu tratamento e gestdo sdo de importancia vital

(WHO, 2010).
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Lesodes infectadas agravam a situagdo do paciente, pois aumentam potencialmente a
mortalidade e a morbidade, e sobrecarregam os sistemas de satde. Dessa forma, o
desenvolvimento de dispositivos capazes de prevenir e combater agentes infecciosos pode ser
benéfico no tratamento de lesdes infectadas e feridas passiveis de desenvolver infeccdes,
melhorando a qualidade de vida dos pacientes e minimizando custos para os servigos de
saude.

Assim, tendo em vista a necessidade de desenvolvimento de filmes plasticos
biodegradaveis e oriundos de fontes renovaveis e a oportunidade de inovar através dos filmes
ativos, no presente trabalho propds-se confeccionar filmes antimicrobianos nanocompdsitos a
base de alginato e nanoparticulas de ZnO, contendo glicerol como plastificante e reticulados
com fions calcio. Foi realizada a caracterizagdo destes filmes com relagdo as propriedades
mecanicas, fisico-quimicas e de atividade antimicrobiana contra E. coli, P. aeruginosa e S.
aureus. Além disso, foi também avaliada a importancia relativa dos componentes estruturais
nas propriedades do filme. Ao final, énfase foi dada para avaliagdo do potencial de uso de tais
filmes para aplicacdes como embalagens antimicrobianas para alimentos e/ou curativos para o
tratamento de lesdes de pele.

A presente dissertacdo de mestrado esta organizada como descrito a seguir. No Capitulo
2 sdo descritos os objetivos do presente trabalho. No Capitulo 3 ¢é apresentada uma revisao
bibliografica referente aos aspectos teoricos e praticos de relevancia ao tema proposto, sendo
também como sdo descritas as caracteristicas de maior relevincia e requerimentos para as
aplicagOes abordadas, especificamente embalagens antimicrobianas para alimentos e curativos
para lesdes de pele. No Capitulo 4 sdo apresentados os materiais e métodos utilizados na
execucdo do trabalho. Em seguida, os resultados e discussdo foram divididos em trés
capitulos. No Capitulo 5 ¢ discutida a avaliagdo da importancia relativa das reticulagdes
primaria e secunddaria em preparagdes com particulas desagregadas por diferentes métodos.
No Capitulo 6 sdo apresentados os resultados do efeito das condigdes de processamento na
redugdo do tamanho das particulas, enquanto o Capitulo 7 consiste da avaliagdo da influéncia
do agente reticulante e do tipo de material constituinte da fase dispersa. Finalmente, no
Capitulo 8 sdo apresentadas as conclusdes ¢ sugestdes para trabalhos futuros e no Capitulo 9,

as referéncias bibliograficas consultadas.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta dissertagdo de mestrado foi analisar a influéncia de diferentes
conteidos de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnOyay,) € de diferentes graus de reticulacio
nas propriedades de filmes de alginato plastificados com glicerol, visando-se sua aplicacdo
como embalagens antimicrobianas para alimentos ou na constituicdo de curativos para o

tratamento de lesdes de pele.

2.2 Objetivos especificos

O trabalho foi estruturalmente desenvolvido de acordo com os seguintes objetivos
especificos:

a) Determinar a influéncia da concentra¢do e do tamanho médio de nanoparticulas
de ZnO nas propriedades de filmes nanocompdsitos a base de alginato
confeccionados sem o pré-tratamento e sem a reticulagdo complementar com ions
CaH;

b) Avaliar o efeito do conteido e do tamanho médio de nanoparticulas de ZnO
incorporadas a filmes a base de alginato pré-tratados com calcio nas propriedades
do material, tais como cor, opacidade, permeabilidade ao vapor d’agua e
resisténcia mecanica;

¢) Determinar a influéncia da fragdo massica e do tamanho das nanoparticulas de
6xido de zinco, assim como avaliar o efeito do grau de reticulagdo nas
propriedades de filmes a base de alginato pré-tratados com calcio e submetidos a
reticulagdo complementar por ions Ca' ';

d) Avaliar a atividade antibacteriana dos filmes mais promissores preparados nas

etapas anteriores, e complementar sua caracterizagao fisico-quimica.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, é apresentada uma revisdo da literatura referente ao desenvolvimento
de filmes biopoliméricos e de nanocompdsitos, abordando as caracteristicas e propriedades
das matérias-primas utilizadas no presente trabalho. Ao final, é apresentada uma revisdo
referente as aplicagbes as quais serd destinado o material desenvolvido: curativos para

lesoes de pele e embalagens antimicrobianas para alimentos.

3.1 Filmes biopoliméricos

Devido a sua alta biodegradabilidade, biocompatibilidade, sustentabilidade e
comestibilidade, polimeros naturais e outras biomoléculas t€ém sido explorados para o
desenvolvimento de materiais com caracteristicas plasticas € menos agressivos ao meio
ambiente como alternativa aos materiais sintéticos ndo degradaveis derivados do petroleo.
Polissacarideos, proteinas e lipideos de origem animal e vegetal sdo geralmente utilizados
para este proposito.

Biopolimeros da categoria dos polissacarideos sdo particularmente atraentes para
diversas aplicagdes devido a sua natureza coloidal, boas propriedades de formacao de filme,
resisténcia mecanica moderada e boas propriedades de barreira a gases. Polissacarideos como
alginato, amido, carragena, celulose e derivados, quitosana e pectina t€m sido amplamente
avaliados para a producdo de materiais de embalagempara alimentos (KANMANI; RHIM,
2014). No entanto, seu uso ainda ¢ limitado devido a suas propriedades inferiores de
processamento e rendimento quando comparados com filmes de polimeros sintéticos
derivados do petréleo. Os polissacarideos também possuem baixa resisténcia a umidade e,
consequentemente, seus filmes apresentam alta permeabilidade ao vapor d’agua e alto
intumescimento, o que pode ocasionar a degradagdo precoce dos produtos. Além disso, a
baixa capacidade de alongamento torna necessario o uso de plastificantes na formulagdo dos
filmes, o que pode também ocasionar a reducdo das propriedades de barreira, prejudicando a
funcionalidade do material (CHA; CHINNAN, 2004).

No campo de desenvolvimento de biomateriais de uso na area de saude humana e

animal, ha, também, apreciavel destaque dos polissacarideos na constituicdo de dispositivos
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na forma de filmes para a liberacdo controlada de compostos como antibidticos, anti-
inflamatorios, agentes antimicrobianos, anestésicos e horménios. A incorporagdo destes em
matrizes polissacaridicas, além de protegé-los, possibilita o aumento da estabilidade da
preparacdo farmacéutica, a melhoria da biodisponibilidade do farmaco e de sua aceitacdo pelo
paciente, com a vantagem de propiciar a degrada¢do da matriz pelo organismo enquanto o
agente ativo ¢ liberado (BUENO; MORAES, 2011).

Dentre os polissacarideos com potencial para aplicacdes que incluem as embalagens e
coberturas para alimentos ¢ os biomateriais 1uteis, por exemplo, como curativos, destaca-se o

alginato, cujas caracteristicas e propriedades serdo descritas no item a seguir.

3.1.1 Alginato

O 4cido alginico ¢ um carboidrato coloidal hidrofilico extraido de diversas espécies de
algas pardas com solugdes diluidas de alcalis. Em termos moleculares, o alginato ¢ um
copolimero linear composto de grupamentos do acido B-D-manurénico (M) (Fig. 3.1a) e do
acido a-L-gulurénico (G) (Fig. 3.1b) unidos por ligagdes glicosidicas do tipo (1-4). Esses
meros podem ser organizados em blocos contendo apenas residuos G consecutivos (blocos
G), apenas residuos M consecutivos (blocos M) ou residuos alternados de M e G (blocos MG)
(Fig. 3.1c). A composicdo e a estrutura sequencial variam conforme o tipo de alga utilizada
(LENCINA et al., 2013).

O alginato extraido de algas marrons da familia Phaeophyceae, cujas fontes comerciais
incluem a Laminaria sp. € a Macroscystis pyrifera. O uso desse poliruonato oferece vantagens
na preparagdo de hidrogéis como: (i) ambiente aquoso relativamente inerte dentro da matriz,
(i1) porosidade do gel que permite alta difusividade de macromoléculas, (iii) dissolucdo e
biodegradabilidade sob condigdes fisiologicas normais, que permitem seu uso como matriz,
para incorporagdo e liberacdo de proteinas, medicamentos e células (NIETO, 2009). Na
Tabela 3.1, apresenta-se a composi¢ao tipica de alginatos produzidos pelas duas fontes mais

comuns de algas pertencentes a familia Phaeophyceae.

A principal aplicagdo comercial do alginato ¢ na forma dos sais de sodio, de potassio e
de amonio. As propriedades coloidais de espessamento, estabiliza¢do, suspensdo, formagao de
gel e emulsificacdo destes compostos justificam sua utilizagdo nas industrias alimenticia,
farmacéutica, téxtil e papeleira (LEE; MOONEY, 2012; LENCINA et al., 2013). As

propriedades fisicas dos alginatos dependem da sua massa molar e da propor¢éo e distribuicao
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dos grupos M e G. O uso de alginatos ricos em blocos M permite a obtencdo de estruturas
mais flexiveis, ideiais para confeccdo de filmes maleaveis, homogéneos e transparentes

(VAZ, 2012), adequados para aplicacdo como base para curativos e embalagens de alimentos.

Figura 3.1: Representagdo da estrutura quimica do alginato: a) formula molecular do acido 3-
manurdnico, b) do acido o-L-gulurénico; e c) padrdes intramoleculares dos diferentes

acucares do alginato (adaptado de STOKKE et al., 1991).
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Tabela 3.1: Composi¢ao quimica e composi¢ao dos blocos sequenciais de alginato obtidos a

partir de Macrocystis pyrifera e Laminaria hyperboria (STOKKE et al., 1991).

Fracao massica dos blocos

FONTE
G M GG MM GM/MG
M. pyrifera (alto M) 0,40 0,60 0,21 0,40 0,20
L. hyperboria (alto G) 0,66 0,34 0,55 0,22 0,12

O alginato ¢ um poliuronato capaz de formar associagdes cadeia-cadeia, resultando em
fortes hidrogéis com a adicdo de diversos cations divalentes. Allen e colaboradores (1963)
avaliaram o calcio como o agente reticulante de maior efetividade, sendo o mais empregado
na fabricacdo de hidrogéis. A propriedade do alginato de formar fortes hidrogéis na presenca
de calcio ¢ a responsavel pelo seu amplo uso na industria de alimentos, farmacéutica,
biotecnoldgica e tratamento de efluentes. Apesar disso, devido a natureza hidrofilica dos
hidrocoloides, filmes obtidos com polissacarideos, como o alginato, exibem pouca resisténcia
a agua (CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2011). Na literatura cientifica, podem ser

encontrados diversos trabalhos relatando caracteristicas fisico-quimicas, mecanicas e
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higroscopicas de filmes de alginato reticulados com ions calcio. Nesses trabalhos, a
reticulagdo é realizada pela difusio de Ca' através de uma matriz de alginato de sédio
(RHIM, 2004; OLIVAS; BARBOSA-CANOVAS, 2008). No entanto, outros agentes
reticulantes podem ser empregados, como descrito no trabalho de Lima, Andreani e Soldi
(2007), no qual foi utilizado formaldeido para realizar a reticulagdo.

Zactiti e Kieckbusch (2005) desenvolveram uma metodologia prdpria, na qual se obtém,
inicialmente, um filme de baixo grau de reticulagdo com Ca'". Em seguida, esses filmes so
submetidos a uma reticulagdo complementar por imersdo em uma solugdo concentrada de
cloreto de célcio. A reticulagdo priméaria impede a dissolu¢do do filme durante a imersdo em
solugdo de célcio concentrada. Ao final dos dois estagios, obtém-se um filme reticulado, com
baixa solubilidade em agua e com maior resisténcia ao intumescimento e & permeagdo ao
vapor d’agua. Além disso, € possivel ajustar algumas das propriedades do filme, como as
propriedades mecanicas e a taxa de liberagdo de compostos ativos, através da intensidade do
grau de reticulagdo no segundo estagio.

A gelificacdo pela interagdo dos ions céalcio com blocos uronato do alginato pode ser
descrita pelo modelo conhecido como caixa de ovos, conforme esquematizado na Figura 3.2.
Estudos de difracdo de raios X indicam que os fons Ca'" ficam acomodados em cavidades
formadas por zonas de jun¢do de pares de cadeias helicoidais de sequéncias de guluronatos
(BRACCINI; PEREZ, 2001). As zonas de jungdio sio formadas por regides das cadeias
poliméricas que as mantém conectadas. As cadeias de polissacarideos formam, entdo, uma
rede tridimensional, mantendo o solvente confinado nos intersticios da matriz polimérica

(DONATI et al., 2005).

Figura 3.2: Representacdo esquematica da transi¢do sol-gel para alginato, envolvendo zonas

de junc¢do tipo “caixa de ovos” (adaptado de LENCINA et al., 2013).
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Todos os cations divalentes apresentam potencial energético para realizar a reticulacdo
de alginato. Segundo Merch ef al. (2006), a afinidade do alginato por diferentes cations
decresce na seguinte ordem:

Pb > Cu>Cd>Ba> Sr>Ca>Co>Ni>Zn>Mn>>>Mg

Esta sequéncia de afinidade estaria relacionada ao raio atomico do atomo do cation e
também a proporcao de acido gulurdnico do alginato.

Aos filmes de alginato estabilizados com cétions divalentes, ¢ possivel incorporar uma
grande variedade de compostos, podendo ser obtidos materiais para diversas aplicacdes,

conforme descrito a seguir.

3.2 Materiais biopoliméricos ativos

Materiais biopoliméricos ativos podem ser desenvolvidos pela adicdo em sua
composi¢do de compostos com atividade bioldgica. Estes compostos sdo retidos na matriz
polimérica e podem ser liberados de forma gradual para o meio no qual estdo em contato,
tendo grande potencial para aplicacdo em diversas areas como embalagens ativas para
alimentos, dispositivos de liberagdo controlada de farmacos e curativos bioativos. Desta
forma, ¢é possivel agregar diversas fungdes ao material polimérico, como atividade
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoéria, anestésica, dentre outras. Diversos aditivos
alimenticios, como o acido poliglicdlico, alginato, acido polilatico, carragena e quitosana, ja
estdo aprovados pelo Food and Drug Admisnistration (FDA) e podem ser usados para
nanoencapsulagdo de compostos bioativos (SOZER; KOKINI, 2009).

Esses materiais podem ser fabricados em forma de filmes, o que facilita seu uso em
aplicagdes que requerem o recobrimento ou contato superficial. No entanto, filmes fabricados
a partir de polissacarideos podem apresentar limitagdes referentes a resisténcia mecanica e de
barreira a umidade, de forma que a producdo de materiais compdsitos pode ser uma
alternativa para superar tais limitacdes (SORRENTINO; GORRASI; VITTORIA, 2007).
Estudos recentes demonstram que a mistura homogénea de biopolimeros e varios tipos de
materiais constituintes da fase dispersa em escala nanométrica (nanofillers) resultam em
melhorias nas propriedades fisicas, mecanicas, térmicas ¢ de barreira dos filmes (RHIM;
PARK; HA, 2013). Isso ¢ consequéncia da intensa interagdo interfacial entre o material que
constitui a fase dispersa (que apresenta grande area superficial especifica) e a matriz
polimérica, bem como da formacdo de caminhos tortuosos de difusdo gasosa causada por

nanofillers impermeaveis (KANMANI; RHIM, 2014).
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3.3 (Bio)Nanocompadsitos

Os compositos sdo materiais bifasicos constituidos por uma fase continua, também
denominada de matriz, e uma fase descontinua conhecida como enchimento ou fase dispersa.
Nos nanocompositos, o material da fase dispersa encontra-se na escala nanométrica,
geralmente com uma das dimensoes inferior a 100 nm (ARORA; PADUA, 2010).

Os materiais resultantes da nanoestruturagdo apresentam propriedades fisicas e quimicas
significativamente diferentes das caracteristicas dos materiais em macro (e micro) escala
constituidos pelas mesmas substancias (DUNCAN, 2011). Isso se deve ao pequeno tamanho,
a composi¢ao quimica e a estrutura superficial das nanoestruturas, que resulta em grande area
superficial especifica da fase dispersa e, consequentemente, intensifica as forgas interfaciais
das interagdes polimero-fase dispersa (BOUWMEESTER et al., 2009). Por essa razdo, ¢
importante que o enchimento esteja uniformemente disperso na matriz polimérica para
garantir que suas propriedades sejam homogéneas e obtenha-se maximo aproveitamento da
alta area superficial (ARORA; PADUA, 2010).

Exemplos de materiais constituintes de fases dispersa nanométricas incluem argilas e
silicatos, nanotubos de carbono, nanolaminas de grafeno, nanoparticulas metalicas e minerais,
além de estruturas nanométricas derivadas de polimeros, como nanowhiskers (cristais
filamentares individuais com dimensdes em escala nanométrica no comprimento ou no
diametro), nanocristais ou nanofibras poliméricas (DAINELLI et al., 2008; HENRIETTE,
2009).

Além da agfio de reforco, o uso de nanoparticulas pode conferir atividade
antimicrobiana aos nanocompositos. Dentre os 6xidos metalicos, as nanoparticulas mais
usadas sdo AgO, ZnO, TiO, e CuO, sendo o AgO o bactericida mais frequentemente
utilizado.

Diversos trabalhos foram publicados relatando a incorporagdo de particulas de prata em
filmes biopoliméricos, como de amido e quitosana, que apresentaram forte atividade contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas (RHIM et al., 2006; VIMALA et al., 2010;
YOKSAN; CHIRACHANCHALI 2010; BI ef al., 2011; TRIPATHI; MEHROTRA; DUTTA,
2011). Varios polissacarideos tém sido utilizados como veiculo de agentes antimicrobianos
ativos como nanoparticulas (NPs) de metais ou oOxidos metalicos. Agar, carragena e
carboximetilcelulose (CMC) sdao exemplos de polissacarideos testados com esta finalidade,
uma vez que sdo biodegradaveis, biocompativeis, renovaveis, abundantemente disponiveis e

tém boa capacidade de formagdo de filme. E importante ressaltar que a atividade
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antimicrobiana e outras propriedades de filmes nanocompdsitos produzidos com estes
biopolimeros podem variar dependendo do polissacarideo utilizado e das condicoes de
processo empregadas durante sua manufatura (KANMANI; RHIM, 2014).

O ZnOyapo esta sendo cada vez mais empregado como material de recheio funcional em
dispositivos eletronicos, catalisadores, pigmentos, materiais Opticos, cosméticos ¢
absorvedores de UV. O ZnOyay, apresenta varias vantagens em relagdo ao AgOpan,, entre elas,
o fato de ser de custo mais baixo, de ter propriedades de bloqueio contra radiacdo UV e
apresentar boa tolerancia a altas temperaturas. Ao contrario dos compostos de prata, que tém
coloragdo escura, o ZnQOp,,, apresenta cor branca, o que facilita sua aceitagdo pelo
consumidor, além refletir radiacdo IV. Por estas razdes, o Oxido de zinco serd mais

detalhadamente descrito a seguir.

3.3.1 Oxido de Zinco

O ZnO ¢ um material inorgdnico com multiplas aplicacdes em optoeletronica,
pigmentos, cosméticos, farmacéuticos e sensores quimicos (ANN et al., 2014). E um dos
cinco compostos de zinco reconhecido como biosseguro e biocompativel pelo FDA (FDA,
2016), o que possibilita seu uso em dispositivos biomédicos (WANG, 2004a). Pertencente a
familia das Wurtzitas, suas estruturas podem ser descritas como planos alternados de ions
Zn™? e O tetraedricamente coordenados, o que resulta em uma simetria nio centrada com
superficies polares (WANG, 2004a).

Seus principais métodos de sintese sdo deposicdo quimica em fase vapor e suas
variagdes, crescimento em solugdo aquosa ¢ eletrodeposicio (SCHMIDT-MEND;
MACMANUS-DRISCOLL, 2007). Segundo Espitia et al. (2012), o método de sintese
mecanoquimico, processo que combina a redugdo de tamanho através de um moinho de bolas
com rea¢do quimica mecanicamente ativada na nanoescala, tem sido empregado em escala
industrial. Sob condigdes especificas, estruturas nanométricas no formato de bastdes, agulhas,
fios, anéis, cintos, hélices, pentes, e capsulas podem ser sintetizadas utilizando esses métodos
(WANG, 2004a e b; JIE et al., 2005; UMAR; SUH; HAHN, 2007; YANG et al., 2009). Essa
grande diversidade de morfologias faz com que o ZnO seja, provavelmente, o nanomaterial
mais rico em variedade estrutural, tornando-o um material funcional versatil (SCHMIDT-
MEND; MACMANUS-DRISCOLL, 2007).

O ZnO ¢ um material tecnologicamente relevante, possuindo propriedades de interesse

para aplicacdes piezoelétricas e piroelétricas. Além disso, possui gap de energia de 3,37 eV, o
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que possibilita seu uso como semicondutor. Também possui alta energia de ligacdo de exciton
(60 meV), que garante emissdo excitonica (emissdo de excitons) e luminescéncia UV a
temperatura ambiente (WANG, 2004b).

Compostos organicos conhecidos por apresentarem atividade antimicrobiana como
6leos essenciais, acidos organicos, enzimas, peptideos e bacteriocinas apresentam algumas
limitacdes como sensibilidade a condi¢des intensas de processamento e desenvolvimento de
resisténcia por parte de linhagens microbianas (HAJIPOUR et al., 2012). Neste sentido, o uso
de nanoparticulas inorganicas com atividade antimicrobiana apresenta vantagens sobre os
compostos organicos, como maior estabilidade e maior vida de prateleira (RAGHUPATHI;
KOODALI; MANNA, 2011). Estudos avaliando a atividade antimicrobiana de oOxidos
metalicos, como o ZnO, vém sendo realizados desde a década de 50, nos quais agdo contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas foi verificada. No caso especifico de nanoparticulas
de ZnO, a atividade antimicrobiana ja foi investigada para variados tipos celulares. Por
exemplo, Zhang et al. (2007 e 2008) observaram atividade contra E. coli. Espitia et al.
(2013b) verificaram atividade antimicrobiana contra E. coli, S. aureus ¢ Salmonella
choleraesuis, porém ndo observaram atividade contra Listeria monocytogenes, Lactobacillus
platarum e P. aeruginosa. Em outro estudo, Ann et al. (2014) observaram atividade
antimicrobiana contra P. aeruginosa, assim como atividade contra S. aureus e Streptococcus
pyvogenes. Apesar de suas divergéncias, todos os estudos citados sugerem que a atividade
antimicrobiana esta diretamente relacionada com a concentragdo e com a area superficial das
nanoparticulas.

Os estudos citados descrevem a atividade antimicrobiana do ZnOp., contra
importantes agentes patégenos responsaveis por toxi-infec¢des alimentares e infecgdes de
lesdes de pele. De acordo com dados do Ministério da Saude, 7,2% ¢ 5,8% dos surtos de
origem alimentar entre 2007 e 2016 no Brasil foram causados por E. coli e S. aureus,
respectivamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Além disso, por meio de um estudo em
unidades basicas de saude do estado de Goids verificou-se que, em pacientes apresentando
ulceras de perna infectadas entre junho e julho de 2007, S. aureus e P. aeruginosa foram os
agentes etiologicos com frequéncia de 65% e 23% dos casos, respectivamente (MARTINS et
al., 2010).

O mecanismo de a¢do antimicrobiana do ZnO,,,, mais aceito esta relacionado a dois
fatores principais: formacdo e liberagdo de espécies ativas de oxigénio e dano a parede celular

devido a interacdo e adesdo das particulas.
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Espécies ativas de oxigénio (do inglés reactive oxigen species— ROS), em especial
H,0,, Oy, OH® e OH, podem ser formadas e liberadas da superficie das particulas,
aumentando a atividade oxidativa do meio. As ROS podem causar dano aos constituintes
celulares como lipideos, proteinas e material genético e sua formagdo ¢ potencializada por
fotocatalise. Zhang et al. (2008) verificaram que a agdo bactericida de nanoparticulas de ZnO
na presenca de luz foi 6 vezes superior a determinada no escuro. Estudos também sugerem
que o ZnO apresenta atividade pronunciada em pH neutro (pH de 7 a 8) e na auséncia de luz
(TRANDAFILOVIC et al., 2012).

Ann et al. (2014) notaram que diferentes bactérias reagem de forma distinta ao ZnO.
Nesse trabalho, o 6xido de zinco apresentou menor efeito contra S. aureus, o que, de acordo
com os autores, pode ser devido a habilidade desse microrganismo de se defender contra o
estresse oxidativo, através da enzima catalase. A P. aeruginosa foi mais susceptivel do que a
S. aureus a acdo das nanoparticulas, notando-se efeito fortemente inibitorio contra S.
pyogenes, microrganismo que ndo possui citocromo-oxidase ou catalase. Estes mesmos
autores também verificaram que as nanoparticulas de ZnO aderem a parede celular de células
de S. aureus, sem no entanto, danifica-la. Com relagdo a P. aeruginosa, verificou-se adesao
das particulas, com dano a algumas células e extravasamento de conteudo celular. A agdo
sobre o S. pyogenes foi altamente destrutiva a integridade da parede celular e membrana
plasmatica. Resultados similares foram obtidos por Zhang et al. (2007) que observaram
modificacdo da morfologia de E. coli, com ruptura da membrana plasmatica de algumas
células.

O mecanismo de interagdo e adesdo das particulas de ZnO a superficie das células se
da por forgas eletrostaticas. Segundo Zhang et al. (2007), o potencial zeta das particulas em
pH 7,2 ¢ igual a +24 mV, de forma que estas tendem a se ligar fortemente com interfaces
negativamente carregadas, como a superficie das células de E. coli. A interagdo direta das
particulas com a superficie celular pode levar a modificagdes morfologicas, internalizagdo das
particulas, alteragdo na permeabilidade da membrana e também liberagdo do contetudo celular
(ESPITIA et al., 2012).

Pasquet et al. (2014) avaliaram particulas comerciais de ZnO de grau farmacéutico
com diferentes propriedades fisicas e fisico-quimicas, incluindo area especifica,
cristalinidade, morfologia e porosidade. Os autores observaram diferentes niveis de atividade
antimicrobiana e concluiram que o aumento na area especifica das nanoparticulas resulta em

aumento na atividade antimicrobiana, porém nd@o necessariamente de maneira direta. Os
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autores observaram que outros fatores, como a cristalinidade e a porosidade, tiveram forte
influéncia no efeito bactericida do ZnO. De acordo com os pesquisadores, ndo foi possivel
concluir se a morfologia da particula altera a agdo antimicrobiana.

Efeitos citotoxicos de particulas de ZnO foram observados em células epiteliais de
bronquios, pulmdes e rins humanos, sendo atribuidos ao estresse oxidativo e dano oxidativo
ao DNA. No entanto, outros estudos sugerem que o ZnO ndo provoca efeitos toxicos ou
comprometimento das atividades celulares (ESPITIA et al., 2012). Premanathan et al. (2011)
avaliaram a citotoxicidade de ZnO a células mononucleadas do sangue (PBMC) e células
leucémicas (HL60). Os resultados demonstraram que o ZnO induziu efeito toxico seletivo as
células em multiplicacdo desordenada e pouco efeito foi observado nas células PBMC.

O ZnOyp,e pode se apresentar na forma de um po6 branco e segundo a Ficha de
Seguranca de Informagdes de Produtos Quimicos (MSDS) dos produtos fornecidos pela
Sigma-Aldrich (codigos 544906 e 677450), a manipulacdo das particulas deve ser realizada
com equipamento de protecdo individual, evitando a formagdo de poeira e aspiragdo das
mesmas. Quando em contato prolongado, 0 ZnOa, pode causar irritagdes cutaneas e ao trato
respiratorio. Seu descarte deve ser realizado pela dissolugdo em solvente apropriado e
encaminhado para incineragdo, evitando-se a descarga ao meio ambiente, especialmente
porque o ZnO pode ser toxico a organismos aquaticos com efeitos duradouros. Ainda de
acordo com a MSDS, a dose letal mediana para causar toxicidade aguda por ingestdo ¢ de
7,95 mg/kg e, via inalacdo, ¢ de 2,5 mg/kg. Esses valores foram obtidos com ensaios clinicos
realizados em ratos. Além disso, 0 ZnOyaye € ndo carcinogénico (SIGMA-ALDRICH, 2016a e
b).

O ZnO tem sido incorporado em diversos filmes poliméricos para producdo de
embalagens de filmes nanocompositos com atividade antimicrobiana (ESPITIA et al. 2013a;
ARFAT et al., 2014; KANMANI; RHIM, 2014). Trandafilovi¢ et al. (2012) produziram in
loco cristais de ZnOp,n usando um meio contendo alginato de sodio, acetato de zinco ¢
NaOH, que foi submetido a radiagdo de microondas por até 5 minutos, formando, assim,
particulas nanocompositas. Todas as amostras de nanocompositos de alginato e ZnO
apresentaram atividade antibacteriana rapida e intensa, com 99,9% de redugdo para S. aureus
e 100% para E. coli ap6s 2 horas de exposig¢do. O alginato utilizado era rico em blocos G e
nao foi realizada a etapa de reticulacdo com calcio.

Esse resultado abre uma perspectiva otimista sobre a produg@o de biofilmes de alginato

contendo ZnO como principio ativo antimicrobiano para aplicagdo como biomateriais ou
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como embalagens e/ou coberturas para alimentos. No entanto, diferentemente do estudo de
Trandafilovi¢ et al. (2012), no presente trabalho as nanoparticulas de ZnO foram adquiridas
comercialmente e incorporadas a matriz de alginato para formacdo de filmes e ndo de
particulas. Espera-se que o tipo de alginato e o efeito da reticulagdo tenham papel de
relevancia sobre a atividade antimicrobiana final, visto que sua variacdo pode, a principio,
alterar a disponibilidade do microbicida para o meio.

Por essa razdo, a seguir sdo descritos os principais aspectos relativos a area de curativos
para lesdes de pele e embalagens antimicrobianas. Ao final de cada sec¢do, sdo apresentados os
principais relatos encontrados na literatura cientifica que descrevem a confeccdo de filmes

nanocompositos utilizando alginato € ZnOyano-

3.4 Curativos
3.4.1 Pele

A pele ¢ considerada o maior 6rgao do corpo humano, podendo corresponder a 15% do
peso corporeo de um individuo adulto (VENUS; WATERMAN; MACNABE, 2011) e sua
area pode chegar a 2m” (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013). Trata-se de um tecido epitelial e
mesenquimal complexo, em multicamadas, dividido em epiderme, com estruturas anexas
como foliculos capilares, glandulas sudoriparas e sebaceas, derme (contendo colageno e fibras
elasticas) e hipoderme (camada subcutanea de gordura) (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013).

As fungdes da pele sdo muitas, como conferir uma barreira fisica contra o ambiente
externo, contribuir para o controle da perda de agua, da termorregulacdo, da percepgdo
sensorial, da sintese de vitamina D e no amortecimento contra traumas (LAI-CHEONG;
MCGRATH, 2013). A pele também possui fun¢des imunoldgicas, pois constitui a primeira
defesa do organismo contra microrganismos invasores (VENUS; WATERMAN;
MACNABE, 2011).

As células na superficie da pele sdo constantemente repostas por regeneragdo a partir
das camadas inferiores. O processo de cicatrizacdo de uma lesdo consiste do mesmo processo

em maior escala (PAUL; SHARMA, 2004).

3.4.2 Lesoes de Pele

Lesdes de pele estao dentre as maiores causas de mortes ao redor do mundo (CHABY et

al., 2007), podendo ser definidas como dano fisico ou térmico que leva ao rompimento da
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continuidade do tecido epitelial da pele ou mucosa (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015).

As lesdes podem ser classificadas, de acordo com a natureza e processo de reparo, em
agudas ou cronicas. Lesdes agudas sdo definidas como danos no tecido que podem ser
completamente curados, com formacao minima de cicatriz. O tempo de cura para feridas
agudas, em geral, ¢ de 8 a 12 semanas. Lesdes agudas podem ser causadas por estresse
mecanico (como abrasdo ou dilaceramento), devido ao contato friccional da pele com
superficies rigidas. Também podem ser causadas pela penetragdo de materiais como facas e
projéteis. Outros tipos de feridas agudas compreendem as causadas por agentes quimicos,
devido a eletricidade ou, ainda, queimaduras resultantes da exposi¢do a altas temperaturas
(BOATENG et al., 2008).

As lesdes cronicas, por sua vez, sdo originadas pelo dano do tecido dérmico cujo
processo de reparo ¢ lento (mais de 12 semanas) e, geralmente, ¢ recorrente. Nas lesdes
cronicas, o processo de reparo natural ¢ interrompido, ndo sendo estas auto-suficientes em
efetivamente reparar o tecido lesionado por diversas razdes (PAUL; SHARMA, 2004;
DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015). Geralmente, quadros clinicos de lesdes cronicas
permanecem por longos periodos no estagio inflamatério e ndo progridem para os estagios
subsequentes de reparo do tecido (DABIRI; DAMSTETTER; PHILLIPS, 2016).

De acordo com o nimero de camadas da pele afetadas pela lesdo, as feridas podem ser
classificadas em superficiais, de profundidade parcial ou total (PAUL; SHARMA, 2004). As
lesdes superficiais sdo aquelas que afetam apenas a superficie epidérmica (BOATENG et al.,
2008; DABIRI; DAMSTETTER; PHILLIPS, 2016). Lesdes que afetam camadas mais
profundas da epiderme, como vasos sanguineos, glandulas sudoriparas, foliculos capilares e
derme, sdo chamadas de lesdes de profundidade parcial. As lesdes profundas sdao aquelas que
danificam o tecido adiposo sob a pele ou camadas teciduais ainda mais profundas
(BOATENG et al., 2008).

Lesoes agudas ou cronicas, com caracteristicas Unicas, tais como perda excessiva de
tegumento, infec¢do que resulte em perda de tecido, morte tecidual e presenga de patologia,
sdo classificadas como lesdes complexas (BOATENG et al., 2008).

Apesar do processo de reparagdo tecidual ser natural, infec¢des, perda de fluido e a
velocidade de cicatrizacdo podem aumentar consideravelmente o tempo de reparo do tecido
lesionado, podendo trazer sérias complicacdes clinicas aos pacientes (PAUL; SHARMA,
2004). Por essa razdo, € relevante o uso de curativos e dispositivos médicos que contribuam

para a reducdo do tempo de reparo e para o adequado processo de cicatrizagdo, com potencial
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para impacto nos custos de tratamento e na qualidade de vida dos pacientes.

3.4.3 Curativos

Quando as lesdes de pele ficam expostas, podem ocorrer perdas de proteinases, fatores
de crescimento e fatores quimiostaticos que sdo importantes para o processo de re-
epitelizagdo, pois estes estimulam a sintese de coldgeno e promovem a angiogénese. Desta
forma, torna-se importante a utilizagdo de curativos para a cobertura e protecdo das lesdes
(DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015).

A fung¢do primaria dos curativos ¢ manter a lesdo imida e impedir a entrada de agentes
infecciosos. O fluido que confere a umidade natural de uma lesdo é importante, pois contém
proteinas e citocinas que facilitam o debridamento autolitico, a angiogénese, a formacao de
tecido de granulagdo e a migragdo de queratindcitos (BROUSSARD; POWERS, 2013). E
importante também que o curativo retenha calor, facilite trocas gasosas, minimize riscos de
infeccdo, contribua para o debridamento do tecido e estimule a epitelizagdo e migracdo
celular. Além dessas caracteristicas, um curativo ideal deve ser de facil aplicagdo, acessivel
financeiramente, facilmente armazenavel, ndo alergénico, estéril ou esterilizavel e ndo toxico
(BROUSSARD; POWERS, 2013; DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015). De forma geral, o
curativo ideal deve permitir um rapido processo de cicatrizagdo, com custos acessiveis e
minimo de inconveniente ao paciente (BOATENG et al., 2008).

Uma das mais antigas teorias sobre o tratamento de lesdes de pele refere-se a
manuten¢do de sua umidade, buscando-se favorecer condigdes ambientais adequadas ao
reparo do tecido lesionado (DABIRI; DAMSTETTER; PHILLIPS, 2016). Isso foi
primeiramente proposto por Winter (1962) que avaliou a taxa de re-epitelizacao de lesdes de
pele superficiais em porcos domésticos. Em todos os animais, foram realizadas duas lesdes:
uma lesdo controle, que foi mantida exposta ao ar, e as lesdes “Omidas”, que foram cobertas
com filme de polietileno. Os resultados desses primeiros estudos sugeriram que as lesoes
umidas foram epitelizadas mais rapidamente. Apos trés dias, a lesdo exposta ao ar apresentou,
em média, 34% de epitelizagdo e a lesdo mantida umida, 98%. De acordo com o autor, a
auséncia de crosta nas lesdes umidas facilita a migra¢do celular, o que contribui para a
reducdo do tempo de reparo da lesdo. O surgimento antecipado do novo tecido conectivo sob
a epiderme reparada sugere que sua producao ¢ estimulada pela presencga da epiderme.

De forma semelhante, em 1963, Hinman e Maibach avaliaram o efeito do uso de

curativos para recobrir lesdes de pele superficiais em homens adultos e sadios. Lesdes
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experimentais de 0,5 cm” foram realizadas no lado interno do brago dos voluntarios. As lesdes
controle foram mantidas expostas ao ar e as lesdes imidas foram recobertas com filmes de
polietileno. Foi verificado que as lesdes protegidas ndo formaram cicatriz aparente e que a
taxa de epitelizacdo foi mais elevada, de forma que o percentual de novo tecido foi pelo
menos duas vezes maior do que nas lesdes expostas ao ambiente.

Desde entdo, uma caracteristica essencial dos curativos é a absorcdo de exsudato. O
exsudato consiste basicamente de sangue, cujas hemacias ¢ plaquetas foram removidas, ¢ é
fundamental na irrigagio e manutengdo de um ambiente imido para o tratamento da lesdo. E
importante que o curativo seja capaz de absorver o excesso de exsudato e manter um teor
adequado de umidade na superficie da lesdo que favorega os estagios do processo de reparo
do tecido dérmico e epitelial, evitando que a lesdo fique seca e que a crosta se forme. Dessa
maneira, minimiza-se a formac¢do ndo s6 da crosta, mas também da cicatriz, reduzindo-se o
tempo total de cicatrizagdo do tecido em reconstrucdo (PAUL; SHARMA, 2004; BOATENG
et al., 2008). A manutencdo deste ambiente imido € importante para que a reparagdo da pele
ocorra em taxa maxima e tenha aparéncia final esteticamente aceitavel (BOATENG et al.,

2008).

3.4.4 Classificagdo dos curativos

Existem varios critérios para classificacdo dos curativos como funcdo, material de
composi¢do e forma fisica. Estes podem, ainda, ser classificados em primarios, secundarios e
curativos em ilha (island dressings). Com relagdo a habilidade de interferir no processo de
cicatrizagdo, os curativos podem ser classificados em passivos, ativos e bioativos. Os
curativos também podem ser classificados em curativos tradicionais, modernos, substitutos de
pele e outros dispositivos de tratamento de lesdes. Dessa forma, os curativos podem se
encaixar em diversas classificagdes (BOATENG et al., 2008).

Curativos primarios estdo em contato direto com a lesdo e os secundarios recobrem os
primarios. Os curativos em ilha possuem uma regido absorvente central e, ao redor, uma
porcdo adesiva (BOATENG et al., 2008).

Os curativos passivos tém como Unica fung¢do o recobrimento da lesdo. Os curativos
interativos sdo constituidos de materiais poliméricos permeaveis a vapor de agua e oxigénio,
porém evitam a entrada de bactérias na lesdo. Sao indicados para lesdes de baixa exsudagao.
Os bioativos, por sua vez, sdo curativos capazes de realizar a liberagdo de compostos que

apresentaram alguma atividade durante o processo de reparo e contribuem para redugdo do
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tempo de cicatrizagdo (PAUL; SHARMA, 2004).

Os curativos tradicionais sdo aqueles feitos de algoddo ou debandagens sintéticas ou
naturais. Podem ser usados como curativos primadrios, secundarios ou compoésitos em
dispositivos mais complexos e com diversas fungdes. Os curativos tradicionais ndo permitem
a manutencdo da umidade adequada da lesdo e quando imidos (em contato com a lesdo),
podem aderir a ferida em exsudag@o e sua remocdo pode ser dolorosa. Por essa razdo, sdo
recomendados para feridas secas, limpas ¢ com baixa liberagdo de exsudato, ou ainda como
curativos secundarios que absorvam o excesso de exsudato liberado e protejam a ferida
(DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015). Curativos tradicionais podem ser usados para
absorver fluidos, requerendo trocas constantes para evitar a maceracdo do tecido saudavel
(DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015), sendo considerados do tipo passivos (PAUL;
SHARMA, 2004).

Com o objetivo de manter a ferida com o leito imido e contornar as limitagdes dos
curativos tradicionais, curativos modernos sdo desenvolvidos e empregados clinicamente. Os
curativos modernos podem ser encontrados em diversas formas como: hidrogéis,
hidrocoloides, espumas, filmes adesivos, filmes permeaveis, curativos compostos e curativos
biologicos (BOATENG et al., 2008). Os curativos modernos facilitam o funcionamento dos
processos intercelulares envolvidos na cicatrizagdo da lesdo dérmica, ndo sendo apenas
revestimentos. Estes permitem ainda uma adequada circulacio de oxigénio, limitam a
exposicao de bactérias e mantém a lesdo suficientemente imida, criando um ambiente 6timo
para seu tratamento e contribuindo para a aceleracdo da cicatrizacdo (DHIVYA; PADMA;
SANTHINI, 2015).

Os curativos a base de alginato reticulados com célcio sdo particularmente interessantes
devido a habilidade de formar gel quando em contato com o exsudato da lesdo, através de
uma reagdo na qual os ions sodio presentes no fluido corpdreo sdo trocados pelos ions calcio
que reticulam o curativo. A troca idnica de calcio presente em géis de alginato por ions
monovalantes ja foi observada experimentalmente. Wang e Spencer (1997), através de ensaios
de dialise de géis de alginato de calcio contra solugdes contendo CaCl, e KCl, verificaram que
a adicdo do cation monovalente resultou no deslocamento de célcio e intumescimento do gel.
Em altas concentracdes de sal, até o Ca™ ligado a blocos G foi deslocado. Além disso, os
autores também observaram que quando em contato com solugdes contendo KCl acima de
0,2 mol/L, ¢é possivel ocorrer a transi¢do do gel para o estado sol. No entanto, ¢ importante

considerar, inclusive, outros fatores que podem contribuir para o intumescimento de géis de
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alginato quando em contato com fluidos bioldgicos. Dentre esses fatores, esta a presenca de
compostos sequestrantes (como anions citrato e lactato), a presenca de ions competidores
(como o potassio e o sodio, como discutido acima) e o aumento da pressdo osmotica e
aumento da forca idnica do solvente. Esses fatores, atuando isoladamente ou de forma
combinada, podem contribuir para reducdo da estabilidade da rede polimérica de moléculas de
alginato reticuladas com célcio, levando ao seu intumescimento e, até, transi¢ao para o estado
sol (DONATI; PAOLETTI, 2009).

Por meio desses mecanismos de interacdo com o exsudato, curativos a base de alginato
sdo capazes de manter um ambiente umido requerido para que o processo de cicatrizagdo
ocorra com sucesso, devido ao aprisionamento de agua em sua rede tridimensional de cadeias
interconectadas (MORGAN, 1996; THOMAS, 2000; PAUL; SHARMA, 2004; BOATENG et
al., 2008; BROUSSARD; POWERS, 2013; DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; DABIRI;
DAMSTETTER; PHILLIPS, 2016), podendo absorver até 20 vezes o valor de sua massa
(BROUSSARD; POWERS, 2013). Esses curativos sdo recomendados para lesdes com
moderada a alta exsudacdo (MORGAN, 1996; BOATENG et al.,, 2008; BROUSSARD;
POWERS, 2013; DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; DABIRI; DAMSTETTER;
PHILLIPS, 2016) e, devido a suas propriedades hemostaticas, também sdo indicados para
lesdes com sangramento, promovendo rapida granulagdo e re-epitelizacdo do tecido (PAUL;
SHARMA, 2004). Sao contra-indicados para lesdes secas ou cobertas com tecido necrético
duro (MORGAN, 1996; DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015).

Comercialmente, ja estdo disponiveis alguns curativos a base de alginato, como o
Kaltostat™ (Convatec), Tegagem'™ (3M Healthcare) ¢ o Comfeel Plus™ (Coloplast)
(BOATENG et al., 2008). Esses produtos sdo constituidos de alginato de calcio e indicados
para lesdes de espessura parcial ou total e de média a alta exsudacdo e podem ser, atualmente,
encontrados nas paginas virtuais de seus fabricantes.

Os curativos de alginato também contribuem para aceleragio do processo de
cicatrizagdo, ativando macréfagos a produzir citocinas, como o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), iniciando sinais do processo inflamatério (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015).
Em sua revisdo, Morgan (1996) apresenta diversos exemplos de casos clinicos sobre o
desempenho de curativos comerciais a base de alginato. Nestes exemplos, os curativos do
biopolimero sd@o comparados com outros curativos comerciais. Em quase todos os casos
citados, os curativos de alginato aceleraram o processo de reparo, em especial, apresentando

bom desempenho durante a fase de hemostasia. Caso ndo sejam trocados regularmente, os
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curativos de alginato podem levar a maceragdo da pele devido ao actimulo de fluido na regido
periférica da lesdo (DABIRI; DAMSTETTER; PHILLIPS, 2016).

Outra classe interessante de curativos sdo os curativos bioativos, formados de materiais
biocompativeis, biodegradaveis e ndo toxicos. Sdo compostos principalmente de acido
hialurénico, alginato, quitosana e coldgeno, sendo constituidos por apenas um ou pela
combinacdo desses biopolimeros. Substancias biologicamente ativas sdo comumente
incorporadas a matriz polimérica para que sejam liberadas de forma controlada no local da
lesdo. Tais compostos podem ser farmacos que auxiliem na limpeza da lesdo e na remogao de
tecido necrdtico, antimicrobianos que previnam ou combatam infec¢des, fatores de
crescimento que acelerem o processo de cicatrizagdo do tecido, ou nutrientes que abastegam
as necessidades locais (BOATENG et al., 2008; DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015).

O wuso de antimicrobianos ¢ de interesse no tratamento de lesdes altamente
contaminadas, assim como de lesdes que apresentem alto risco de infec¢do, como feridas
cronicas e lesdes resultantes de cirurgias e acidentes, ou quando o paciente apresenta baixa
resisténcia imunoldgica. A aplicagdo local de antimicrobianos através de curativos ativos ¢é
preferivel, pois reduz a dose administrada por via oral ou injetavel, melhorando sua eficiéncia
no combate a infecgdes (diminui o efeito de distribui¢do) e reduzindo efeitos adversos como
toxicidade e aumento da resisténcia a antibioticos (BOATENG et al. 2008).

A administracdo de suplementos como vitaminas e minerais pode também ser realizada
com o uso de curativos bioativos. Tais compostos contribuem significativamente para a
melhoria do processo de regeneracdo, visto que a lesdo demanda por quantidades diferentes
de nutrientes devido a diferenga metabolica local e estes sdo mais rapida e eficientemente
disponibilizados através dos curativos do que através da ingestdo (BOATENG et al. 2008).

A escolha do curativo por parte dos profissionais da area da satide ndo ¢ um processo
simples. E necessario qualificar o tipo de lesdo e determinar em qual estagio do processo de
cicatrizacdo ela se encontra e avaliar fatores intrinsecos e extrinsecos que retardam a
cicatrizagdo. Também ¢é importante considerar se a aplicagdo do mesmo causaria dano ao
tecido ou se haveria perfusdo tecidual e qual a carga microbiana presente na lesdo, ou seja, se
hé potencial para infecgao.

Nao foram encontrados trabalhos relatando o uso de ZnO,y, para fabricacao de filmes
nanocompositos a base de alginato reticulados com calcio na area de curativos. No entanto,
Mohandas et al. (2015) preparam bandagens a base de alginato, quitosana e nanoparticulas de

oxido de zinco. Nesse estudo, 0 ZnOy., foi sintetizado pelo método hidrotérmico e
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apresentou tamanho médio entre 70 e 120 nm. Em seguida, as nanoparticulas foram
adicionadas a hidrogéis de alginato e quitosana com concentrag¢do final de 0,05 a 1%. Os
hidrogéis nanocompdsitos foram liofilizados para obtencdo de bandagens porosas (porosidade
entre 60 e 70%) para aplicacdo como curativos. Os autores observaram que o aumento da
concentragdo de nanoparticulas resultou na redugdo do intumescimento ¢ a presenca do
ZnOyano no material ndo alterou a taxa de degradacdo in vitro e conferiu atividade
antimicrobiana contra E. coli, S. aureus e Candida albicans. Nos ensaios de viabilidade
celular, realizados com fibroblastos dérmicos humanos, foi verificado que as bandagens
compositas contendo até 0,1% de oxido de zinco apresentaram comportamento similar ao
controle sem ZnOyao (aproximadamente 100% de viabilidade celular). A concentragdes
superiores de nanoparticulas, foi observado viabilidade celular entre 40 ¢ 60%.

Em outro estudo relacionado ao tratamento de lesdes de pele, Stromberg e Agren (1984)
avaliaram a eficacia da aplicag@o topica de ZnO em cicatrizar ulceras de perna. Para isso,
realizaram um estudo randomizado e duplo cego em 37 pacientes geriatricos, dos quais 19
apresentaram ulcera de perna arterial e 18, ulcera de perna venosa. Os pacientes foram
organizados em pares, de forma que apresentassem ulceras semelhantes, sendo que um
membro recebeu o tratamento topico de ZnO e outro ndo. Em um grupo foram utilizadas
compressas de algoddo e dgua estéril e no outro, uma compressa similar impregnada com ZnO
(400 pg ZnO/cm?). No grupo placebo, o tamanho médio das lceras foi reduzido de 4,2 cm?
para 2,7 cm”. No grupo tratado com ZnO, o tamanho médio inicial da lesdo foi de 3,6 cm” e
ao final foi de 0,4 cm® Os autores também estabeleceram um critério de cicatrizago bem
sucedida que consistia na redugdo da drea inicial das lesdes em 25% para tlceras arteriais e
50% para Ulceras venosas e na auséncia de exsudagdo. Neste sentido, 83% dos pacientes
tratados com ZnO apresentaram cicatriza¢cdo bem sucedida, enquanto apenas 42% do grupo
placebo se enquadrou nesse critério.

Por essa razdo, a fabricacdo de curativos nanocompdsitos a base de alginato e
nanoparticulas de ZnO pode ser vantajosa no tratamento de lesdes de pele, em especial, de

lesOes cronicas.

3.5 Embalagens tradicionais eembalagensativas para alimentos
3.5.1 Embalagens tradicionais

As embalagens, comumente compostas de materiais sintéticos e derivados do petroleo,
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fazem parte do cotidiano e estdo presentes em diversos tipos de produtos, tais como alimentos
e bebidas, tintas, produtos cosméticos e de higiene pessoal, produtos de informatica e
entretenimento, material de escritorio e assim por diante. O consumo global dos produtos das
industrias de embalagens em 2009 foi estimado em US$380,00 bilhdes, sendo que 50% desse
montante corresponde ao mercado de alimentos embalados. Em paises em desenvolvimento, o
valor do mercado de embalagens para alimentos foi estimado em US$15,4 bilhdes
(MANALILI; DORADO; VAN OTTERDIIK, 2014).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA, 2001),
a embalagem pode ser definida como: “artigo que estd em contato direto com alimentos,
destinado a conté-los, desde a sua fabricagdo até a sua entrega ao consumidor, com a
finalidade de protegé-los de agente externos, de alteragdes e de contaminagdes, assim como
de adulteragdes”. A resolugdo ainda ressalta que ndo deve haver migra¢do de compostos
indesejaveis ou toxicos da embalagem para o alimento, ou seja, compostos que migram para o
alimento ndo podem oferecer risco a satde ¢ ndo podem ocasionar mudanca/alteracdo da
composi¢do do alimento e/ou de suas propriedades sensoriais. Nessa perspectiva, nota-se que
a fun¢do tecnoldgica da embalagem limita-se a conter o produto com a finalidade exclusiva de
protegé-lo de fatores externos.

A escolha da embalagem deve ser feita de forma que o material seja compativel com o
alimento e que suas propriedades contribuam para minimizar os principais problemas
relacionados a sua deterioragdo e a reducdo de sua qualidade, tais como ataque de insetos e
roedores, degradagdo devido a luz, rancificacdo oxidativa, rancificacdo hidrolitica,
desnaturag@o proteica, desenvolvimento microbioldgico, cristalizagdo ¢ alteragdes coloidais,
reacdes devido as trocas gasosas (alteracdo da atmosfera interna) e modificacdes das
propriedades fisicas (MULTON, 1996). As embalagens tradicionalmente empregadas na
industria de alimentos na atualidade sdo compostas de material inerte, ou seja, ndo interagem
com os componentes do alimento, tendo um papel essencialmente passivo em sua

conservacao.

3.5.2 Embalagens ativas

Com a continua mudanga nas tendéncias de consumo, na economia e na populacao, as
embalagens podem sofrer modificacdes no que diz respeito a funcdo que desempenham. A
industria de alimentos enfrenta desafios relevantes no desenvolvimento e inovacdo devido a

demanda de consumidores por produtos mais frescos, com menos aditivos, que sejam faceis
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de usar/manipular (que requeiram pouca manipulagido) e que tenham maior vida de prateleira.
Essa tarefa se torna extremamente dificil para determinadas classes de produtos, como
vegetais minimamente processados, produtos carneos e embutidos e derivados de leite, ou
seja, produtos com altos valores de atividade de agua e pH (LABUZA; BRENEE, 1989;
DAINELLI et al., 2008). Produtos refrigerados recebem atengdo especial, devido ao curto
prazo de validade e, em geral, a alta sensibilidade a deterioragdo microbiana.

Essas tendéncias alavancaram o desenvolvimento de um novo conceito de embalagem:
as embalagens ativas. Diferente das embalagens tradicionais, as embalagens ativas
desempenham uma fung@o que contribui especificamente para extensdo da vida de prateleira,
mantendo ou melhorando seus atributos de qualidade (nutricional, sensorial, etc.). A
funcionalidade é obtida pela interagdo deliberada entre o material de embalagem e o alimento
(ou sua atmosfera) sem, entretanto, causar toxicidade ou alteracdo das propriedades do
produto alimenticio de forma indesejada (LABUZA; BRENEE, 1989; SUPPAKUL; MILTZ;
BIGGER, 2003; CHA; CHINNAN, 2004; DAINELLI ef al., 2008; SOARES et al., 2009).

Existem diversos tipos de embalagens ativas, sendo as principais as absorvedoras de
oxigénio e umidade, absorvedoras de etileno, absorvedoras ou emissoras de dioxido de
carbono, embalagens antioxidantes e antimicrobianas (LABUZA; BRENEE, 1989). No
contexto deste trabalho, as embalagens antimicrobianas sdo de maior relevincia e por esta

razdo serdo mais detalhadamente discutidas.

3.5.3 Embalagens antimicrobianas

A deterioragdo a partir da superficie ¢ um problema que frequentemente limita a vida de
prateleira do produto. Alimentos frescos, em especial, podem se deteriorar a partir da
contaminagdo superficial ou interna, sendo necessario reduzir a taxa de crescimento ou inibir
o crescimento microbiano (CHA; CHINNAN, 2004). Além disso, surtos de envenenamento
alimentar devido a contaminagdes externas impulsionam a pesquisa por formas inovadoras de
evitar o crescimento microbiano em alimentos e ainda manter sua qualidade nutricional,
frescor e seguranca (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002). Com o proposito de abordar esse
tipo de problema, as embalagens antimicrobianas ou sistemas de embalagens antimicrobianas
foram desenvolvidos especificamente para controlar o crescimento de microrganismos que
adversamente agem contra a qualidade, seguranca e vida de prateleira do alimento. Esses
sistemas sdo mais recomendados para produtos de maior sensibilidade a deterioragdo

microbiana, ou seja, com altos valores de atividade de agua (0,99) e pH acima de 6,5
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(APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; HAN, 2003).

Na maioria dos casos, as embalagens antimicrobianas atuam como sistemas de
preservacdo superficial, conforme definido por Labuza e Brenee (1989), inibindo a
deterioragdo microbiana que ocorre de fora para dentro do alimento (a partir da superficie) e
tém como vantagem o uso de quantidades inferiores dos conservadores quimicos e outros
aditivos para obter o efeito inibitorio ou protetivo desejado. E possivel, também, usar
combinagdes de compostos que, com efeito sinérgico, possibilitam a redugdo da dosagem dos
conservadores/preservativos (LABUZA; BRENEE, 1989 ; HAN, 2003).

As embalagens antimicrobianas atuam de forma a reduzir, a inibir ou a retardar o
crescimento microbiano que possa se apresentar em um alimento embalado ou no proprio
material de embalagem. Seu mecanismo de agdo deve ser tal que a taxa de inibigdo do
crescimento microbiano seja similar a taxa de crescimento, para que, ao longo do tempo, seu
desempenho seja satisfatorio. E importante ressaltar que o emprego de embalagens
antimicrobianas ndo deve resultar em adogao de praticas de higiene e seguranca dos alimentos
de menor rigor, assim como nao deve promover o uso de matérias-primas de menor
qualidade. Seu emprego deve, portanto, objetivar o acréscimo e ndo a substitui¢do de uma
barreira ao crescimento de microrganismos.

De acordo com Appendini e Hotchkiss (2002), Han (2003), Suppakul, Miltz e Bigger
(2003) e Soares et al. (2009), os principais métodos de obtengdo de embalagens
antimicrobianas sao:

a) Adicdo de sachés contendo antimicrobianos volateis;

b) Incorporacdo de compostos volateis ¢ ndo volateis diretamente a matriz
polimérica por dissolugdo, dispersdo, adsor¢do ou imobilizacao;

c) Recobrimento sequencial com agentes antimicrobianos na superficie de polimeros
previamente depositados;

d) Uso de polimeros com atividade antimicrobiana inerente;

e) Uso de embalagens contendo compostos (incorporados a matriz polimérica ou em
sachés) capazes de absorver ou reter compostos necessarios para o
desenvolvimento microbiano;

Nos casos acima listados, a mitigagdo do desenvolvimento microbiano pode ocorrer por,
basicamente, dois mecanismos: (i) o composto antimicrobiano migra para o alimento ou (ii) o
composto antimicrobiano ndo migra para a superficie do alimento, mas inibe o crescimento de

microrganismos (LABUZA; BRENEE, 1989; SUPPAKUL; MILTZ; BIGGER, 2003; CHA;
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CHINNAN, 2004; SOARES et al., 2009). Quando o agente antimicrobiano ndo for volatil,
deve haver contato entre a superficie do alimento e da embalagem para que haja a difusdo do
composto para a superficie, sendo, portanto, as caracteristicas da superficie e a cinética de
difusdo de extrema importancia nesse caso (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

O sucesso da agdo do antimicrobiano depende da intensidade da atividade
antimicrobiana, da liberagdo do composto e da cinética de crescimento dos microrganismos
(SOARES et al., 2009). E necessario conhecer a concentragdo minima inibitoria, pois a
migra¢do do agente antimicrobiano para o alimento pode causar reduc@o de sua concentracao,
de modo que ndo se tenha mais o efeito no controle da deterioragio microbiana. A
solubilidade do agente antimicrobiano no alimento define o perfil de migragdo e a
concentragdo na superficie do alimento ao longo do tempo (HAN, 2003), sendo importante
considerar as mudangas de temperatura que ocorrem ao longo da cadeia de distribuicdo, pois
isso certamente modifica o perfil de migragdo do composto ativo.

No caso de embalagens antimicrobianas ndo migratdrias, o crescimento microbiano €
suprimido por contato superficial com o alimento. Nesse caso, a acdo antimicrobiana se
restringe, praticamente, apenas a regido de interface entre o alimento e a embalagem,
tornando necessario o contato intimo entre o filme e o produto alimenticio (HAN, 2003).

Na literatura, constam inumeros trabalhos descrevendo a incorporacdo de compostos
ativos de natureza quimica diversa, sendo os principais acidos e anidridos organicos, enzimas,
bacteriocinas, fungicidas, extratos naturais e Oleos essenciais, ions e outros compostos
inorgénicos, os quais podem ser incorporados em diversas matrizes poliméricas sintéticas ou
naturais (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

Pranoto, Salokhe e Rakshit (2005), por exemplo, incorporaram 0,2% de o6leo de alho em
filmes a base de alginato que apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus e
Bacillus cereus, sem alteracdo significativa das propriedades fisicas e mecanicas dos
dispositivos poliméricos. Filmes ativos de celulose incorporando pediocina foram produzidos
por Santiago-Silva et al. (2009), acrescentando-se o agente antimicrobiano a solucdo
filmogeénica. Os filmes ativos apresentaram efeito antimicrobiano contra L. innocua em testes
in vitro. Marcos et al. (2007) desenvolveram filmes de alginato incorporando enterocinas, que
apresentaram atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes em presunto cozido fatiado,
sendo eficientes no controle do agente patogénico em 8§ dias, enquanto as amostras
acondicionadas sem o agente microbiano apresentaram aumento da carga microbiana de 10*

para 10’ UFC/g.
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No momento de escolha do composto antimicrobiano, ¢ importante considerar sua
afinidade quimica com a matriz polimérica e sua compatibilidade com o processo de
manufatura do material de embalagem. O composto ndo pode ser degradado e deve
permanecer ativo para que tenha a atividade antimicrobiana desejada. A compatibilidade
quimica ¢ de extrema importancia para que o composto esteja distribuido uniformemente no
material de embalagem e ndo prejudique as propriedades da embalagem (mecéanicas, oOticas,
fisico-quimicas) (CHA; CHINNAN, 2004).

Ainda, as embalagens antimicrobianas devem, preferencialmente, apresentar
propriedades de barreira satisfatorias e propriedades fisicas similares as das embalagens
tradicionais.

Na literatura cientifica, podem ser encontrados trabalhos relatando o desenvolvimento
de filmes nanocompositos a base de biopolimeros e nanoparticulas de ZnO para aplicacdo
como embalagens antimicrobianas. Espitia et al. (2013a), por exemplo, confeccionaram
filmes nanocompositos de celulose e ZnOy,,, impregnados com pediocina, que apresentaram
atividade antimicrobiana contra S. aureus e L. monocytogenes. Arfat et al. (2014) prepararam
filmes nanocompositos com atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes e
P. aeruginosa utilizando proteina isolada de peixe, gelatina de pele de peixe e nanoparticulas
de 6xido de zinco. Filmes nanocompositos a base de agar, k-carragena, carboximetilcelulose e
nanoparticulas de ZnO foram fabricados por Kanmani e Rhim (2014). Neste trabalho,
observou-se atividade antimicrobiana contra E. coli e L. monocytogenes.

Apenas dois trabalhos foram encontrados relatando o uso de alginato como constituinte
da matriz polimérica para fabricagdo de filmes nanocompdsitos com ZnOyan,. Bajpai, Chand e
Chaurasia (2012) prepararam filmes antimicrobianos a base de alginato reticulados com calcio
contendo nanoparticulas de ZnO 2,5% (m ZnO/m alginato), e utilizando glicerol como
plastificante. As NPs foram sintetizadas pelo método hidrotérmico e adicionadas a solugdo de
alginato de sodio a 4% (m/v). A reticulagdo foi realizada em duas etapas, de forma que a
primeira foi executada adicionando-se uma solucdo de cloreto de céalcio a 5% a solucdo
filmogénica. Apds a secagem, obtiveram-se pré-filmes que foram, entdo, imersos em outra
solugdo de calcio de mesma concentragdo e mantidas por 1 minuto, sendo em seguida lavados
com agua destilada e secos. Esses filmes apresentaram atividade antimicrobiana contra E.
coli.

Num segundo trabalho, filmes nanocompdsitos com atividade antimicrobiana contra S.

typhimurium e S. aureus, foram fabricados por Akbar e Anal (2014). Similarmente ao
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trabalho de Bajpai, Chand e Chaurasia (2012), os filmes nanocompositos de alginato foram
reticulados em dois estdgios. O primeiro foi realizado adicionando-se uma solucdo
concentrada de CaCl, a 5% (m/v) a solugdo formadora do filme e em seguida, adicionou-se as
nanoparticulas de ZnO. Apos a secagem e obtencao dos pré-filmes, 1 mL de cloreto de célcio
foi adicionado sobre a superficie dos filmes e entdo espalhados com auxilio de uma espatula
de vidro por 1 minuto. Em seguida, os filmes foram lavados e secos. A presenca de ZnOpapo
nos filmes nanocompdsitos diminuiu a tensdo na ruptura (45 para 33 kPa) e o alongamento
(de 602 para 455%).

Diferentemente dos trabalhos acima descritos, no presente trabalho de mestrado
avaliou-se o efeito da adicdo de diferentes conteudos de ZnO em filmes de alginato com
diferentes graus de reticulacdo. Além disso, também foi avaliada a influéncia do didmetro
médio das particulas nas propriedades dos filmes. Neste sentido, foi possivel determinar qual
dos parametros, especificamente a concentracdo das nanoparticulas e o grau de reticulacao,
tem maior influéncia nas propriedades dos filmes, que ndo foi abordado nos trabalhos de
Bajpai, Chand e Chaurasia (2012) nem no trabalho de Akbar e Anal (2014).

Dessa maneira, o desenvolvimento de filmes nanocompositos a base de alginato e

ZnOyan0 pode beneficiar o avango tecnologico no campo embalagens de embalagens ativas.
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CAPITULO 4

MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados e os métodos e procedimentos
experimentais empregados no presente trabalho. Primeiramente é descrito o método de
fabricagdo dos filmes controle e, na sequéncia, sdo apresentados os métodos de
desagregacdo das nanoparticulas de oxido de zinco e confec¢do dos filmes nanocompositos a
base de alginato e ZnO,gp,. Ao final, também sdo detalhados os métodos de caracterizagdo da

atividade antimicrobiana dos filmes nanocompasitos.

4.1 Matéria-prima

Para confeccdo dos filmes, utilizou-se o alginato de s6dio de média viscosidade (A-
2033, lote SLBM3663V), massa molar de 90 kDa (BIERHALZ; WESTIN; MORAES, 2016),
adquirido da Sigma-Aldrich (EUA), obtido de algas Macrocystis pyrifera e, por essa razao,
com alto conteido de blocos M (fracdo massica de 0,6). O laudo do alginato de so6dio
encontra-se disponivel no apéndice Al.

As nanoparticulas de ZnO foram adquiridas da Sigma-Aldrich (EUA), em dois
tamanhos diferentes: nanoparticula I de tamanho nominal menor que 100 nm (referéncia
544906, lote MKBS19030V, tamanho médio descrito pelo fabricante como sendo 63 nm, com
laudo disponibilizado no Apéndice A2) e nanoparticulas II de tamanho nominal menor que
50 nm (referéncia 677450, lote MKBT7475V, tamanho médio descrito pelo fabricante como

sendo menor que 50 nm, com laudo disponibilizado no Apéndice A3).

4.2 Reagentes

Como plastificante utilizou-se o glicerol, adquirido na empresa Synth (Brasil). Como

agente reticulante utilizou-se o CaCl,-2H,0 (Merck, Alemanha).

4.3 Processo de fabricacdo dos filmes

Nesta secdo, sdo descritos os processos de fabricagdo de filmes a base de alginato e
nanoparticulas de ZnO, contendo glicerol como plastificante e reticulados ou ndo com ions

calcio. A producdo dos filmes foi realizada por casting e baseada na metodologia proposta por



44

Capitulo 4: Material e Métodos

Zactiti e Kieckbusch (2005), na qual se obtém inicialmente um filme de baixa reticulagdo que
¢ soluvel em agua, no presente trabalho denominado de filme reticulado em primeiro estagio
(RP).

Em seguida, os filmes de baixo grau de reticulagdo s@o submetidos a uma reticulagdo
complementar (ou secundaria), obtendo-se filmes duplamente reticulados (RS) que
apresentam propriedades mecanicas superiores e baixa solubilidade em 4gua. Esse método foi
adaptado para a confec¢@o dos filmes compositos contendo as nanoparticulas de ZnO. Na

Figura 4.1 sdo apresentadas, de forma comparativa, as etapas do processo de confecgdo dos

filmes controle e nanocompositos, ambos reticulados com célcio.

Figura 4.1: Diagrama de fluxo do processo de confeccdo dos filmes controle e

nanocompdsito reticulados com calcio (figura adaptada de BIERHALZ, 2014).
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Com o objetivo de avaliar a influéncia da adicdo das nanoparticulas na auséncia do
agente reticulante, foram fabricados filmes nanocompdsitos néo reticulados com calcio (SC),
conforme apresentado na Figura 4.2. Os processos de obtengdo de cada tipo de filme sdo

descritos a seguir.

Figura 4.2: Diagrama de fluxo do processo de confec¢do dos filmes nanocompoésitos nao
reticulados com calcio.

~
Agua deionizada ZnOnano
400 mL 03al2g
vy
Desagregagdo das nanoparticulas
Ultra Turrax ou Ultrassom

\4

DISPERSAO
900 rpm, 20 min, 70 °C

\4

SECAGEM
50 g da solugdo vertida em molde
(225 cm?)
Estufa a 40 °C, 20 h

v

ACONDICIONAMENTO
INTERMEDIARIO
48 h, 52% U.R.

N4

Filme néo reticulado
(1)

Alginato
6g

Glicerol
368

4.3.1 Filmes controle (sem ZnO)

A solucdo filmogénica foi preparada adicionando-se 3,6 g de glicerol a 400 mL de agua
deionizada sob agitacdo de 900 rpm. Um béquer de vidro (volume nominal de 600 mL e
diametro de 10 cm) acoplado a um agitador mecanico (Tecnal, modelo TE-139, Brasil) foi
utilizado com o objetivo de simular um reator do tipo tanque agitado de fundo chato. Como
impelidor, uma hélice dispersora do tipo Cowles (roda dentada de 5 cm de didmetro) foi
utilizada, sendo posicionada a 2 cm de distdncia do fundo do reator. Apos a adigdo do
plastificante, 6 g de alginato foram lentamente adicionados & mistura de forma a evitar a
formagdo de grumos e a solugdo foi mantida a 300 rpm por 15 minutos para garantir completa
solubilizagdo do polissacarideo. A mistura foi, entdo, aquecida a 70 °C com o auxilio de uma

manta de aquecimento (Fisatom, modelo 67, Brasil) e sob agitacdo de 900 rpm, 30 mL de uma
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solucdo a 0,8% de CaCl,2H,0 (m/v) foram adicionados a taxa de 0,6 mL/min, utilizando-se
uma bomba peristaltica (Masterflex C/L, modelo 77120-70, EUA).

Ap6s preparadas, aliquotas da solucdo formadora do filme (50 g) foram vertidas em
moldes de acrilico de base quadrada (225 cm?®), e levadas a estufa com circulagio de ar
(Tecnal, modelo TE-394-2, Brasil) para secagem a 40 °C por 20 horas. Logo ap0s, os filmes
foram removidos dos moldes e foram acondicionados em dessecadores contendo solucdo
supersaturada de MgNO;-6H,0 para controle da umidade relativa em 52% por 48 horas,
obtendo-se os filmes reticulados em primeiro estagio (RP).

Para o preparo dos filmes duplamente reticulados (RS), cada filme RP foi imerso em
50 mL de solugdo a 3% de cloreto de célcio dihidratado (m/v) contendo glicerol (3% m/v) por
20 minutos. Em seguida, os filmes foram rapidamente imersos em 50 mL de solucdo de
glicerol a 3% (m/v) por 1 minuto para remocdo do excesso de célcio. Apos o tratamento de
reticulagdo secundaria, os filmes foram colocados sobre placas de acrilico e conduzidos a um
tunel de secagem estatico (0,16 x 1 m) que opera com circulag@o de ar a temperatura ambiente
e umidade relativa superior a 60%, nele sendo mantidos por um periodo entre 3 a 5 horas.
Durante a secagem, as bordas dos filmes foram fixadas com hastes metalicas para evitar o
enrugamento. Ao final, os filmes foram novamente acondicionados em ambiente com

umidade relativa de 52%.

4.3.2 Filmes nanocompositos
4.3.2.1 Desagregacdo das nanoparticulas

Para a desagregacdo das nanoparticulas, foram utilizados 400 mL de agua deionizada
como meio dispersante, de acordo com Espitia et al. (2013a). Os estudos iniciais foram
conduzidos com 0,18 ge 1,2 g de ZnOy,po. Essas quantidades representam, respectivamente, 3
e 20% de nanoparticulas pré-calculadas sobre o conteudo de alginato, conforme otimizagdo
apresentada no trabalho de Arfat et al. (2014). A mistura foi colocada em um banho
ultrassonico modelo Unique (Ultrassonic Cleaner, Brasil), até garantir a desagregagdo das
nanoparticulas (tempo de 45 minutos).

Como segundo método, testou-seo uso do homegeneizador Ultra Turrax (IKA,
Alemanha), utilizando agita¢do de 10.000 rpm por um periodo de 5 minutos.

Um método alternativo combinando o uso dos dois mecanismos de desagregacdo foi

utilizado, variando-se a velocidade de agitacdo do Ultra Turrax (10.000 a 26.000 rpm) e em
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seguida realizando-se a sonicagdo (200 W) por 30 minutos.

4.3.2.2 Filmes sem calcio (SC)

Ap6s a desagregacdo das nanoparticulas, adicionou-se a dispersdo de ZnOpapo 3,6 g de
glicerol. Sob agitacdo de 900 rpm, adicionou-se lentamente 6 g de alginato mantendo-se a
agitagdo por 15 minutos adicionais a 300 rpm. A solu¢do foi, entdo, aquecida a 70 °C, vertida
nos moldes quadrados de acrilico (50 g/molde) e levada a estufa para secagem a 40 °C por
20 h. Apo6s esse periodo, os filmes foram removidos dos moldes e, entdo, acondicionados a
52% de umidade relativa. Esses filmes ndo foram submetidos a reticulagdo primaria e/ou

secundaria.

4.3.2.3 Filmes nanocompositos reticulados (RP e RS)

Para a obten¢@o dos filmes nanocompositos reticulados, em sequéncia a desagregacdo
das nanoparticulas, adicionou-se 3,6 g de glicerol a dispersdo e, sob agitacdo (900 rpm),
adicionou-se lentamente 6 g de alginato. O restante do procedimento foi realizado conforme

ja descrito no Item 4.4.1.

4.4 Caracterizacdo fisico-quimica dos filmes

Os filmes permaneceram por 72 horas em ambiente a 52% UR para que atingissem o
equilibrio, antes de serem caracterizados. As analises iniciais foram realizadas quanto ao
aspecto visual, procedendo-se a quantificacdo de umidade, da massa solubilizavel em agua, da
espessura, da permeabilidade ao vapor de agua (PVA), da capacidade de absor¢do de solugoes
fisiologicas, da cor, da opacidade e da resisténcia mecanica. Também foi avaliada a
distribui¢do de tamanho e o didmetro médio das particulas dispersas.

Além das caracteristicas citadas, esses filmes foram submetidos a observacgOes de sua
microestrutura por microscopia eletronica de varredura e de for¢a atdmica, e também foram
analisados quanto a cristalinidade por difracdo de raios-X, por espectroscopia no

infravermelho (FTIR), termogravimetria (TGA) e quanto a atividade antimicrobiana.

4.4.1 Aspecto visual

Realizou-se uma avaliacdo subjetiva considerando homogeneidade, continuidade,
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flexibilidade, facilidade de desprendimento do suporte e manuseio. O aspecto dos filmes foi

registrado por fotografia digital (telefone celular Nokia Lumia 620).

4.4.2 Conteudo de umidade

O conteudo de agua (®) de filmes em equilibrio com o ambiente a 52% de umidade
relativa a 25 °C foi determinado por gravimetria usando estufa a vacuo (Lab-line, Squaroid,

EUA), a 105 °C durante 24 h.

4.4.3 Massa solubilizavel em dagua

A massa solubilizavel em agua (MS) dos filmes foi determinada segundo metodologia
proposta por Irissin-Mangata et al. (2001). Inicialmente, a umidade de uma amostra de filme
foi determinada, conforme item 4.4.2. Outra amostra equivalente do mesmo filme foi imersa
em 50 mL de agua destilada e o sistema foi mantido sob agitagdo (175 rpm) a 25°C por 7 dias,
utilizando-se uma incubadora orbital (Lab-Line, EUA). Esse segundo filme foi seco em estufa
para determinacdo da massa ndo solivel. A matéria solubilizada foi calculada segundo a

Equagdo 4.1:

MS= [m()(l—w)/—mf (41)
my
onde: MS ¢ a massa solubilizavel em agua [g/g filme seco];
my € a massa total inicial do filme [g];
my & a massa nao soluvel [g];

w ¢ a fragdo de umidade em base umida [g H,O/g filme].

4.4.4 Espessura

A espessura foi obtida através de um micrometro digital (Mitutoyo, modelo MDC-25S,
resolugdo 0,001 mm, Japao). O ensaio foi executado com 10 corpos de prova obtidos de
filmes de 2 lotes diferentes (5 de cada lote) e foram realizadas 10 medidas da espessura de

cada corpo de prova.
4.4.5 Permeabilidade ao vapor de dgua

A permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) foi determinada gravimetricamente, de
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acordo com o método E95-96 (ASTM, 1995a) utilizando uma célula de acrilico com um
volume interno de 30 mL e que dispde de uma tampa rosqueavel com abertura central de
46,24 cm” na qual o filme foi fixado. Cloreto de calcio anidro granulado (Ecibra) foi utilizado
para preencher o fundo da célula e esta foi mantida dentro de outro recipiente de acrilico, de
500 mL, hermeticamente fechado. O fundo desse recipiente continha uma solugdo
supersaturada de NaCl para manter o ambiente a 75% UR. A variagdo de massa da célula com

o tempo foiusada nas Equagoes 4.2 ¢ 4.3 para calcular a PVA.

G.
FVA: Z' (42)
_ Fyad
PVA= —C (4.3)
AP0
onde:

Fy4 6 o fluxo de vapor d’agua [g/m*-dia];

G ¢ a taxa de permeagdo [g/dia] calculada por regressdo linear de ganho de massa
versus tempo;

A, € a area exposta do filme [m?];

PVA ¢é a permeabilidade ao vapor d’4gua [(g-mm/m?-dia-kPa)];

0 ¢é a espessura do filme [mm];

APy,0 ¢ a diferenga de pressdo parcial de vapor no ambiente dos dois lados do filme
[kPa];

C ¢ um fator de correcdo que considera a resisténcia a difusdo da camada estagnada de
ar entre o CaCl, ¢ o filme (MCHUGH; AVENA-BUSTILLOS; KROCHITA, 1993). Nas

condi¢des do ensaio, o valor de C era muito proximo de 1,0.

4.4.6 Propriedades mecdnicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas através de ensaio de tracdo
utilizando-se um texturdémetro TA.XT2 (Stable Microsystems SMD). O alongamento na
ruptura (E), a tens@o de ruptura (TR) e 0 modulo elastico de Young (MY) foram determinados
de acordo com a normaASTM D882 (ASTM, 1995b). A separacdo inicial das garras foi de
5 cm e a velocidade de afastamento foi de 0,1 cm/s. A espessura foi determinada previamente
ao ensaio pela média aritmética de 10 medidas em pontos aleatorios em cada corpo de prova.
A tensdo de ruptura e o alongamento na ruptura foram determinados de acordo com as

Equagdes 4.4 ¢ 4.5, respectivamente. O modulo elastico de Young foi calculado por regressdo
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linear da por¢do de deformagdo elastica do diagrama tensdo versus alongamento. Os

resultados sdo apresentados como média de 10 replicatas.

TR=

s

(4.4)

s

E=<.100 (4.5)
dy

Nestas equagoes:
TR ¢ a tensdo de ruptura [MPa];
F,, é a forca maxima no rompimento [N];
A, & a 4rea da secdo transversal do corpo de prova do filme [mm?];
E ¢ o alongamento na ruptura [%];
d ¢ a distancia final de separagdo das garras [cm];

dy ¢ a distancia inicial de separagdo das garras [cm].

4.4.7 Morfologia

A microestrutura da superficie e secdo transversal dos filmes foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizando-se um microscopio eletronico de
varredura (LEICA, modelo DMLM, EUA) acoplado ao computador LEICA Q500IW, no
Laboratério de Recursos Analiticos ¢ de Calibracdo da FEQ/UNICAMP, operado com tensao
de aceleracdo de 20 kV e corrente de feixe igual a 100 pA. Para conferir condutividade, os
corpos de prova foram recobertos com uma fina camada de ouro, em um Sputter Coater
Polaron (VG Microtech, Modelo SC7620, Inglaterra).

Com o objetivo de obter dados morfolégicos micro-estruturais internos e superficiais
relacionados ao tamanho ¢ a distribui¢do das nanoparticulas e seus aglomerados, foi também
utilizado um microscopio eletronico de varredura de alta resoluciao (FEI, modelo Quanta 650
FEG, EUA) do Laboratério Nacional de Nanotecnologia Brasileira (LnNano) do Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) operado com tensao de aceleragao de
5kV e corrente de feixe menor que 200 nA. Os corpos de prova foram recobertos com
carbono utilizando um Sputter Coater (Bal-Tec, SCD 005,EUA) através do método de
evaporagdo de carbono metalico. A secdo transversal foi avaliada apos corte cuidadoso com
bisturi.

A morfologia da superficie e se¢@o transversal dos filmes a base de alginato também
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foram avaliados utilizando um microscopio eletrénico de varredura (FEI, modelo 250 FEG,
EUA) operado com tensdo de aceleragdo de 3 kV. As amostras de filmes foram recobertas
com ouro ¢ paladio para aumentar a condutividade elétrica. A se¢do transversal foi avaliada
apos corte cuidadoso com bisturi.

Um microscopio de forca atomica (AFM, Digital Instruments, modelo Nanoscope I1I)
do Laboratorio Nacional de Nanotecnologia Brasileira (LnNano) do Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) foi utilizado para avaliar a topografia dos filmes.
O microscopio foi operado em modo intermitente e preparagdo prévia da amostra ndo foi

necessaria.

4.4.8 Cor e opacidade

A cor ¢ a opacidade dos filmes foram avaliadas utilizando-se um colorimetro Hunterlab
(Colorquest II, Faifax, EUA) e padroes CIElab. Conforme apresentado na Figura 4.3, nesse
sistema sdo obtidos os parametros de cor luminosidade L*, variando de O (preto) ao 100
(branco); o a*, do verde (-) ao vermelho (+); e b*, do azul (-) ao amarelo (+). A cor dos filmes
nanocompositos, expressa como diferenca total de cor (AE*), foi determinada utilizando-se a

Equagdo 4.6. Os resultados foram expressos como média de cinco replicatas.

* * #y 2 * * 2 sy 2 0.5
AE"=(L7L,") +(a"a,") (b-b,") | (4.6)
Nesta equagdo: L,*,a,* e b,* sdo os parametros de cor do filme controle sem ZnO

utilizado para comparacdo dos resultados.

Figura 4.3: Sequéncia Hue e orientacdo do angulo Hue no diagrama CIELab (Voss, 1992;

Bierhalz, 2014).

Amarelo esverdeado I Amarelo
i Amarelo laranja

Verde amarelo
Laranja
Verde amarelado Laranja avermelhado
Vermelho

Vermelho pirpura

Verde Azulado Purpura avermelhado

Purpura

Azul esverdeado

Azul purpireo

2



52
Capitulo 4: Material e Métodos

Também foram determinados os pardmetros Hue e Croma, que expressam a medida da

tonalidade e a intensidade da cor, respectivamente, calculados segundo as Equagoes 4.7 ¢ 4.8.
1 (B
Hue=tan = 4.7)
. 2705
Croma= [(a")+(b")'] (4.8)

4.4.9 Distribui¢do do tamanho de particula

As andlises de tamanho médio e da distribuicdo do tamanho de particula foram
realizadas em um Analisador de Tamanho de Particulas por Difracdo a Laser
MASTERSIZER-3000 (modelo MAZ3000, MALVERN INSTRUMENTS, Reino Unido). Os
ensaios foram realizados em triplicata no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracao
(LRAC/FEQ/UNICAMP), utilizando agua destilada como meio dispersante, agitagdo de
2.000 rpm e bombeamento de 2.000 rpm.

Os parametros de distribui¢do de tamanho de particula e didmetro médio foram
calculados de acordo com o modelo matematico de Mie, que considera que as particulas sdo
esféricas e ndo opacas. Foram determinados os seguintes parametros:

a) D(v, 0.1): didmetro maximo apresentado por 10% das particulas [nm];
b) D(v,0.5): diametro maximo apresentado por 50% das particulas [nm];
c) D(v,0.9): diametro maximo apresentado por 90% das particulas [nm].
Os diametros médios de particula, definidos como o e B, foram calculados de acordo

com as equacoes 4.9 e 4.10.

_ 2B(Dit*vi)

&= (o) (4.9)
_ 2i0i’vy)

B= ey (4.10)

onde:
o € o didmetro médio ponderado pela distribui¢ao de area superficial [nm];
p € o didmetro médio ponderado pela distribuigdo de volume [nm];
n € o numero total de diferentes tamanhos de particula, sendo cada tamanho atribuido a

um numero entre 1 e n;
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D; ¢ a média geométrica do didmetro para o tamanho de paricula i, sendo 1 > i <n [nm];
v; € o percentual de particulas com o tamanho de particula correspondente a i, sendo

1>1<n.

4.4.10 Capacidade de absorg¢do de solugaes fisiologicas

A capacidade de absorcdo de solucdes fisiologicas foi analisada utilizando-se trés tipos
de solugdo: agua, tampao fosfato salino (PBS, pH 7,4) e soro fetal bovino (pH 7,2). O ensaio
consistiu na medida da massa inicial de amostras do filme (circulos de 2,5 cm de didmetro) e
da massa final do material iimido, apds imersdo em 10 mL de cada uma das solugdes citadas,
a 37 °C, pelo periodo de 24 horas e em agua também a 25 °C. Os ensaios de capacidade de
absor¢ao de fluidos foram realizados em triplicata.

A avaliagdo em agua foi realizada para verificar o efeito deste solvente no
comportamento do filme, em um pH neutro. O PBS foi empregado para expor o filme a
solugdo de concentracdo de sais ¢ pH mais proximos aos do corpo humano. O soro fetal
bovino apresenta composi¢do complexa, tendo-se por meta simular com o mesmo a situagdo
de contato do filme com fluidos corporeos como o sangue humano e com alimentos de
composi¢do complexa.

A capacidade de absorcao foi calculada de acordo com a Equacédo 4.11.

CA=TT0 (4.11)

my

onde:
CA ¢ a capacidade de absor¢ao;
m,, ¢ massa do filme imido [g];

my € a massa inicial do filme [g].

4.4.11 Espectroscopia no Infravermelho

O espectro no infravermelho (FTIR) foi determinado utilizando um espectrofotometro
FT-IR (Thermo-Scientific, modelo Nicolet, Madison/EUA). Os filmes foram posicionados no
suporte e expostos diretamente ao laser infravermelho.

O espectro no infravermelho dos filmes controle e nanocompdsitos foi registrado a
temperatura ambiente na faixa de 675 a 4.000 cm™ com resolugdo de 4 cm™.

O espectro das nanoparticulas de ZnO também foi obtido. Antes do ensaio, as
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nanoparticulas foram maceradas com KBr (propor¢do 1:100) e a mistura foi prensada (7 ton)
para analise. O espectro foi registrado a temperatura ambiente na faixa de nimero de onda

entre 400 a 4.000 cm™ e resolugdo de 4 cm™.

4.4.12 Cristalinidade

Os ensaios de cristalinidade (XRD) foram executados utilizando um difratdmetro
Philips Analytical X’Pert PW 3050 (Almelo, Holanda), com radiacdo Cu-Ka. A fonte de
raios-X foi operada em 40 KV e 40 mA e a intensidade da difracdo foi medida no modo de
reflexdo a uma taxa e 0,6 °/min para 26 entre 5 e 70 °.

As analises foram realizadas no Laboratério de Recursos Analiticos ¢ de Calibragdo

(LRAC/FEQ/UNICAMP).

4.4.13 Andalise termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi conduzida com aproximadamente 6 mg de amostra em
cadinhos de aluminio. A amostra foi aquecida desde a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) até 600 °C, a uma taxa de 10 °C/min. A estabilidade térmica dos
filmes foi avaliada, analisando-se a variagdo da massa em fungdo da temperatura. Foi
utilizado analisador termogravimétrico TGA 50 (Shimadzu, Japdo). Os ensaios foram
realizados em duplicata e em atmosfera de nitrogénio (vazao de 40 ml/min) no Laboratério de

Recursos Analiticos e de Calibragdo (LRAC/FEQ/UNICAMP).

4.4.14 Atividade antimicrobiana

Dentre os patdgenos de relevancia tanto na area de alimentos, quanto na de infecgdes de
lesdes de pele destacam-se as bactérias FEscherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus.

Dessa forma, a efici€ncia antimicrobiana dos filmes de alginato contendo particulas de
oxido de zinco em diferentes concentragdes foi avaliada contra as bactérias Escherichia coli
(ATCC 11229), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC
6538) pelo teste de difusdo em agar, conforme método descrito por Pires et al. (2008) As
linhagens foram adquiridas em forma de slant da Colec@o de Culturas Tropical da Fundagédo

André Tosello, Campinas, Sao Paulo.
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Ap6s diluicdes seriadas, a partir da cultura inicial, 0,1 mL das suspensdes contendo
10° UFC/mL de P. aeruginosa, S. aureus e E. coli foram inoculados nos meios de cultura
Miieller-Hinton (Difco). Amostras de filmes foram colocadas assepticamente sobre a
superficie da placa de Petri (9 cm de diametro) contendo o meio inoculado € o conjunto foi
incubado a 35 °C por 24 a 48 h. Apds este periodo, o halo de inibi¢cdo foi determinado pela
medida do didmetro formado ao redor do filme. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata e como controle, filmes sem antimicrobiano e placas sem filme foram utilizados.

Alternativamente, adaptou-se o método descrito por Trandafilovi¢ et al. (2012) para
avaliagdo quantitativa da atividade antimicrobiana dos filmes nanocompdsitos. Discos de
5 cm de didmetro dos filmes foram assepticamente colocados em tubos de ensaio com 10 mL
de caldo Miieller-Hinton (Difco) contendo 10° UFC/mL de P. aeruginosa, S. aureus ou E.
coli. Os tubos foram entdo incubados a 35 °C sob agitagio de 150 rpm e ap6s 24 horas,
procedeu-se a contagem total de mesofilos aerdbios totais. Tubos contendo as suspensdes

microbianas e sem filmes foram utilizados como controles negativos.

4.4.15 Analise estatistica dos dados

A caracterizagdo dos filmes obtidos tiveram, no minimo, 4 repeti¢cdes. Neste caso, todas
as regressoes foram realizadas com o uso do Software Statistica versdo 7, usando o método de
Quasi-Newton. Analise de variancia e o teste de Tukey foram utilizados para determinar

diferencas significativas a um nivel de probabilidade de 5% (p < 0,05) entre as médias.
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CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO: EFEITOS DOS PROCESSOS DE RETICULACAO E

DESAGREGACAO

Neste capitulo, ¢ apresentada a avaliacdo da importancia relativa da reticulagdo primaria
e secundaria e da eficacia dos métodos de desagregacdo das particulas I de 6xido de zinco.
Para confecgdo dos filmes nanocompdsitos, utilizou-se apenas a nanoparticula I de ZnO, cujo
tamanho nominal segundo o fabricante ¢ inferior a 100 nm. Como controle, foram também
confeccionados filmes de alginato sem nanoparticulas. Foram avaliados dois métodos de
desagregacdo das particulas: uso de ultrassom (200 W) por 45 minutos e UltraTurrax
(10.000 rpm) por 5 minutos. Apods a desagregagdo, os filmes foram confeccionados conforme
descrito no item 4.4.2. Os filmes cujas particulas foram desagregadas com ultrassom
receberam a sigla US e os filmes com particulas tratadas com Ultra Turrax possuem a
identificacdo T. Filmes identificados com as letras RP foram reticulados apenas em um
estagio, o de reticulacdo primaria, enquanto os filmes identificados com as letras RS foram
duplamente reticulados, isto €, foram submetidos a reticulacdo primaria e secundaria. Os
filmes nanocompositos foram confeccionados com dois teores de particula, 3 e 20%, sendo
que os conteudos de nanoparticulas dizem respeito & massa de ZnO em relagdo a de polimero

utilizada. A Tabela 5.1 sumariza as formulacdes avaliadas no presente capitulo.

Tabela 5.1: Descri¢ao das legendas utilizadas para identificagdo dos filmes.

Identificacdo Descrigdo do filme

Controle RP  Filme sem ZnO,,,, reticulado em um estagio

X% USRP  Filme reticulado em primeiro estagio contendo 3 ou 20% de ZnOpap, |
tratado com ultrassom

X% T RP Filme reticulado em primeiro estagio contendo 3 ou 20% de ZnOpan, [
tratado com Ultra Turrax

Controle RS Filme sem ZnOyay, duplamente reticulado

X'% USRS  Filme duplamente reticulado contendo 3 ou 20% de ZnOnpayo I tratado com
ultrassom

X% T RP Filme duplamente reticulado contendo 3 ou 20% de ZnOp,p, 1 tratado com
Ultra Turrax

X refere-se a propor¢ao massica de nanoparticulas adicionadas (g ZnO/g alginato), igual a 3 ou a 20.
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5.1 Avaliacao da importincia relativa das reticulacées primdria e secunddria em

preparagoes com particulas desagregadas por diferentes métodos

O aspecto visual dos filmes obtidos com os diferentes tratamentos de desagregagdo e
concentragdes de ZnO esta apresentado nas Figuras 5.1 e 5.2. E possivel notar que as
particulas tiveram influéncia no aspecto visual dos filmes, em especial, na cor e na
transparéncia. A adi¢do de ZnOp,,, € 0 aumento de sua concentragdo deixaram os filmes
nanocompositos com aparéncia esbranquigada, sem, no entanto, modificar sua maleabilidade
e flexibilidade aparentes. O uso de diferentes tratamentos de desagregacdo ndo demostrou
interferir no aspecto visual dos filmes reticulados em primeiro estigio ou duplamente
reticulados. A reticulacdo secundaria também ndo alterou significativamente o aspecto visual
dos filmes, os quais se apresentaram muito similares aos filmes reticulados em primeiro
estagio.

Na Tabela 5.2, estdo apresentados os resultados obtidos para a permeabilidade ao
vapor d’adgua, absor¢do e massa solubilizavel em agua e conteido de umidade destas
formulagdes. Os filmes reticulados em primeiro estdgio ndo diferiram entre si em relagdo a
permeabilidade ao vapor d’agua. No entanto, observa-se, em média, uma reducao de 44% nos
valores de PVA dos filmes com reticulagdo secundaria. Essa diminui¢do deve estar
relacionada com o efeito do calcio em estruturar e possivelmente compactar a matriz

polimérica, dificultando o transporte de vapor d’agua através da mesma.

Figura 5.1: Aspecto visual dos filmes controle e nanocompositos reticulados em primeiro

estagio (RS).

Controle RP

03% US RP 03% T RP
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Figura 5.2: Aspecto visual dos filmes controle e nanocompositos reticulados em primeiro e

segundo estagio: Controle (a), 3% US RS (b), 20% US RS (c), 3% T RS (d) ¢ 20% T RS (e).

a

TRANSPARENTE

Tabela 5.2: Teor de umidade (w), permeabilidade ao vapor d’agua (PVA), massa
solubilizavel (MS) e absor¢do de agua dos filmes controle e nanocompositos reticulados em

primeiro estagio (RP) e duplamente reticulados (RS).

) PVA ) Absorgao MS
Filme 2 .
(g'-mm/m~-dia-kPa) (%) (%) (%)
Controle RP 7,92 +0,42° 25,08 +2,40° SF 1
03% USRP  855+1,11° 24,56 + 1,81° SF 1
20% USRP 936+ 1,45° 25,01 £2,27° SF 1
03% T RP 9,33 + 1,43° 28,96 +1,18° SF 1
20% T RP 9,91 +0,71° 31,78 £ 0,90° SF 1
Controle RS 4,94 £ 0,56° 17,21 £1,53° 126,0 £ 5,0° 41,0 £ 5,0°
03% USRS  5,09+0,13° 15,06 + 0,32° 94,0 £ 7,0° 30,0 £ 4,0°
20% USRS 5,63 +0,63° 15,94 £ 0,25° 92,0 + 6,0° 31,0 + 4,0
03% T RS 4,38 0,15 22,32+ 0,47° 96,0 + 4,0° 32,0+ 1,0°
20% T RS 5,09 +0,13° 20,97 + 1,19° 90,0 + 8,0° 30,0 + 5,0°

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05) na propriedade
em estudo de acordo com o teste de Tukey. SF: Solubilizagdo do filme.

Os resultados do teor de umidade apontam a mesma tendéncia observada para a PVA
em relagdo a reticulacdo dos filmes. Entretanto, somente as amostras obtidas com particulas
tratadas com ultrassom apresentaram teores de umidade estatisticamente iguais aos do

controle, enquanto e as amostras tratadas com o Ultra Turrax apresentaram maior teor de
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umidade. As particulas tratadas com ultrassom possivelmente apresentaram menor tamanho, e
consequentemente maior area superficial, de forma que este incremento favorece uma maior
interacdo com as cadeias polissacaridicas. As particulas maiores resultantes do processamento
com Ultra Turrax interagem menos com as moléculas de alginato, de modo que ha mais
espago para adsor¢do de agua em sua superficie quando comparadas as particulas
desagregadas com auxilio do ultrassom.

Os filmes reticulados em primeiro estagio ndo foram avaliados com relagdo a massa
solubilizavel em agua e nem tampouco com relacdo a absorcdo, devido ao fato de serem
soluveis em agua. Os resultados demonstraram que os filmes nanocompositos duplamente
reticulados apresentaram-se mais estaveis quanto a perda de massa em agua, diferindo
significativamente do controle. A absorcdo de agua dos filmes nanocompdsitos foi
aproximadamente 30% menor do que a dos filmes controle. Estes resultados indicam que a
adicdo das nanoparticulas a matriz de alginato contribuiu para aumento da estabilidade da
rede polimérica, minimizando a perda de polimero para o meio aceptor. O aumento da
estabilidade pode também estar relacionado com a diminuicdo da fracdo de alginato na
mistura (devido a adi¢ao de particulas), com o fato de as particulas ndo serem tdo soluveis em
agua quanto o polimero e também com um possivel efeito de reticulagdo do ZnOpp,.

Os resultados das propriedades mecanicas e da espessura das diferentes amostras estdao

apresentados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Propriedades mecanicas e espessura dos filmes controle € nanocompositos

reticulados em primeiro estagio (RP) e reticulados em primeiro e segundo estagio (RS).

Filme TR (MPa) E (%) MY (MPa) Espessura
(um)

Controle RP 11,60+ 1,74 23,21 £4,49° 134,03 +38,73* 41,6 £9,2°°

3% US RP 11,34 £ 1,62 21,97 4,55 124,23 + 32,82° 38,9 + 6,17
20% USRP  13,21+1,54° 24,51 +4,20" 142,82 +2951° 46,3 +5,5°

3% T RP 14,23 +1,34* 20,64 +3,65° 193,26 + 53,46 38,4 + 8,7

20% T RP 17,49 +2,13° 27,12 +4,73° 193,28 + 51,21° 44,3 +9,5%

Controle RS 67,88 +10,73°  1,87+033*  4.657,6 +411,81° 34,7 +4,7®
3% US RS 80,49 + 6,97¢ 3,08+0,81°  4.074,1 £560,50° 36,5+ 7,3"
20% USRS  89,57+16,16  327+086"  3.990,1 +338,43" 40,3 +3,7°%
3% T RS 91,17 +7,17° 2,86 +0,52°  4.333,6 +432,60™ 33,0 £ 4,9°
20% T RS 91,75+ 15,55 3,60+ 1,31°  4.220,9+62541° 36,1 +5,1°

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenga significativa (p<0,05) na propriedade
em estudo de acordo com o teste de Tukey.
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Dentre os filmes reticulados em primeiro estagio, ndo houve diferenca significativa na
tensdo de ruptura e no moddulo de elasticidade. Nenhum desses filmes diferiu
significativamente do controle com relagdo ao alongamento

Similarmente aos filmes reticulados apenas em primeiro estagio, os filmes duplamente
reticulados ndo se diferenciaram em relacdo ao alongamento. Com relagdo ao moddulo de
elasticidade, apenas o filme cujas nanoparticulas foram desagregadas com o Ultra Turrax e
contendo 20% das mesmas nao diferiu em relagdo do controle, de forma que os demais filmes
nanocompositos apresentaram valores de modulo de elasticidade inferiores ao do controle.
Entretanto, os filmes nanocompositos duplamente reticulados apresentaram tensdo na ruptura
significativamente superior ao controle, o que significa um ganho com relagdo a formulagdo
de partida.

Ao comparar filmes com reticulagdo primdria e secunddria, nota-se um aumento
substancial da tensdo na ruptura (aproximadamente 5 vezes) e do modulo de Young (mais que
20 vezes em média), e em contrapartida, observou-se uma redu¢do, similar em extensdo, no
alongamento. Essas variagdes nas propriedades mecanicas indicam a agdo de refor¢o da
reticulagdo com ions calcio, que reduzem a mobilidade das cadeias de alginato, diminuindo o
alongamento, e incrementando a resisténcia a deformacdo. Essas propriedades, no entanto,
nao foram significativamente alteradas com a adicdo das nanoparticulas, apesar de ter sido
notada uma melhoria na tensdo de ruptura. O contetido de nanoparticulas nos filmes também
ndo afetou consideravelmente o comportamento dos materiais.

Com relagdo a espessura, ndo foi possivel identificar um padrdo definido entre os dois
grupos de filmes. Contudo, parece haver uma tendéncia de aumento da espessura com o
aumento da concentragdo de ZnO,,,,, apesar de ndo ter sido possivel obter confirmagdo
estatistica. Além disto, ¢ possivel que as diferencas obtidas possam ser atribuidas as variagdes
do processo de secagem dos filmes em estufa. Ademais, nota-se que os filmes tratados com o
Ultra Turrax apresentaram maiores valores de desvio padrdo, o que pode ser atribuido a
varia¢do no tamanho das particulas de ZnO e a sua distribui¢do ao longo do material.

Na Figura 5.3, sdo apresentadas as micrografias obtidas por microscopia eletronica de
varredura dos filmes duplamente reticulados, enquanto na Figura 5.4 apresenta-se o

mapeamento elementar obtido por espectroscopia de energia dispersiva de raios-X.



61

Capitulo 5: Resultados e Discussdo - Efeitos dos Processos de Reticula¢do e Desagregagdo

Figura 5.3: Micrografias da superficie (imagens a esquerda) e se¢do transversal (imagens a

direita) dos filmes: controle RS (a), 3% US RS (b), 20% US RS (¢), 3% T RS (d) ¢ 20% T RS
(e).
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Pelas imagens apresentadas, nota-se que o filme controle (Figura 5.3a) apresentou
superficie uniforme e lisa, sem muitas irregularidades. Os pontos esbranquigados observados
na imagem sdo, possivelmente, poeira aderida ao corpo de prova durante o armazenamento ou
provenientes da propria luva utilizada na manipulacdo dos filmes. Pela micrografia da se¢do
transversal, nota-se que a matriz polimérica apresenta-se em uma estrutura morfologicamente
uniforme e de alta compactagdo. A compactagdo da matriz polimérica pode estar relacionada
ao efeito do calcio, que mantém as cadeias de alginato fortemente unidas através das zonas de
juncdo, conforme evidenciado nas propriedades mecanicas ¢ na permeabilidade ao vapor
d’agua. Nas micrografias dos filmes nanocompositos, ¢ possivel notar a presenca de
particulas, em especial de agregados de tamanho muito superior ao anunciado pelo fabricante.
Observa-se que ha uma grande diferenca no aspecto da fase dispersa tratada com ultrassom e
com o Ultra Turrax. Claramente, as particulas tratadas no Ultra Turrax apresentaram maior
grau de agregacdo em aglomerados de maior tamanho que as particulas tratadas com o
ultrassom. O grande tamanho dos agregados de particulas parece ndo ter alterado o estado de
compactagdo da matriz polimérica, como observado nas Figuras 5.3b a e.

Na Figura 5.4 ¢ possivel observar a presenca de calcio e zinco distribuidos em toda a
superficie dos filmes nanocompoésitos. Com o aumento da concentracdo de ZnOy,y,, de 3 para
20%, independente do método de desagregacdo utilizado (Figuras 5.4b e 5.4d), notou-se o
aumento da presenca de zinco evidenciado pela analise de EDS. No entanto, ¢ possivel notar
que ambos os elementos, calcio e zinco, apresentaram a formagdo de aglomerados. No caso
do zinco, a formacdo de aglomerados pode estar relacionada tanto a agregagdo das
nanoparticulas, conforme observado pelas micrografias de microscopia eletronica de
varredura (Figura 5.3b a 5.3e), assim como pelo fato de o ZnO constituir a fase dispersa no
filme nanocompasito.

J& no caso do célcio, a aglomeracdo pode estar relacionada a distribuicao dos blocos G e
M da matriz de alginato. Conforme ja apresentado por Smidsred (1974), os blocos G
apresentam maior seletividade aos ions Ca’", além de mecanismo de coordenagio auto-
cooperativo, diferentemente do que ocorre com os blocos M ¢ MG. Dessa forma, uma maior
concentragdo de calcio seria observada nas regides com maior quantidade de blocos G. Além
disso, a aglomeracao de calcio observada pela analise de EDS pode, também, ter relagdo com
o proprio processo de reticulagdo realizado pela imersao dos filmes de alginato em solucao de
Ca™, de forma que a coordenagio dos fons divalentes se da de fora para dentro, formando
uma estrutura mais rigida na parte mais externa ao filme, causando, possivelmente, um

, ++ .
acumulo de Ca" " nessa regido.
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Figura 5.4: Mapeamento elementar das superficies em fundo branco dos filmes
nanocompdsitos: 3% US RS (a), 20% US RS (b), 3% T RS com aumento (c) e 20% T RS (d).
Célcio marcado em verde e zinco marcado em vermelho. Imagem com aumento de tamanho

de duas vezes na regido circular destacada nas figuras (c) e (d).

a

20um 20pm  H
b

20pm H 20 um H
C
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Outra possibilidade para a aglomeracdo de calcio em determinadas regides pode estar
associada ao fato de a reticulagdo poder ocorrer de forma cooperativa, em num processo
similar ao que se verifica no fechamento de um ziper (Grant et al, 1973). Segundo essa
abordagem, durante a formacdo das zonas de juncdo, a coordenacdo do ion subsequente ¢é
facilitada apds a ligagdo do primeiro. Nesse sentido, ¢ razoavel esperar que haja uma
distribuicdo desigual do ion divalente, resultante da formacao de zonas de jun¢do em processo
cooperativo.

De posse das observagdes resultantes das micrografias dos filmes controle ¢ dos
nanocompdsitos, notou-se a necessidade de avaliar o uso de estratégias alternativas de
reducdo de tamanho das particulas agregadas, por exemplo, variando as condigdes de
operacdo em ambos os métodos testados (ultrassom e dispersdo com Ultra Turrax), com o
objetivo de maximizar o uso area especifica das particulas em contato com a matriz de
alginato. Estes resultados serdo apresentados no capitulo 6.

Dando sequéncia a analise preliminar da formulag@o dos filmes, foi avaliada a atividade
antimicrobiana contra S. aureus dos filmes duplamente reticulados pelo método de difusdo em
agar. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 5.5 a 5.8. Crescimento celular sob o filme

controle foi observado, evidenciado pela turbidez do filme, conforme mostrado na Figura 5.5.

Figura 5.5: Analise da atividade antimicrobiana contra S. aureus no filme controle RS,

indicando crescimento em profusdo sob o filme e a sua volta.
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Nao foi observada, para os filmes nanocompositos, uma regido de inibicdo devido a
baixa difusdo do ZnO para o meio de cultura (halo de inibigdo) (Figuras 5.6 ¢ 5.7). No
entanto, foi dificil discernir por observagdo direta se houve ou ndo crescimento celular sob o
filme, devido & cor e a opacidade original dos corpos de prova. Por essa razdo, os filmes
nanocompositos foram removidos, e a area abaixo deles foi investigada, notando-se auséncia
de crescimento microbiano sob os mesmos, conforme apresentado na Figura 5.8. Logo, o
efeito inibitorio dos filmes contendo as nanoparticulas I de ZnO ocorreu por contato

superficial. Os efeitos nos demais microrganismos serdo discutidos no decorrer do estudo.

Figura 5.6: Atividade antimicrobiana contra S. aureus dos filmes (a) 3% US RS e (b) 20%
US RS.

Figura 5.7: Atividade antimicrobiana contra S. aureus dos filmes (a) 3% T RS e (b) 20% T
RS.
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Figura 5.8: Atividade antimicrobiana contra S. aureus evidenciada pela remogao dos filmes,
notando-se auséncia de crescimento celular sob as amostras de (a) 3% US RS e (b) 20% US

RS.

5.2 Analise geral da importincia relativa das reticulagoes primdria e secunddria

Com base nos resultados obtidos, nota-se que a reticulagdo com ions célcio exerce
grande influéncia nas propriedades do filme com e sem nanoparticulas. Nos filmes reticulados
em primeiro estagio e nos filmes duplamente reticulados, notou-se pequena influéncia da
concentracdo do material de enchimento. Esperava-se, no entanto, que as particulas
exercessem um papel de maior extensdo no material, contribuindo para maior melhoria de
suas propriedades, em especial das propriedades mecanicas e de barreira ao vapor d’agua.

Os métodos utilizados para desagregagdo das particulas ndo foram eficientes, e por
essa razdo, as particulas podem nido ter apresentado efeito esperado, visto que a reducdo de
seu tamanho favorece grandemente a interagdo entre as particulas e as cadeias do polimero.

Verificou-se atividade antimicrobiana contra S. aureus, cujo crescimento foi inibido
por contato com o filme nanocomposito. O estado de aglomeracdo do ZnOyano, associado a
acdo reticuladora do Ca’", que pode ter mantido as particulas fortemente presas a matriz
polimérica, resultou na baixa transferéncia de ZnO para o meio de cultura.

A partir do acima exposto, os ensaios subsequentes foram conduzidos buscando-se a
determinagdo de uma abordagem de desagregacdo mais efetiva das particulas e, de posse
deste método mais eficaz para reducdo de tamanho dos agregados, propds-se avaliar a fungao

dos componentes estruturantes (particulas de ZnO e ions célcio), nas propriedades dos filmes.
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CAPITULO 6

RESULTADOS E DISCUSSOES: EFEITO DAS CONDICOES DE

PROCESSAMENTO NA REDUCAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS

Este capitulo foi dividido em trés se¢des: na primeira, ¢ apresentada a avaliacdo do
efeito de diferentes condi¢des de processamento na reducdo do tamanho das particulas de
ZNnOqano I (tamanho nominal inferior a 100 nm), definindo-se, ao final, uma estratégia de
desagregacdo dessas nanoparticulas utilizando-se os recursos disponiveis no Laboratorio de
Engenharia de Desenvolvimento de Produtos e Processos em Biorrecursos e no Laboratorio
de Engenharia de Biorreacdes e Coloides. Em seguida, na segunda parte, sdo apresentados os
resultados dos ensaios de desagregacdo das nanoparticulas II de 6xido de zinco (tamanho
nominal inferior a 50 nm), partindo-se, a principio, da metodologia definida para dispersao do
ZnOyano 1, € definindo-se, finalmente, um procedimento para desagregacdo do ZnOyayo 1. Ao
final deste capitulo, uma analise sumarizada dos resultados obtidos para dispersdo das

nanoparticulas I e II ¢ apresentada.

6.1 Efeito das condicées de processamento na reducdo do tamanho das particulas de

Zn Onano 1

Para simular as condi¢cdes de preparo dos filmes, as nanoparticulas I de ZnO foram
suspensas em 400 mL de dgua deionizada, e dispersas por ultrassom ou exposi¢do ao sistema
Ultra Turrax por periodos (5 a 35 minutos) ou velocidades de homogeneizacdao (5.000 a
24.000 rpm) distintas das utilizadas na fase anterior do estudo. O teor de ZnO utilizado nas
analises foi equivalente ao de 3% em relag@o a quantidade de polimero utilizada na fabricagdo
dos filmes. Apenas as nanoparticulas do tipo I (< 100 nm) foram utilizadas nessa parte do
trabalho.

Os resultados sdo apresentados nas Tabelas 6.1 e 6.2, nas quais constam também os
resultados obtidos nas condigoes testadas anteriormente (descritas no Item 4.4.2.1). O simbolo
o representa o tamanho médio medido em relagdo a area superficial e 3, o tamanho médio em
relacdo ao volume da particula. Os valores de D(v, 0.1), D(v, 0.5) e D(v, 0.9) indicam que 10,
50 e 90% das particulas presentes na amostra estdo abaixo do referido tamanho de particula,

respectivamente. As Figuras nas quais constam as distribuicdes do tamanho de particula
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encontram-se no Apéndice B.

Tabela 6.1: Tamanho médio de particula apds emprego de diferentes condigcdes de
desagregacao utilizando os métodos de ultrassom e Ultra Turrax (tamanho nominal anunciado

pelo fabricante: < 100 nm).

Condigdo Tempo o B

Tratamento N .

de operacao (min) (nm) (nm)
Turrax 10.000 rpm 5 334 £ 12 1.067 £ 46
Turrax 10.000 rpm 20 335+£56 1.276 £ 56
Banho ultrassénico 200 W 45 346 + 12 426 £ 12
Turrax 22.000 rpm 5 485+ 1 597 + 1
Turrax 22.000 rpm 10 496 + 2 647 + 31
Turrax 22.000 rpm 20 480 + 1 553 +2
Turrax 22.000 rpm 30 478 + 1 545+ 1
Turrax 22.000 rpm 35 465+ 1 503 +1
Turrax e 24.000 rpm T 5 min +

+ +

Banho ultrassonico e 200W US 30 min 4102 43521

Tabela 6.2: Distribuicdo de tamanho de particulaapos emprego de diferentes condigdes de
desagregacdo utilizando os métodos de ultrassom e Ultra Turrax (tamanho nominal anunciado

pelo fabricante: < 100 nm).

Condicao Tempo D(v,0.1) D(v,0.5) D(v,0.9)
Tratamento . .
de operagdo (min) (nm) (nm) (nm)
Turrax 10.000 rpm 5 16810 40412 3.815+832
Turrax 10.000 rpm 20 152+ 6 456+9  5.007 £ 198
Banho ultrassénico 200 W 45 214 £ 8 38513 714 £ 8
Turrax 22.000 rpm 5 346 + 19 491 £ 1 770 £3
Turrax 22.000 rpm 10 34242 499 + 4 807 +18
Turrax 22.000 rpm 20 337+1 489 + 1 755+3
Turrax 22.000 rpm 30 337+ 1 489 + 1 745+ 1
Turrax 22.000 rpm 35 334+ 1 480 £ 1 705+ 1
Turrax e 24.000rpm T 5 min +
+ + +
banho ultrassdnico e 200W US 30 min 3041 42421 S83+4

Os resultados demonstraram que o Ultra Turrax operado a 10.000 rpm foi o método

menos eficiente, resultando em altos valores de tamanho médio de particula (ordem de 1 um),
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além de distribuicdo heterogénea, com dois tamanhos médios, como pode ser observado nas
Figuras B.1 a B.9 do anexo B. O uso de um maior tempo de exposi¢do ndo possibilitou
reduzir satisfatoriamente o tamanho dos aglomerados.

A aplicacdo de ultrassom (200 W) por 45 minutos para desagregacdo das particulas
resultou em distribuicdo menos polidispersa e menor tamanho médio de agregados, com
valores entre 346 e 426 nm. Esses dados estdo de acordo com as observagdes feitas por
microscopia eletronica de varredura, nas quais foi verificado que os agregados de particulas
tratadas com UltraTurrax (10.000 rpm por 5 minutos) apresentaram-se maiores do que os das
tratadas com ultrassom (200 W por 45 minutos), conforme ja apresentado na Figura 5.3.

Apesar dos resultados pouco satisfatorios, estudou-se a possibilidade de empregar
menores tempos de desagregacdo, utilizando maiores velocidades de agitacdo no Ultra Turrax,
visto que seria estrategicamente favoravel para a reducdo do tempo de dispersdo. Com
agitacdo de 22.000 rpm por 5 minutos, foi possivel reduzir o tamanho de particula e
homogeneizar sua distribui¢do. Contudo, o aumento no tempo de exposicdo apresentou
minimo efeito, de forma que os resultados obtidos ap6s 35 minutos de agitacdo ndo diferiram
consideravelmente daqueles apds 5 minutos. A acdo redutora do Ultra Turrax, nesse caso,
pode ser devida ao efeito mecanico que forca as particulas a passar entre os orificios de seu
impelidor, de forma que esse efeito foi obtido logo no inicio do tratamento.

Tendo em vista os resultados apresentados, optou-se pela combinagdo dos dois
métodos. Assim, utilizou-se o Ultra Turrax em sua velocidade maxima (24.000 rpm) por
5 minutos e sonicacdo (200W) por 30 minutos. Esse foi o procedimento que resultou em
menor tamanho de particula e distribui¢do menos polidispersa. Todavia, ndo foi possivel
alcangar o tamanho de particula anunciado pelo fabricante. Resultados similares foram
obtidos por Zhang et al. (2007 ¢ 2008), Espitia et al. (2013a ¢ 2013b), Ann et al. (2014) e
Pasquet et al. (2014), que obtiveram tamanho médio de nanoparticulas de ZnO superiores ao
tamanho nominal divulgado pelos fabricantes.

Além do mais, observou-se que, conforme a dispersdo da distribui¢do de tamanho das
particulas foi reduzida, os valores de o e P convergiram. Apesar disso, ¢ importante
mencionar que os parametros o ¢ 3 ndo levam as mesmas conclusdes, visto que conforme f3
foi reduzido utilizando os diferentes tratamentos de desagregacao, o apresentou leve aumento.
E possivel que o pardmetro B (didmetro médio ponderado pela distribui¢io de volume)
favorega o deslocamento da distribui¢do de tamanho de particula para faixas de maior

tamanho.
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A combinagdo dos dois métodos de desagregacdo foi a condigdo na qual esses
parametros se apresentaram mais proximos. Redugdes adicionais poderiam eventualmente ser
alcangadas pela alteracao do pH, de forma a propiciar a repulsdo entre as particulas ou mesmo
pela adi¢do de agentes estabilizantes da dispersdo, mas ambas as situagdes poderiam acarretar

efeitos indesejaveis na estrutura dos filmes de alginato.

6.2 Efeito das condicées de processamento na reducdo do tamanho das particulas de

Zn0yuno 11

Para melhorar a desagregacdo das nanoparticulas e melhorar a estabilidade do
nanofluido resultante, também foi avaliado o uso do proprio alginato de s6dio como agente
dispersante. Para isso, uma aliquota de 0,36 g de alginato foi previamente adicionada a
400 mL de 4gua deionizada e a mistura foi mantida sob agitacdo até completa solubilizagao.
Em seguida, adicionou-se 0 ZnOp,, (0,18 g) € 0 processo de desagregacdo foi realizado
combinando-se o emprego do Ultra Turrax (24.000 rpm por 5 minutos) e ultrassom (200 W
por 30 minutos). Essa estratégia foi utilizada apenas para a desagregacdo das nanoparticulas
do tipo II (<50 nm), devido ao seu tamanho reduzido e, portanto, maior potencial em
modificar os atributos funcionais dos filmes biodegradaveis. Para efeito de comparagao, foi
realizado o mesmo ensaio de desagregacao das nanoparticulas do tipo II sem o uso do alginato
como agente dispersante.

A quantidade de alginato foi escolhida com base no trabalho de Hwang et al. (2008),
no qual a desagregacdo de nanoparticulas de carbono foi significativamente melhorada
empregando-se uma massa de dodecil sulfato de sédio (SDS) correspondente a 2 vezes a
massa de particulas. O SDS ¢ um surfactante anidnico contendo uma extremidade polar
negativamente carregada e uma extremidade apolar contendo 12 carbonos. Devido ao seu
carater anfifilico, as moléculas do SDS podem adsorver a superficie das particulas e reduzir o
potencial zeta das mesmas, garantindo repulsdo eletrostatica suficiente para evitar a re-
aglomeragdo das nanoparticulas. O alginato, por outro lado, ¢ um polissacarideo que quando
em solugdo aquosa apresenta conformacao helicoidal semirrigida e ordenada, além de possuir
muitos grupos O-H e grupos carboxilicos ionizados disponiveis formagdo cooperativa de
interagdes inter e intracadeia (RINAUDO, 2008). O alginato também apresenta grupos C-H
que lhe permite formar dominios hidrofobicos para reduzir o contato com outras moléculas
polares, como, por exemplo, a agua (RINAUDO, 2006). Pelas diferencas estruturais e
conformacionais descritas entre o SDS e o alginato, esperava-se menor agdo redutora no

estado de aglomeracao das nanoparticulas com o uso de alginato. No entanto, outros agentes
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dispersantes ndo foram utilizados de forma a ndo prejudicar a subsequente confec¢do dos
filmes nanocompdsitos a base desse poliuronato. Os resultados de tamanho e de distribuicdo
de tamanho de particula estdo apresentados na Tabela 6.3.

As nanoparticulas de ZnOp,y, I apresentaram didmetro médio muito superior ao
anunciado pelo fabricante e maior que o determinado para a nanoparticula I. A distribui¢do do
tamanho de particula pode ser observada na Figura B.10 do Apéndice B.

A presenga de alginato contribuiu para dispersdo das nanoparticulas do tipo II e,
apesar de ndo ter sido possivel obter um estado de minima aglomeracdo do ZnOpano, O USO
desse polimero também pode contribuir para melhoria da estabilidade da dispersdo. Zhang et
al. (2007) observaram melhoria da estabilidade de suspensdes de ZnOp,,, ao empregar
polietileno glicol e polivinilpirrolidona em quantidade correspondente a 10% do total de
nanoparticulas. No entanto, os autores desse trabalho ndo observaram melhoria na redugdo da
agregacdo das particulas. Em outro trabalho, Witharana et al. (2013) utilizaram diversas
macromoléculas como goma arabica, copolimero em blocos, acido graxo policondensado e
dioctil sulfosuccinato de so6dio para dispersdo de nanoparticulas de TiO, em solugdes aquosas
de etileno glicol ou propileno glicol. De acordo com os autores, o uso de moléculas de alta
massa molar permitiria a interacdo com diversas regides superficiais das particulas, formando
camadas duraveis de adsor¢do. No entanto, foi observada melhoria na estabilidade das
dispersdes apenas com o uso do dioctil sulfosuccinato de sddio. Apesar de os autores desse
estudo ndo forneceram explicagdes para a baixa estabilidade observada utilizando os demais
dispersantes, ¢ possivel que as macromoléculas escolhidas apresentassem pouca afinidade ao
oxido de titanio, resultando em menor estabilizacdo da dispersdo. O dioctil sulfosuccinato de
sodio ¢ um agente tensoativo, podendo ter contribuido para estabilidade do nanofluido de

TiO; através de estabilizacdo estérica.

Tabela 6.3: Tamanho médio e distribui¢do de tamanho de particula (tamanho nominal
anunciado pelo fabricante: < 50 nm) apds tratamento de desagregacdo empregando-se o Ultra
Turrax (24.000 rpm por 5 minutos) seguido de sonicac¢ao (200 W por 30 minutos) na presenga

ou auséncia de alginato de sodio como dispersante

Quantidade o B D(v,0.1) D(v,0.5) D(v,0.9)
de alginato (g) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
0,00 6.356 £23  23.259%£975 2.698+7 12.589%54 30.482+2.320

0,36 626 =1 3.450 £ 808 368+ 4 574 £8 5.848 £ 301
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Nao se descarta, entretanto, a possibilidade de a presenca de alginato na superficie das
particulas ter causado maior efeito no espalhamento da luz, resultando em maiores didmetros

médios.
6.3 Anadlise geral do efeito da estratégia de desagregacao das particulas

Utilizando os recursos disponiveis nos Laboratérios de Engenharia de Produtos e
Processos em Biorrecursos e de Engenharia de Bioreagdes e Coloides, ndo foi possivel obter o
tamanho de particula anunciado pelo fabricante. O método que se apresentou mais eficiente
para desagregagdo das particulas foi a combinag@o do uso de Ultra Turrax (24.000 rpm por
5 minutos) seguido de sonicacdo (200 W por 30 minutos). Nessas condi¢des, o tamanho
médio de particula ficou entre 410 e 435 nm, e dentre todas as condi¢gdes examinadas, esta foi
a que apresentou distribuicdo menos polidispersa (Figura B.9).

Dessa forma, os ensaios subsequentes de produgdo dos filmes nanocompdsitos foram
realizados utilizando essas condi¢des de tratamento.

O uso do alginato como agente dispersante contribuiu para minimizar a agregacao das
nanoparticulas do tipo II (<50 nm), no entanto, os resultados de didmetro médio e distribuicao
de tamanho de particula foram superiores aos determinados para o ZnQOy, do tipo I. Contudo,
em ensaios preliminares, filmes de alginato ndo reticulados com calcio foram fabricados
utilizando-se 0 ZnOyano do tipo II disperso com auxilio do mesmo biopolimero e melhorias
nas propriedades como cor, transparéncia e manuseio foram observadas. Por essa razio, o uso
das nanoparticulas do tipo II dispersas com alginato foi incluido para fabricacdo dos filmes
nanocompositos. Esses filmes foram identificados com a sigla AL e a quantidade total de
alginato utilizada foi de 6 g adicionadas em duas etapas: 0,36 g para dispersio das
nanoparticulas, e o restante adicionado como descrito no item 4.3.1.

Além disso, o custo da nanoparticula tipo I é de R$ 12,44/g, enquanto o da
nanoparticula tipo II é de R$ 64,00/g. Assim, a formulagdo contendo 20% das nanoparticulas
do tipo I apresenta um custo de nanoparticulas (R$ 14,93) similar a uma formulagido contendo
3% das nanoparticulas tipo II (R$ 11,52). Por essa razdo, apenas o conteudo de 3% do
ZnOyano 11 foi utilizado nos ensaios subsequentes, de modo a verificar se a adigdo das
nanoparticulas de menor tamanho médio traria beneficios funcionais com um custo

compativel com o obtido com o outro material de reforco.
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RESULTADOS E DISCUSSAO: INFLUENCIA DO AGENTE RETICULANTE E DO
TIPO DE MATERIAL CONSTITUINTE DA FASE DISPERSA

Neste capitulo, foi avaliada a influéncia do agente reticulante e do material constituinte
da fase dispersa, explicitamente o célcio e particulas de ZnO I e II, respectivamente, nas
propriedades dos filmes de alginato, empregando-se as condigdes de desagregacdo das
nanoparticulas explicitadas no Capitulo 6. Para isso, os filmes foram confeccionados em trés
grupos principais, conforme apresentado a seguir e sumarizado na Tabela 7.1:

a) Filmes ndo reticulados com calcio contendo nanoparticulas I (SC) e contendo
nanoparticulas II dispersas utilizando-se o proprio alginato como agente
dispersante (SC AL II);

b) Filmes reticulados em primeiro estagio contendo nanoparticulas I (RP),
contendo nanoparticulas II (RP II) e contendo nanoparticulas II dispersas com
auxilio do alginato como agente dispersante (RP AL II);

c) Filmes duplamente reticulados contendo nanoparticulas I (RS) e contendo
nanoparticulas II dispersas empregando-se o alginato como agente dispersante

(RSAL II).

Tabela 7.1: Descricdo das legendas utilizadas para identificagdo dos filmes.

Identificagdo Descri¢ao do filme

X% SC 1 Filme ndo reticulado com calcio contendo 5, 10 ou 20% de ZnO pane 1

X% SC AL 11  Filme ndo reticulado com célcio contendo 3% de ZnOpano 11 dispersas
utilizando-se o proprio alginato como agente dispersante

Controle RP Filme sem ZnOp,p, reticulado em um estagio

X% RP 1 Filme reticulado em primeiro estagio contendo 3, 10 ou 20% de ZnOyap, |

X% RP ALII Filme reticulado em primeiro estagio contendo 3% de ZnOyano I dispersas
utilizando-se o proprio alginato como agente dispersante

Controle RS Filme sem ZnOyap, duplamente reticulado

X% RS 1 Filme duplamente reticulado contendo 3, 10 ou 20% de ZnOpay, |

X% RS ALIl  Filme duplamente reticulado contendo 3% de ZnOp.,, Il dispersas
utilizando-se o proprio alginato como agente dispersante

X refere-se a proporgdo massica de nanoparticulas adicionadas (g ZnO/g alginato), igual a 3, 5, 10 ou 20.
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7.1 Filmes ndo reticulados com cdlcio

Nao foi possivel obter filmes sem reticulagdo com calcio e isentos de nanoparticulas de
ZnO, de forma que ndo ha um filme “controle” para comparacdo com os filmes
nanocompositos. No entanto, essa se torna uma primeira evidéncia do papel estruturante das
particulas de ZnO, visto que foi possivel obter filmes a partir da concentragdo de 5% de
nanoparticulas I. Entretanto, ao empregar a nanoparticula II, notou-se a formacdo do filme a
partir da concentragdo de 3%, provavelmente devido a ocorréncia de maior nimero de
interagdes entre a fase dispersa e a fase continua.

Nas Tabelas 7.2 e 7.3 sdo apresentados os resultados de cor dos filmes confeccionados
sem reticulagdo primaria com ions calcio. Os resultados demonstram que as nanoparticulas I
tém grande influéncia na cor, de modo que o aumento de sua concentragdo diminuiu o
parametro L*, referente a luminosidade e aumentou os pardmetros a* e b*. Com relacdo ao
angulo Hue (Tabela 7.3), os filmes apresentaram tonalidade entre o amarelo e o amarelo
esverdeado. Com o aumento da concentragdo de particulas, houve aumento do Croma,
indicando aumento da intensidade da cor. Também se notou o aumento da opacidade com o
aumento da concentragdo de particulas. O filme confeccionado com 3% da nanoparticula II
apresentou menor influéncia da cor e menor opacidade. Isso se deve ao menor tamanho das
particulas utilizadas, que tem menor influéncia no espalhamento da luz.

A diferenca na cor ¢ observada na Figura 7.1 na qual se pode avaliar o aspecto visual

dos filmes produzidos sem calcio.

Tabela 7.2: Parametros de cor L*, a* e b* dos filmes nanocompositos ndo reticulados com

calcio.
Filmes L* a* b*
05% SC I 92,20 + 0,82° 0,22 +0,03° 8,72 +1,35°
10% SC I 87,76 + 1,02° 0,37 £ 0,09° 12,68 + 1,10°
20% SC 1 80,12 £ 1,30° 0,87 + 0,02° 16,31 + 1,05¢
03% SC AL II 96,59 + 0,14 -0,25 + 0,04° 2,86 + 0,48°

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05) na propriedade
em estudo de acordo com o teste de Tukey.

Observou-se também que, com o aumento da concentrag@o de particulas I, o manuseio e
a remocdo dos filmes dos moldes foram facilitados. Ainda, os filmes contendo menor

concentragdo de nanoparticulas I (5%) apresentaram maior tendéncia a auto-adesdo. O filme
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contendo 3% da nanoparticula II foi mais facilmente removido dos moldes e mais fécil de
manipular que os demais filmes do grupo SC, resultante do maior efeito de refor¢o do ZnOpane

II. Além disso, foi o filme que apresentou menor tendéncia a auto-adesao.

Tabela 7.3: Parametros de cor °Hue, croma e opacidade dos filmes nanocompositos ndo

reticulados com calcio.

Filmes °Hue Croma Opacidade (%)
05% SC 1 -88,45 + 0,43° 8,72 +1,35° 8,72 +1,35°
10% SC 1 88,36 + 0,34 12,68 £ 1,10° 16,12 £ 0,47°
20% SC 1 86,91 +0,21° 16,34 + 1,007 17,97 £ 0,10¢

03% SC AL II -85,00 +0,07° 2,87 + 0,49° 6,50 + 0,47°

Me¢dias com letras iguais na mesma coluna indicam que nfo ha diferenga significativa (p<0,05) na propriedade
em estudo de acordo com o teste de Tukey.

Figura 7.1: Aspecto visual dos filmes nanocompositos ndo reticulados calcio (SC).

03% SC ALl

Na Tabela 7.4, sdo apresentados os dados de permeabilidade e teor de umidade dos
filmes ndo reticulados com calcio. Ndo foram observadas diferencas no teor de umidade entre
os filmes preparados sem célcio e com diferentes concentragdes de ZnO.

Houve aumento da permeabilidade ao vapor d’agua com o incremento da concentragdo
de ZnO de 5 para 10%. Com adicional aumento da concentracdo de nanoparticulas, ndo foi
observada alteragdo na permeabilidade ao vapor d’agua, conforme valor observado para o
filme 20% SC. O filme contendo 3% da nanoparticula II dispersa com alginato ndo diferiu do

filme 5% SC em relacao a PVA.
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Tabela 7.4: Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) e teor de umidade (w) dos filmes

nanocompositos nao reticulados com calcio.

PVA ®
Filme 5
(g'mm/m~-dia-kPa) (%)
05% SC 1 9,57 +0,72* 31,3+3,8°
10% SC 1 13,98 +0,56" 31,7+ 1,7°
20% SC 1 15,52 +0,20° 32,6 +1,7°
03% SC AL II 11,22+ 1,11° 33,7£3,5°

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p<0,05) na propriedade
em estudo de acordo com o teste de Tukey.

Na Tabela 7.5, sdo apresentados os resultados de propriedades mecanicas dos filmes
nanocompésitos nio reticulados com Ca’". Nio houve diferenga significativa no alongamento
dos filmes, entretanto, os filmes com 5% de ZnO apresentaram maior tensdo na ruptura e
modulo de elasticidade que os demais filmes. Com 20% de ZnO, o filme apresentou espessura

significativamente maior que os filmes formulados com quantidades menores do 6xido.

Tabela 7.5: Propriedades mecénicas e espessura dos filmes nanocompositos ndo

reticulados com calcio.

Filme TR (MPa) E (%) MY (MPa) Espessura (pm)
05%SCI1 12,17 +1,92° 18,75 + 5,25 131,97 + 10,05¢ 35,3 + 2,6
10%SCI  8,02+1,42° 26,89 + 2,85 42,91 +5,49° 36,9 + 3,2°
20%SCI 7,54 +1,48" 26,38 + 11,52° 51,15+ 9,65 49,1+ 4,6
03% SC AITI 5,81 +1,26® 27,16 £ 6,97 26,23 + 8,99° 34,7 + 4,7

Me¢dias com letras iguais na mesma coluna indicam que nfo ha diferenga significativa (p<0,05) na propriedade
em estudo de acordo com o teste de Tukey.

O filme fabricado com a nanoparticula II apresentou tensdo na ruptura e modulo de
Young inferiores aos demais filmes, sem, no entanto, se observar alteracdo no alongamento.
Apesar do maior efeito de reforco obtido com 0 ZnOyae 11, é possivel que a redugdo do
tamanho das cadeias de alginato, resultante do processo de desagregacao utilizado, tenha sido
responsavel pela queda observada no modulo de elasticidade. Tal efeito de reducdo das
cadeias do polimero torna-se mais critico devido a auséncia do processo de reticulagdo que
tem grande influéncia na estruturagdo do material.

A produgdo dos filmes sem calcio ¢ com nanoparticulas de ZnO ¢é possivel,

provavelmente, pela interagdo entre as particulas e as cadeias do polimero, em um
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comportamento similar a reticulagdo. Nessa perspectiva, as particulas de ZnO sdo capazes de

manter as cadeias de alginato unidas através de ligacdes de hidrogénio e formar uma matriz
tridimensional organizada.

Um efeito de refor¢o no filme foi observado com a propor¢ao de 5% de ZnO, tendo
em vista as propriedades mecanicas e de permeabilidade ao vapor d’agua superiores as demais
formulagdes. Nessa concentragdo, ha proporcao suficiente de particulas disponiveis para
interagir com as cadeias poliméricas, obtendo-se uma minima estrutura¢do da matriz de
alginato. Adicionalmente, ¢ possivel ainda que nessa concentragdo menor, permita-se a
interacdo entre as cadeias de alginato por ligagdes de hidrogénio, o que explicaria a tendéncia
a auto-adesdo mais pronunciada nessa formulacao.

A auséncia de calcio, possivelmente, reduz a compactacdo da matriz polimérica, de

forma que a uma elevada carga de particulas (i.e., 20%) seja observada maior espessura.

7.2 Filmes Reticulados em primeiro estagio (RP) e Filmes Reticulados em primeiro e

segundo estdagio (RS)

Como o emprego da reticulac@o incipiente permitiu a obtencao dos filmes de alginato,
as concentragdes de ZnO foram definidas de forma a permitir a comparagdo com dados
encontrados na literatura, ou seja, no intervalo de 3 a 20%, conforme descrito nos trabalhos de
Arfat et al. (2014) e Espitia et al. (2013a), respectivamente, ndo sendo necessario o uso da
concentragao de 5% nessa etapa do estudo.

Nas Tabelas 7.6 e 7.7 s@o apresentados os valores dos parametros de cor para os filmes
reticulados em primeiro estagio (RP) e submetidos as reticulagdes primaria e secundaria (RS).
Assim como para os filmes SC, os atributos de cor dos filmes RP e RS foram
significativamente alterados pelo contetido de ZnOyp,n, nos filmes nanocompositos. Enquanto
os filmes controle, RP e RS, apresentaram-se transparentes, os filmes com nanoparticulas de
6xido de zinco apresentaram aparéncia branca ou amarelada.

Os parametros Hue e Chroma foram similarmente afetados pelo aumento da
concentracdo de ZnO, independente do grau de reticulacdo (conforme apresentado nas
Tabelas 7.2, 7.3, 7.6 ¢ 7.7). O incremento de ZnOygy, de 3 para 20% alterou a tonalidade
(Hue) de azul para amarelo e gradualmente a intensidade dessa tonalidade (Chroma) foi
acentuada. Quando comparados aos filmes controle, a diferencga total de cor (AE*) apresentou
incremento gradual com a adicdo de maiores conteudos de ZnO, de forma que tendéncia

similar foi observado para os filmes reticulados em primeiro estagio. Dentre os filmes
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r M 4 *
nanocompositos, o filme preparado com a nanoparticula II apresentou menor AE,

provavelmente devido ao menor tamanho de particula.

Tabela 7.6: Parametros de cor L*, a* b* e AE* dos filmes controle e nanocompositos

reticulados somente em primeiro estagio (RP) e em primeiro e segundo estagio (RS).

Filmes L* a* b* AE*
Controle RP 95,45 + 0,20 -0,17 +0,02° 1,69 + 0,37 -
3% RP 93,80 + 0,25° -0,43 £ 0,03" 6,69 + 0,55° 527
10% RP 88,13 +1,22° 0,32 +0,12¢ 12,34 + 1,38" 12,93
20% RP 82,40 + 1,96 0,89 + 0,04" 15,19 + 1,548 18,81
3% RP 11 95,70 + 0,35% -0,38 + 0,06 3,82 +0,75¢ 2,15
3% RP AL II 96,75 + 0,14 -0,20 + 0,04° 2,39 + 0,45 1,47
Controle RS 96,16 + 0,07° -0,05 £ 0,01° 1,59 +0,23° -
3% RS 93,26 + 0,37° 0,16 £ 0,05° 6,63 + 0,74° 5,82
10% RS 88,53 +0,23" 0,63 +0,05° 10,69 + 0,33" 11,9
20% RS 82,38 + 0,89° 1,52 + 0,038 15,06 + 1,938 19,33
3% RS AL II 96,17 £ 0,12° 0,18 +0,02° 3,05 + 0,33 1,46

Me¢dias com letras iguais na mesma coluna indicam que nfo ha diferenga significativa (p<0,05) na propriedade
em estudo de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 7.7: Parametros de cor °Hue, croma e opacidade dos filmes controle e

nanocompositos reticulados somente em primeiro estagio (RP) e em primeiro ¢ segundo

estagio (RS).

Filmes °Hue Croma Opacidade (%)
Controle RP -84,07 + 0,72¢ 1,69 £ 0,37% 3,80 +0,12°
3% RP -86,26 + 0,05° 6,70 £ 0,55° 6,20 £ 0,25°
10% RP 88,40 + 0,348 12,54 + 1,48" 16,33 +1,23"
20% RP 86,59 + 0,20 15,21 + 1,808 17,77+0,148
3% RP 11 84,34 +0,18¢ 3,84 £0,75¢ 4,60 + 0,60°
39 RP AL II -85,30 + 0,02° 2,40 + 0,45 6,53 +0,64%
Controle RS -88,14 + 0,46° 1,59 £ 0,23° 1,37 £ 0,47°
3% RS -88,64 + 0,37° 6,64 + 0,74° 10,07 £ 0,64°
10% RS 86,62 + 0,341 10,71 +0,33" 18,43+ 0,16"
20% RS 84,16 + 0,69° 15,14 + 1,928 22,1 +£0,15'
3% RS AL II -86,66 + 0,19° 3,06 + 0,33 7,35 +0,30¢

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05) na

propriedade em estudo de acordo com o teste de Tukey.

Essa mudanca substancial nas propriedades de cor se deve ao tamanho reduzido das

nanoparticulas Il comparadas as nanoparticulas I, visto que com a diminui¢do do tamanho das
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particulas, as mesmas se tornam menos susceptiveis aos efeitos oticos da luz visivel. Além

disso, o uso do alginato como agente dispersante pode ter contribuido para aumentar a

estabilidade do nanofluido, resultando em menor diferenca de cor em relacdo ao controle. A

mudanga da cor pode ser observada no aspecto visual dos filmes, conforme apresentado nas
Figuras 7.2 ¢ 7.3.

Além disso, a opacidade dos filmes foi afetada pela concentragdo de ZnO,yy, € pelo grau
de reticulagdo. O aumento no conteiido de calcio reduziu a opacidade do filme controle de
3,80 para 1,17%, comportamento esperado devido a formagdo de uma matriz polimérica mais
compacta, reduzindo a difragdo e refracdo da luz. No caso dos filmes nanocompositos, notou-
se que ao aumentar o grau de reticulagdo (comparando-se os resultados de opacidade dos
filmes RP e filmes RS) houve aumento da opacidade, de forma que a possivel reducdo na
distancia entre as nanoparticulas, decorrente do maior empacotamento das cadeias

poliméricas, pode ter sido responsavel pela diminuicao da transparéncia.

Figura 7.2: Aspecto visual dos filmes controle e nanocompositos reticulados em primeiro

estagio (RP).
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Figura 7.3: Aspecto visual dos filmes controle e nanocompdsitos reticulados em primeiro e

segundo estagio (RS).
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A opacidade ¢ um atributo de grande importancia para materiais usados em coberturas e
embalagens de alimentos (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992), visto que possibilita o
monitoramento do aspecto do produto e também pode chamar a atengdo do consumidor. Para
o tratamento de lesdes de pele, o monitoramento do processo de cicatrizacdo ¢ altamente
desejavel, tornando a transparéncia um importante atributo funcional (BIERHALZ; WESTIN;
MORAES, 2016). Apesar do aumento da opacidade com a adi¢do de ZnO,,,, € possivel
observar pela Figura 7.3 que até a concentragdo de 3% os filmes apresentam transparéncia
satisfatoria para seu emprego em embalagem de alimentos ou curativos, especialmente a
formulagdo 3 RS AL II, devido aos menores resultados de diferenca de cor e opacidade.

Espitia et al. (2013a) também observaram que o aumento na concentracdo de ZnOyano
em filmes nanocompdsitos de metil celulose e ZnO resultou no incremento da opacidade.
Além disso, o acréscimo da concentragdo de ZnO foi responsavel por reduzir os valores dos
parametros e L'e b, alterando a luminosidade e a coloragdo azul/verde. Rhim et al. (20006)
observaram uma reducdo na transparéncia, além de reducdo dos parametros L* and b* apos
adigdo de 5% de nanoparticulas de prata em filmes nanocompositos a base de quitosana. Arfat
et al. (2014) também descreveram resultados similares para a adigdo de 3% de ZnOpano 2
filmes de proteina isolada de peixe e gelatina de pele de peixe.

Na Tabela 7.8 s@o apresentados os resultados de PVA, umidade e absor¢do em agua,

PBS e FBS dos filmes reticulados em primeiro estagio e dos filmes reticulados em primeiro e
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segundo estagio. Diferentemente dos filmes sem calcio, ndo foram observadas diferencas
significativas de PVA e umidade entre os filmes submetidos aos mesmos tratamentos de
reticulacdo. Observou-se,também, uma reducdo na PVA e na umidade dos filmes controle e

nanocompositos apos a realizagdo da reticulacdo secundaria.

Tabela 7.8: Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) e teor de umidade (®) dos filmes controle
¢ nanocompdsitos reticulados em primeiro estagio (RP) e reticulados em primeiro e segundo

estagio (RS).

Filme PVA o Absor¢cdo H;O Absorcdo PBS Absor¢do SFB
(gmm/m’dia-kPa) (%) (%) (%) (%)
Controle RP 835+1,26°  338+27° SF SF SF
3%RPI  9,35+026° 353+12° SF SF SF
10%RPI  10,32+0,63° 33,9405 SF SF SF
20%RP1  10,65+0,85° 32,5+5,0° SF SF SF
3% RPIT 9,30+0,49°  31,0+509° SF SF SF
3% RPALII  11,22+1,11°  36,7+3,5° SF SF SF
Controle RS 3,16+037*°  232+20" 132,7+7,1° SF 905,6 + 49,7°
3%RST  331+0,36  20,4+0,7* 1304+12,9° 2786,3+461,7* 971,5+51,2°
10%RST  3,29+0,14°  222+13* 122,1+55" SF 1060,2 + 65,7°
20%RST  3,25+0,05°  193+2,1* 120,0+6,0° 3107,3+332,5>° 957,9+923°
3% RSAII  3,36+0,20° 23,6+ 1,7 113,0+5,2° 2886,4+297,3" 833,0+81,0°

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p<0,05) na propriedade
em estudo de acordo com o teste de Tukey. SF: solubiliza¢do do filme.

Rhim (2004) e Olivas e Barbosa-Canovas (2008) também observaram uma redugdo da
PVA com o aumento do grau de reticulagdo em filmes de alginato de calcio. Isso se deve
provavelmente a redugdo da mobilidade segmental das cadeias poliméricas que pode reduzir a
permeacdo de moléculas de agua através do filme (RHIM, 2004).

Kanmani e Rhim (2014) fabricaram filmes de agar, carragena ou CMC e seus
respectivos nanocompositos com ZnQO e observaram que a incorporacao de 6xido de zinco ndo
afetou significativamente a PVA. O valor médio encontrado nesse trabalho foi de
164 g-mm/m*-dia-kPa. No entanto, Arfat et al. (2014) notaram uma redugio de 50% no valor
da PVA apoés a incorporacdo de ZnOpap (tamanho médio entre 20 e 40 nm) a filmes de

proteina isolada de peixe e gelatina de pele de peixe, atribuindo tal comportamento a natureza
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hidrofobica das nanoparticulas e a introdu¢do de caminhos tortuosos dentro da matriz

polimérica. Esses autores ndo utilizaram plastificante na formulagdo de seus filmes,
componente que pode contribuir para o aumento da PVA.

Um curativo ideal deve controlar a perda de agua por evaporacdo, de forma tanto a
prevenir a desidratagdo excessiva quanto o acimulo de fluido (RUIZ-CARDONA et al.
1996). A taxa de transmissao de vapor (TTV), i. e., a taxa de evaporagdo de agua por unidade
de 4rea da pele é de aproximadamente 0,003 gm™s” para queimaduras de primeiro grau e
pode alcangar valores de 0,06 gm™s™ para lesdes em granulagdo (CHIU et al., 2008; MENG et
al., 2010), enquanto a pele normal possui TTV ao redor de 0,002 gm™s' (LAMKE;
NILSSON; REITHNER, 1977).

A TTV média dos filmes RP e RS foi de 0,002¢e 0,001 gm'zs'l, respectivamente.
Considerando esses valores, os curativos nanocompdsitos poderiam ser recomendados para
lesdes apresentando de baixa a média exsudacao.

No que se refere a discussdo enfocando a aplicagdo dos materiais obtidos no campo de
embalagens de alimentos, pode-se comparar os resultados obtidos aos descritos por Bajpal et
al. (2012) para filmes de alginato contendo ZnOpan, (2,5% e tamanho médio de 54 nm) e
reticulados com calcio. O valor médio de PVA divulgado nesse trabalho foi de
1.011 g-mm/m*dia-kPa, muito superior ao obtido no presente estudo. Essa grande diferenca
pode estar relacionada ao alto conteudo de glicerol (aproximadamente 5%, v/v) € o maior teor
de alginato utilizado (4% na solu¢do filmogénica, m/v) utilizados pelos autores quando
comparados as condi¢des utilizadas no presente trabalho. Esses componentes contribuem
fortemente para o aumento da hidrofilicidade e, consequentemente, da propria PVA. Os
autores também relataram que com a adi¢do de ZnO aos filmes, houve aumento na taxa de
transmissdo de vapor, sendo observados valores de 0,61 gs'm? para o filme controle e
0,82 gs’lm'2 para o filme nanocomposito contendo 2,5% de ZnOyano. Apesar de ndo ter sido
observado aumento do PVA com a adicdo de ZnO,,,, aos filmes RP e RS, notou-se um
aumento dessa propriedade nos filmes SC com o aumento da concentracdo de 6xido de zinco.
Isso se deve possivelmente ao efeito de compactacdo da matriz polimérica devido ao processo
de reticulagdo, além de maior uniformidade da distribui¢io de Ca’™ no processo adotado na
confecg¢do dos filmes do que no trabalho dos autores mencionados. Para embalar produtos
processados sdo desejaveis baixos valores de PVA, de forma a evitar a troca de massa com o
ambiente externo. Neste sentido, dentre os grupos de filmes fabricados, as formula¢des do

grupo RS seriam as mais adequadas quanto a esse requisito.
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Os estudos de intumescimento demonstraram que ambos os tipos de filmes, controle e
nanocompositos, se comportaram de maneira diferente dependendo da composicao do fluido.
Os dados de intumescimento dos filmes SC e RP nédo foram apresentados, pois estes filmes se
solubilizaram por completo nos trés fluidos testados. Em 4gua e SFB, os filmes controle e
nanocompositos duplamente reticulados apresentaram intumescimento similar. Todavia, o
intumescimento em SFB foi sete vezes superior que em agua, provavelmente devido a
diferenga de pH e a uma possivel solubilizagdo dos ions calcio. George ¢ Abraham (2007)
observaram uma elevac¢do na razdo de intumescimento de hidrogéis de alginato e goma guar
com o aumento do pH de 1,2 para 7. Além disso, os filmes fabricados com nanoparticulas do
tipo II (formulagcdo 3% RS AL II) apresentaram intumescimento significativamente menor
que os demais filmes. A maior interacdo decorrente da maior area interfacial do ZnOy,ye 11
pode ter sido responsavel pela redugdo do intumescimento. Como ja mencionado na avaliagdo
dos filmes SC, um mecanismo similar a reticulacdo pode ocorrer com interagdo entre a fase
dispersa e a fase continua, resultando em uma menor quantidade de alginato disponivel para
interagir com a agua. Espitia et al. (2013a) observaram que a incorporacdo de ZnQOygp, reduziu
o intumescimento de 21,3 para 16,4 g de H,O/g de filme.

Quando imerso em PBS, o filme controle RS foi completamente solubilizado e
intumescimento intenso foi observado também para os filmes nanocompdsitos. Isso pode ser
atribuido a troca ionica do calcio a partir da matriz de alginato, por exemplo, por sodio
presente na solu¢io ou ainda devido ao deslocamento de Ca"™" por grupos fosfato, resultando
em dissolucdo do filme controle RS. Entretanto, os filmes nanocompositos se mostraram
estaveis devido a interacdo das nanoparticulas de ZnO com as moléculas do polimero,
assegurando a integridade dos filmes durante os ensaios de intumescimento. Esses resultados
demonstram o potencial de materiais nanocompoésitos de alginato para aplicagcdes como
curativos para lesdes de pele. Quando em contato com fluidos contendo soédio, como o
exsudato de feridas dérmicas, os filmes nanocompdsitos de alginato-ZnO podem manter sua
integridade, assegurando altos niveis de absor¢do de fluidos, ideais para lesdes de média a
média-alta exsudacao.

Membranas liofilizadas de alginato, quitosana e ZnOy.,, foram preparadas por
Mohandas et al. (2015). Nesse estudo, os autores observaram que a presenca de ZnO em
concentragdes acima de 0,75% reduziu o intumescimento das membranas em PBS. Ao
contrario dos filmes nanocompositos preparados na presente dissertagdo de mestrado, o

material preparado pelos autores ndo foi reticulado com ions divalentes e, por essa razio, ¢
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possivel que, devido as interagdes com ZnO, as cadeias dos polissacarideos estivessem menos

disponiveis para interagir com o fluido. Nesse sentido, as nanoparticulas de 6xido de zinco
possivelmente atuaram como agente reticulante das moléculas de alginato e quitosana.

Na Tabela 7.9, sdo apresentados os resultados de massa solubilizavel nos trés fluidos

utilizados para os ensaios de intumescimento.

Tabela 7.9: Massa solubilizavel (MS) dos filmes controle e nanocompdsitos duplamente
reticulados (RS) apdés 7 dias em diferentes solugdes: agua (25°C), tampao fosfato salino

(PBS, 37°C) e soro fetal bovino (SFB, 37°C).

Filme MS H,0 (%) MS PBS (%) MS SFB (%)
Controle RS 33,22 +£2,42° 100 15,06 + 2,88°
3%RS 1 31,83 £0,31° 23,95 + 5,33° 3,64 £ 0,89°
10% RS 1 32,76 + 0,80° 100 5,55 +0,24°
20% RS 1 32,46 + 1,41° 14,08 + 1,85 4,74 + 1,13
3% RS AL II 29.40 + 2,60 11,80 = 2,10 15,10 + 3,20°

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p<0,05) na propriedade
em estudo de acordo com o teste de Tukey.

Nao foi observada diferenca significativa entre os filmes duplamente reticulados quando
intumescidos em agua. Em PBS, o aumento da concentragdo de particulas de 3 para 20%
resultou em redugdo da massa solubilizavel, provavelmente devido ao maior nimero de
interagdes entre as nanoparticulas e a matriz de alginato. Contudo, observa-se que o filme
preparado com nanoparticulas do tipo II apresentou menor massa solubilizdvel em relagdo ao
filme preparado com mesma concentracdo de nanoparticulas I. Isso provavelmente se deve a
maior interagdo da matriz de alginato com o ZnOyay, II, ocasionando o aumento da
estabilidade dos filmes. Diferentemente dos demais filmes, o filme fabricado com 10% de
ZnO,ao I foi totalmente solubilizado em PBS. E possivel que uma distribui¢do ndo
homogénea das particulas e efeitos de percolagdo tenham resultado em menor estabilidade
dessa formulagéo.

Em SFB, foi observada menor perda de massa em comparagdo com o comportamento
dos filmes em agua. Esse fendmeno pode estar associado a adsor¢do e absor¢do dos
componentes do soro fetal bovino aos filmes de alginato. Além disso, a maior interagdo entre
a matriz de alginato e 0 ZnOp,n, pode reduzido a disponibilidade das nanoparticulas e do
polimero para interagir com os componentes do SFB. Por outro lado, os filmes duplamente

reticulados e contendo 0 ZnOyay, | apresentaram menor massa solubilizavel, indicando maior



85

Capitulo 7: Resultados e Discussao - Influéncia do Agente Reticulante e do Tipo de Material Constituinte
da Fase Dispersa
absorcao das espécies quimicas presentes no fluido.

Os resultados da analise de massa solubilizavel indicam a manutencdo e aumento da
estabilidade dos filmes nanocompoésitos quando em contato com ambientes de diferentes
composi¢des. Ressalta-se que a perda de glicerol dos filmes pode ter maior cdmputo na massa
solubilizavel, devido a alta solubilidade deste plastificante nos trés fluidos utilizados nos
ensaios de estabilidade e também a propor¢ao de perda de massa do glicerol corresponder,
aproximadamente, a sua frag@o nos filmes controle ¢ nanocompdsitos (entre 20 e 30%).

Na Tabela 7.10 s@o apresentados os resultados de resisténcia mecanica e espessura dos
filmes reticulados em primeiro estagio e submetidos as etapas de reticulagdo primadria e

secundaria.

Tabela 7.10: Propriedades mecénicas e espessura dos filmes controle e nanocompositos

reticulados somente em primeiro estagio (RP) e reticulados em primeiro e segundo estagio

(RS).

Filme TR (MPa) E (%) MY (MPa) Espessura (um)
Controle RP 15,79 +2,20° 27,23 +8,13¢ 175,46 + 38,25° 438 +42°
3% RP 1 15,12 +2,20° 25,48 +7,53¢ 177,81 + 25,69° 46,5 +3,5°
10% RP 1 727+ 1,47* 26,62 +5,80° 21,59 + 3,04 423+3,9°
20% RP 1 17,22 +3,10° 23,09 + 8,37 168,39 + 33,33° 43,0 +4,6°
3% RPII 16,99 +2,25° 727+225° 490,45 + 66,67° 353+3,3°
3% RP AL II 7,81 +0,94* 13,90 £ 2,96° 165,50 + 12,20 44.9 +5.4°
Controle RS 62,4 £14,0° 1,7+0,5° 5.001 + 808° 30,5 + 4,1°
3%RS 1 61,7 +9,8° 1,5+ 0,4 4.797 + 688° 33,1 +£4,1°
10% RS I 69,2 + 14,0° 1,9 +0,6* 4.807 + 626° 32,3+3,5
20% RS 1 62,8+ 10,6 2,3+0,8 4313 +531° 36,1 £3,9°
3% RS AL II 64,6 + 12,7° 1,5+0,3° 4.580 + 441° 34,7+ 4,7

Médias com letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p<0,05) na propriedade
em estudo de acordo com o teste de Tukey.

Em relagdo aos filmes reticulados apenas em primeiro estagio, notou-se que os filmes
contendo 3% da nanoparticula I ndo diferiram do controle em relacdo a tensdo de ruptura, e
com uma carga de 20% houve aumento significativo dessa propriedade, embora o valor final
alcancado ndo tenha sido muito elevado. Os filmes com 3 e 20% de carga de particulas de
ZnO I ndo diferiram entre si ¢ nem do controle com relacdo ao modulo de elasticidade. Os
filmes preparados com 10% de ZnO I apresentaram propriedades mecanicas de tensdo na

ruptura e modulo de elasticidade inferiores aos demais. Esses filmes também ndo diferiram
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dos demais em relagdo ao alongamento. Os valores inferiores na tensdo de ruptura e moédulo

de elasticidade foram confirmados pela repeticio do ensaio de avaliacdo das propriedades
mecanicas de diferentes lotes de filmes contendo 10% de ZnO a0 L.

Conjectura-se que o efeito do calcio como agente estruturante dos filmes ¢ sopre-
ponente e ndo aditivo ao efeito das nanoparticulas, de forma que o efeito do agente reticulante
¢ mais acentuado que o efeito da fase dispersa com o tamanho de particula apresentado. Isso
pode ser observado pelo efeito minimo observado em relagdo ao filme controle ¢ os filmes
produzidos com ZnO I. Contudo, esse efeito ¢ dependente do tamanho das particulas que
constituem a fase dispersa. Ao se utilizar as nanoparticulas do tipo II, cujo tamanho nominal é
de 50 nm, notou-se uma alteragdo drastica nas propriedades do material. Observou-se redugdo
na espessura, redu¢do pronunciada no alongamento e aumento de 300% no modulo de
elasticidade em relacdo aos filmes fabricados com mesma carga de nanoparticulas 1. Dessa
forma, acredita-se que a mudanca observada se deve a intensificag@o das interagdes polimero-
nanoparticula, resultante do aumento da area superficial especifica do material da fase
dispersa.

No entanto, nota-se que ao se utilizar o alginato como agente dispersante das
nanoparticulas II, uma reducdo da tensdo de ruptura e do modulo de Young foi observada,
além do aumento da espessura. E possivel que a presenga de segmentos de cadeias de alginato
na superficie do ZnO ocasione reducdo da interacdo polimero-particula, que ¢ substituida pela
interagcdo polimero-polimero. No entanto, o0 menor alongamento observado para esses filmes
em relacdo ao filme controle sugere a ocorréncia de maior nimero de interagdes entre a matriz
e a fase dispersa do que o observado quando se utiliza a nanoparticula I.

Com o emprego da reticulagdo secundaria, a espessura dos filmes foi reduzida,
provavelmente devido ao desenvolvimento de uma matriz polimérica mais compacta, em
concordancia com os resultados de MEV previamente apresentados (Figura 5.4). Tendéncias
similares foram observadas por da Silva, Bierhalz ¢ Kieckbusch (2009) para filmes de
alginato e pectina com diferentes graus de reticulagio com Ca ™.

A adicdo de ZnOy,p, independentemente de seu didmetro médio, aos filmes de alginato
RS ndo alterou a espessura ou as propriedades mecanicas dos filmes nanocompositos.
Contudo, o grau de reticulagdo com ions calcio teve um maior efeito nas propriedades
mecanicas, sobretudo no alongamento ¢ modulo de Young, devido a formacdo de uma
estrutura polimérica mais rigida (PAVLATH; VOISIN; ROBERTSON, 1999). O

alongamento foi reduzido de 25 para 1,8% (em média) e o mddulo de elasticidade foi
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incrementado de 173 para 4.700 MPa com o emprego do segundo estidgio de reticulagdo.

Conforme também observado por da Silva, Bierhalz e Kieckbusch (2009), a TR esta

relacionada com a coesividade das cadeias macromoleculares, enquanto o alongamento diz

respeito a plasticidade do material, de forma que, geralmente, o incremento nos valores de TR

resultam em reducdo do alongamento na ruptura. Especificamente para filmes de alginato, o

aumento no numero de reticulagdes induzidas por ions divalentes resulta na reducdo da

flexibilidade e mobilidade molecular, ocasionando a redu¢do do alongamento (CHAN; LEE;
HENG, 2006; ZACTITI; KIECKBUSCH, 2006).

Com base nos resultados apresentados, ¢ razoavel concluir que o efeito da reticulagdo
nas propriedades mecanicas foi mais pronunciado que o efeito da adigdo de ZnOpap, I ou 11
Além disso, a aglomeracdo das nanoparticulas, como apresentado nos resultados de analise
por MEV, provavelmente impediu um efeito mais intenso na resisténcia mecanica devido ao
menor aproveitamento da area interfacial entre as fases dispersa e continua do compdsito.

Vicentini, Smania e Laranjeira (2010) desenvolveram um filme nanocompdsito de
quitosana € PVA com ZnOp,,, € observaram uma reducdo na tensdo de ruptura que foi
atribuida a reducdo na distancia interatomica entre cadeias dos polimeros. De acordo com Liu
e Kim (2012) a redugdo de ligacdes de hidrogénio intra/intercadeia e a formacao de ligagdes
de hidrogénio entre ZnO e quitosana foram responsaveis pelo aumento no alongamento de
filmes nanocompositos a base de quitosana, PEG e ZnOya,, levando ao aumento de
movimento molecular. Esses autores também notaram que o aumento de ZnO resultou na
reducdo as propriedades mecénicas (alongamento e tensdo na ruptura). Por outro lado, Espitia
et al. (2013a) afirmaram que as propriedades mecanicas de filmes nanocompoésitos de CMC e
ZnOyan0 ndo foram afetadas pela adic@o das nanoparticulas.

Arfat et al. (2014) observaram aumento de 11,94 para 14,7 MPa na tensdo de ruptura e
reducdo no alongamento de 68 para 56% em filmes proteicos nanocompositos contendo 3%
de ZnOpano. Em contrapartida, Kanmani e Rhim (2014) observaram, em filmes de agar e
agar/ZnOy,n diminuicdo na tensdo de ruptura de 34 para 13 MPa, aumento no alongamento
de 25 para 56% e reducdo no modulo de elasticidade de 1.005 para 110 MPa. Nos filmes de
carragena € seu respectivo nanocomposito, o valor da tensdo na ruptura foi reduzido de 45
para 13 MPa, o alongamento aumentou de 24 para 42% e o modulo de elasticidade de 1.112
para 130 MPa. Em filmes a base de CMC, a adicdo de ZnOy,p, reduziu a tensdo de ruptura de
6,4 para 5 MPa, o alongamento foi modificado de 69 para 73% e o mddulo de elasticidade foi

reduzido de 20 para 14 MPa. Nesse trabalho contemplando a avaliagdo de filmes de agar,
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carragena, CMC e seus respectivos nanocompositos, os pesquisadores atribuiram a

diminui¢do da resisténcia mecanica a interagdo precaria entre os polimeros e as
nanoparticulas.

Em filmes de alginato, Akbar e Anal (2014), observaram redu¢do na tensdo de ruptura
de 0,047 para 0,033 MPa apds a incorporagdo de ZnOnp,no. Esses valores sdo muito menores
aos obtidos no presente trabalho, possivelmente devido & maior concentracdo de calcio e
quantidade de glicerol muito inferior utilizado nesta dissertagao de mestrado. Nesse estudo, os
autores ndo mencionam a massa molar do alginato de sodio utilizado, sendo possivel que
diferenga nessa propriedade também possa ser responsavel pela baixa resisténcia mecénica
obtida pelos autores.

A resisténcia mecanica para curativos deve assegurar sua integridade durante a
aplicacdo. A tensdo de ruptura da pele encontra-se na faixa entre 2,5 a 16 MPa e seu modulo
de elasticidade varia de 6 a 40 GPa (WANG et al, 2002). Nota-se que todos os filmes
desenvolvidos neste trabalho apresentaram tensdo na ruptura na faixa citada, e que os filmes
duplamente reticulados apresentaram-se em conformidade com o esperado valor de modulo
de elasticidade. Dessa forma, os filmes nanocompdsitos de alginato e ZnO desenvolvidos
apresentam propriedades mecanicas adequadas para aplicacdo como curativos de lesdo de
pele. Todavia, como os filmes duplamente reticulados apresentaram baixos valores de
alongamento, seu uso ndo seria apropriado para regides com articulacdes.

Dentre os trabalhos citados relatando o desenvolvimento de nanocompositos a base de
biopolimeros para embalagens alimenticias, os filmes duplamente reticulados contendo
ZnOpano desenvolvidos no presente trabalho apresentaram resisténcia mecanica superior. Isso
reforca o potencial do uso dos filmes nanocompdsitos de alginato para aplicagdo como
embalagens de alimentos.

Além disso, os resultados de determinagdo das propriedades mecanicas, tanto no campo
das embalagens para produtos alimenticios quanto para o desenvolvimento de curativos, sao
importantes para correlacionar o desempenho do material frente as diversas solicitagdes
mecanicas as quais o material possa ser submetido ao longo do seu ciclo de vida. Nesse
sentido, o material obtido ndo poderia ser a submetido operagdes e manuseios envolvendo
estiramento, tendo em vista os baixos valores de alongamento obtidos. Além do mais, as
propriedades mecénicas determinadas no presente trabalho contribuem também para
determinacdo de especificacdes técnicas quando do aumento da escala de produgéo dos filmes

nanocompositos.
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7.3 Caracterizacoes complementares

Nesta sec¢do sdo apresentados os resultados de caracterizagdo complementar para os trés
grupos de filmes apresentados nos itens 7.1 e 7.2, de forma a por em melhor perspectiva o
efeito do grau de reticulacdo, contetido de ZnOpano € didmetro médio das nanoparticulas na

estrutura e propriedades dos filmes nanocompdsitos.

7.3.1 Microestrutura dos filmes

A microestrutura dos filmes controle e nanocompdsitos esta apresentada nas Figuras 7.4
a 7.12. Nessas figuras, a morfologia da superficie ¢ da se¢do transversal foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura e a topografia da superficie dos filmes foi analisada por
microscopia de forga atdmica.

Como pode ser visto na Figura 7.4, o filme Controle RP apresentou superficie lisa e a
avaliag¢@o de sua secdo transversal revelou a presenca de uma estrutura tipica de deposicdo de
camadas organizadas de alginato.

Na Figura 7.5a ¢ apresentada a microestrutura de um filme de alginato preparado sem
calcio e contendo glicerol, enquanto na Figura 7.5b ¢ apresentado um filme de alginato
produzido sem o glicerol, porém contendo calcio (adicionado pelo primeiro estagio de
reticulagdo).

A diferenga morfologica entre esses dois materiais, apresentados na Figura 7.5a e b, ¢
notavel. No entanto, a estrutura desses filmes ndo se assemelhou a estrutura do filme controle
RP apresentada na Figura 7.4b. Isso permite considerar a hipdtese de que a combinacdo da
reticulagdo, que tende a deixar a matriz de alginato mais coesa, ¢ o glicerol resultam na
microestrutura observada. Ainda, é possivel que separagdo de fases tenha ocorrido. Zactiti
(2004) verificou a existéncia de trés transi¢des vitreas em filmes de alginato parcialmente
reticulados com Ca™ e contendo glicerol como plastificante. De acordo com a autora, a
formag@o das zonas de juncdo resultantes da reticulagdo com célcio ocorre em detrimento da
interacdo polimero-glicerol, levando a possivel separacdo de fases. Além disso, a condicao de
vacuo imposta durante o ensaio de microscopia eletronica pode ter ocasionado a expansao do
material pouco reticulado.

O emprego do segundo estagio de reticulacdo afetou fortemente a microestrutura dos

filmes a base de alginato, reduzindo a rugosidade da superficie (Figura 7.6a e 7.6d) e
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compactando a matriz polimérica, como pode ser observado na secdo transversal das Figuras
7.6b e 7.6c. Essas observacdes corroboram com os resultados de espessura, que foi

significativamente reduzida ap6s o segundo estagio de reticulagao.

Figura 7.4: Microestrutura do filme controle RP analisada por microscopia eletronica de
varredura e de forca atomica: (a) superficie (feixe de elétrons secundarios), (b) secdo
transversal (feixe de elétrons secundarios), (c) se¢do transversal (feixe de -elétrons

retroespalhados) e (d) topografia 3D.

Figura 7.5: Secdo transversal do filme de Controle RP analisada por microscopia eletronica

de varredura: (a) sem calcio superficie, (b) sem glicerol
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Figura 7.6: Microestrutura do filme Controle RS analisada por microscopia eletronica de
varredura e de forca atomica: (a) superficie (feixe de elétrons secundarios), (b) secdo
transversal (feixe de elétrons secundarios), (c¢) se¢do transversal (feixe de elétrons

retroespalhados) e (d) topografia 3D.

No caso de filmes sem calcio ou reticulados apenas em primeiro estagio, as
modifica¢des na morfologia devido a presenga do ZnOpapyo I foram similares. Como pode ser
observado nas Figuras 7.7a e 7.8a, aumento da rugosidade da superficie foi observado com
adicdo das nanoparticulas. Esses resultados também estdo de acordo com a andlise de
microscopia de for¢a atomica (Figuras 7.7d e 7.8d) que demonstram a modificagdo da
topografia em comparagdo a topografia do filme controle RP (Figura 7.4d). Além disso, a
presenga das nanoparticulas também reduziu a organizacdo da matriz de alginato, como pode
ser observado nas Figuras 7.7b ¢ 7.8b.

O ZnOp,po teve grande influéncia na morfologia dos filmes nanocompositos. Os elétrons
retroespalhados sdo aqueles emitidos a partir da amostra devido a espalhamento elastico.
Apesar de este feixe fornecer imagens menos ricas em termos de resolucdo, a intensidade de
seu sinal estd fortemente correlacionada com o niimero atdmico do corpo de prova. Por essa
razdo, a presenca de ZnOpan, I € evidenciada como pontos claros em contraste com a matriz de
alginato na secdo transversal dos filmes nanocompdsitos, conforme apresentado nas Figuras

7.7¢c, 7.8c e 7.9c. Nas imagens obtidas com o feixe de elétrons secundarios, como pode ser
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notado nas Figuras 7.7a, 7.8a e 7.9a, as nanoparticulas de ZnO podem ser observadas como

pontos escuros, porém com menor nitidez.

Figura 7.7: Microestrutura do filme 5% SC I analisada por microscopia eletronica de
varredura e de forca atomica: (a) superficie (feixe de elétrons secundarios), (b) secdo
transversal (feixe de elétrons secundarios), (c) se¢do transversal (feixe de -elétrons

retroespalhados) e (d) topografia 3D.

A morfologia do filme duplamente reticulado também foi alterada com a adi¢do das
nanoparticulas 1. Nas Figuras 7.9.a e 7.9d ¢ possivel notar o aumento da rugosidade da
superficie em relagdo ao controle RS (Figuras 7.6a ¢ 7.6d). Com relagdo a microestrutura,
nota-se também que o filme 3% RS I diferiu em comparagdo ao seu respectivo controle, sendo
inclusive possivel identificar aglomerados das nanoparticulas.

Mesmo com a presenga ZnOp,po, Nota-se uma reducdo da rugosidade da superficie apos
a reticulagdo secundaria, como pode ser observado na comparagdo das Figuras 7.9a e 7.9d

com as Figuras 7.8a e 7.8d.
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Figura 7.8: Microestrutura do filme 3% RP I analisada por microscopia eletronica de
varredura e de forca atomica: (a) superficie (feixe de elétrons secundarios), (b) secdo
transversal (feixe de elétrons secundarios), (c¢) se¢do transversal (feixe de elétrons

retroespalhados) e (d) topografia 3D.

Nas Figuras 7.10 a 7.12 sdo apresentadas, respectivamente, as micrografias obtidas para
os filmes SC AL II, RP AL I ¢ RS AL II.

A primeira observacdo importante ¢ que mesmo utilizando o alginato como agente
dispersante, ndo foi possivel desagregar eficientemente as nanoparticulas II. Por essa razio, ¢
possivel detectar aglomerados de particulas na superficie e se¢do transversal desses filmes
(Figuras 7.10a a 7.12a e Figuras 7.10b a 7.12b). Além disso, ¢ possivel observar também que
os filmes RP AL II e RS AL II apresentaram microestrutura que se assemelha a dos filmes
nanocompositos preparados com 0 ZnOyay, [ (Figuras 7.8 e 7.9), reforcando o papel de
estruturacdo do cdlcio, conforme pode ser observado nas Figuras 7.11b e 7.12b,
respectivamente. No entanto, ¢ importante ressaltar que as microestruturas desses
nanocompositos diferem em termos de organizacdo quando comparados aos filmes
confeccionados com nanoparticula do tipo 1. Essa diferenga pode estar relacionada com a

maior interacdo das nanoparticulas II e as cadeias de alginato.
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Figura 7.9: Microestrutura do filme 3% RS I analisada por microscopia eletronica de
varredura e de forca atomica: (a) superficie (feixe de elétrons secundarios), (b) secdo
transversal (feixe de elétrons secundarios), (c¢) se¢do transversal (feixe de elétrons

retroespalhados) e (d) topografia 3D.

Figura 7.10: Microestrutura do filme 3% SC AL II analisada por microscopia eletronica de
varredura ¢ de forga atomica: (a) superficie (feixe de elétrons secundarios), (b) sec¢do

transversal (feixe de elétrons secundarios) e (¢) topografia 3D.
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Figura 7.11: Microestrutura do filme 3% RP AL II analisada por microscopia eletronica de
varredura e de forca atomica: (a) superficie (feixe de elétrons secundarios), (b) secdo

transversal (feixe de elétrons secundarios) e (c) topografia 3D.

Figura 7.12: Microestrutura do filme 3% RS AL II analisada por microscopia eletronica de
varredura ¢ de forga atomica: (a) superficie (feixe de elétrons secundarios), (b) secgdo

transversal (feixe de elétrons secundarios) e (¢) topografia 3D.
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Também ¢é importante mencionar que as nanoparticulas do tipo I e II diferem entre si em
relacdo a morfologia, como pode ser observado na Figura 7.13. A geometria das particulas

também pode ter influéncia na interacdo com as moléculas poliméricas.

Figura 7.13: Morfologia das nanoparticulas de 6xido de zinco (a) tipo I e (b) tipo II dispersas

em filmes nanocompositos duplamente reticulados (3% de ZnOyay, tipo I ou II).

O aumento da rugosidade da superficie de nanocompositos biopoliméricos ja foi
relatado na literatura cientifica. Abdollahi ez al. (2013) observaram aumento da rugosidade da
superficie apds adicionar nanoparticulas de montmorilonita (MMT) ou nanoparticulas de
celulose a filmes nanocompositos de alginato e Liu e Kim (2012) tiveram observagdes
similares em nanocompositos de quitosana/PEG/ZnO/Ag. Archana et al. (2013) observaram
aglomeracdo de nanoparticulas de 6xido de titdnio e modificacdo da morfologia superficial de

filmes nanocompositos de quitosana/PVP/TiO,.

7.3.2 Difracdo de raios-X

Na Figura 7.14 sdo apresentados os resultados de difracdo de raios-X obtidos para os
filmes controle e nanocompositos com diferentes graus de reticulagdo, diferentes contetidos
de ZnOyyyp, € diferentes tamanhos médio das nanoparticulas.

Os filmes controle (RP e RS) ndo apresentaram picos de difracdo bem definidos,
confirmando sua natureza amorfa ¢ os filmes contendo ZnOy,y,, exibiram picos de difragdo
cuja intensidade foi acentuada com o aumento da concentracdo das nanoparticulas. Os filmes
nanocompdsitos apresentaram picos de difragdo em 20 igual a 31,6; 34,6; 36,5; 47,7; 56,7,
62.,9; 67,9 € 69,2°, correspondendo aos planos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200) e
(112) do oxido de zinco, respectivamente (KHORSAND et al., 2011). Isso indica que a
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estrutura hexagonal (caracteristica das wurtzitas) das nanoparticulas de ZnO nao foi alterada

apos sua incorporagdo a matriz de alginato.

Figura 7.14: Difratograma dos filmes controle e nanocompositos fabricados sem tratamento
de reticulacdo com calcio (SC), reticulados em primeiro estagio (RP), ou reticulados em
primeiro e segundo estagio (RS) e contendo 3 ou 20% (g ZnO/g alginato) das nanoparticulas

do tipo I e 3% das nanoparticulas do tipo II dispersas com alginato (AL).
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Tais padrdes de difragdo estdo em boa concordancia com dados de outros autores que
sintetizaram ou utilizaram ZnOy,,, em matrizes biopoliméricas (TRANDAFILOVIC et al.,
2012; THIRUMAVALAVAN; HUANG; LEE, 2013; PREDA; ENCULESCU;
ENCULESCU, 2014; MOHANDAS et al., 2015).

Ademais, a adicao das nanoparticulas de ZnO néo alterou a cristalinidade da matriz de
alginato, assim como observado por Li ef al (2010) ao sintetizar ZnOyayo em filmes de

quitosana.

7.3.3 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Andlises por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
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foram conduzidas de forma a avaliar grupos funcionais especificos e fornecer evidéncia sobre
a interacdo entre o alginato e as nanoparticulas.

Inicialmente, analisou-se por FTIR a possivel adsorcdo de segmentos de cadeia de
alginato as nanoparticulas apo6s a dispersdo do ZnOpue II. Apds a desagregacdo das
nanoparticulas com o biopolimero, 1 mL do nanofluido de ZnO-dgua-alginato foi
centrifugado 3.500 rpm por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi removido e o produto
no fundo do tubo foi re-suspendido com agua deionizada e o procedimento foi repetido até
que 10 ciclos fossem sido concluidos de forma a remover o alginato ndo adsorvido a
superficie das nanoparticulas. A suspensio foi entdo seca em estufa (105°C/24 h) e
encaminhada para avaliagdo por espectroscopia. Na Figura 7.15, compara-se o espectro no
infravermelho das nanoparticulas Il desagregadas apenas na presenca de agua e apos sua

dispersdo com alginato.

Figura 7.15: Espectro de FTIR das nanoparticulas II dispersas na presenca e auséncia de

alginato.

Sem alginato

/[\ g5 em”

1 — Com alginato
2923 cm

/I\ 1 1631 - 1634 cm'ﬂ
3420 - 3449 cm m}ﬂ
] 1384 ¢
1267 em A 1
| 1033 cm [,

692 cm N
447 - 455 cm

Transmitancia (u. a.)

3300 2300 1300 300
Nimero de onda (cm™)

Foi possivel observar picos de absor¢do caracteristicos de vibragdo do ZnO em 447 e
455 cm™ para as amostras dispersas sem e com o auxilio de alginato, respectivamente,
similarmente ao observado por Becheri et al. (2008). Uma ampla banda de absorcdo na regidao
entre 3420 e 3449 cm™ foi observada para as nanoparticulas tratadas por ambas as formas,
correspondente ao estiramento de grupos O-H. A presenca de grupos O-H pode ser atribuida a
natureza higroscopica do ZnO e sua habilidade de ser aceptor de ligacdes de hidrogénio que
leva a adsorcdo de agua na superficie das particulas (XIONG et al., 2006). O espectro das

nanoparticulas dispersas com o auxilio de alginato apresentou picos de absorcdo em 2924,
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2854 ¢ 1034 cm™ referentes ao estiramento de grupos C-O, indicando a presenga de alginato
adsorvido a superficie das nanoparticulas de ZnO.

Nas Figuras 7.16 a 7.18, sdo apresentados os espectros de FTIR dos filmes controle e
nanocompdsitos contendo diferentes concentragdes de ZnOyan, € diferentes graus de
reticulagdo. Nesses espectros ndo foi possivel registrar os picos de absor¢do do oxido de
zinco, pois no modo de atenuagdo, o espectrofotdmetro utilizado pode ser operado na faixa
espectral de 4.000 a 675 cm™.

Observou-se, ainda, uma ampla banda de absorgio entre 3290 e 3346 cm™ que pode ser
atribuido ao estiramento de grupos hidroxil (O-H) (XIAO; WENG; ZHANG, 2002). Outro
pico intenso foi observado entre 1597 ¢ 1604 cm™ e pode estar relacionado com a vibragdo
assimétrica de grupos carboxila (KANMANI; RHIM, 2014). Na regido entre 1412 e
1418 cm ™', foi observada a vibragdo de estiramento simétrico de C-O dos grupos carboxilicos
com contribui¢do da vibra¢do de deformacdo dos grupos C-OH (LEAL et al, 2008). O
estiramento dos grupos C-H foi registrado entre 2930 ¢ 2882 cm™ nos espectros (VALENTIN
et al., 2006). Ao redor de 1080 cm™ e em 1033 cm™, todos os filmes apresentaram picos de
absor¢ao relacionados ao estiramento dos grupos C-O e C-C do anel piranosil,
respectivamente (GOMEZ-ORDONEZ; RUPEREZ, 2011).

Figura 7.16: Espectro de FTIR dos filmes reticulados em primeiro estigio: controle e
nanocompdsitos contendo 3% (g ZnO/g alginato) das nanoparticulas do tipo I e 3% das

nanoparticulas do tipo II dispersas com alginato (AL).
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Figura 7.17: Espectro de FTIR dos filmes reticulados em primeiro ¢ segundo estagio (RS):

controle e nanocompositos contendo 3 e 20% (g ZnO/g alginato) das nanoparticulas do tipo I

e 3% do tipo II dispersas com alginato (AL).
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Figura 7.18: Espectro de FTIR dos filmes controle reticulado somente em primeiro estagio

(RP) e reticulado em primeiro e segundo estagio (RS).
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A intensidade dos picos caracteristicos foi reduzida com o aumento do grau de

reticulagdo, fendmeno atribuivel a limitacdo da mobilidade molecular, com consequente

redu¢do da vibracdo dos grupos funcionais. A adi¢do de 3% de ZnO aos filmes de alginato

aumentou a intensidade dos picos de absor¢do, de forma que essa observacdo possa estar

relacionada com uma possivel redugdo na densidade de reticulacdo das cadeias de alginato.

Contudo, o aumento da concentragcdo de ZnOygy, resultou em reducdo da absorg¢ao (como pode

ser visto no espectro de absorcao do filme 20% RS), o que provavelmente indica um aumento

na interacdo entre as cadeias poliméricas e as nanoparticulas. Mohandas ef al. (2015) também
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observaram a reducdo da intensidade do pico caracteristico de estiramento do grupo O-H apds

a adicdo de ZnOy,y, a bandagens liofilizadas de hidrogéis a base de alginato e quitosana. Os

autores atribuiram os resultados a formacdo de ligagdes de hidrogénio entre as cadeias dos
biopolimeros e o 6xido de zinco.

Outra evidéncia da interag@o entre 0 ZnOyano € 0 alginato ¢ o aumento do estiramento

dos grupos C-H (picos entre 2919 e 2847 cm™). E reconhecido que tais grupamentos

conferem aos polissacarideos leve hidrofobicidade (RINAUDO, 2006 e 2008), sendo possivel

a formagdo de pequenas regides hidrofobicas resultantes da interagdo polimero-ZnO.

7.3.4 Andlise Termogravimétrica

Analise de TGA foi conduzida com intuito de avaliar a estabilidade térmica dos filmes
controle e nanocompositos, € os termogramas resultantes sdo apresentados na Figura 7.19.

Foram observados dois eventos térmicos principais para os trés grupos de filmes
estudados (SC, RP e RS), ou seja, de filmes com diferentes graus de reticulagdo e diferentes
conteudos de nanoparticulas. O primeiro ocorreu entre 77 e 89°C para os filmes
nanocompositos SC controle e nanocompdsitos RP e entre 73 e 85°C para os filmes RS, que
esta associado com a perda de agua (SHALUMON et al., 2011). O segundo evento térmico
ocorreu a 220°C para os filmes nanocompositos SC (Figura 7.19b) e a 229°C para o filme
controle RP (Figura 7.19d), e esta relacionado com a degradacdo do glicerol e do alginato
(WONG et al., 1996). O aumento no grau de reticulacdo deslocou o pico de decomposi¢do do
alginato para 270°C, como pode ser observado nos termogramas dos filmes RS (Figura 7.19f).
O aumento da estabilidade térmica de filmes de alginato com o aumento do grau de
reticulagdo também foi verificada por Wong et al (1996). Para filmes de alginato e
carboximetil glucomanana, Xiao, Weng e Zhang (2002) observaram um aumento de 50°C na
estabilidade térmica apos a reticulagdo com ions calcio.

Nos filmes SC, é possivel notar um leve aumento na estabilidade térmica com o
aumento do teor de nanoparticulas I. Além disso, o uso das nanoparticulas II foi mais efetivo
em diminuir a taxa de degradacdo térmica (Figura 7.19a e b).

A presenga de ZnOp,po nos filmes RS diminuiu a temperatura do pico de decomposigio
do alginato provavelmente devido a uma reducdo na densidade de reticulagdo. A taxa de
decomposicdo do filme 3% RS foi superior a do filme 20% RS, de forma que o filme controle
RS apresentou menor taxa de degradacdo. Esses resultados estdo em concordancia com os

resultados de absor¢do no infravermelho, que indicaram que a adi¢do de 3% de ZnO aos
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filmes RS resultou em aumento da absorc¢ao, sugerindo um possivel incremento na mobilidade

molecular quando comparado ao filme controle RS.

Figura 7.19: Analise termogravimétrica dos filmes controle ¢ nanocompdsitos: (a)
TGA dos filmes SC, (b) derivada da TGA dos filmes SC, (c) TGA dos filmes RP, (d) derivada
da TGA dos filmes RP, (¢) TGA dos filmes RS e (f) derivada da TGA dos filmes RS.
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Resultados similares foram obtidos no trabalho publicado por Bharadwaj et al. (2002),
no qual nanocompdsitos de poliéster e montmorilonita (MMT) reticulados com metiletil
cetona foram fabricados. Os autores notaram que a presenca da nanoargila acelerou a
degradacdo térmica dos nanocompositos ¢ o grau de esfoliagio da MMT também
comprometeu outras caracteristicas do material, tais como a resisténcia mecanica,
possivelmente devido a redugdo na densidade de reticulacdo com o aumento do contetdo de
nanoparticulas. No entanto, a adi¢do de 20% do ZnOp,p, tipo I nos filmes RS resultou em
reducdo da absor¢do no infravermelho (redugdo da vibracdo dos grupos funcionais), assim
como reduziu a taxa de degradagdo térmica quando comparado ao filme fabricado com 3%
dessas nanoparticulas. Esses resultados sugerem que o ZnOnp,n, também tem efeito similar ao
de reticulagdo, porém em intensidade menor que ao da realizada com ions calcio.

Outra evidéncia nesse sentido ¢ fornecida por Vicentini, Smania e Laranjeira (2010),
que relataram um aumento na estabilidade térmica ap6s a adicdo de ZnO a filmes de quitosana
e polivinil. Isto foi atribuido a uma redugdo na distancia interatomica das cadeias poliméricas,
de forma que uma quantidade maior de energia ¢ necessaria para decompor os filmes. De
forma similar, Espitia ez al. (2013a) observaram que a incorporacdo de ZnOyayo a filmes de
CMC também aumentou a estabilidade térmica quando comparado ao filme controle devido a
interacdo entre o ZnO e a CMC. Apesar de os autores ndo descreverem em maiores detalhes o
tipo de interacdo entre o ZnO e a metilcelulose, € possivel que as nanoparticulas de 6xido de
zinco tenham mantido as cadeias do polimero unidas através de ligagdes de hidrogénio, assim
como observado para os filmes SC descritos no presente trabalho. Shalumon et al. (2011)
observaram que a adi¢@o de nanoparticulas de ZnO a nanofibras de alginato de s6dio e PVA
nao contribuiu para o acréscimo da estabilidade térmica do composito. Esses autores também
ndo indicaram as possiveis razdes para a pouca influéncia do ZnO na estabilidade térmica do
material, porém, observaram forte interagdo entre o alginato e o PVA através da analise de
FTIR. Dessa forma, ¢ possivel que, devido a intensa interagdo entre os polimeros, houvesse
pouca disponibilidade por parte das cadeias poliméricas para interagdo com as nanoparticulas,
resultando em pouca contribui¢do das mesmas no aumento da estabilidade térmica.

Portanto, a estabilidade térmica do material composito resultante dependera da estrutura
e composi¢do da matriz polimérica, assim como da interacdo entre as nanoparticulas e a
matriz. No caso dos filmes nanocompésitos de alginato e ZnO, as nanoparticulas de 6xido de
zinco melhoram a estabilidade térmica se o grau de reticulagdo é baixo. Contudo, a presenga

de ZnOyano na matriz de alginato pode dificultar o processo de reticulacdo se uma maior
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concentracdo de calcio ¢é utilizada, levando a uma reducdo na estabilidade térmica. Além

disso, também ¢ possivel que o ZnO seja reduzido pela liberagdo de carbono em temperaturas
acima de 230°C (BAJPAIL; CHAND; CHAURASIA, 2012).

Tendéncia similar foi observada ao reduzir o tamanho médio das nanoparticulas. Nas
matrizes sem reticulagdo ou reticuladas somente em primeiro estagio (filmes SC ¢ RP), o uso
das nanoparticulas do tipo Il reduziu a taxa de degradagdo térmica, como pode ser visto nas
Figuras 7.19a a 7.19d. Em ambos os filmes SC e RP o efeito da adigdo de 3% do ZnOap I na
estabilidade térmica foi similar ao da adi¢do de 10% da nanoparticula I, visto que as curvas
das derivadas estdo sobrepostas. Quando a matriz esta altamente reticulada, como no caso dos
filmes RS, o uso de 3% da nanoparticula I aumentou a taxa de degradagdo de
aproximadamente 7 pug/°C para 12 pg/°C, de forma similar a adi¢do de 3% do ZnO tipo L.

Os resultados de TGA obtidos também podem contribuir para coletar dados de
“impressdo digital” de composi¢do de relevancia para o controle de qualidade (FORREST,
2003), especialmente com relagdo a polimeros de origem natural que podem apresentar

variagdo na composicao de lote para lote.

7.3.4 Atividade Antimicrobiana In Vitro

A atividade antimicrobiana contra E. coli, P. aeruginosa e S. aureus foi
preliminarmente avaliada utilizando a formulacdo de filme nanocompdsito contendo 3% de
nanoparticulas I de ZnO. Foi escolhida a menor concentragdo de ZnO,,,, para verificar se,
nesta condig@o, o material ja apresentaria atividade antimicrobiana. O ensaio foi conduzido de
forma similar ao descrito no item 4.5.16, utilizando corpos de prova de 1 cm de didmetro. Os
resultados podem ser observados nas Figuras 7.20 a 7.22.

Assim como havia sido observado para os filmes 3% US RS, 20% US RS, 3% T RS e
20% T RS (descritos no item 5.1), a inibi¢do do crescimento microbiano pelos filmes
nanocompositos se deu por contato. No entanto, notou-se aumento da zona de inibi¢do em
30% (aumento no didmetro da zona clara ao redor do filme), possivelmente, devido a
dissolugdo do filme nanocompdsito com a absor¢do da agua do meio de cultura, tornando-se
um gel capaz de escoar sobre a superficie do meio de cultivo. Nesse processo, as particulas de
zinco sdo transportadas, de forma que a regido de inibigdo corresponde a regido de migracao
do gel. Os microrganismos E. coli e S. aureus sdo importantes indicadores da qualidade
sanitaria de alimentos e comumente envolvidos em surtos de origem alimentar. Além do mais,

S. aureus ¢ uma bactéria também de ocorréncia comum em lesdes de pele, associada a
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infecgoes.

Figura 7.20: Atividade antimicrobiana contra E. coli dos filmes (a) controle RP e (b) 3%
RP L.

Figura 7.21: Atividade antimicrobiana contra P. aeruginosa dos filmes (a) controle RP e (b)
3% RP L.

Figura 7.22: Atividade antimicrobiana contra S. aureus dos filmes (a) controle RP e (b) 3%

RP I
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Os resultados sfo, portanto, satisfatorios, tendo em vista o poder inibitorio do filme
nanocomposito em relagdo a alta carga dos microrganismos avaliados. E esperado que com o
aumento da propor¢do de ZnOy,,, 0s filmes sejam capazes de inibir cargas mais elevadas dos
microrganismos testados. Além disso, também ¢é esperado que o efeito antimicrobiano seja
potencializado com a redug@o do tamanho de particula, que resultaria em aumento da area
especifica e, consequentemente, aumento de sua reatividade e facilite sua difusdo da matriz de
alginato.

Como os filmes RP foram instaveis em meio aquoso, o que aumentaria a
disponibilidade de ZnO,,y, para inibi¢do do crescimento microbiano, a avaliagdo da atividade
antimicrobiana in vitro foi realizada utilizando-se de uma abordagem mais conservadora,
utilizando apenas os filmes RS, como apresentado na Figura 7.23.

O filme controle ndo apresentou atividade antimicrobiana contra nenhuma das bactérias
utilizadas no presente trabalho. Em contrapartida, os filmes nanocompositos reduziram a
contagem celular de S. aureus, enquanto para E. coli e P. aeruginosa apenas efeito
bacteriostatico foi observado. Como observado nos ensaios de difusdo em agar (Figuras 7.20 a
7.22), a inibi¢do do crescimento microbiano se deu principalmente por contato, ndo sendo
observada uma regido de inibi¢do evidente, resultante da difusdo de ZnO,,,, para o meio de

cultura.

Figura 7.23: Atividade Antimicrobiana dos filmes controle nanocompdsitos contendo 3 ou
20% de nanoparticulas (g ZnO/g alginato).
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Médias com letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05) na propriedade em estudo de
acordo com o teste de Tukey.

Pasquet et al. (2014) observaram que nanoparticulas comerciais de ZnO apresentam
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baixa difusdo em discos de filmes de celulose. Essa baixa difusdo pode estar relacionada a
uma série de fatores, tais como aglomeracdo das nanoparticulas, afinidade das particulas para
com a matriz de alginato e natureza relativamente empacotada dos filmes, que potencialmente
podem ter contribuido para coibir o transporte de ZnOyay, para o meio de cultura. Por outro
lado, Liu e Kim (2012) detectaram difusdo de ZnO a partir de uma matriz de quitosana e PEG
com concentragdo de 4% do total de polimeros e com particulas de didmetro médio de
100 nm. Difusdo de ZnOp.no a partir de nanofibras de alginato e PVA foi observada por
Shalumon et al. (2011) em varias concentragdes de particula (0,5 a 5%). Nesse trabalho,
ZnOqano com didmetro médio igual a 164 nm foram sintetizadas utilizando o método sol-gel, o
que pode ter contribuido para evitar a aglomeracdo das particulas.

A atividade antibacteriana do ZnO esta relacionada a formagdo de espécies ativas de
oxigénio (ROS), como H,0,, O, OH®* ¢ OH’, que podem causar dano a parede celular e
aumento do estresse oxidativo, levando a alteracdo prejudicial de proteinas, lipideos e DNA
(Ann et al., 2014).

S. aureus foi mais susceptivel a0 ZnOyayo que a P. aeruginosa, resultado que esta em
concordancia com os trabalhos de Ann et al. (2014) e Pasquet et al. (2014). Os ultimos
autores observaram que a concentragdo minima inibitéria (MIC) de ZnOy.,, para P.
aeruginosa foi cinco vezes superior a MIC para S. aureus, o que foi atribuido a presenca de
citocromo-oxidase na primeira bactéria e que rapidamente reduz oxigénio a agua e auxilia na
reducdo de ROS, como H,0,. O S. aureus também expressa catalase, que direciona a reducao
de perdxido de hidrogénio e minimiza o estresse oxidativo, mas, provavelmente, ndo de forma
suficiente a suportar o dano oxidativo imposto pelo ZnOyano (Espitia et al., 2013b). Outros
autores também observaram atividade antimicrobiana contra S. aureus (LI et al., 2010;
VICENTINI; SMANIA; LARANIJEIRA, 2010; SHALUMON et al., 2011; MOHANDAS et
al., 2015) e atividade contra P. aeruginosa foi descrita nos trabalhos de Arfat et al. (2014) e
Liu e Kim (2012).

Efeito bacteriostatico também foi observado para E. coli. De acordo com Pasquet ef al.
(2014), a MIC para E. coli ¢ 50% do valor determinado para S. aureus. Os autores afirmaram
que a bicamada lipidica que envolve as bactérias Gram-negativas ¢ mais susceptivel a ac¢do
oxidante do ZnO do que as bactérias Gram-positivas que apresentam uma camada protetora
de peptideoglicano. Contudo, Espitia et al. (2013b) observaram maior susceptibilidade da S.
aureus a a¢do do ZnOp,ne que a E. coli e apontaram que a diferenca entre a sensibilidade de

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas ao 6xido de zinco pode também estar relacionada



108

Capitulo 7: Resultados e Discussao - Influéncia do Agente Reticulante e do Tipo de Material Constituinte

da Fase Dispersa

a processos intracelulares, visto que a membrana de ambos os tipos celulares sdo
semelhantemente permeaveis aos ROS.

Atividade antimicrobiana de nanocompositos de biopolimeros e 6xido de zinco contra
E. coli foi observada nos trabalhos de Li et al. (2010), Shalumon et al. (2011), Liu ¢ Kim
(2012), Trandafilovi€ et al. (2012), Kanmani e Rhim (2014) e Mohandas et al. (2015).

Os filmes nanocompositos de alginato e ZnO produzidos neste trabalho foram capazes
de controlar a populacdo bacteriana por contato, o que suporta seu uso como curativos para
prevencdo da invasdo e proliferagdo de bactérias. Além disso, os filmes nanocompositos
também poderiam ser utilizados como embalagem antimicrobiana para alimentos, visto sua
habilidade de inibir o crescimento de microrganismos na superficie de produtos alimenticios e
evitar a invasdo de microrganismos contaminantes.

O aumento na concentragdo de ZnO nos filmes nanocompositos ndo faz parte do escopo
do presente trabalho, e por essa razdo, a atividade antimicrobiana de filmes nanocompositos

com maiores concentra¢des de ZnO,,,, ndo foi avaliada.

7.4 Discussdo geral da influéncia do agente reticulante e do material constituinte da fase

dispersa nas propriedades do material

O efeito do calcio sobre as propriedades mecanicas dos filmes € superior ao efeito da
adicdo de ZnOy,p, do tipo I, considerando o tamanho de particula utilizado (tamanho médio de
agregados de 410 a 435 nm).

No entanto, esse fendmeno ¢ dependente do tamanho de particula e do grau de
reticulagdo utilizado. Com a redugdo do diametro médio das particulas, e consequentemente, o
aumento da area superficial, observa-se uma mudanga acentuada nas caracteristicas do
material, em especial das propriedades mecanicas. Contudo, ao incrementar a concentragao de
calcio, produzindo-se assim um filme de alto grau de reticulagdo (filmes RS), a adi¢do das
nanoparticulas, nas condi¢des utilizadas no presente trabalho, teve pouco efeito na mudanga
dos atributos funcionais dos filmes, independentemente do tamanho médio de particula
utilizado. Além do mais, a presencga das nanoparticulas nos filmes contendo alta concentragio
de calcio pode ter ocasionado redugdo da densidade de reticulagdo, em certo grau, agindo em
sentido contrario ao que seria esperado pela adicdo de calcio. No entanto, a adi¢do das
nanoparticulas de o6xido de zinco aos filmes de alginato contribuiu para o aumento da
estabilidade quando em contato com meios liquidos de composi¢do complexa (como SFB), o

que indica seu potencial para aplicacdo como envoltorio de matrizes alimenticias de
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constituicdo similarmente complexa, tais como produtos carneos e lacteos, por exemplo.

Os filmes nanocompositos contendo o ZnO 1 e II apresentaram atividade antimicrobiana
contra S. aureus e efeito bacteriostatico contra E. coli e P. aeruginosa, de forma que o uso de
ZnO em materiais biopoliméricos pode ser direcionado para o desenvolvimento de materiais
que visem ao controle do crescimento microbiano, como por exemplo curativos e embalagens

antimicrobianas.
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CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

8.1 Conclusoes

Em decorréncia da realizagdo deste trabalho foi possivel concluir que:

a)

b)

d)

2

A adi¢@o de nanoparticulas de ZnO em filmes finos de alginato exercem uma
fungdo de reforco na estrutura da matriz polimérica por ocorrer interacdo entre a
fase dispersa ¢ as cadeias do polissacarideo, possivelmente por ligagdes de
hidrogénio e também pela possivel formag¢do de pequenas regides hidrofobicas
resultante da interagdo entre os grupos C-H do alginato e ZnO. Este efeito ¢
potencializado com a reducdo do didmetro médio das nanoparticulas;

A reticulagdo com ions calcio tem grande influéncia nas propriedades dos filmes
nanocompésitos. O aumento da concentracio de Ca'", empregando-se o segundo
estagio de reticulagdo, mostrou-se superior a adi¢cdo de nanoparticulas de ZnO,
independente do tamanho de particula utilizado (tamanhos nominais de 50 ou
100 nm);

Os filmes duplamente reticulados apresentaram, em média, tensdo na ruptura de
64 MPa, alongamento de 1,8%, modulo de Young igual a 4700 MPa e
permeabilidade ao vapor d’agua de 3,30 g-mm/m?dia-kPa;

Os filmes nanocompositos se mostraram estaveis quando em contato com fluidos
de diferentes composicdes (agua, tampao fosfato salino e soro fetal bovino),
confirmando o aumento da estabilidade por acdo das nanoparticulas mesmo em
ambientes de composicdo altamente complexa;

A cor e opacidade foram as propriedades mais influenciadas pelo conteido de
nanoparticulas. O aumento da concentracdo de nanoparticulas de ZnO resultou em
reducdo da luminosidade, alteracdo da tonalidade, aumento da intensidade da
tonalidade, ¢ aumento da opacidade;

Os filmes nanocompositos duplamente reticulados apresentaram agdo bactericida
contra S. aureus, enquanto contra E. coli e P. aeruginosa foi observado efeito
bacteriostatico;

O filme contendo 3% da nanoparticula (tamanho nominal < 100 nm) e duplamente



h)

111

Capitulo 8: Conclusées e Sugestoes para Trabalhos Futuros

reticulado ¢ o mais adequado para aplicacdo como curativos para lesdes de pele,
devido a maior estabilidade quando comparado ao filme controle, além de
apresentar atividade antimicrobiana similar a formulacdo contendo maior contetido
da mesma nanoparticula;

O filme contendo 3% da nanoparticula de 6xido de zinco (tamanho nominal <
50 nm) e duplamente reticulado é o mais adequado para aplicagdo como
embalagens antimicrobianas para alimentos, pois dentre os filmes nanocompdsitos
foi o que apresentou maior transparéncia ¢ menor diferenca de cor em relagdo ao
filme controle, além de ter atividade antimicrobiana conferida pela adi¢do das

nanoparticulas.

8.2 Sugestoes para trabalhos futuros

Para dar continuidade aos estudos nesta linha de pesquisa, recomenda-se:

a)

b)

d)

Avaliar a eficiéncia de desagregacdo das nanoparticulas de ZnO utilizando outras
condi¢des de pH, uma vez que a modificagdo do potencial zeta das particulas
influencia significativamente seu estado de agregagao;

Avaliar a eficiéncia de desagrega¢do das nanoparticulas de ZnO utilizando
surfactantes, visto que tais moléculas podem contribuir para a estabilizacdo estérica
das nanoparticulas;

Avaliar a eficiéncia de desagregacdo das nanoparticulas de ZnO utilizando outros
métodos fisicos como sonicacdo com sonda, alta pressdo ou redu¢do do tamanho de
particula com auxilio de moinhos, pois aplicando-se maior energia espera-se
melhoria na redugdo do estado de agregacdo das nanoparticulas;

Avaliar a viabilidade de sintese das nanoparticulas de 6xido de zinco pelo método
sol-gel e verificar a possibilidade de fabricacdo de filmes a partir da mesma matriz
polimérica. Na literatura cientifica ha relatos descrevendo a sintese de
nanoparticulas de pelo método sol-gel para a fabricagdo de nanocompdsitos
poliméricos com adequada condicdo de desagregagdo e distribui¢do uniforme das
nanoparticulas (PANDEY; MISHRA, 2011);

Avaliar as concentragdes remanescentes de calcio e de zinco na solucdo
reticuladora e na solucdo de lavagem utilizadas na etapa de reticulacdo secundaria,
através da técnica de espectrometria de emissdo atomica com de plasma indutivo

ICP), para verificar a possivel perda de Ca'" e ZnOyano;
( p p p
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Avaliar métodos de fabricag@o de filmes de alginato que facilitem o transporte das
nanoparticulas para o meio com o qual estdo em contato, como, por exemplo,
através da confeccdo de membranas porosas para a producdo de curativos. O
aumento da difusdo das nanoparticulas para o meio com o qual estas estdo em
contato pode potencializar o efeito antimicrobiano dos filmes nanocompositos;

Avaliar o comportamento da citotoxicidade do material a células epiteliais humanas
para direcionar sua aplica¢do como curativos €, caso apresente-se promissor,
realizar avaliag@o de seu desempenho ex vivo em lesdes infectadas. Os resultados
dessa avaliacdo fornecerdo melhores evidéncias sobre o potencial dos filmes
nanocompositos de alginato e ZnO para aplicacdo em lesdes de pele infectadas;

Avaliar o desempenho do material quando em contato com alimentos que
apresentem alta atividade de agua (maior que 0,96) e alto pH (maior que 6,5) como
queijos e embutidos carneos, realizando-se o teste do desafio em tais produtos
alimenticios contaminados com microrganismos patogenos relevantes como E. coli
e S. aureus. Os resultados desses ensaios contribuirdo para avaliagdo do
desempenho dos filmes nanocompdsitos de alginato e 6xido de zinco em condigdes

mais proximas as de uso do material.
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APENDICE A

Apéndice Al: Certificado de andlise do alginato de sddio (Sigma-Aldrich, referéncia A2033,
lote SLBM3663V):

SIGMA-ALDRICH .

3050 Spruce Strest, Saint Louis. MO §3103, USA
Website: www _sigmaaldrich.com

Emai USA: techsensi@sial. com

Outside USA:  eurtechsenifisial.com

Product Name: Certificate of Analysis

Alginic acid sodium salt from brown algae - Medium viscosity

Product Number: A2033

Batch Mumber: SLBM3BEIV

Brand: SIGMA

CAS Number 2005-38-3

MOL Mumber: MFCDO0081310

Storage Temperature: Store at 2 -3 T

Quality Release Date: 03 FEB 2015

Recommendsd Ratest Date: FEB 2017

Tast Specification Result

Appearance (Color) White to Beige and Faint Brown to Brown Faint Beige

Appearance (Fomm) Powi der Powder

Solubility (Color) Faint Yeflow to Yellow Faint Yellow

Solubility (Turbidity) Slightly Hazy to Very Hazy Slightly Hazy
100 mg plus 10 mL of Water

Brookfield Viscosity = 2000 cps 3080 cps

2% in water at 25 Deg C

Ay bl

Anafytical Services
S5t. Louis, Missounn US

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contaned in this publication. The current Specification sheet may be avalable at Sigma-Aldrich.com. For further mquiries, please contact
Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of inwoice or packing
shp for additional terms and conditions of sale

Version Murnber: 1 Pags 1 of 1
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544906, lote MKBS193V):

SIGMA-ALDRICH
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Apéndice A

nanoparticulas tipo I (Sigma-Aldrich, referéncia

sagrra-addrach, cam

Product Mame:

Zinc exide - nanopowder, <100 nm particle size

Product Number:
Bateh Number:
Brand:

CAS Numier:

MDL Number:
Formala:

Fomula Weight:
Quality Release Date:

Certificate of Analysis

Zn0O

544906
MKBS1930V
ALDRICH
1314-13-2
MFCOO0001 1300
ozn

81.33 gimol

27 JUM 2014

3050 Spruce Sreel, Saint Louis, MO 63103, USA
Websitz: www.sigmaaldrich.com

Email USA:  lechsenvisial.com

Cutside USA: eurtechasndiaial.com

Test Specification Result
Appearance (Calor) White: White
Appearanca (Form) Powder Powder
X-Ray Diffraction Confomns 1o Sructure Canforms
Complexametic Tilration 79.1-B15% BO.5%
% 7n
Size <100 nm 53 nm
Average Paicle Size
Size 15 - 25 17

Spadiic Surfacs Area (maig)

—
Al Atael, Manager

Cuably Contral

Miwaukese, W1 US

Sigma-Aldrich warranis, Bhal al the time of the gquality release or subsequent relest dale tis product conformed to the information contained in this
publication. The cument Specificalion shest may b avalable &l Sigma-Aldnch.com. For further inguiries, please conlact Technical Sendce. Purchaser
miust delenmine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice of packing slip for addiional barma and conditions of sale.

Wergion Mumber: 1

Page 1a11
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Apéndice A3: Certificado de analise das nanoparticulas tipo II (Sigma-Aldrich, referéncia
677450, lote MKBT7475V):

SIGMA-ALDRICH P

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 83103, USA
Website: wenw.sigmaaldrich.com

Emad USA:  techsenviisial com

QOutside USA: surtechseniiiisial com

Product Name: Certificate of Analysis

Tint oxide nonoposder, 975

Product Number: 77450

Batch Number: MKET7475V Z n O
Brand: ALDRICH

CAS Number 1314-13-2

MDL Number: MFCDO0D011300

Formula: CZn

Formula Weight: 51.39 gimol
Cuality Release Date: 21 JAN 2015

Test Specification Result

Appearance {Color) White to Yebow and Faint Green to Green Off-White
and Yellow-Gresn
Agppearance (Form) Powder Powder
X-Ray Diffraction Conforms: Conforms
Parlicle 5ze <50 nm <50 nm
BET
Miszellaneous Assay Conforms Conforms
XRF Analysis
=07 wit Zinc and Aluminum {Metals Basis)
&% Aleminum doped

el
(L pAdes.
A5 Ataei. Manager

Qruality Control
Miwaukee, Wi US

Sigma-Aldrich wamants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product cenformed to the information contained in this
publication. The cument Specication sheet may be avaiable at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact Technical Service. Purchaser
masst determine the sutabdity of the product for its particular wse. See reverse side of iwoice or packing sip for additional terms and conditions of sale.

Version Number: 1 Page 1 of 1
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As Figuras B.1 a B.10 apresentam os resultados de distribui¢@o de tamanho de particula descritos no item 4.2.

Figura B.1: Distribui¢do do tamanho de particula de ZnO,,, I apds tratamento a 10.000 rpm ¢ 5 minutos no

Ultra Turrax.
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Figura B.2: Distribui¢do do tamanho de particula de ZnO,,,, I apds tratamento a 10.000 rpm e 20 minutos no

Ultra Turrax.
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Figura B.3: Distribuicdo do tamanho de particula de ZnO,,,, I apos tratamento por 45 minutos em banho
ultrassonico (200 W).
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Figura B.4: Distribui¢do do tamanho de particula de ZnO,,,, I apds tratamento a 22.000 rpm e 5 minutos no

Ultra Turrax.
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Figura B.5: Distribui¢do do tamanho de particula de ZnO,,,, I apds tratamento a 22.000 rpm e 10 minutos no

Ultra Turrax.
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Figura B.6: Distribuicdo do tamanho de particula de ZnO,,,, I apds tratamento a 22.000 rpm e 20 minutos no

Ultra Turrax
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Figura B.7: Distribui¢do do tamanho de particula de ZnO,,,, I apds tratamento a 22.000 rpm e 30 minutos no

Ultra Turrax.
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Figura B.8: Distribui¢do do tamanho de particula de ZnO,,,, I apds tratamento a 22.000 rpm e 35 minutos no

Ultra Turrax.

Densidade volumétrica (%)

0 R |';||\||||i" T 1110
00 0l 10 100

Diametro (um)



130
Apéndice B

Figura B.9: Distribui¢do do tamanho de particula de ZnO,,,, I apds tratamento a 24.000 rpm ¢ 5 minutos no

Ultra Turrax ¢ 30 minutos em banho ultrassonico (200 W).

Densidade volumétrica (%)

3\

00 SRR |‘|||||'\|\
00 0L 10

Diametro (um)

T TTTTT
100

Figura B.10: Distribui¢do do tamanho de particula de ZnO,,,, II apds tratamento a 24.000 rpm e 5 minutos no

Ultra Turrax e 30 minutos em banho ultrassénico (200 W) utilizando 0,36 g de alginato como agente dispersante.
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