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FILMES DE POLIETILENO IMPREGNADOS COM ZEOLITA
CONTENDO PRATA PARA APLICACAO EM EMBALAGENS COM
PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

DAIANE LUCIA BOSCHETTO

Dezembro/2009

Orientadores: Marco Di Luccio

Sibele Berenice Castela Pergher

Este trabalho teve como objetivo o preparo de filmes com propriedades
antimicrobianas. Foi utlizada a Zedlita Y como suporte para estabilizacdo da prata e
sua impregnacao foi realizada por troca ibnica. As zedlitas impregnadas com
diferentes concentracdes de prata (0,5%, 1% e 5%) foram caracterizadas através
das analises de Difracdo de Raios — X (DRX), Microscopia Eletrdnica de Varredura
(MEV), Espectroscopia de Emissédo de Raios — X por Dispersao de Energia (EDX),
Andlise Textural por Adsorcdo de Nitrogénio, Anadlise de Absorcdo Atdmica por
Plasma (AAP) e Analise de Absorcéo Atdmica (AAS). Os resultados dessas analises
mostraram que a impregnacdo da prata ndo alterou a estrutura da zedlita.
Posteriormente avaliou-se a atividade antimicrobiana da zeolita impregnada com a
prata utilizando a bactéria Escherichia coli, através do método das concentracbes
inibitérias minimas (CIM). Somente a zedlita contendo 5% de prata apresentou
atividade antimicrobiana. Os resultados mostram que a concentracdo inibitoria

minima encontrada foi de 0,5 mg zedlita/mL, que corresponde a 25 ug Ag/mL. Foi
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verificada a liberacdo dos ions prata da zedlita para o meio através de testes de
lixiviacdo e leitura em Espectrometro de Absocdo Atdmica (AAS), que indicou uma
grande liberacdo da prata contida na estrutra zeolitica, de aproximadamente 56%.
Os filmes poliméricos de polietileno contendo zedlita impregnada com prata foram
preparados por solubilizacdo e prensagem, variando-se a concentracdo de zeolita
entre 1 e 10%. Os filmes foram caracterizados por Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC), Andlise Termogravimétrica (TGA), cor instrumental (CIELab). Os
resultados mostraram que dentro da faixa de concentracéo estudada, a impregnacao
do polimero com a zedlita ndo influenciou as propriedades térmicas do filme, que
medem inclusive o seu grau de cristalinidade. A atividade antimicrobiana dos filmes
de polietileno impregandos com zedlita contendo prata, realizada pelo método de
difusdo em placas, mostrou que o filme contendo 5 % de zedlita com 5% de prata
apresentou atividade antimicrobiana contra Escherichia coli. Isto mostra o potencial
para aplicagdo em embalagens visando a seguranca e conservacédo dos alimentos,

no que se refere a contaminacao superficial.
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This wrk aimed to study the preparation of films with antimicrobial properties.
The zeolite Y was used as support for stabilization of silver. The zeolites containing
different concentrations of silver (0.5, 1.0 and 5.0%) were characterized by X-ray
Diffraction (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy-dispersive X-ray
Spectroscopy (EDS), Textural Analysis by nitrogen adsorption, Plasma Atomic
Absorption Spectroscopy (PAAS) and Flame Atomic Absorption Spectroscopy
(FAAS). The results of these analyses showed that the silver impregnation did not
alter the structure of the zeolite. The antimicrobial activity of the zeolite impregnated
with silver (Ag-zeolite) was tested using Escherichia coli by the technique of
minimum inhibitory concentrations (MIC). Only the zeolite with 5% of silver presented
antimicrobial activity. The minimum inhibitory concentration was 0.5 mg zeolite-
Ag/mL, which corresponds to 25 pg Ag/mL. The leaching of silver ions from off the
zeolite to water, quantified by FAAS, was found to be 56%. The polymer films
containing the Ag-zeolite were prepared by solubilization and hot-pressing, varying
the concentration of Ag-zeolite from 1 to 10%. The films were characterized by

Differential Scanning Calorimetry (DSC), Thermogravimetric Analysis (TGA) and
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instrumental color (CIELab). Within the studied range, the impregnation of the zeolite
in the polymer did not significantly alter its properties. The films impregnated with 5%
of zeolite containing 5% of silver ions showed antimicrobial activity against E. coli.
These results show the potential of application of such films in the production of

antimicrobial packages, aiming at conservation and safety of foods.
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Capitulo 1 - Introdugéo

1. INTRODUCAO

Ao longo do tempo, a industria alimenticia vem sofrendo grandes mudancas
para se adaptar as crescentes exigéncias dos consumidores. Estamos vivendo num
mundo de produtos embalados, onde praticamente todos os produtos, seja na sua
forma final, sejam nas fases intermediarias de fabricacdo e transporte, possui
alguma forma de embalagem. A importancia das embalagens vem fazendo com que
este setor se reorganize para atender tal necessidade, prolongando a vida de

prateleira desses alimentos e apresentando maior qualidade.

A embalagem é um fator importante na conservacdo dos alimentos e tem
recebido cada vez mais importancia devido as novas tendéncias de compra (via
internet) e internacionalizacdo dos supermercados, que resulta no aumento da
distancia de distribuicdo e na necessidade de aumentar o periodo de
armazenamento dos produtos (VERMEIREM, et al. 1999; SONNEVELD, 2000;
SUPPAKUL, et al., 2003).

O desenvolvimento da embalagem comega com a origem do homem (MOURA
et al., 1990). Talvez a importancia dela tenha sido entendida quando ele observou a
facilidade de deterioracdo dos alimentos quando eles estavam sem algum tipo de
invllucro. Os primeiros habitantes da terra precisavam também transportar e
armazenar principalmente dgua e comida,mas eles enfrentavam muitas dificuldades
no transporte, em consequéncia comecaram a aprimorar cada vez mais as formas

de embalagens.

As embalagens apresentam uma enorme variedade de formas, modelos e
materiais de acordo com o produto a ser embalado. Isso explica a interligacdo da
embalagem com o produto, ndo conseguindo considerar um sem o outro. Elas séo
importantes tanto para a distribuicdo de produtos industrializados, como para

diminuir a perda de produtos primarios e sua preservacdo (MOURA et al., 1990).

Tradicionalmente, a embalagem deve ajudar na manutencdo da qualidade do
alimento até seu estado final de processamento. No sentido convencional, ela deve
aumentar a seguranca do alimento de acordo com os mecanismos de barreiras a

contaminagcdes e prevencdo de migracdo de seus proprios componentes para o
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Capitulo 1 - Introdugéo

alimento. A embalagem normalmente deve ser inerte para o produto empacotado,
mas para que essa embalagem tenha potencial para contribuir a qualidade, retencéo
e protecdo é preciso um melhor estudo desta (ROONEY, 2005; AZEREDO, 2000).

As ocorréncias de manifestacdes microbianas nos alimentos, principalmente
derivados de leite e produtos carneos, vém conduzindo ao desenvolvimento
inovador de tecnologias para inibicdo desse crescimento nos alimentos. Uma opc¢ao
€ usar um empacotamento que forneca uma margem de seguranca e qualidade
maiores, onde ocorra a interacdo com o produto, modificando alguma propriedade,
objetivando uma maior seguranca do alimento. A geracao seguinte de embalagens
de alimentos pode incluir materiais com propriedades antimicrobianas, conhecidas
como embalagens ativas. Estas tecnologias podem desempenhar um papel
importante no tempo de conservacdo dos alimentos e reduzir o risco dos
microrganismos patogénicos (APPENDINI & HOTCHKISS, 2002; MORAES et al.,
2007).

As embalagens ativas ndo devem ser confundidas com as embalagens
inteligentes, as quais informam ou comunicam-se com 0 consumidor a respeito das
propriedades atuais do alimento, ou aspectos dos registros de sua histéria
(ROONEY, 2005). As embalagens ativas representam um conceito inovador e
podem ser definidas como uma modalidade de embalagem no qual a embalagem, o
produto e o ambiente interagem para prolongar a vida util ou realcar a seguranca

das propriedades sensoriais do produto.

As embalagens antimicrobianas abrangem todas as técnicas de embalagem
usadas para controlar o crescimento microbiano em um produto alimenticio. Estas
incluem os materiais da embalagem, as peliculas e 0s revestimentos comestiveis
gue contém os agentes antimicrobianos e igualmente as técnicas que modificam a
atmosfera dentro da embalagem (CHA & CHINNAN, 2004).

A incorporacdo de substancias antimicrobianas em filmes plasticos tem como
finalidade a liberacdo gradual destes sobre a superficie do alimento, impedindo ou
inibindo o crescimento de microrganismos, aumentando assim, a vida de prateleira e
ampliando aspectos da seguranca, ao atuar sobre microrganismos patogénicos
(VERMEIREN et al., 2002).
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Capitulo 1 - Introdugéo

Existem muitos estudos relacionados com embalagens antimicrobianas, seus
agentes e microrganismos que podem ser inibidos com esse tipo de embalagem. A
atividade antimicrobiana de zeolitas impregnadas com prata € estudada por diversos
autores, despertando o interesse a nivel industrial e comercial. Porém, sdo poucos
os relatos da producao de filmes de resinas termoplasticas impregnados com zedlita
contendo prata. Os poucos estudos encontrados sdo referentes a filmes plasticos

utilizados na area da saude.

Face a relevancia dos estudos relacionados a obtencdo de produtos
alimenticios seguros e saudaveis, dando énfase a utlizacdo de aditivos
antimicrobianos, o presente trabalho teve como objetivo o preparo de filmes
antimicrobianas a base de filmes de polietileno contendo zedlitas impregnadas com

ions prata.
Dentre os objetivos especificos, destacam-se as principais etapas do estudo:

e Estudar a estabilizacdo da prata na sua forma oxidada através de materiais

zeoliticos

e Caracterizar a zeélita impregnada com prata com diferentes técnicas

instrumentais

e Avaliar a atividade antimicrobiana de zedlitas impregnadas com diferentes

teores de prata

e Preparo e caracterizacdo de filmes poliméricos a base de polietileno com
diferentes relacdes zedlita — polimero

¢ Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes poliméricos incorporados com

zeodlitas.

Esta dissertacéo esta dividida em seis capitulos. No Capitulo 2 é apresentada
uma breve revisdo da literatura referente as zedlitas, polimeros e embalagens ativas.
O Capitulo 3 apresenta uma descricdo dos materiais e dos métodos utilizados. Os
resultados experimentais obtidos foram reportados e discutidos no Capitulo 4. No
Capitulo 5 sdo apresentadas as conclusdes e sugestdes pertinentes ao trabalho

desenvolvido e, por fim, as referéncias bibliograficas, apresentadas no Capitulo 6.
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Capitulo 3 — Materiais e métodos

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Embalagens Antimicrobianas

A industria alimenticia procura sempre desenvolver produtos com qualidade e
seguranca para atender a um mercado cada vez mais exigente. A crescente
observacdo de intoxicacbes veiculadas por alimentos, destacando-se aquelas
causadas por microrganismos, motiva as empresas que industrializam alimentos a
buscar novas barreiras ao crescimento de microrganismos patogénicos. Neste
contexto, pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de materiais antimicrobianos
para aplicacdes em alimentos vém crescendo significativamente nos ultimos anos.
Esta tecnologia pode ser considerada inovadora e desafiadora, mas promete ser um
ramo promissor na industria de alimentos gerando um impacto significante no tempo
de conservacao e seguranca alimentar (QUINTAVALLA & VICINI, 2002; ROONEY,
2005; SUPPAKUL et al., 2003).

Os alimentos, industrializados ou ndo, mantém-se em constante atividade,
manifestada por alteragbes de natureza quimica, fisica, microbiolégica ou
enzimatica, podendo levar a perda de qualidade e reducédo da vida de prateleira.
Destas alteracfes, a mais preocupante é a microbiolégica. O crescimento
microbiano € um problema grave que nos alimentos solidos ou semi-sélidos ocorre
primeiramente na superficie (HAN, 2005; QUINTAVALLA & VICINI, 2002; JAY,

1992).

Sabe-se que uma das funcdes das embalagens é preservar ao maximo a
qualidade do produto, criando condi¢bes que minimizem alteragdes provenientes do
ambiente, quimicas, bioquimicas e microbiolégicas. Contudo, o conceito tradicional
de que esta funcdo deve ser exercida sem a interacdo entre as embalagens e o
produto vem sendo superado frente a novas tecnologias que estdo sendo
desenvolvidas nas ultimas décadas, que justamente se opbe a esse conceito
propondo a interacdo entre a embalagem e o produto. Embalagens com estas
caracteristicas sao conhecidas como embalagens ativas, pois além de atuarem

como uma barreira a agentes externos apresentam alguma outra funcdo. Essas
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Capitulo 3 — Materiais e métodos

embalagens ativas procuram corrigir deficiéncias presentes nas embalagens
convencionais. Neste segmento, nos ultimos anos, estd sendo destacado o uso de
agentes antimicrobianos nas embalagens (OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2004).

O agente antimicrobiano interage com o produto ou o espaco livre entre a
embalagem e o sistema do alimento atuando na reducéo, inibicdo ou retardamento
do crescimento desses microrganismos, que podem estar no alimento ou no préprio
material de embalagem (GONTARD, 1997; APPENDINI & HOTCHKISS, 2002;
OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2004).

As embalagens antimicrobianas sdo preparadas pela incorporacdo de
substancias antimicrobianas ao polimero, ou com o0 uso de materiais poliméricos
antimicrobianos. E eles podem ser incorporados ao sistema de embalagem atraves

simples mistura com o material, imobilizacdo ou recobrimento.

bY

Os sistemas de embalagem antimicrobianos sao benéficos a industria de
alimentos e aos consumidores, pois podem alterar a fase lag, aumentado-a, e
reduzindo a velocidade do crescimento dos microrganismos (HAN, 2002). Nos EUA,
Japao e Australia, o conceito de embalagens ativas esta sendo aplicado com
sucesso. Na Europa, o desenvolvimento e a aplicagéo deste tipo de embalagem sé&o
limitados devido a restricbes de legislagcdo, medo ou resisténcia do consumidor,
necessidade de maior conhecimento sobre a efetividade, impacto econdémico e

ambiental (VERMEIREN et al., 2002).

Os filmes antimicrobianos sao divididos em dois grupos, onde no primeiro o
agente migra para a superficie do produto, enquanto que no segundo nao é
necessaria a migracdo do produto para eles serem efetivos contra o crescimento
microbiano superficial. Nos dois casos ocorre a necessidade de contato intenso
entre o produto e o agente antimicrobiano (VERMEIREN et al., 2002; SUPPAKUL et
al., 2003). O controle da taxa de migracao do agente antimicrobiano da embalagem
para o alimento € importante, deve ser capaz de controlar o crescimento microbiano
e manter a concentra¢do do principio ativo acima da concentragdo inibitoria minima
(BRODY et al., 2001).

O desenvolvimento dos sistemas de empacotamento antimicrobiano segue
diversas considerac¢des (QUINTAVALLA & VICINI, 2002). A maioria dos sistemas de
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empacotamento de alimentos representa um sistema de embalagem/alimento ou um
sistema  embalagem/espago  livre/alimento  (Figura 1). Um  sistema
embalagem/alimento € um produto alimenticio sélido em contato com o material de
embalagem ou um alimento com pouca viscosidade ou ainda liquido sem espaco
livre. A difusdo entre o material de embalagem e o alimento e a divisdo entre eles
sdao fenbmenos principais da migracdo desse sistema. Agentes antimicrobianos
podem ser incorporados inicialmente nos materiais de embalagem e migrar para o

alimento por difusao.

Ainda, os sistemas que envolvem embalagem/espaco livre/alimento sao
representados por alimentos embalados em filmes flexiveis. A evaporacdo ou
distribuicdo equilibrada de uma substancia entre o espaco livre, o material da
embalagem e o alimento, tem que ser considerada como mecanismo principal da
migragao para estimar a distribuigéo interfacial da substancia. Uma substancia ativa
temporaria pode ser usada nestes sistemas, podendo migrar pelo espaco livre e

pelas aberturas de ar entre a embalagem e o alimento (HAN, 2000).

Embalagem Alimento Embalagem Espago livre

> >
Difusdo Equilibrio Equilibrio

= Evaporagao

Sorgio
Difusao >

Imobilizagdo - o
Quimica Quimica

Figura 1 — Sistemas de embalagem de alimentos e comportamento relativo de
substéancias ativas (adaptado de QUINTAVALLA & VICINI, 2002).

Existem varios tipos de embalagens antimicrobianas (Figura 2) (APPENDINI &
HOTCHKISS, 2002):

- Adicdo de saches contendo agentes antimicrobianos volateis temporarios nas
embalagens. As almofadas absorventes sdo usadas nas bandejas para

empacotamento de carnes absorvendo a agua presente. Neste segmento, existem
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ainda os absorventes de oxigénio e umidade utilizados em padarias e na
embalagem de produtos carneos para impedir a oxidacdo e condensacdo da agua.
N&o sdo agentes antimicrobianos, mas a reducdo de oxigénio e da atividade de

agua inibe o crescimento microbiano.

- Incorporagdo de agentes antimicrobianos diretamente nos polimeros. Aplicados
comercialmente em drogas, inseticidas, materiais téxteis, implantes cirargicos e

outros dispositivos médicos.

- Antimicrobianos de revestimento ou de fixacdo na superficie do polimero.

Utilizados para revestir frutas e hortalicas.
- Imobilizacao de antimicrobianos por ions ou por ligacdes covalentes no polimero.

- Uso de polimeros que séo inerentemente antimicrobianos.

Existem ainda os revestimentos comestiveis antimicrobianos que sao
componentes do alimento, onde estdo inseridos 0s agentes antimicrobianos
naturais. Sao formados por pelo menos um componente capaz de formar uma matriz
continua como polissacarideos, proteinas ou lipideos. Elas apresentam uma enorme
variedade de aplicacbes dependendo de suas propriedades. Podem apresentar
algumas funcbes tais como controle de trocas gasosas, de entrada de &gua,
umidade, retencéo de aditivos promovendo uma resposta funcional significativa na
superficie do produto entre outras (ROONEY, 2005; AZEREDO et al. 2000; CUQ et
al., 1995).
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Figura 2 - Maneiras possiveis de construir sistemas de embalagem antimicrobianos
nos alimentos: A — Uso de materiais de embalagem antimicrobianos; B —
Revestimento antimicrobiano em embalagens convencionais; C — Imobilizagédo de
agentes antimicrobianos em materiais de embalagem poliméricos; D — Uso de
bandejas ou almofadas antimicrobianas; E — Uso/Insercdo de saches contendo
agentes antimicrobianos temporarios; F — Revestimento comestivel antimicrobiano
nos alimentos (adaptado de HAN, 2003).

A escolha da forma ideal do empacotamento antimicrobiano a ser tomada é
feita baseando-se em varios fatores cruciais. O mais importante € a exigéncia do
alimento, seguida pela forma da embalagem e as exigéncias do agente ativo
(ROONEY, 2005). Além destes aspectos, deve-se levar em consideracdo também: o
tipo de agente antimicrobiano a incorporar e que atuard& como mecanismo de
inibicdo, a natureza quimica do agente, as caracteristicas fisico-quimicas do
alimento, fisiologia do microrganismo alvo e a microflora do alimento, a cinética de
migracdo do agente antimicrobiano ao alimento, o ambiente e temperatura de
estocagem, o processo de fabricagcdo do filme, a toxidez e aspectos regulatorios,
propriedades sensoriais do agente e adequacdo ao processo da embalagem

antimicrobiana.
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2.1.1 Agentes antimicrobianos

A maioria dos sistemas de embalagem dos alimentos consiste no produto
alimenticio, atmosfera do espaco livre e materiais de empacotamento. Algum destes
trés componentes do sistema de embalagem pode possuir um elemento
antimicrobiano. O uso de embalagens com agentes antimicrobianos é mais eficiente,
pela lenta migracdo dos agentes do material de embalagem para a superficie do
alimento. Se um agente pode ser liberado do filme durante um periodo prolongado, a
atividade pode igualmente ser prolongada na fase de transporte, armazenagem e
distribuicdo (QUINTAVALLA & VICINI, 2002).

O desenvolvimento desses materiais com habilidade de inibir o crescimento
microbiano foi de grande interesse nos ultimos anos e seu potencial em produtos
como pinturas, artigos de cozinha, utensilios escolares e hospitalares foram
estudados. Novos materiais para embalagens antimicrobianas estdo sendo
desenvolvidos continuamente. Varios compostos naturais e sintéticos tem tido seu
potencial antimicrobiano analisado dentro deste conceito, a exemplo de ions
metdlicos, acidos organicos, bactericidas e fungicidas. Alguns agentes quimicos
existem naturalmente nas plantas ou produtos fermentados, mas sdo sintetizados
principalmente quimicamente e categorizados como aditivos quimicos, além dos
agentes antimicrobianos comestiveis (MAGANA et al., 2007; MORAES et al., 2007;
CHA & CHINNAN, 2004).

Pesquisas necessitam ser conduzidas para as diferentes aplicacbes em
alimentos, a fim de se avaliar a potencialidade tecnolégica, econdmica e de
seguranca dos alimentos (SOARES et al., 2004). Os varios agentes antimicrobianos
podem ser adicionados em sistemas e em materiais convencionais criando
embalagens antimicrobianas diversas (YAMADA, 2004). Eles podem ser
classificados em dois grupos: agentes quimicos e naturais. (Tabela 1). Os agentes
guimicos podem ser misturados com outros ingredientes do alimento, incorporados
em aditivos da embalagem ou introduzidos na atmosfera entre a embalagem e o

alimento. Os agentes naturais podem apresentar além da atividade antimicrobiana
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outra vantagem como atividade antioxidante, mas podem também apresentar

problemas no que diz respeito ao sabor.

Tabela 1 — Exemplos de agentes antimicrobianos potenciais para sistemas de

embalagem antimicrobiana de alimentos (adaptado de SUPPAKUL et al., 2003;

YAMADA, 2004).

CLASSE EXEMPLOS DE AGENTES ANTIMICROBIANOS

Acidos
organicos

Sal de acido
Anidrido acido
Acido para
benzdico
Alcool
Bacteriocinas
Acidos graxos
Ester de &cido
graxo

Agente
guelante
Enzimas

Metal
Antioxidantes

Antibidtico
Fungicida
Sanitizante
Polissacarideo
Fendlicos
Oleos volateis
de plantas

Acidos acético, benzoico, latico, citrico, malico, propidnico,
sérbico, succinico, tartarico

Sorbato de potéassio, benzoato de sédio

Anidrido sorbico, anidrido benzdico

Propil parabeno, metil parabeno, etil parabeno

Etanol

Nisina, pediocina, subtilina, lacticina
Acido laurico, acido palmitoléico
Glicerol mono laurato

EDTA, citrato, lactoferrina

Lisozima, glicose oxidase, lactoperidoxidase

Prata, cobre

Butil-hidréxi- anisol, butil-hidroxi-tolueno, terc-butil-hidroxi
qguinona, sais de ferro

Natamicina

Benomil, imazalil, diéxido de enxofre

Ozbnio, diéxido de cloro

Quitosana

Catequina, cresol, hidroguinona

Alil isotiocianato, cinamaldeido, eugenol, linalool, terpineol, timol,
carvacrol

Entretanto, um dos produtos mais discutidos e estudados é a zedlita onde ions

de sodio séo substituidos por ions de prata, convertendo atividade antibacteriana ao

material. Elas apresentam poros que permitem a retencdo, no interior de sua rede

cristalina, de moléculas de dimensado inferiores as dimensbes de seus poros e

cavidades, criando um fendmeno de adsorcdo seletiva. Os ions de prata sdo
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absorvidos pelas células microbianas que interrompem a atividade enzimética das
células (OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2004; BRODY; STRUPINSK; KLINE, 2001).

No Japéao a zeolita com prata tem sido utilizada como o agente antimicrobiano,
podendo ser incorporada em plasticos utilizados em material hospitalar, e em
polimeros como polietileno, polipropileno, estireno de nylon e butadieno, em
concentragbes de 1 a 3%. Ela também é impregnada em ceramica revestida
manufaturadamente e é usada para preservacdo de alimentos, desinfeccdo de
produtos médicos e descontaminacdo de materiais. (BRODY et al.,, 2001,
SUPPAKUL et al., 2003; KOURAI et al., 1994; KAWAHARA et al., 2000).

Estes materiais ja s@o utilizados em catéters, no controle de infeccdes nos
aparelhos urinarios e em materiais odontolégicos (MATSUMURA et al., 1997). Uma
das vantagens em utilizar as zedlitas é que elas possuem forgca mecéanica elevada

além da boa estabilidade térmica e quimica (CIOBANU et al., 2007).

O uso de agentes antimicrobianos deve seguir as recomendacdes e aprovacao
de agéncias reguladoras. Ele deve ser classificado como um aditivo de embalagem,
substancia de contato com alimentos ou como ingrediente ou aditivo de alimentos
(AZEREDO et al., 2000). Diversas substancias ja foram aprovadas pelo FDA (“Food
and Drug Administration”), nos Estados Unidos. No Brasil a legislagédo ainda n&o se
pronunciou em relacdo aos aditivos nas embalagens. A Agéncia de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) vem fazendo reunides para definir o posicionamento em relagcéo
as embalagens antimicrobianas (SUPPAKUL, et al., 2003).
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2.1.2 Prata como agente antimicrobiano

A atividade bactericida do ion de prata € conhecida ha muito tempo, sendo
utilizada em uma grande variedade de compostos como agentes topicos aplicados
para tratamento de queimaduras e de infec¢des oculares, além de ser utilizada como
aditivo em materiais odontol6gicos e polimeros para embalagens de alimentos,
dentre eles polietileno, polipropileno e poliamida (MATSUMURA et al., 2003;
PEHLIVAN et al., 2005; KAWAHARA et al., 2000; RADHESKUMAR & MUNSTEDT
2006).

A emergente resisténcia e toxicidade de alguns materiais antimicrobianos
realcaram o interesse no uso da prata como agente antimicrobiano. Ela possui
propriedades originais, que a diferenciam de outros aditivos antimicrobianos, como
elevada estabilidade térmica, atividade em longo prazo e se comparada com outros
metais pesados, é relativamente menos tdxica ao ser humano com grande atividade
antimicrobiana em baixas concentracdes. O risco de desenvolvimento de resisténcia
€ completamente baixo (RADHESHKUMAR & MUNSTEDT, 2006; AWUAH et al.,
2007; DAMM et al., 2008).

Os ions de prata atuam sobre uma grande variedade de bactérias, fungos e
leveduras, por meio da alteracdo de seus metabolismos. Seus ions inativam as
membranas das proteinas resultando na falha do DNA, igualmente ajudam na
geracdo de espécies reativas de oxigénio. Os ions de prata ddo forma a complexos
com enxofre, nitrogénio ou oxigénio atuando dentro das bactérias, podendo conduzir
a defeitos na divisdo celular de modo que o plasma seja perdido (MATSUMURA et
al., 2003; OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2004; AWUAH et al., 2007; DAMM et al., 2008).

Em 9 de junho de 2000 a tecnologia do ion de prata recebeu a aprovacédo da
Agéncia de Medicamentos e Alimentos (AMA) para alimentos e polimeros no
mercado dos EUA (QUINTAVALLA & VICINI, 2002). Em uma concentracdo de pg L™
em agua ja podem matar bactérias, sendo esta concentracdo abaixo do nivel de
toxicidade que é de 10 mg de ions de prata por litro de agua (SCHIERHOLZ et al.,
1998; SCHIERHOLZ et al., 1999).
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A propriedade antimicrobiana da prata € relacionada com a quantidade de
prata e a taxa de prata liberadas. A prata em seu estado metalico (Ag®) é inerte, mas
reage com a umidade na pele ou alimento em que estd em contato e comeca a
ionizar se tornando altamente reativa (Ag*) (LANSDOWN, 2002; CASTELLANO et
al., 2007).

Por causa destas propriedades particulares, a prata vem sendo incorporada em
diferentes materiais como polimeros ou revestindo polimeros e em zeolitas
conduzindo frequentemente a geracdo de materiais antimicrobianos. Os filmes
contendo prata precisam liberar esses ions de prata para o0 ambiente onde se
encontre o microrganismo, e esta condicdo € realizAvel em meio aquoso onde
havera interacdo entre as moléculas de agua e a prata produzindo os ions de prata
gue realmente serdo ativos (KAWASHITA et al., 2000). S&o propostas substancias
poliméricas que contenham grupos funcionais organicos onde ocorra a troca iénica

retendo os ions metalicos.

RADHESKUMAR & MUNSTEDT (2006) obtiveram eficacia antimicrobiana do
polipropileno contendo prata, entretanto, observaram que sua atividade seria
prolongada se a mesma estivesse suportada em algum material. Neste contexto,
estdo sendo utilizados os materiais zeoliticos, que atuam como um reservatorio
inorganico. Eles sdo utilizados como materiais suportes para a prata, fornecendo
canais para as moléculas de agua, melhorando a incorporacdo da matriz do
polimero e dando caracteristicas de difusdo. Dessa forma, os ions de prata sdo
liberados de uma forma controlada (MATSUURA et al., 1996; ABE et al., 2004).

A boa permutabilidade dos ions de prata na zedlita pode ser explicada pela
polaridade elevada dos ions de prata. A carga eletrostatica da estrutura da zeolita é
capaz de polarizar os ions de prata de modo que se transformem em dipolos
direcionando sua carga positiva para a extremidade carregada da estrutura
(PEHLIVAN et al., 2005). O processo de liberagcdo do ion de prata do material
zeolitico é composto de trés processos: difusdo da agua no composto, reacao entre
as moléculas de prata e dgua formando ions de prata e a migracdo dos ions de
prata através do composto que conduz a liberacdo do agente ao ambiente da
embalagem. O portador do material pode ser eficaz acelerando a difusédo das
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moléculas de 4gua e a migracdo dos ions de prata através de matriz do polimero
(RADHESHKUMAR & MUNSTEDT, 2006; MATSUMURA et al., 2003).

No Japdao, as zedlitas contendo ions de prata sdo de grande interesse para 0s
fabricantes que podem aplicar compostos antimicrobianos em seus produtos, e ja
séo utilizadas em materiais como escovas dentais, utensilios de cozinha, brinquedos
para criancas e instrumentos médicos (MATSUMURA et al., 2003; PEHLIVAN et al.,
2005). Estudos demonstram que a incorporacdo de Zeolita-Ag em polimeros como
polietileno é suficiente para reduzir, na superficie do plastico, o nimero de células de
bactérias em 24 horas. Como a Ag-zedlita apresenta alta resisténcia térmica, esta
pode ser incorporada aos polimeros por extrusdo (BRODY; STRUPINSK; KLINE,
2001).

Outra forma do uso da prata como agente antimicrobiano é na forma de
nanoparticulas. O uso das nanoparticulas estd ganhando impeto neste século pelas
propriedades quimicas, Oticas e mecanicas. Elas sdo consideradas promissoras
devido a sua grande éarea superficial e ja estdo sendo utilizadas como droga
desinfetante (RAI et al., 2009).

2.1.3 Incorporacéo de antimicrobianos em embalagens plésticas

Os trabalhos relacionados com embalagens antimicrobianas consideram a
estrutura de monocamada, ou que a camada interna tenha atividade antimicrobiana
e a externa acado de barreira e estrutura. Seria de grande importancia a ampliacao
de estudos sobre multicamadas. A primeira camada, externa, previne a perda de
substancias ativas para o ambiente e atua como barreira e protecdo; a segunda,
intermediaria, contendo o agente antimicrobiano; e a terceira, interna e em contato
com o alimento, ser preparada em termos de difusividade e espessura para controlar
o crescimento do microrganismo (BUONOCORE, 2005).

A base fundamental para os sistemas de embalagens ativas, com acé&o
antimicrobiana, € a incorporacdo de substancias antimicrobianas no polimero, e que

atuem sobre o alimento sob uma das duas formas: o antimicrobiano & imobilizado, e
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atua apenas na superficie de contato, ou quando o material ativo € colocado em
contato com a umidade do alimento, o antimicrobiano é liberado e atua sobre o
mesmo. Em ambos o0s casos, 0 objetivo do sistema é aumentar a vida de prateleira
do alimento inibindo o crescimento microbiano e conservando suas propriedades
sensoriais (BUONOCORE, 2005).

Os controles de migracdo para a superficie do alimento e a cinética de
crescimento do microrganismo alvo sdo muito importantes e precisam ser avaliadas
adequadamente. Quando a taxa de migracdo do antimicrobiano € maior do que a
taxa de crescimento do microrganismo, a concentragdo do agente sera inferior a
concentracdo inibitéria minima (CIM) antes do término do periodo de estocagem
esperado. Consequentemente 0 microrganismo ira crescer apdés a reducdo do
agente. Por outro lado, quando a taxa de migracdo for muito lenta, o microrganismo
crescera antes da migracao do agente antimicrobiano. A concentracdo do agente na
superficie do alimento depende da taxa de migracdo, e é altamente dependente
solubilidade do antimicrobiano no alimento. Deve-se conhecer o perfil de migracéo
do agente e este precisa ser controlado para se obter acdo antimicrobiana constante

e acima da CIM durante toda vida de prateleira do alimento (HAN, 2003).

2.2 Polietileno de baixa densidade (LDPE)

O polietileno é um polimero parcialmente cristalino, flexivel, cujas propriedades
sdo acentuadamente influenciadas pela quantidade relativa das fases amorfa e
cristalina. As menores unidades cristalinas, lamelas, sdo planares e consistem de
cadeias perpendiculares ao plano da cadeia principal e dobradas em zig-zag, para
cada 5 a 15nm, embora haja defeitos que sao pouco frequentes (COUTINHO, et al.,
2003). Ele é o plastico mais barato usado na fabricacdo de embalagens. E inodoro,
insipido, atéxico e biologica e quimicamente inerte (MOURA, 1990).

Dependendo das condi¢des reacionais e do sistema catalitico empregado na
polimerizagdo, cinco tipos diferentes de polietilenos podem ser produzidos:
Polietileno de baixa densidade (LDPE); Polietiieno de alta densidade (HDPE);
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Polietileno linear de baixa densidade (LLDPE); Polietileno de ultra alto peso
molecular (UHMWPE) e Polietileno de ultra baixa densidade (ULDPE) (COUTINHO
et al., 2003).

Dentre eles, o polietileno de baixa densidade que foi utilizado neste trabalho, &
um polimero parcialmente cristalino (50 — 60%), cuja temperatura de fusédo (Tf) est4
na regido de 110 a 115°C. A espectroscopia na regido do infravermelho revela que o
polietileno de baixa densidade contém cadeias ramificadas de dois tipos diferentes.
O primeiro possui ramificacbes devido a transferéncia de cadeia intermolecular
(PEREIRA, et al., 1997). Essas ramificagcbes sdo na maioria das vezes, tdo longa
quanto A cadeia principal do polimero (Figura 3). Esse tipo de ligacdo tem um efeito

acentuado sobre a viscosidade do polimero em solucéao.

" A
|
Ri-CHp G-+ Rp—C—CHz'Rs  ——> Ry CHyCH; + R,—C—CH,Rs

H H I‘-I
Cadeia Propagante Molécula Morta Molécula Morta ,
de Polimero de Polimero Cadeia Propagante

Figura 3 — Exemplo de ramificagfes devido a tranferéncia de cadeia intermolecular.

O segundo possui ramificacdes devido a transferéncia de cadeia intramolecular
(Figura 4). Essas ramifica¢des curtas sao principalmente n-butila, porém grupos etila
e n-hexila, em menores propor¢des, também sdo formados pela transferéncia de
cadeia intramolecular, mostrado na Figura 4 (BILLMEYER, 1984; PEREIRA et al.,
1997).
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Figura 4 — Exemplos de ramificagbes devido a transferencia de cadeia

intramolecular.

A ampla utilizacdo do polietileno se deve ao seu baixo custo, caracteristicas
fisicas, quimicas e elétricas. O polietileno de baixa densidade tem sido largamente
utilizado como isolante elétrico. Ele pode ser processado por extrusdo, moldagem
por sopro e moldagem por injecdo. Assim sendo, é aplicado como filmes para
embalagens industriais e agricolas, filmes destinados a embalagens de alimentos
liguidos e sélidos, filmes laminados e plastificados para alimentos, embalagens para
produtos farmacéuticos e hospitalares, brinquedos e utilidades domesticas,
revestimento de fios e cabos, tubos e mangueiras (COWIE, 1991; Catalogos de
produtos OPP, 2000).

2.3 Zedblitas

Ao se falar de zedlitas se faz referéncia a uma familia de minerais que séo
aluminosilicatos hidratados altamente cristalinos que ao se desidratar transformam-
se, num cristal ideal, em uma estrutura porosa com diametro de poros que vao
desde 3 a 20 A é obtida. Faz-se referéncia também a uma familia de minerais
naturais ou sintéticos aos quais teriam propriedades de troca de ions e dessor¢cao
reversivel de agua, dando assim origem a palavra zedlita que é a unido das palavras
gregas, Zeo: que ferve e Lithos: pedra. Elas apresentam uma grande variedade de
minerais tanto sintéticos como naturais que possuem caracteristicas estruturais
comuns. O corpo cristalino é formado pela combinacéo tridimensional de tetraedros

TO4 onde T= Si, Al, B, Ga, Ge, Fe, P, Co, etc, 0s quais se unem por meio de atomos
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de oxigénio comuns (MARTINEZ, 2002). Os tetraedros enlagcados contém cavidades
na forma de canais e caixas, que comumente estdo ocupadas por moléculas de
agua e cations. A estrutura pode ser interrompida por grupos (OH, F) que ocupam o0s
vértices dos tetraedros adjacentes. Estes canais sdo suficientemente largos para
permitir a passagem de espécies hospedeiras. Sua desidratacdo ocorre geralmente
em 400°C e é amplamente reversivel (GIANNETTO, et al., 2000).

Este tipo de estruturas microporosas faz com que as zedlitas tenham uma
superficie interna muito maior que a superficie externa. Os microporos destes
sOlidos sdo abertos e sua estrutura permite a transferéncia de material daquelas
moléculas que tenham dimensdes menores com certo valor critico no qual pode
variar de zedlita para zedlita. As Zedlitas podem ser classificadas por seu tamanho
de poro 6 (MEIER & OLSON, 1996):

Extragrande 6 >20 A
Grande 6 A<8<20A
Médio 5A<B8<6A

Pequeno3A<B8<5A

Para melhor compreensao das zedlitas como materiais, é necessario levar em
conta dois aspectos importantes: conhecer sua composi¢do quimica e entender sua
estrutura cristalina. Recordando que uma estrutura cristalina se define como o
arranjo espacial dos atomos numa célula unitaria e sua relacdo entre eles, para
mostrar as distancias e os angulos interatdmicos. A forma mais simples de conhecer
as zedlitas é por meio de sua unidade estrutural basica, que é a configuracédo
tetraédrica de quatro &tomos de oxigénio ao redor de um atomo central geralmente
Si e Al (TOy).

E complicado visualizar estruturas completas e densas com a simples
combinacéo de tetraedros de SiO, e AlO4 E por isso que se recorrem as SBU que
sdo Unidades Secundarias de Construcdo, que sdo originadas pela unido de

tetraedros que ao se combinarem conduzem a diferentes estruturas de zedlitas. Um
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exemplo é a caixa sodalita que, quando unida de formas diferentes, origina

diferentes estruturas, tais como a da zedlita Y e a Faujasita como na Figura 5 (IZA).
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Figura 5 - Unidades secundarias de constru¢do SBU (DYER, 1988)

Partindo destas SBU se faz uma classificacdo estrutural das zedlitas, onde
cada grupo ou familia est4 caracterizado por uma SBU particular. Mas em alguns
casos as zedlitas podem ser visualizadas mais facilmente por meio de unidades

poliédricas (Figura 6).

D4R D8R D8R

Figura 6 - Alguns poliedros presentes nas estruturas zeoliticas.
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As zedlitas sdo tdo interessantes, pois contam com um carater microporoso,
com poros de dimens@es uniformes, exercendo uma seletividade geométrica ou de
forma tanto nos estados reativos como nos estados de transicdo. Além disso,
possuem propriedades de transicdo, troca catidnica, acidez interna e alta
estabilidade térmica (ARENDS et al., 1997).

Sua capacidade de adsorcdo depende do volume e diametro de poros,
permitindo ser utilizada em processos de purificacdo, separacao, diminuir a dureza
de aguas domeésticas e industriais, e ainda serem utilizadas como suportes de
medicamentos e fertilizantes (MARQUEZ, 2000).

Processos de refinacdo, petroquimica e quimica fina utilizam zedlitas como
base de catalisadores devido a melhora na atividade e seletividade. As zedlitas séo
os catalisadores mais utilizados nas transformacdes de hidrocarbonetos em
refinacdo de petréleo e petroquimica, desempenhando também um papel importante
na protecao do meio ambiente, permitindo produzir de forma ecoldgica, combustivel
e produtos de base para a industria quimica (SHELDON, 1996; GIANNETTO, et al.,
2000).

2.3.1 Zeolita Y

A zedlita Y possui a mesma estrutura de outra zedlita chamada de X, a
diferenca esta na relacdo Si/Al. A zedlita X tem uma relacdo Si/Al compreendida
entre 1 e 1,5; enquanto que a zeolita Y tem relacdo Si/Al maior que 1,5. A estrutura
esta esquematizada na Figura 7 e apresenta dois sistemas de canais

interconectados entre si (IZA):

e um sistema formado pela unido de supercaixas o (diametro interno de
12,4A), a qual se ingressa por aberturas formadas por 12MR (anéis de 12
membros) de diametro igual a 7,8 A.

e Um sistema de canais formado pela conexao alternada de caixas sodalitas
(diametro interno igual a 6,6 A) e supercaixa o, 0 qual se penetra por

aberturas de 6MR de diametro igual a 2,2 A.
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Cavidade p
6,6 A

Cavidade o
125A

Figura 7 — Estrutura da zedlita Y.

Se este segundo sistema de canais, devido ao seu pequeno tamanho de
poro, é inacessivel para moléculas organicas e inorganicas, o primeiro € 0
suficientemente grande para permitir o acesso da maioria das moléculas organicas
normalmente utilizadas como reagentes.

Por isto, esta zeolita trocada por céations multivalentes e/ou sob forma
protbnica, lhe confere a grande utilizacdo industrial em numerosos processos de

refino e petroquimica, especialmente no cragueamento catalitico (SHELDON, 1996).

2.4 Métodos de Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

O desenvolvimento de embalagens antimicrobianas depende de métodos de
avaliacdo destas embalagens com relacdo a eficacia em reduzir a contagem
microbiana de alimentos, ou avaliar a capacidade da embalagem ativa em limitar o
crescimento do microrganismo. Existem varias técnicas para essa avaliagdo como
experimentos microbiolégicos, através da inoculacdo dos microrganismos alvos na
superficie do alimento, em contato com o material antimicrobiano e com a
estocagem. Entre 0os mais usados destaca-se o0 método de difusdo em placas e a
concentracéo inibitéria minima (CIM) (BRODY et al., 2001). No Japdo o método
padrao utilizado para avaliar a eficiéncia de produtos contendo agentes

antimicrobianos é o SIAA-1998, com as zedlitas contendo prata (APPENDINI &
HOTCHKISS, 2002).
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2.4.1 Antibiograma em Meio Sdélido

O método de difusdo em placas fornece informagdes sobre a sensibilidade ou
resisténcia de um microrganismo a um determinado agente antimicrobiano. Para o
teste, um disco de papel filtro € impregnado com o agente antimicrobiano ou o filme
antimicrobiano em concentracdes apropriadas e aplicadas sobre o meio de cultura
recém semeado com a bactéria a ser testada. O agente difunde-se pelo meio,
formando um gradiente decrescente de concentracdo a partir do disco. Se a bactéria
for sensivel ao agente, seu crescimento sera inibido, formando um halo de inibicdo
em torno do disco, caso contrario, a bactéria crescera normalmente (BARBOSA &
TORRES, 1998; BLACK, 2002).

O didametro da zona de inibicdo de crescimento bacteriano dependera da
habilidade da substancia em teste de se difundir uniformemente pelo meio de
cultura. Este método é reconhecido e satisfatorio para determinar a sensibilidade de
muitos microrganismos a determinados farmacos e suficientes quando o mecanismo
de resisténcia decorre da degradagdo enzimética do agente antimicrobiano pelo
organismo, embora forneca resultados semi-quantitativos, e de acordo com alguns
autores, qualitativos e nem sempre reprodutiveis (KATZUNG, 2003; KALEMBA &
KUNICKA, 2003).

2.4.2 Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM)

Segundo BARBOSA & TORRES (1998), a determinacdo da concentracao
inibitéria minima € um teste adequado para conhecer a concentracdo de um
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento de um dado microrganismo. Esta
concentracdo € um parametro orientador da conduta terapéutica, especialmente nos
casos de pacientes imunodeprimidos. Também €& uti em levantamentos

epidemiologicos de resisténcia e para a avaliagdo de novos antimicrobianos.

7

A concentragdo inibitéria minima (CIM) é definida como a menor

concentragdo de antimicrobiano que resulta na falta de crescimento de
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microrganismos visiveis (TORTORA et al., 2000). Pode ser determinada através de
métodos de contagem direta, tais como, microscopia e camaras eletrénicas ou por
métodos de contagem indireta como plaqueamento e contagem de unidades
formadoras de colbnias (UFC) e também em principios baseados na turbidez optica,
através das medidas de absorbancia em meio liquido adequado ao crescimento do
microrganismo selecionado, juntamente com o0 agente antimicrobiano em
concentracdes diferentes. Pesquisadores que utilizam o método de diluicdo estédo
normalmente interessados na determinacdo da CIM e somente em alguns casos
utilizam concentracdo letal minima (CLM) (PELCZAR et al.,, 1996; KALEMBA &
KUNICKA, 2003).

Métodos de diluicdo oferecem resultados quantitativos, podendo-se determinar
as concentracfes inibitdrias minimas (CIM), ainda que dependentes de muitos
fatores como temperatura, dispersdo em meios aquosos, tempo de incubacgéo e a
guantidade do inéculo utilizado no teste (BAGAMBOULA et al., 2004).

ApoOs a inoculagcédo das bactérias estudadas e das diferentes concentracfes de
antimicrobianos, as placas sdo incubadas em tempo e temperatura adequados.
Transcorrido o tempo determinado, interpreta-se os resultados obtidos e, a menor
concentragdo, que inibir o crescimento bacteriano corresponde a CIM. As medidas
de densidade 6ptica ou absorbancia sao feitas em espectrofotdmetros. Este método
€ considerado eficiente sendo bastante utilizado devido a sua rapidez e facilidade de
execucdo. Porém, mede células vivas e mortas, sofrendo interferéncias de
substancias presentes que absorvem a luz (BARBOSA & TORRES, 1998; BLACK,
2002; KALEMBA & KUNICKA, 2003).

MAGANA et al. (2008) avaliaram a atividade antibacteriana das
Montmorilonitas impregnadas com 30% (w/w) de prata (AgNOj3) para analisar o
crescimento da bactéria Echerichia coli e obtiveram valores de CIM de 2,5 mg mL™.
Enquanto que KAWAHARA et al. (2000) avaliaram a atividade antibacteriana de uma
zeolita comercial que é impregnada com prata (Zeomic) produzidas no Japédo e
obtiveram CIM entre 256 e 2048 pg/mL para Porphyromonas gingivalis, Prevotella

intermédia e Actinobacillus actinomycetemcomitans.
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Tendo em vista os fatos apresentados relacionados com a contaminagéo
antimicrobiana dos alimentos, e a importancia de se amenizar tal ocorréncia, este
trabalho justamente busca formas para reparar este mal causado por

microrganismos aumentando a seguranca do alimento.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Para realizacdo deste trabalho foi utilizada uma Zedélita Y comercial (CBV 100)

cedida pelo Instituto de Tecnologia Quimica de Valéncia — Espanha.

O microrganismo testado para atividade antimicrobiana foi a bactéria
Escherichia coli (ATTC 25922) (Gram-negativa) da colecdo do Laboratério de

Microbiologia da Universidade Regional Integrada — URI — Campus de Erechim

Nas analises microbioldgicas foram utilizados dois meios diferentes para
inoculacdo da bactéria: Luria Bentani (LB) para os testes de Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) contendo triptona (Vetec 10 g/L), extrato de levedura (Vetec 5¢g/L) e
cloreto de sodio (Reagen 5g/L), e o meio de cutura Agar Muller-Hinton (Merck

34 g/L) para os testes de difusdo em placas.

O material utilizado para a preparacdo dos filmes antimicrobianos foi o
Polietileno de Baixa Densidade (LDPE) cedido pelo Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O agente animicrobiano

utilizado foi o Nitrato de Prata (Merck).

Para os testes de solubilizacdo do polimero foram empregados os seguintes
solventes: ciclohexano (Nuclear), tolueno (Nuclear), benzeno (Reagen), acetato de
etila (Vetec), tetrahidrofurano (Nuclear), N,N-dimetilformamida (Nuclear), 1-metil, 2-

pirrolidona (Merck) e 1,2-diclorobenzeno (Merck).
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3.2 Métodos

3.2.1 Incorporacao da prata na Zeélita 'Y

A incorporagdo da prata na Zedlita Y comercial foi realizada pelo método de
troca ibnica. Em um sistema de refluxo foram adicionados aproximadamente 3g da
Zeolita e 50 mL de solucbes de Nitrato de prata nas concentracdes de 5, 1 e 0,5%.
Estes sistemas foram mantidos a 80°C em agitacdo magnética por 16 horas.
Posteriormente, a zedlita foi seca na estufa a 100°C e armazenada em recipientes

herméticos.

3.3 Técnicas de caracterizagcdo dos materiais

A caracterizacdo da Zedlita Y impregnada com prata foi realizada através de
diversas técnicas complementares como: Difracdo de Raios — X (DRX), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Emissdo de Raios — X por
Dispersao de Energia (EDX), Analise Textural por Adsorcéo de Nitrogénio, e Anélise
de Absorcdo Atdmica (AAS).

Os polimeros obtidos foram caracterizados por Andlise Termogravimétrica

(TGA), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e cor instrumental.

3.3.1 Difracéo de raios — X (DRX)

A difracdo de raios — X baseia-se no efeito da difracdo de raios — X nos planos

do reticulo cristalino do solido, segundo a Lei de Bragg:
A= 2d(h,k,|).sene

O difratbmetro de raios — X utilizado foi um DIFFRAKTOMETER modelo D5000

(Siemens), com filtro de Ni utilizando radiacdo Cu—ka (A = 1,54A). As anélises foram
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realizadas no Laboratdrio de Difratometria de raios - X - Instituto de Geociéncia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Emisséo de
Raios — X por Disperséo de Energia (EDX)

As andises de MEV e EDX foram realizadas em um microscopio eletrénico de
varredura JEOL, modelo SSZ 550 (Shimadzu) e JSM 5800, ambos operando em 20
kV, respectivamente. Cada amostra foi preparada pela deposi¢cao dos soélidos em fita
dupla face colada em um porta-amostra de aluminio e posterior metalizacdo com

ouro, realizadas na UFRGS.

3.3.3 Anélise Textural por Adsorc¢éo de Nitrogénio

A area superficial e o volume de poros foram calculados a partir das isotermas
de adsorcdo de nitrogénio a 77K usando um aparelho Quantachrome modelo
Autosorb 1IMP de amostras degaseificadas a 300°C por 8 horas, realizadas no
Laboratério de Catalise do Departamento de Engenharia Quimica, da Universidade
Estadual de Maringa (UEM).

3.3.4 Anélise de Absorcao Atémica por Plasma (AAP)

A analise quimica global foi realizada nas zedlitas utilizando um Espectrometro
de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (Spectro Ciros CCD, Spectro
Analytical Instruments, Alemanha) equipado com nebulizador pneumatico do tipo
“cross-flow” (Spectro Analytical Instruments), cAmara de nebulizagdo de duplo passo
(tipo Scott, Spectro Analytical Instruments) e tocha com injetor de quartzo (Glass

Expansion, Australia). O plasma foi gerado a partir de argbnio (99,996% de pureza,
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White Martins, Brasil). As condi¢cdes e operagcdo do ICP OES sao: poténcia do
gerador de radiofrequéncia 1400W, vazdo de argénio principal 14,0 L min™, vazao

de argdnio auxiliar e do nebulizador 1,0 L min™.

Os metais analisados foram: Na, Al, Si e Ag, realizadas no Laboratério de
Andlises Quimicas Industriais e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM).

3.3.5 Anélise Termogravimétrica (TGA)

As andlises Termogravimétricas (TGA) foram realizadas em um analisador
TGA Q50 V6.4 Build 193 no Laboratério de Reatividade e Catalise da UFRGS. As
amostras foram aquecidas no intervalo de 25 a 200°C com uma taxa de

aguecimento de 10°C/min, sob atmosfera de N,.

3.3.7 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas no equipamento modelo DSC-2100 (TA
Instruments) no Laboratério de Reatividade e Catalise da UFRGS. As amostras
foram aquecidas de 40°C a 180°C, mantendo-as nessas temperaturas durante 5
minutos. E em seguida, resfriadas até -20°C, sendo novamente aquecidas até 180°C

e, posteriormente resfriadas até 40°C, sob fluxo de nitrogénio (70 mL.min™).

3.3.7 Andlise de cor instrumental

Os parametros da descoloracdo consistem em trés medidas que sao valores de
L, a e b. L varia de 0 a 100, designando a transi¢éo de cor do preto (0) ao branco
(100). Os valores de a e b sédo a transicao do meio verde para vermelho e azul para

amarelo, respectivamente (PEHLIVAN et al., 2005).
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Como amostra de referéncia foi utilizada o filme de LDPE sem a incorporacao
de zedlita. Foram medidas também as intensidades dos filmes com diferentes
guantidades de zeodlia com e sem prata. As analises foram realizadas em um

colorimetro Minolta modelo CR400.

3.4 Atividade antimicrobiana da zedlita Y impregnhada com prata

A andlise da atividade antimicrobiana da zedlita foi realizada pelo método da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM), utilizando cepas de Escherichia coli. Para
determinar a CIM foi utilizado o método indireto de crescimento bacteriano através
de densidade 6ptica em meio de cultura liquido. A bactéria selecionada foi cultivada
em meio de cultura caldo Laria Bertani (LB) a teperatura de 37°C durante 24 horas.
Apods o crescimento da bactéria, 40uL do pré-inoculo foi inoculado em 4 mL de caldo
LB contendo diferentes quantidades de zeolitas impregnadas com prata. Apds este
procedimento de inoculagdo, os tubos foram incubados sob agitacdo reciprocante
por 24 horas em aproximadamente 32°C.

Nos periodos de 0 e 24 horas respectivamente, foram transferidas aliquotas de
120 pL da cultura bacteriana para microplacas de fundo chato, realizando-se trés
repeticdes de leitura para cada quantidade de zeodita utilizada no experimento. A
avaliacdo do crescimento microbiano foi determinada através da leitura de
densidade optica pelo leitor automatico de microplacas marca Bio-Tec Instruments
Inc., modelo EL800, acoplado em um computador com programa KcJunior, com
comprimento de onda de 490nm. As quantidades de zedlitas testadas foram de
0,025 a 25 mg de zedlita/mL.

3.5 Teste de lixiviagdo da prata no meio

Para avaliar o perfil da liberacdo de prata da zeolita e do polimero para o meio,
foram realizados testes de lixiviagdo seguindo 0 mesmo procedimento para atividade

antibacteriana descrito no item 3.2.3, entretanto ndo sendo utilizada a bactéria. Apos
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separar as zedlitas do meio por decantacdo, o sobrenadante foi analisado em
relacdo ao teor e prata por Espectrometria de Absorgdo Atbmica (AAS, VARIAN
modelo AA55) utilizando lampada de catodo oco (A = 328nm) e uma mistura de ar e

acetileno.

3.6 Preparo dos filmes poliméricos

Os filmes de polietleno (LDPE) foram preparados por dois métodos

diferentes: prensagem e solubilizacao.

As amostras foram prensadas de 80°C a 130°C, no equipamento Carver,
modelo 3710-ASTM, sendo utilizada pressao de 5 a 10 toneladas, com a finalidade
de se obter filmes com espessuras homogéneas (0,2 — 0,3 mm) e resfriadas a

temperatura ambiente realizadas na UFRGS.

Na solubilizacdo o polimero é dissolvido usando um solvente apropriado para
cada tipo de polimero. A solubilizacéo foi testada com varios solventes, a diferentes
temperaturas (0 a 120°C) por um tempo de 1 a 48 horas. Para os testes de
solublizacao adicionou-se 30 mL de 1,2-diclorobenzeno a 1g de LDPE, mantendo-se
a mistura sob refluxo a 120°C por 3 horas. Apés a homogeinizacdo do polimero, a
mistura foi espalhada em placa de Petri seguida da evaporacdo do solvente, em

temperatura ambiente, até completa solidificacao do filme.

3.7 Incorporacdo da Zedlita impregnada com prata no polimero

Seguindo o mesmo procedimento de solubilizacdo do LDPE descrito no intem
3.6, incorpora-se 1, 2, 3, 4, 5 e 10% de zedlita na solucdo polimérica a 120°C sob
agitacdo magnética. Apés a homogeinizacdo do antimicrobiano, polimero e solvente,
a mistura € espalhada em placa de petri para dar formato ao filme e evaporacao do
solvente, em temperatura ambiente, até completa solidificacéo do filme.
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3.8 Atividade antimicrobiana do polimero

Para realizagdo dos testes antimicrobianos do polimero foi utilizado o método
de difusdo em placas. Apés o procedimento de incorporacédo da zeolita impregnada
com prata no polimero e retirada do solvente para formacédo do filme, este foi
recortado em discos de 7 mm de diametro e realizada a difusdo em placas no meio

de cultura Agar Muller-Hinton (Merck).

Foram utilizados 100 pL da cultura bacteriana e espalhados em placas de petri
com o meio soélido. Em cada placa de petri foram inseridos 4 discos-testes de
polimero, e deixadas na estufa de 24 a 48 horas a 37°C. Foram realizados testes
com o polimero puro e com o polimero incorporado com zedlitas. As andlises foram

realizadas em triplicata.

ApOs este periodo foram verificados os diametros de halo como indicacédo de

atividade antimicrobiana.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados e discussdes referentes ao
preparo de filmes com propriedades antimicrobianas. Estes estdo divididos em
caracterizacdo da Zeolita impregnada com prata, determinacdo da atividade
antimicrobiana desta zedlita, caracterizagdo do polimero contendo a Zedlita

impregnada com prata bem como a andlise da sua atividade antimicrobiana.

4.1 Caracteriacdo da Zedlita Y impregnada com prata

A Figura 8 apresenta os difratogramas da Zeolita Y CBV100 antes e depois da
impregnacdo das concentracdes de prata, que sao tipicos da estrutura Faujasita
(IZA). Comparando-se os difratogramas, observa-se que a estrutura zeolitica é
mantida com a incorporcdo de Ag, ocorrendo apenas uma pequena diminuicdo da

cristalinidade evidenciada pelo pequeno decréscimo da intensidade dos picos.

130D
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Figura 8 - Difratograma de Raios — X da Zedlita Y e das Zedlitas impregnadas com
prata.

GARZA et al. (2000) impregnou até 10% de prata na zedlita clinoptilonita. Ele

constatou que nao houve alteracdo nos difratogramas das zeolitas apos a
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impregnagao. Apenas em concentragdes muito elevadas de prata a estrutura

poderia ter alguma mudanca significativa.

Conforme os resultados das analises de EDX (Figura 9 e Tabela 2) pode-se
observar que o teor de Na, Al e Si se mantém aproximadamente constante com o
processo de incorporagdo de Ag. A relacdo molar Si/Al dos materiais se mantém em
aproximadamente 3,4 indicando que a incorporagao de Ag ndo muda a composi¢ao
quimica (superficial) dos materiais. Pode-se observar também a efetiva incorporacao
de prata na estrutura zeolitica. Este comportamento foi observado para todas as
concentracdes de prata impregnadas na zedlita. Os espectros de EDX das amostras

com as outras concentracdes de prata estdo apresentados no anexo 1.

Full scale counts: 976 D 5%_Y5{1)

1000 o Si
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Al

400
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Figura 9 - Andlise de EDX da zedlita Y impregnada com 5% de Ag.

A Tabela 2 apresenta também as cristalinidades dos materiais utilizando a
Zeolita Y comercial como padréao (100%), bem como os valores de area especifica
BET. Comprova-se que o aumento da quantidade de Ag incorporada leva a uma
perda de cristalinidade e area especifica, provavelmente devido a uma pequena

destruicdo da estrutura e ao bloqueamento dos poros com a Ag impregnada.
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Tabela 2 - Valores de area especifica BET e cristalinidade dos materiais zeoliticos.

AreaBET (m?/g) Cristalinidade (%)

Zedlita Y pura 678 100
Zeolita Ag (0,5%) 668 90
Zedlita Ag (1%) 597 88
Zedlita Ag (5%) 474 81

Na Tabela 3 sdo apresentados os teores de Ag obtidos por EDX e
Espectroscopia de Absorcdo Atbmica por Plasma. Verifica-se que o teor de Ag
global (por AAP) se aproxima do valor da solucéo de incorporacao (0,5%, 1 e 5%).
Os valores de Ag maiores séao obtidos por EDX, provavelmente devido a uma maior

concentracdo de Ag na superficie externa.

Tabela 3 - Composi¢ao quimica elementar (% em massa).

EDX AA

Na Al Si Ag Ag

Zedlita'Y 0,5% Ag 7,1 14,0 50,5 2,2 0,8
ZedlitaY 1% Ag 8,4 14,1 50,0 5,2 1,0
Zeblita Y 5% Ag 8,8 13,2 47,8 13,0 4,6

A avaliacao da zeodlita impregnada com as diferentes concentracdes de prata
através das micrografias permitiu observar a morfologia das estuturas zeoliticas. A
Figura 10 mostra a morfologia da zedlita Y comercial pura (a); zedlita Y impregnada
0,5% de prata (b); com 1% de prata (c) e com 5% de prata (d). Observa-se nesta
figura que o processo de incorporacdo de Ag nas estruturas nao modifica a

morfologia destas, estando de acordo com os resultados anteriores.
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18,800 1am

Figura 10 — Microscopia Eletrénica de Varredura, (a) da zedlita Y, (b) zedlita com
0,5% de Ag, (c) zedlita com 1% de Ag, (d) e zedlita com 5% de Ag.

BRIGHT et al. (2007) incorporou 5,8% de prata na zedlita X, que possui
estrutura Faujasita como a zeolita Y, e estudou as possiveis mudancas nas
estruturas zeoliticas devido a esta incorporagdo. Através de analises de MEV os
autores constataram que as zeolitas com e sem prata possuiam o tamanho de
particula e aparéncia muito similares, confirmando que n&do houve alteracdo da
estrutura zeolitica com a presenga da prata, estando de acordo com os resultados

obtidos neste trabalho.
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4.2 Atividade antimicrobiana da zedlita Y impregnada com prata

A atividade antimicrobiana da zedlita Y impregnada com prata foi determinada
pela concentracao inibitéria minima (CIM) avaliada a partir da densida Optica com
comprimento de onda de 490 nm em microplacas. A CIM foi definida como a
concentracdo de zedlita com prata mais baixa em que ndo houve nenhum
crescimento visivel detectavel na leitura apos 24 h de incubacédo. As analises foram
realizadas através de testes com as zeolitas impregnadas com 5, 1 e 0,5% de prata
em quantidades que variaram entre 0,025 a 25 mg de zedlita/mL. Além destes
testes, foi realizado um teste com a zedlita Y comercial sem a impregnacéo da prata
e outro apenas com a bactéria, sendo considerados brancos para posterior
comparacao da atividade antibacteriana (Tabela 4). Nao foi possivel realizar os
testes com maior quantidade de zedlita, pois esta interfere na leitura

espectrofotométrica, devido a grande quantidade de soélidos presentes no liquido.

Tabela 4 — Densidade Optica dos ensaios para andlise da atividade antimicrobiana
das zedlitas com e sem impregnacdo com prata. Valores obtidos pela diferenca

entre a leitura de 24 e 0 h de incubacéao.

Teor de prata na Zedlita Y

Zeoblita

(mg/mL)
0 1,15 1,05 1,08 1,23
0,025 1,53 0,89 0,64 0,47
0,05 1,73 0,88 0,61 0,45
0,075 1,87 0,85 0,52 0,33
0,1 1,88 0,82 0,51 0,29
0,25 1,87 0,81 0,49 0,16
0,5 1,90 0,79 0,47 0,07
0,75 1,89 0,78 0,46 0,08
1,0 1,87 0,80 0,58 0,08
2,5 1,85 0,76 0,51 0,08
50 1,89 0,75 0,48 0,06
7.5 1,85 0,76 0,46 0,06
10,0 1,98 0,78 0,47 0,06

25,0 2,34 0,77 0,49 0,05
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A Tabela 4 mostra que houve uma pequena inibigdo do crescimento microbiano
nas concentracdes de 05% e 1%. No entanto, aumentando a quantidade de zedlita
nao houve maior inibicdo. Nota-se, portanto, que a concentracdo de 5% de prata

houve a real inibicdo a partir de uma concentracao de zedlita de 0,5 mg/mL.

Os testes realizados apenas com a zedlita Y sem a presenca de prata ndo
apresentaram nenhuma atividade antibacteriana, ocorrendo 0 crescimento
acentuado da bactéria no meio, confirmando que a atividade antibacteriana exercida
era devido a presenca dos ions de prata na estrutura zeolitica que foi liberada

gradualmente para o0 meio onde se encontrava 0 microrganismo.

Outros autores realizaram testes de atividade antimicrobiana de zeolita A e X
impregnadas com 5,8% de prata mostrando que estas também apresentaram
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus (AWUAH et al., 2007).

A Figura 11 exemplifica as atividades antimicrobianas para as trés
concentracbes de prata na zedlita. Comparando-se as concentracbes de prata
incorporadas na zedlita pode-se observar mais uma vez que as concentracdes de
0,5 e 1% ndo apresentaram atividade antimicrobiana satisfatéria, ocorrendo o
crescimento gradativo da bactéria. Entretanto, a concentracdo de 5% de prata inibiu
0 crescimento da bactéria dentro das 24 h do teste, mostrando ser um agente
antimicrobiano eficiente. A concentracdo inibitéria minima encontrada para esta

zedlita foi de 0,5 mg zedlita/mL correspondendo a 0,025 mg Ag/mL.
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Atividades antimicrobianas
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Figura 11 — Atividades antimicrobianas da zedlita Y impregnada com 0,5%, 1% e 5%

de prata, contra Escherichia coli apés 24 h de contato.

AWUAH et al. (2007) e KAWAHARA et al.(2007) afirmam que a zedlita é
responsavel pela liberacéo lenta e sustentada dos ions de prata da estrutura para o

meio onde se encontram oS microrganismos.

Segundo MATSUMURA (2003), FENG (2000) e YAMANAKA (2005), o
mecanismo da ac¢do bactericida ocorre primeriamente pelo contato da bactéria com
a zedlita contendo prata. Os ions de prata sdo absorvidos pelo microrganismo,
inibindo suas enzimas esseciais necessarias para producdo de ATP. Essa acao
igualmente inclui a plasmélise e o rompimento parcial da membrana citoplasmatica e
o rompimento da membrana exterior. YAMANAKA (2005) afirma ainda que a acéo

do ion de prata se deve principalmente pela interagdo com o citoplasma da célula.
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4.3 Testes de lixiviacdo da prata no meio

Em embalagens antimicrobianas é necessario conhecer as condi¢cdes e
caracteristicas de migracdo das substancias adicionadas ao material de embalagem.
E de interesse que estas substancias migrem para a superficie do alimento, de
forma a ter a acdo antimicrobiana prevista, e a0 mesmo tempo € necessario
identificar a quantidade de substancia que esta presente no alimento no momento do
consumo, de forma que seu teor esteja abaixo do limite maximo permitido para o

alimento.

A taxa de lixiviacdo de prata (migracdo de prata para o0 meio aquoso) foi de
56% para as zedlitas que continham 5% de prata na estrutura. Quando estas
zeolitas contendo prata sdo impregnadas ao polimero, a taxa de lixiviacdo cai
consideravelmente para cerca de 5%. Isto mostra a dificuldade da liberacdo do

agente antimicrobiano quando este esta impregnado no polimero.

RADHESHKUMAR & MUNSTEDT (2006) impregnaram 8% de prata no
polipropileno e avaliaram a quantidade de prata liberada do polimero por voltametria.
Como a lixivia da prata esta relacionada com seu contato em meio aquoso, este
polimero ficou em contato com a agua. Outro teste foi formar filmes compostos para
analisar se a lixiviagdo da prata era apenas superficial. Foi observado que mesmo
em filmes compostos havia liberagdo da prata para 0 meio, mas em menor
guantidade, comprovando que a liberacdo ndo ocorre apenas com a prata

superficial.
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4.4 Caracterizacdo do Polimero

Nas Figuras 12 e 13 se encontram as curvas de DSC mostrando o resfriamento e o
segundo aquecimento respectivamente, para o filme puro e com diferentes quantidades de
zedlitas incorporadas (1, 2, 3, 5 e 10%). Como se pode observar a impregnacédo da zedlita
ndo apresentou efeito nas temperaturas de fuséo e de cristalizacéo.

Pura

Tf1

10 T2

Energia{mW)

Tf3
Tf5
5 7 TF10

O T T T T T T T 1
80 20 100 110 120 130 140 150 160

Temperatura (°C)

Figura 12 — Curva de DSC para temperatura de fuséo do LDPE.
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Figura 13 — Cruva de DSC para temperatura de cristalizagcdo do LDPE.

As temperaturas de cristalizacdo (T;) e fusdo (T;) calculadas para todas as
condicdes sdo apresentadas na Tabela 5, bem como o grau de cristalinidade (%y)

dos polimeros impregnados com diferentes quantidades de zedlita.

Tabela 5. Temperaturas de fusao, cristalizacao e grau de cristalinidade do polietileno

em funcéo da quantidade de zedlita adicionada.

Amostra Tf (°C) Tc (°C)
LDPE puro 124,5+ 0,7 109,0+0,7 23,0£1,4 25,5+3,5
LDPE 1% 124,0+0,7 111,0+2,8 24,5+0,7 24,5+0,7
LDPE 2% 125,5+0,7 107,5+0,7 26,5+£3,5 27,0£2,8
LDPE 3% 124,5+0,7 108,0+0,7 23,0+0,7 25,0+0,7
LDPE 5% 125,0+0,7 107,5+0,7 25,0+0,7 24,5+0,7
LDPE 10% 123,5+0,7 108,5+0,7 25,0£1,4 24,0t1,4

Os dados da Tabela 5 foram analisados por analise de varidncia (ANOVA),

seguida de teste de Tukey para verificagdo de diferencas entre as médias.
Observou-se que nao ha diferenca significativa entre as temperaturas e entre 0s
valores de cristalinidade, indicando que ndo houve mudanca no material polimérico
com a adicdo da zedlita. As temperaturas de cristalizacdo e fusdo estdo de acordo
com as reportadas para o LDPE (T.:78 - 105, Tt 101 - 126) (QUENTAL et al., 2005).
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PEHLIVAN et al. (2005) incorporou zedlita no polipropileno, e também
constatou nas andlises de DSC que sua impregnac¢do ndo alterou as temperaturas

de fuséo e cristalizacdo do polimero.

A Figura 14 mostra a curva de TGA para o filme preparado através do método
de solubilizacdo. Nota-se que a massa se mantém constante até aproximadamente
400°C, onde se observa o inicio da degradacdo do polimero. Este comportamento
estd de acordo com o reportado para o polietiieno de baixa densidade comercial
(VALLE et a., 2004).

120
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80

60

Massa (%)

40

20

T T T T T
100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C) Universal V4.1D TA Instruments

Figura 14 — Curva de TGA do filme de LDPE preparado através do método de
solubilizacdo com o solvente.

As analises da cor dos filmes obtidos sédo apresentadas na Tabela 6. Observa-
se que os filmes preparados por prensagem apresentaram menores valores de L* do
gue os filmes sem zedlita e sem prata e do que o filme preparado com zedlita e prata
por solubilizacdo. Esse resultado mostra que nos filmes solubilizados a estabilidade
da prata no filme foi maior, havendo menor reducao desta no filme. Possivelmente a
alta temperatura e pressdo durante o preparo dos filmes prensados pode ter

contribuido para a reducado da prata, promovendo o escurecimento do mesmo.
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Os valores de a* e b* também foram distintos entre os filmes contendo zedlita e
prata preparados por solubilizagéo e por prensagem. Ambos o0s parametros foram
maiores para os filmes preparados por prensagem, indicando uma maior saturacao
nas cores vermelha (a*) e amarela (b*). Essa tendéncia ao amarelamento também
pode estar relacionada a reducdo da prata contida no interior do filme polimérico.
Observa-se também que o aumento do teor de zedlita-Ag no filme obtido por
prensagem levou a uma maior descoloracdo. Este comportamento foi observado
também por Pehlivan et al. (2005), que analisou filmes de polipropileno contendo
zeolita-Ag. Estes autores, no entanto, ndo discutem as causas da descoloragdo dos

filmes.

Tabela 6 — Resultados de cor CIELab para os filmes de LDPE

LDPE puro Solubil. 95,98 0,50 2,69
1% LDPE-Z-Solubil. 95,82 -0,01 3,08
2% LDPE-Z-Solubil. 95,78 0,21 2,68
3% LDPE-Z-Solubil. 91,71 -0,05 2,20
4% LDPE-Z-Solubil. 95,80 -0,04 2,85
5% LDPE-Z-Solubil. 80,46 2,11 5,88
10% LDPE-Z-Solubil. 95,38 0,17 2,32
1% LDPE-Z-Ag-Prensag. 86,59 1,19 13,00
3% LDPE-Z-Ag-Prensag. 82,69 1,31 21,17
5% LDPE Z-Ag-Prensag. 77,10 2,56 16,91
10%LDPE-Z-Ag-Prensag. 73,65 2,20 20,44

10% LDPE-Z-Ag-Solubil. 76,84 4,87 9,69

58



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo

4.5 Atividade Antimicrobiana do polimero contendo zedlita impregnada com
prata

Os resultados obtidos nos testes de difusdo em placas, mostraram efetividade
antimicrobiana proporcional & concentracao de prata no polimero e a forma como ele
foi preparado. A Figura 15 mostra os halos de inibicdo do crescimento da bactéria
Escherichia coli ap6s 24 horas de incubacdo, onde se obteve para o filme

preprapado pelo método de prensagem um halo em torno de 3 mm, enquanto que

para o filme preparado pelo método de solubilizag&o ficou em torno de 7 mm.

Figura 15 — Ensaios de determinacéo de atividades antimicrobianas (a) do filme puro
preparado por solubilizagdo, (b) filme prensado com 5% de zedlita-Ag, (c) filme
obtido por solubilizacdo com 5% de zeolita-Ag e (d) ampliacdo de c.

A menor atividade antimicrobiana do filme preparado por prensagem ocorre
provavelmente devido as grandes temperaturas utilizadas para o processo onde

59



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo

pode afetar a estabilidade da prata reduzindo-a, ou ainda porque o0 agente
antimicrobiano perde sua eficacia por ndo estar homogeneamente distribuido no
flme e assim ndo estar exposto totalmente na superficie do polimero
(QUINTAVALLA & VICINI, 2002). Segundo Han (2000) uma alternativa para este
caso seria projetar a embalagem em multicamadas e impregnar o antimicrobiano
numa camada muito fina que figue em contato com o alimento e tenha uma

liberacdo controlada.

Ao mesmo tempo se observa que o teste realizado apenas com o polimero
preparado pelo método de solubilizagdo sem a zedlita com prata ndo obteve
atividade antibacteriana, comprovando que a atividade antibacteriana realmente é
devido a liberacdo da prata presente no mesmo e que nao ha presenca de solvente

no filme que pode acarretar alguma mudanca na atividade.

Se analisarmos o tamanho dos halos de inibicdo, nota-se que n&do apresentam
grande tamanho. No entanto, sabe-se que a atividade antimicrobiana do agente
depende da sua solubilidade, que neste meio ndo apresenta grande quantidade de
agua para uma maior difusdo do agente, explicando um menor gradiente de

concetracdo apartir do disco do filme.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir:

- A incorporacdo da prata na zedlita em concentrages de 0,5, 1 e 5% néo
alterou a estrutura zeolitica e nem sua composicdo quimica, ocorrendo apenas uma
pequena perda de cristalinidade e &rea superficial, devido provavelmente, ao

bloqueamento dos poros com a prata impregnada.

- A zedlita Y impregnada com prata inibiu o crescimento de Escherichia coli em
a partir de 0,025 mg Ag/mL, comprovando o potencial antimicrobiano da prata e a
liberacé@o controlada da estrutura zeolitica.

- O filme antimicrobiano de LDPE contendo a zedlita incorporada com prata
apresentou efeito inibitério contra Escherichia coli, apresentando assim um potencial
para aplicagdo em embalagens visando a seguranca e conservacédo dos alimentos,

no que se refere a contaminacéo superficial.
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5.2 SUGESTOES

A partir do desenvolvimento deste trabalho de pesquisa surgiram alguns

guestionamento que podem ser colocados como sugestfes para trabalhos futuros.

- Estudo de outras variaveis que possam interferir no processo de formacéo

do filme como: temperatura, pH, tempo, etc.

- Producédo de filmes por prensagem e /ou extrusdo para evitar o uso de

solventes.

- Utilizacdo de outras granulometrias de zedlitas, visando maior

homogeneidade do filme.

- Investigar métodos para quantificar a atividade antimicrobiana dos filmes

contendo zedlita-Ag.

- Avaliar a estabilidade da prata no seu estado oxidado nos filmes e métodos

para estabilizacdo desta.

- Estudo da lixiviacdo da prata em meios ricos em proteina e gordura, visando

a aplicacao final em embalagens alimenticias.

- Testar o filme obtido em alimentos, como por exemplo, produtos carneos,

derivados do leite, verificando o efeito e a quantidade desta no meio.
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ANEXO 1

Andélises de EDX para a Zedlita Y impregnada com 0,5% e 1% de prata.

Full scale counts: 966 D 5%_Y4({1}
1000 —

800

600

Al

400

2007 Na

Ag Ag

73



Full scale counts: 979

1000

800+

600

400 -

200

Ag

Al

Ag

D 1%_Y3

74



