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RESUMO

Tendo em vista a crescente demanda por substituicho de materiais de
embalagens usuais por biodegraddveis bem como pela necessidade da
manutencdo de seguranca dos alimentos durante seu armazenamento, O
desenvolvimento de embalagens bioativas biodegradaveis torna-se importante.
No presente trabalho foram produzidos laminados compostos por blendas de
poli(L-acido latico) (PLLA), amido termopléstico (TPS) e gelatina por extruséo e
calandragem. O processo apresentou-se como uma forma viavel para produzir
blendas de PLLA / TPS / gelatina com propriedades funcionais interessantes e
aspecto homogéneo. A adicdo de gelatina em diferentes proporcdes (1, 3 e 5%
em relacdo ao TPS) apresentou diferenca significativa nos resultados das
analises de solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e isotermas
de sorcdo de &agua devido a hidrofilicidade da mesma. Além disso, a
incorporacdo de gelatina na blenda afetou significativamente as propriedades
mecanicas através da reducao da rigidez associada a incompatibilidade entre
PLLA, amido e gelatina, como revelado pelas imagens de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Nanoparticulas de prata (AgNPs) foram
sintetizadas para incorporacdo aos laminados pela técnica do polissacarideo
modificada, onde nitrato de prata foi reduzido a prata metélica por D-glicose. O
diametro médio foi determinado através de trés técnicas: Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS, 63 nm), por Espectrofotometria UV-Vis (100 nm) e por
andlise das imagens de MEV (145 nm). Com a analise de FTIR foi possivel
detectar interacfes entre os grupamento C=0 dos subprodutos de oxidacdo da
D-glicose, produto da reacdo com o nitrato de prata. As AgNPs apresentaram
acdo antimicrobiana eficaz contra 0s microrganismos Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomanas aeruginosa, sendo a
Concentracdo Inibitéria Minima igual a 1,17 pg/ml para E. coli (menor
resisténcia) e 37,50 ug/ml para S. aureus (maior resisténcia). Os laminados
foram tratados superficialmente com a solucdo resultante da sintese das
AgNPs por reticulacdo enziméatica (transglutaminase). Nas imagens de MEV foi
possivel verificar que os laminados tratados apresentaram maior porosidade
em funcdo da umidade promovida pelo tratamento. Através da porosidade
criada foram detectadas diferencas significativas nas andlises de PVA e
propriedades mecanicas. Houve aumento da PVA e reducdo em todas as
propriedades mecanicas, principalmente no moédulo de Young em funcdo da
criacao de pontos de concentragcdo de forca. As isotermas apresentaram ajuste
adequado ao modelo de GAB (R2>0,99). A atividade antimicrobiana dos
laminados contendo AgNPs foi comprovada pela formacgao de halos de inibicao
contra 0s microorganismos descritos anteriormente. Finalmente, os laminados
produzidos possuem potencial de aplicacdo como embalagens ativas com
propriedades antimicrobianas e de biodegradacéo para alimentos.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata; sintese verde; poli(L-acido latico),
amido termoplastico, gelatina, extrusdo, transglutaminase.



ABSTRACT

Due to the growing demand for replacement of the usual packaging materials
for biodegradable as well as the need to maintain food safety during storage,
the development of bioactive biodegradable packaging becomes important. In
this work sheets were produced by extrusion and calendaring process using
blends of poly(L-lactic acid) (PLLA), thermoplastic starch (TPS) and gelatin .
The process is presented as a viable way to produce blends of
PLLA/TPS/gelatin with interesting functional properties and homogeneous
appearance. The addition of gelatin in different proportions (1, 3 and 5% related
to TPS) showed a significant difference in the solubility test results, the water
vapor permeability (WVP) and water sorption isotherms due to gelatin
hydrophilicity. Furthermore the incorporation of gelatin in the blend significantly
affected the mechanical properties by reducing stiffness associated with
incompatibility between PLLA, starch and gelatin, as shown by Scanning
Electron Microscopy (SEM) micrographs. Silver nanoparticles (AgNPs) were
synthesized for incorporation into the extruded sheets by the modified
polysaccharide technique, where silver nitrate is reduced to metallic silver by D-
glucose. The average diameter was determined by three techniques: Dynamic
light scattering (DLS, 63 nm) by UV-Vis spectrophotometry (100 nm) and by
analysis of SEM images (145 nm). With the analysis of FTIR was possible to
detect interactions between the C = O groups of D-glucose oxidation
byproducts, products of the reaction with silver nitrate. AgNPs presented
effective antimicrobial action against the microorganisms: Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli, and
the Minimum Inhibitory Concentration equal to 1.17 pg/ml for E. coli (lower
resistance) and 37.50 pug/ml for S. aureus (greater resistance). The extruded
sheets were surface treated with the resulting solution from AgNPs synthesis
and enzymatically crosslinked with transglutaminase. At the SEM images it was
possible to verify that the treated laminates exhibited higher porosity due to
moisture promoted by the treatment. The created porosity influenced
significantly the results of the WVP and mechanical properties. There was an
increase in vapor permeation and a reduction in all mechanical characteristics,
particularly in Young's modulus due to the creation of tension concentration
points. The isotherms showed adequate adjustment to GAB model (R?> 0.99).
The antimicrobial activity of the laminates containing AgNPs was confirmed by
the formation of inhibition zones against the microorganisms described above.
Finally, the sheets produced have potential application as active packaging with
antimicrobial and biodegradable properties for food.

Keywords: Silver nanoparticles; Green synthesis; poly(L-lactic acid),

thermoplastic starch, gelatin, extrusion, transglutaminase.
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1 INTRODUCAO

A funcéo principal da embalagem de alimentos é manter a qualidade e
seguranca dos produtos durante seu armazenamento e transporte, além de
prolongar sua vida de prateleira. Este processo se da pelo impedimento do
contato com fatores ou condicbes desfavoraveis, tais como microorganismos,
contaminantes quimicos, oxigénio, umidade, luz, forca externa, etc. Dessa
forma, os materiais de embalagem fornecem protecao fisica e criam condi¢cdes
fisico-quimicas adequadas para o0s produtos que Sao essenciais para a
obteng&o de uma vida util satisfatoria, além de manter a qualidade e seguranca
alimentar (RHIM; PARK; HA, 2013).

A maior parte dos materiais utilizados nas industrias de embalagem sé&o
produzidos a partir de combustiveis fésseis nédo-degradaveis. Assim o0s
materiais de embalagem para produtos alimentares, tal como qualquer outro
tipo de embalagem de armazenamento de curto prazo, representam um grave
problema ambiental (KIRWAN; STRAWBRIDGE, 2003). Diante disso houve um
aumento na investigacdo académica e industrial para desenvolver novos
materiais etiquetados como "amigos do ambiente", cujos materiails Ss&o
produzidos a partir de fontes alternativas, com menor consumo de energia,
biodegradaveis e nao toxicos para o meio ambiente. Os biopolimeros que séo
biodegradaveis e obtidos a partir de recursos renovaveis, representam uma
alternativa interessante para essa substituicio (BORDES; POLLET;
AVEROUS, 2009). Um dos biopolimero de maior destaque na substituicdo dos
materiais tradicionais é o poli(acido latico), que pode ser encontrado em suas
duas formas isoméricas poli(L-acido latico) (PLLA) e poli(D-acido latico)
(PDLA). Também destacam-se o amido termoplastico (Termoplastic Starch,

TPS), gelatina, a quitosana e a policaprolactona (PCL) (YU; DEAN; LI, 2006).
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Outro ponto a ser destacado € que os materiais de embalagem
produzidos com biopolimeros sédo excelentes veiculos para a incorporacéo de
uma grande variedade de aditivos, tais como antioxidantes, agentes
antifingicos, agentes antimicrobianos, cores e outros nutrientes (IMRAN et al.,
2010).



Por conta dos surtos microbianos de origem alimentar e pela demanda
por minimizar os aditivos quimicos na composi¢do dos alimentos, a busca de
novas alternativas na é&rea de embalagens vem se tornando importante
(SUPPAKUL et al.,, 2003). Nesse contexto embalagens com propriedades
antimicrobianas sdo uma nova opc¢ao para inibir o crescimento microbiano nos
alimentos, mantendo a qualidade, frescor e seguranca. Normalmente, o0s
aditivos antimicrobianos sdo adicionados as formulacdes alimenticias, no
entanto, essa via nem sempre se mostra eficaz, uma vez que a capacidade de
protecdo do agente antimicrobiano € neutralizado em reacgdes e / ou interacdes
do complexo sistema alimentar. Além disso, o composto antimicrobiano
adicionado diretamente nos alimentos ndo atua somente na superficie do
alimento, onde ocorrem as reacdes de deterioracdo mais intensivamente.
Dessa forma a embalagem contendo o agente antimicrobiano € uma forma
alternativa de ultrapassar estas limitacdes, permitindo a liberacéo controlada de
agente antimicrobiano a uma taxa adequada, durante o armazenamento
(APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

As propriedades antimicrobianas de nanoparticulas de prata (AgNPs),
tém sido cada vez mais exploradas em produtos de consumo, tais como
desodorantes, roupas, bem como em solugdes e sprays de limpeza (CHEN;
SCHLUESENER, 2008; SUPPAKUL et al., 2003; RAI; YADAV; GADE, 2009).
Sua aplicacdo em embalagens alimenticias (FORTUNATI et al., 2011;
LLORET; PICOUET; FERNANDEZ, 2012) e em filmes comestiveis (AN et al.,
2008) tem sido alvo de diversos estudos ja que a prata tem um amplo espectro
de atividade antimicrobiana, sendo ativa contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, fungos, protozoarios e certos virus (KUMAR; MUNSTEDT,
2005).

Nesse contexto o desenvolvimento de embalagens biodegradaveis

ativas, com propriedades antimicrobianas, torna-se interessante.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Embalagens Biodegradaveis

Os plasticos biodegradaveis foram introduzidos na década de 1980 para
encontrar maneiras de produzir plasticos oriundos de fontes renovaveis, bem
como para reduzir os efeitos ambientais devido ao aumento no volume de
material destinado aos aterros (GIRONI; PIEMONTE, 2010). Materiais plasticos
provenientes de embalagem na maioria das vezes estdo contaminados por
alimentos e substancias biologicas, tornando impraticavel economicamente sua
reciclagem para aplicagdo em alimentos. Como consequéncia a cada ano
ocorre 0 aumento da quantidade de materiais plasticos que sdo aterrados,
aumentando o problema da eliminacdo de residuos solidos urbanos
(SIRACUSA et al., 2012).

Os produtos obtidos a partir de fontes renovaveis apresentam
aceitabilidade comercial e ambiental que derivam do envolvimento de recursos
renovaveis, capacidade de reciclagem, além de biodegradabilidade (SOROUDI
e JAKUBOWICZ, 2013). De acordo com European Bioplastics (2014), a
crescente demanda por solu¢cdes mais sustentaveis se reflete na crescente
capacidade de producdo de bioplasticos: em 2012 a capacidade de producao
chegou a cerca de 1,4 milh6es de toneladas. As previsfes de acordo com 0s
dados de mercado indicam que a capacidade de producéo ira se multiplicar até
2017 para mais de 6 milhdes de toneladas. Além disso, de acordo com a Figura
1, o mercado atual € caracterizado por um elevado crescimento e forte

diversificacao.
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Figura 1- Capacidade global de producéo de bioplasticos em 2012 (por segmento de
mercado). (FONTE: European Bioplastics, 2014).

Pode-se observar na Figura 1, que os bioplasticos que apresentam
destaque sédo o poli(acido latico) (PLA) e o amido. Os mesmos vém sendo
aplicados a sacolas, produtos destinados a consumidores, etc. De acordo com
Luckachan e Pillai (2011) os nichos de mercado de polimeros biodegradaveis
na area de embalagens incluem sacos de compostagem para residuos ou
alimentos, sacolas e aplicacdes de servicos de alimentacdo, como copos de

uso Unico compostaveis, canudos, pratos, talheres, e recipientes.

2.1.2 Técnicas de producéo de filmes

Existe uma grande variedade de técnicas para a producdo de filmes,

sendo assim serdo abordadas as mais utilizadas como a extrusédo e o casting.

O processamento de blendas poliméricas por extrusdo consiste
basicamente em duas etapas principais: a de mistura ou preparacédo e a de

moldagem. Estas etapas influenciam nas propriedades finais da blenda
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polimérica. Na etapa de mistura ou de preparacao da blenda polimérica ocorre
a incorporacdo dos componentes poliméricos, na qual se procura atingir o
estado de mistura desejado (ITO et al., 2004). Este método de producéo é
considerado altamente eficiente, com potencial comercial para a producdo em
larga escala de filmes comestiveis, devido aos baixos niveis de umidade, altas
temperaturas e curtos periodos de tempo necessarios (Hernandez-lzquierdo e
Krochta, 2008).

Diversos polimeros biodegradaveis tém sido processados por extrusao e
a técnica tem se mostrado eficiente para estes sistemas, como por exemplo,
amido de mandioca (MULLER; LAURINDO; YAMASHITA, 2011), blendas de
amido termopléstico com poli(L-acido latico) (SHIRAI et al., 2014), zeina
(WANG; RAKOTONIRAINY; PADUA, 2003).

Outra forma conhecida de producdo comercial de filmes e chapas é o
processo de extrusdo plana. Esse processo consiste na passagem do material
fundido entre dois ou mais cilindros refrigerados com &agua, que giram a
velocidades ligeiramente diferentes para solidificar e formar os materiais. O
processo possibilita a obtencdo de materiais planos com espessura constante.
A espessura do filme é controlada pela abertura dos rolos finais da calandra, e
seu acabamento superficial € determinado pelo acabamento da superficie do
altimo cilindro de passagem (RODOLFO-JR et al., 2002).

Uma outra técnica que vem sendo utilizada para a producéo laboratorial
de peliculas a base de amido é a de casting (VICENTINI; SOBRAL; CEREDA,
2002). A producdo de filmes por meio da técnica consiste em verter uma
solucéo filmogénica em placas pequenas. Este processo ndo é adequado para
a formacdo de peliculas muito maiores do que 25-30 cm, o que leva a
dificuldades de aumento de escala. A secagem da solu¢cdo deve acontecer a
temperatura ambiente ou em fornos com circulacdo forcada de ar a
temperaturas moderadas (30-40 °C), o que requer tempos de secagem de 10-
24 h (GODBILLOT et al, 2006).

Embora o método de casting seja utilizado na maioria das pesquisas de
desenvolvimento de filmes a base de amidos e proteinas, essa técnica

apresenta algumas desvantagens como: dificuldade em dimensionar a
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producdo de peliculas de maior tamanho e os longos tempos de secagem.

Estas desvantagens fazem esta técnica ser impraticavel em escala industrial.

2.2 Polimeros Biodegradaveis

O termo "material biodegradavel" € utilizado para descrever os materiais
que podem ser degradados pela acdo enzimatica de organismos vivos, tais
como bactérias, leveduras, fungos e os produtos finais do processo de
degradacgédo, sendo estes de COz2, H20 e biomassa (sob condigbes aerdbicas) e
de hidrocarbonetos, metano e de biomassa (sob condi¢cdes anaerébias) (DOI;
FUKUDA, 1994). Sendo assim, a biodegradacéo é a Unica via de degradacao
capaz de remover completamente um polimero ou seus produtos de

degradacdo do ambiente.

Polimeros provenientes de fontes renovaveis tém atraido a atencdo nas
Ultimas décadas, predominantemente devido a duas maiores razdes:
preocupacdes com o0 meio ambiente e a percepcdo de que as fontes de
petréleo séo finitas. Geralmente os polimeros de fontes renovaveis podem ser
classificados em trés grupos: (1) polimeros naturais, como o amido, proteinas e
celulose; (2) sintéticos de monbémeros naturais, tais como o PLA; e (3)
polimeros de fermentagdo microbiana, tais como o poli(hidroxibutirato) (PHB)
(YU; DEAN; LI, 2006). (4) Polimeros sintéticos de mondmeros sintéticos
obtidos de fontes naturais (ex: Polietileno) (BRASKEM, 2010).

Polissacarideos como celulose, amido, quitosana e proteinas (gelatina,
caseina, etc.) tém encontrado inameras aplicacbes em produtos
biodegradaveis (LUCKACHAN; PILLAI, 2011). Além destes, dentre os materiais
biodegradaveis estudados até o momento na literatura, o PLA tem recebido
crescente atencdo devido a sua biodegradabilidade natural que tornou
interessante sua aplicacdo nos ramos biomédico, farmacéutico e alimenticio
(SIRACUSA et al., 2012).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814604007654#bib4
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814604007654#bib4
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2.2.1 Poli(acido latico) (PLA)

Dentre os componentes da familia dos poliésteres biodegradaveis, os
polilactideos (como o PLA) tém sido o foco de muita atencdo, pois sdo
produzidos a partir de recursos renovaveis, tais como o0 amido, sao
biodegradaveis e compostaveis, além de apresentarem muito pouca ou
nenhuma toxicidade e elevado desempenho mecanico, comparavel aos
polimeros comerciais (YU; DEAN; LI, 2006).

A primeira sintese do PLA foi realizada em 1932, por Carothers,
Dorough e Natta (1932), que produziram o material com baixa massa
molecular. Este apresentava propriedades mecanicas mais fracas, dessa
forma, nédo se apresentando adequado para determinadas aplicagcdes. No ano
de 1954 a “Du Pont” produziu esse polimero com uma massa molar maior e o
patenteou. Porém, o PLA apresentava alguns inconvenientes como a
suscetibilidade a reacdo com a agua, dessa forma houve uma diminuicdo na
utilizacdo desse material. Apenas no ano de 1966, quando Kulkarni et al.
(1966) demostrou que a degradacdo do material poderia ocorrer in vivo, 0

polimero despertou interesse da area médica.

O PLA pode ser sintetizado utilizando-se de dois processos: reacao de
policondensacdo direta do acido lactico levando a formacdo de produto de
baixa massa molar (LUNT et al., 1998) e a reacdo de polimerizacao por
abertura do anel do dimero ciclico do acido lactico, na presenca de um
catalisador metalico gerando polimero de alta massa molecular (BENDIX,
1998).

A presenca de um atomo de carbono quiral assimétrico na estrutura do
polil(actideo) leva a existéncia de estereoisébmeros. Poli(actideos) estéreo
regulares resultam da polimerizacdo de lactideos oticamente puros: poli(L-
acido latico) (PLLA) e poli(D-4cido latico) (PDLA) (SARASUA; ARRAIZA, 2005).
O homopolimero PLLA, poli(L-acido latico), é um polimero semicristalino com
ponto de fusdo em torno de 180 °C e cristalinidade por volta de 70% e dentre

os poli(lactideos), é o que possui a menor taxa de degradacdo (MOTTA, 2002).

O PLA apresenta algumas vantagens sobre o TPS como maior

resisténcia mecanica, resisténcia a umidade e ainda é um material
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biodegradavel. Na Figura 2, pode-se observar a estrutura quimica dos

polimeros (PLLA) e (PDLA).
(a)
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Figura 2- Estruturas quimicas: (a) poli(L- &cido latico) (PLLA) e (b) poli (D- 4cido latico)
( FONTE: XU; TENG,; YU, 2006).

2.2.2 Amido Termoplastico

O amido é a principal fonte de armazenamento de energia para as
plantas e uma das principais fontes de calorias na nutricdo humana. O amido
nativo ocorre como granulos insoluveis em agua cujos tamanhos e formas sao
dependentes de sua origem botanica. Granulos de amido tém natureza semi-
cristalina com grau tipico de cristalinidade de cerca de 25-30 %. O amido é
uma substancia composta por dois polissacarideos: amilose (molécula linear) e
amilopectina (molécula ramificada). A propor¢cdo entre amilose e amilopectina,
a distribuicdo de moléculas de amilose no interior dos granulos de amido, bem
como a estrutura molecular dos polissacarideos de amido individuais

determinam a estrutura e funcionalidade do amido (GENKINA et al., 2014).

Existe uma grande diversidade de produtos obtidos a partir do TPS onde
foram utilizados diferentes amidos nativos, como sacos descartaveis,

recipientes, vasos, garfos, facas e sacos de lixo (MA et al., 2009).

Varios autores tém apontado que apesar da facilidade de preparacao, os
filmes a base de amido apresentam algumas desvantagens, tais como as suas
propriedades mecanicas pobres que fazem a adicdo de compostos
plastificantes ser necessaria (PERESSINI et al.,, 2003; BRAVIN; PERESSINI;
SENSIDONI, 2006). Os granulos de amido podem ser gelatinizados por
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aguecimento na presenca de um plastificante, sendo chamado entdo de amido
termoplastico (Termoplastic Starch, TPS). Durante a gelatinizacdo a estrutura
cristalina é desfeita, permitindo que o amido flua a temperaturas elevadas,
podendo ser processado por um método convencional como a extrusdo
(TAGHIZADEH; SARAZIN; FAVIS, 2013).

2.2.3 Gelatina

A gelatina € derivada da proteina insoluvel fibrosa colageno por
desnaturacdo quimica e é obtida a partir de ossos, pele e tecido conjuntivo
gerado como residuo durante o abate e processamento de animais. Alguns
fatores como fonte, o tipo de colageno e as condi¢cdes de processamento
podem afetar as propriedades da gelatina produzida. Os variados tipos de
gelatinas podem apresentar diferentes propriedades térmicas e reologicas,
como a resisténcia, fusao e temperatura de gelificacdo. Estas propriedades sé&o
reguladas por fatores tais como o tamanho da cadeia ou de distribuicdo de
peso molecular, composicdo de aminoacidos e de hidrofobicidade (HANANI;
ROOS; KERRY, 2014).

O uso da gelatina como filme comestivel ou revestimento foi estudado
consideravelmente até os anos sessenta, 0 que resultou em muitas patentes,
principalmente na area farmacéutica. Dessa forma, atualmente varios
pesquisadores tém concentrado sua atencdo no estudo de filmes de gelatina
(PARK; WHITESIDE; CHO, 2008). Sabe-se que a gelatina forma peliculas
transparentes, flexiveis, fortes e impermedéveis ao oxigénio, quando preparadas
a partir de solucbes aquosas contendo um plastificante, tal como glicerina ou
sorbitol (ZHAO; TORLEY; HALLEY, 2008). Park, Whiteside e Cho (2008)
produziram filmes de gelatina por extrusdo e termo prensagem, o que torna a
sua utilizacdo comercialmente viavel quando comparado com o casting. Os
autores concluiram que os filmes de gelatina apresentavam propriedades
mecanicas e de barreira aceitaveis sendo controladas pelo uso combinado de

plastificantes.
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2.3 Blendas de TPS, Gelatina e PLA

A mistura fisica de dois ou mais polimeros sem que haja rea¢do quimica
entre os componentes é denominada blenda polimérica (CANEVAROLO JR,
2002). Muitas propriedades dos polimeros de fontes renovaveis, como as de
numerosos outros polimeros a base de petréleo, também podem ser
melhoradas através da formacao de blendas e compdsitos. Muitos polimeros
naturais sdo hidrofilicos e alguns deles sao solliveis em agua. A solubilidade
em agua aumenta a degradabilidade além da velocidade de degradacéo, no
entanto, esta sensibilidade a umidade limita a sua aplicacdo. Blendas e
multicamadas de polimeros naturais com outros tipos de polimeros de fontes
naturais podem ser usadas para melhorar as suas propriedades. As blendas
também podem auxiliar no desenvolvimento de novos produtos de baixo custo,
com melhor desempenho (YU; DEAN; LI, 2006).

As blendas poliméricas podem ser produzidas por casting ou por
extrusdo. A producdo por casting € um método pratico de laboratério, apesar
de existirem processos comerciais que empregam o método. Porém a extrusao
€ uma alternativa 6bvia jA que a processabilidade é maior além da menor
quantidade de energia necessaria para a remocéo de 4gua quando comparado
ao casting. Ainda no caso de blendas com amido, no caso do casting existe a
necessidade de pré-gelatinizacdo enquanto que na extrusdo os granulos de
amido sao gelatinizados in situ durante o processamento (FISHMAN et al.,
2000).

Apesar de se restringir basicamente a escala laboratorial blendas de
TPS e gelatina tém sido desenvolvidas pela técnica de casting por diversos
autores, sendo os efeitos do uso de amidos de diferentes fontes bem como
diferentes plastificantes estudados. Fakhouri et al. (2009) produziram filmes de
amido de milho lipofilico e gelatina utilizando acidos graxos como plastificantes.
A adicdo de acidos graxos aos filmes de amido lipofilico e gelatina causou um
aumento em algumas das suas propriedades, tais como a espessura,
alongamento e a opacidade. Por outro lado, a incorporacdo destes acidos
graxos levou a uma diminuicéo da sua resisténcia a tracao, além da diminuicéo
na sua permeabilidade ao vapor de agua. Em trabalho mais recente, Fakhoury

et al. (2012) utilizaram amido de mandioca e gelatina para producao de filmes
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plastificados com sorbitol e glicerol. Os valores para a permeabilidade ao vapor
de &gua, solubilidade em &gua, espessura e resisténcia mecanica dos
bioplasticos aumentou com o aumento da concentracdo de gelatina. A adicédo
de gelatina resultou também numa reducdo de opacidade dos bioplasticos
(plastificada com ambos, sorbitol e glicerol), provavelmente devido a uma
diminuicdo da cristalinidade do sistema. Liu et al. (2014) produziram filmes
gelatina e amido de milho hidroxipropilado com alto teor de amilose (80%)
plastificados com polietilenoglicol 400 (400 g/mol). Os resultados de MEV
mostraram que a mistura de gelatina e amido forma duas fases separadas. As
superficies dos filmes com PEG tornaram-se muito mais suaves, o que indica a
gue a compatibilidade na interface entre a gelatina e o amido foi melhorada.
Veiga-Santos et al. (2007) observaram que a o alongamento na ruptura foi
negativamente afetado pelo aumento de concentracdo de gelatina em filmes de

amido e gelatina plastificados com sacarose e acucar invertido.

O nudmero de trabalhos de desenvolvimento de blendas de TPS e
gelatina bem como de TPS e PLA por extrusdo vem aumentando
rescentemente. Fakhoury et al. (2013) avaliaram a processabilidade de blendas
de TPS e gelatina pelas seguintes técnicas: prensagem, prensagem seguida
por sopro e extrusdo seguida por sopro. Os bioplasticos obtidos por termo
prensagem apresentaram menores valores de resisténcia a tracdo em relacao
aos outros e além de morfologia da superficie irregular, com rachaduras. A
analise de microestrutura mostrou que ndo houve separacdo entre a fase de
amido, de gelatina e de plastificante, que ilustra alguma afinidade entre estes
componentes. Park et al. (1999) estudaram o efeito da adicdo de amido de
milho com alto teor de amilose (80%) em blendas com PLA produzidas por
termoprensagem. Houve uma reducao na resisténcia a tracdo e elongacédo das
blendas. Apesar de terem observado que o amido agiu como agente de
nucleacdo com aparecimento de espacos vazios na estrutura polimérica, a
analise de ATR-IR (Attenuated Total Reflectance-Infrared) mostrou um
deslocamento na banda C=0O do PLA no espectro indicando interacdo tipo
ligacdo de hidrogénio entre o grupo éster do PLA e o grupo hidroxila do amido.
Park et al. (2004) produziram filmes por extrusdo de PLA/amido e observaram

na sua microestrutura espagos vazios, formados pela separagdo de granulos
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de amido da matriz polimérica. Os vazios desapareceram em filmes onde o
amido foi pré-gelatinizado indicando que uma melhora na adesao interfacial
entre os componentes da blenda. Shirai et al. (2013) produziram filmes de TPS
por extrusdo e sopro para avaliar o efeito da adicdo de PLA plastificado com
adipato ou ésteres de citrato. Os ésteres de adipato com estrutura linear e
menor peso molecular em concentracdo mais baixa foram os melhores
plastificantes para o PLA. Foi possivel produzir filmes com propriedades

mecanicas adequadas para varios tipos de aplicacoes.

Blendas compostas pelos trés componentes TPS, PLA e gelatina ainda
nao foram estudadas com a mesma amplitude que as blendas discutidas
anteriormente. Guzman-Sielicka, Janik e Sielicki (2013) produziram blendas de
amido, gelatina e PLA plastificadas com glicerol por termo prensagem. Os
autores adicionaram ainda CaCOs como carga a fim de reduzir o preco da
blenda. Porém o estudo apresenta somente resultados de microscopia 6ética de
polarizagédo e de biodegradagdo em ambiente marinho e nenhuma propriedade
mecanica € avaliada. Sendo assim existe a ampla oportunidade de

investigacdo da producao e propriedades de blendas de TPS, PLA e gelatina.

2.4 Embalagens Ativas com Propriedades Antimicrobianas

A funcdo principal das embalagens de alimentos é a de manter a
qualidade e seguranca dos produtos alimentares durante o armazenamento e
transporte, e prolongar a vida de prateleira de produtos alimentares, impedindo
o contato com fatores ou condi¢cdes desfavoraveis, tais como microorganismos,
contaminantes quimicos, oxigénio, umidade, luz, etc. Dessa forma, os materiais
de embalagem fornecem protecéo fisica e criam condi¢des fisico-quimicas
adequadas para os produtos, sendo essenciais para a obtencdo de uma vida
uatil satisfatoria e manter a qualidade e seguranca alimentar (RHIM; PARK; HA,
2013).

Normalmente, os aditivos antimicrobianos séo adicionados diretamente
nas formulacbes dos alimentos para controlar o crescimento microbiano e
prolongar a vida de prateleira, no entanto, esta maneira ndo € sempre eficaz

uma vez que a capacidade de protecdo do agente antimicrobiano €
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neutralizado em reacdes e/ou interagdes com os demais componentes dos
alimentos. Além disso, 0 composto antimicrobiano adicionado diretamente nos
alimentos ndo permanecem somente na superficie dos mesmos, onde ocorrem
as reacOes de deterioracdo mais intensivamente (APPENDINI; HOTCHKISS,
2002).

Embalagens ativas apresentam um conceito inovador que pode ser
definido como uma forma em que a embalagem, o produto e 0 meio ambiente
interagem para prolongar a vida de prateleira ou a melhorar a seguranca e as
propriedades sensoriais, mantendo a qualidade do produto (SUPPAKUL et al.,
2003). Para tanto, tém sido desenvolvidas embalagens alimenticias com
sistemas de atmosfera modificada, controle e absorcdo de umidade,
incorporacdo de aditivos antimicrobianos e antioxidantes (SUPPAKUL et al.,
2003; HEMPEL et al., 2013; GOMEZ- ESTACA et al., 2014).

Uma vasta gama de substancias antimicrobianas foram testadas em
laboratérios para as suas potenciais aplicacbes em embalagens
antimicrobianas de alimentos. Estas substancias incluem &acidos organicos
(acido benzoico e sorbatos), enzimas (lisozima e glicose oxidase),
bacteriocinas (nisina e pediocina), fungicidas (benomyl e imazalil), polimeros
(principalmente a quitosana), extratos naturais, antibiéticos (triclosan e
compostos de prata), etc. (BASTARRACHEA, DHAWAN e SABLANI, 2011).

2.4.1 Embalagens Contendo Nanoparticulas de Prata

A prata tem um amplo espectro de atividade antimicrobiana, sendo ativa
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, fungos, protozoarios, e
certos virus (KUMAR; MUNSTEDT, 2005).

Diversos estudos tém sido feitos quanto a incorporacdo de
nanoparticulas de prata (AgNPs) em diferentes materiais para embalagens
ativas de alimentos. Sanchez-Valdes et al. (2008) produziram um compdsito de
polietileno e nanoparticulas de prata depositado em uma estrutura de filme com
cinco camadas. Tankhiwale e Bajpai (2009) desenvolveram em filtros de papel
comuns um material antibacteriano para aplicacdo em embalagens, pela

grafitizacdo de monomeros vinilicos, como a acrilamida, seguida pela
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incorporacao de nanoparticulas de prata. Os autores concluiram que o material
apresentou acgao biocida contra E. coli podendo ser aplicado como embalagem
antimicrobiana para alimentos. Emamifar et al. (2010) avaliaram a capacidade
de filmes nanocompdsito de polietieno de baixa densidade contendo
nanoparticulas de O6xido de zinco e prata como uma nova proposta de
preservagao e aumento da vida de prateleira de suco de laranja. Os autores
observaram uma prolongacédo da vida til do suco de laranja fresco de até 28
dias sem efeitos negativos nos aspectos sensoriais. De Moura, Mattoso e
Zucolotto (2012) investigaram as propriedades de filmes de hidroxipropil metil
celulose contendo nanoparticulas de prata e concluiram que o nanocompdsito
pode ser utilizado como revestimento interno antimicrobiano em embalagens

alimenticias.

2.4.2 Sintese Verde de AgNPs

As AgNPs mostram propriedades antimicrobianas mais eficientes
guando comparadas com sais de prata devido a sua area superficial
extremamente grande que proporciona melhor contato com @ 0s
microorganismos (RAI; YADAV; GADE, 2009).

Existe uma diversidade de técnicas desenvolvidas para sintetizar
nanoparticulas de prata, como: reducdo quimica (ZHANG; QIAO CHEN, 2006),
irradiacao de raios y (CHEN; SONG; LIUY, 2007), ablacéo por laser (ABID et
al., 2002), método eletroquimico (REICHA et al., 2012), autoclavagem (YANG;
PAN, 2012), aplicagdo de micro-ondas (KHAN et al.,, 2011) e a redugéo
fotoquimica (ALARCON et al., 2012). Dentre todos esses métodos a sintese
por reducdo quimica foi bastante utilizada, por apresentar diversas vantagens
como produzir nanoparticulas sem agregacao, alto rendimento e de baixo custo
de preparacdo. O método de reducdo quimica se caracteriza pela reducao de
ions de prata com a utilizacdo de um agente redutor, tal como borohidreto de
sédio (EOM, 2013), hidrazina (RYU et al.,, 2005), formamida (SARKAR;
KAPOOR; MUKHERJEE, 2005), formaldeido (WU; HSU, 2008), acido
ascorbico (QIN et al.,, 2010), anilina (KHAN, 2011), tirosina (KHAN, 2012),
etileno-glicol (ZHAO et al., 2010) e glicose (SHERVANI et al., 2011), etc. A io

apropriado e na presenca de um estabilizador adequado, tal como brometo de
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cetiltrimetilaménio (KHAN, 2012), citrato de soédio (PINTO et al.,, 2010),
polivinilpirrolidona (PVP) (WANG, 2005), poli(alcool vinilico) (KHANNA et al.,
2005), etc. Porém, muitos desses reagentes podem estar associados a
potencial toxicidade ambiental, bem como a riscos biolégicos (ZAHEER;
RAFIUDDI, 2011).

O desenvolvimento de AgNPs utilizando técnica de sintese verde
revolucionou todo o campo da sintese de nanoparticulas. Existem trés itens
principais na preparacdo de nanoparticulas que devem ser considerados: i- a
escolha do solvente, ii- o agente de reducdo compativel com o ambiente, e iii-
um material ndo toxico para a estabilizagdo das nanoparticulas. Para tanto,
polimeros naturais tém sido utilizados como agentes redutores e ao mesmo
tempo estabilizantes, como por exemplo a quitosana (WEI et al., 2009), o
amido soluvel (KASSAEE, 2008), a heparina (HUANG; YANG, 2008) e o acido
hialurdnico (XIA et al., 2011).

Uma das técnicas de sintese verde que se destaca € a técnica do
polissacarideo modificada (GHASEMINEZHAD; HAMEDI; SHOJAOSADATI,
2012). Nela glicose é utilizada com agente redutor de ions prata e amido €&
utilizado como agente estabilizante. O processo de reducéo dos ions prata em
prata metélica ocorre por autoclavagem (121 °C e 15 psi). Além da glicose
adicionada, nessas condicbes o amido € hidrolisado hidrotermicamente,
produzindo glicose que contribui para a reducdo da prata. Stevanovi¢ et al.
(2011) descrevem que no primeiro passo os ions de prata sdo reduzidos
levando a formacao de clusters de prata, em seguida ocorre a reducéo de ions
adjacentes e a sua acumulacdo nos clusters de prata. Finalmente o
crescimento das nanoparticulas de prata € controlado por estabilizacédo

coloidal.

O mecanismo de formacdo das AgNPs pela técnica do polissadarideo

modificada é apresentado na Figura 3.
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Figura 3- Esquema representando o mecanismo de formacgéo de nanoparticulas de
prata utilizando a sintese verde.

2.4.3 Mecanismo de Acao das AgNPs

Embora ndo se conheca corretamente como ocorre a agao
antimicrobiana das AgNPs, existem alguns mecanismos que podem ser

levados em consideracéo para explicar esse processo.

Um deles é o rompimento da membrana celular devido a interacdo das
AgNPs com compostos contendo enxofre e fésforo, incluindo proteinas e o
DNA, impedindo a replicacdo do DNA e levando a morte celular (MORONES et
al., 2005). Um segundo mecanismo possivel é a ligacdo das AgNPs carregadas
positivamente com a membrana celular bacteriana carregada negativamente, o
que causa rompimento das paredes celulares e de proteinas superficiais,
levando a morte celular (SUI et al., 2006). O terceiro seria pela penetracdo das
AgNPs na célula bacteriana, causando a inativacdo de enzimas e produzindo
H20:2 levando a morte celular (RAFFI et al., 2008).

Independente do mecanismo, as AgNPs mostram-se alternativas viaveis
de serem sitetizadas e possuidoras de elevada atividade antimicrobiana,
tornando-se interessantes para serem aplicadas a embalagens biodegradaveis

ativas.
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2.4.4 Tratamento Superficial de Filmes Poliméricos

Algumas estratégias tém sido empregadas para incorporacdo de
agentes antimicrobianos a filmes poliméricos. Na maioria das vezes os filmes
sdo produzidos por casting e 0 agente antimicrobiano € incorporado
diretamente a solucéo filmogénica (LARA-LLEDO; OLAIMAT; HOLLEY, 2012;
EHIVET et al., 2011). No caso da extrusdo o agente antimicrobiano pode ser
incorporado diretamente durante o processamento (PIRES; PETZHOLD;
SANTOS, 2014).

Porém da mesma forma que os agentes antimicrobianos adicionados as
formulag@es alimenticias, nos filmes eles também atuam de forma mais efetiva
na superficie pelo contato com o alimento, sendo a parte interna do filme
desprezivel no processo. Dessa forma uma estratégia que vise aplicar o agente
antimicrobiano na superficie dos filmes para reduzir a quantidade do mesmo

utilizado na formulacdo deve ser levada em consideragéo.

Modificacdes superficiais podem ser aplicada a filmes poliméricos como
por exemplo com a técnica de layer-by-layer (camada-por-camada) que
emergiu como uma ferramenta promissora para a funcionalizacdo de varios
substratos devido a sua facilidade de formacgéo e flexibilidade de adaptar as
propriedades fisico-quimicas (YAMANLAR et al.,, 2011). Soares et al. (2013)
produziram laminados de PLA e amido de mandioca plastificado com glicerol
produzidos por extrusdo. Os laminados foram submetidos a um tratamento de
recobrimento com quitosana reticulada com glutaraldeido para estudar o efeito
do revestimento nas suas propriedades mecanicas, na solubilidade em agua e
na permeabilidade ao vapor de &gua. O revestimento melhorou as
propriedades mecéanicas e de barreira ao vapor de agua e reduziu a
solubilidade em &gua, além de alterar as caracteristicas morfologicas da
superficie dos laminados.

A gelatina, como a maioria das proteinas, produz filmes com
propriedades mecanicas e de barreira ao vapor de agua nao ideais, o que limita
a sua aplicagdo. A modificacdo da rede polimérica por meio de ligacbes
cruzadas (reticulagdo) € uma alternativa para melhorar a funcionalidade dos
filmes proteina (CAO; FU; HE, 2007). A reticulacdo de proteinas é alcancada

usando reagentes como o glutaraldeido, formaldeido, a transglutaminase e a
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genipina (SHEWAN; STROKES, 2013). Para contornar a utilizacdo de
reagentes de reticulacdo toxicos como o glutaraldeido e o formaldeido, a
enzima transglutaminase tem sido proposta, jA que ndo apresenta limitacoes
guanto a toxicidade (PRATA et al., 2008).

Transglutaminases (TGases) sdo uma familia amplamente larga de
enzimas presentes em animais, plantas e organismos unicelular, que séo
responsaveis pela modificacdo de proteinas, agindo como calcio-dependente
(IORIO et al., 2012). Ela é capaz de catalisar reacfes de acil-transferéncia
entre grupos y-carboxiamidico e residuos de glutamina da cadeia polipeptidica
(acildoadores) e uma variedade de aminas primarias (acil-receptores), incluindo
0s grupos &- amino de residuos de lisina em certas proteinas. E usado como
um agente de reticulacdo comestivel e tem sido amplamente utilizado na
fabricacdo de queijo, processamento de carne, e producdo de filmes
comestiveis (DONG et al., 2008). Dessa forma, o aumento do grau de ligacdes
intra e intermoleculares, causadas por rea¢des enzimaticas, pode aumentar a
aproximacdo da matriz polimérica, provocando a alteracdo de funcionalidade,
incluindo a diminuicdo da solubilidade e da permeabilidade ao vapor de agua
(CAO, FU e HE, 2007).

A incorporacdo de AgNPs a superficie de filmes compostos por TPS,
PLA e gelatina por tratamento superficial de reticulacdo enzimatica com

gelatina é proposta no presente trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

7

O objetivo geral do presente trabalho é a obtencéo de laminados de
poli(L-acido latico)/amido termoplastico/gelatina incorporados superficialmente

com nanoparticulas de prata bem como sua caracterizagao.

3.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar as AgNPs utilizando a técnica do polissacarideo modificada e
quantificar a concentracéo real de prata metalica por Espectrometria de Massa

com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS);

- Caracterizar AgNPs quanto a morfologia (Microscopia Eletronica de
Varredura, MEV), diametro médio e indice de polidispersdo (Espalhamento
Dindamico de Luz e por Espectrofotometria UV-Vis) e grupos funcionais
presentes na superficie das mesmas (Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier, FTIR);

- Determinar as concentra¢des inibitria minima e bactericida minima das
AgNPs contra as seguintes bactérias: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa;

- Produzir laminados de poli(L-acido latico)/amido termoplastico/gelatina, com

diferentes concentracfes de gelatina, por extrusao;

- Recobrir os laminados por tratamento superficial com reticulacdo de gelatina

via enzimética para incorporacao das AgNPs;

- Caracterizar os laminados produzidos (com e sem incorporagdo de AgNPSs)
quanto as suas propriedades mecanicas (ensaio de tracdo) e de barreira

(solubilidade e permeabilidade ao vapor d’agua);

- Caracterizar a morfologia dos laminados produzidos com e sem incorporagao
de AgNPs por MEV.

- Avaliar as propriedades antimicrobianas dos laminados com e sem

incorporacao de nanoparticulas de prata.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Amido solavel (Merk), D-glicose (Isofar) e nitrato de prata (Proquimios)
foram utilizados na sintese das nanoparticulas de prata. As bactérias Gram
positivas, Bacillus cereus (IAL55) e Staphylococcus aureus (IAL1875) e
bactérias Gram negativas, Escherichia coli (IAL339) e Pseudomonas
aeruginosa (IAL2081), caldo Muller-Hinton (Biomark), e solucdo salina foram
utilizados nas analises microbiolégicas. Para preparacdo da solugdo padréo
McFarland de 0,5 foram utilizados os seguintes reagentes: cloreto de bario
(Vetec) e acido sulfurico (Proquimios). Brometo de potassio (KBr, Sigma
Aldrich) foi utilizado para a andlise de FTIR. Os laminados foram produzidos
com amido de mandioca (Indemil, Brazil), glicerol, gelatina (Dinamica, P.A.) e
PLLA Ingeo 4043D (Natureworks LLC, Cargill, USA). Nitrato de magnésio e
cloreto de sodio anidro (Vetec) foram utilizados para controlar a umidade
durante o condicionamento dos laminados. Transglutaminase Activa WM
(AJINOMOTO) obtida do Streptomyces mobaraense foi utilizada para

reticulacdo superficial dos laminados.

4.2 Sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs)

A técnica do polissacarideo modificada (GHASEMINEZHAD; HAMEDI;
SHOJAOSADATI, 2012) foi adotada para sintese das AgNPs. Para tanto,
solucBes aquosas de nitrato de prata (2 mL, 25 mM), de amido (gelatinizado a
90 °C, 50 mL, 1%g/g) e de D-glicose (4 mL, 25 mM) foram preparadas. Em
seguida as solu¢bes foram homogeneizadas com agitacdo magnética por 5
min. Finalmente a solucdo resultante foi autoclavada a 121°C e 15 psi
(Prismatec) por 15 min. Ao final do procedimento a solucdo apresentou
coloracdo amarelo marrom, indicando a formacéo das AgNPs. A solucao foi

armazenada a temperatura ambiente.
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4.3 Caracterizacao das nanoparticulas de prata

4.3.1 Morfologia das AgNPs

A morfologia das nanoparticulas de prata foi avaliada por Microscopia
Eletronica de Varredura (Shimadzu SSX 550 Superscan) localizado no
Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade
Estadual de Maringa (UEM). A solucéo contendo as nanoparticulas foi seca em

laminula de vidro que em seguida foi recoberta com ouro (sputter).

4.3.2 Diametro médio e indice de polidispersao

Foram determinados o tamanho médio das nanoparticulas e o indice de
polidispersao utilizando a técnica de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS,
MALVERN - Zetasizer Nano S). O equipamento utilizado esta localizado no
Laboratorio de Controle de Processos da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

O diametro médio também foi estimado utilizando o calculo da largura a
meia altura (Full-Width at Half Maximum, FWHM) do espectro da solucédo das
nanoparticulas obtido por Espectrofotdmetria UV-Vis (OCEAN OPTICS,
USB650UV) (BECHTOLD, 2011). Para tanto, uma solucdo branco foi
preparada com o mesmo procedimento da sintese de nanoparticulas de prata,
sem a adicdo do nitrato de prata. Apos a obtencéo do espectro de varredura da
solucéo contendo as AgNPs foi determinada graficamente a altura no ponto de
maxima absorcdo do espectro. Em seguida foi localizada a largura no ponto

referente a meia altura (didametro estimado).

As imagens obtidas por MEV das AgNPs também foram submetidas a
analise através do software SizeMeter para determinacao do diametro médio e
da distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas. Para tanto 305 medidas de
didmetro foram tomadas e a distribuicdo de tamanhos foi obtida por meio de

construgéo de um histograma (LEIMANN et al., 2008).
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4.3.3 Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagcdo dos grupos funcionais presentes na superficie das
nanoparticulas foi obtida por Espectroscopia Infravermelho com Transformada
de Fourier (IR AFFINITY-1, Shimadzu) (GHASEMINEZHAD; HAMEDI,
SHOJAOSADATI, 2012). A solucéo resultante da sintese das nanopatrticulas foi
seca em estufa. As pastilhas de brometo de potassio (100 mg, KBr) foram
preparadas com 10 mg da amostra seca. As pastilhas de KBr foram produzidas
em um pastilhador submetido a 7 kgf de pressdo em prensa hidraulica
(Bovenau, P15 ST). Os espectros foram obtidos na faixa de 4000-400 cm
utilizando 32 acumulacdes e resolucdo de 4 cm™* (LEIMANN, 2011). Para
comparacao foi analisada a amostra branco (mesmo procedimento adotado

para a caracterizacdo do diametro por UV-Vis).

4.3.4 Espectroscopia de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

A concentracdo total de prata metalica sintetizada foi determinada por
espectroscopia de massa foram feitas no Laboratorio de Espectrometria
Atdbmica do Departamento de Quimica da UFSC em um espectroscopio de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), marca Perkin Elmer,
modelo Nexlon 300 D, Shelton,USA. A solucdo de AgNPs resultante da sintese

foi diluida em 200 vezes para a determinacao.

4.4 Determinacédo da Atividade Antimicrobiana das AgNPs

4.4.1 Preparo dos inéculos bacterianos

Para a determinacéo da atividade antimicrobiana in vitro foram utilizadas
bactérias Gram positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus) e bactérias
Gram negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). Para
padronizacdo dos inoculos microbianos, foram selecionadas, pelo menos, de
trés a cinco coldnias, bem isoladas, do mesmo tipo morfolégico, em placa de
agar. Os inoculos de cada cultura foram transferidos com o auxilio de uma alga
de semeadura para tubos contendo caldo Miller-Hinton. As culturas foram

incubadas a 35 °C, por 24 horas. A turbidez da cultura em crescimento ativo de
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24 horas foi ajustada com solucéo salina estéril, de modo a obter uma turbidez
Optica comparavel a da solu¢cdo padrdo McFarland de 0,5. Apéds, foram
realizadas diluicGes 1:10 em tubo Eppendorf da suspensdo padronizada (108

UFC/mL), obtendo-se uma suspenséo de 107 UFC/mL.

4.4.2 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A atividade antimicrobiana das AgNPs foi avaliada utilizando o método
de microdiluicdo em caldo, o qual determina a concentracdo minima inibitéria
(CIM). Placas de microtitulacdo (96 pocos) foram utilizadas para os testes.
Foram pipetados 100uL de caldo Muller-Hinton (CMH) nos pogos da
microplaca. A seguir, 100uL de uma solucdo contendo AgNPs foram acrescidos
ao primeiro poco e, ap0s homogeneizados, foram transferidos 100 pyL do
conteudo deste poc¢o para 0 segundo, e assim sucessivamente, obtendo-se
diferentes concentracdes de AgNPs. Para a preparacédo do inéculo bacteriano,
suspensdes bacterianas com turvacéo equivalente a 0,5 da escala McFarland
(1x 108 UFC/mL) foram diluidas 10x em salina estéril, obtendo —se inéculos
bacterianos com concentracdo 107 UFC/mL. Desta suspencdo, 5 upL foram
inoculados em cada poco da microplaca (NCCLS, 2003). A CIM foi
determinada apo6s 24 h de incubacgéo a 37 °C, sendo a menor concentracdo

das AgNPs capaz de causar inibicdo total do crescimento microbiano.

4.4.3 Determinacédo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A determinacao da concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada
pela transferéncia de uma aliquota de 10 uL do conteudo dos pocos onde ndo
houve crescimento bacteriano visivel no teste de CIM, para a superficie de
placas contendo agar Muller-Hinton. Apos 48 h de incubagéo a 37 °C em estufa
para cultura bacteriolégica se definiu a concentracdo bactericida minima, que

foi a menor concentracdo capaz de causar a morte do indculo.
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4.5 Producao dos Laminados De PLLA/TPS/Gelatina

Foram produzidas blendas de amido termoplatico (TPS), gelatina e PLLA
em extrusora mono rosca (marca BGM, modelo EL-25, Brasil), empregando-se
as seguintes condicfes: diametro das roscas de 20 mm, comprimento do
parafuso de 28D, velocidade do parafuso de 30 rpm e perfil de temperatura 90 /
180 / 180 / 180°C nas quatro zonas. As formulagbes utilizadas estao
apresentadas da Tabela 1, sendo o controle selecionado a partir de resultados

apresentados por Shirai (2013).

Tabela 1- Formulacgdes utilizadas para a producdo dos laminados.

Formulacéo PLA (9) Amido (g) Glicerol (g) Gelatina (g)
FC 250 187,50 62,50 0,00
FG1 250 185,62 61,88 2,50
FG3 250 181,88 60,63 7,50
FG5 250 178,13 59,37 12,50

Os extrusados obtidos na forma de perfis cilindricos foram peletizados e
processados em extrusora dupla rosca co-rotacional (marca BGM, modelo D-
20) para producao dos laminados. O perfil de temperatura empregado foi de
100/170/170/170/ 175 °C, a velocidade do alimentador foi de 30 rpm e a
velodicade dos parafusos foi de 100 rpm. Proximo a matriz da extrusora foi
acoplada uma calandra laminadora, (AX- plasticos, Brasil) em 45°, composta
de sistema de resfriamento dos cilindros por agua, puxador, bobinador e painel
de controle de rotacdo dos cilindros. A distancia entre os cilindros utilizada foi
de 0,5 mm a 0,8 mm e a rotacdo foi ajustada conforme a formulacdo para

manter a continuidade do processo.

4.6 Aplicacdo das AgNPs aos Laminados de PLLA/TPS/gelatina

Para incorporacdo das AgNPs aos laminados 32 mL de uma solugéo
aguosa contendo gelatina (0,8 %g/g) e transglutaminase (1 %g/g) foi
adicionada a solucdo final obtida na sintese das AgNPs (volume). A
concentracdo final de AgNPs nesta solucdo foi escolhida em funcdo da
caracterizacdo da CIM das AgNPS contra 0 microorganismo que apresentou
maior resisténcia. A solugdo resultante foi entdo colocada em uma bandeja e

os laminados previamente cortados (10 cm x 20 cm) foram mergulhados na
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solugcdo por 30 s. Em seguida os laminados tratados foram mantidos
suspensos em um varal para secagem da solucdo e reticulagdo com a
transglutaminase a temperatura ambiente durante 24 h. Apds a secagem 0s
filmes foram armazenados em sacos plasticos fechados. Os filmes reticulados
com tratamento superficial para incorporacdo das AgNPs foram denominados:
FCR (controle, 0% gelatina), FG1R (1% gelatina), FG3R (3% gelatina), FG5R
(5% gelatina).

4.7 Caracterizagao dos laminados

4.7.1 Espessura e Densidade

A espessura foi determinada com um micrédmetro digital (Starrett) com
resolucdo de 0,001 mm. Foram utilizados 10 pontos aleatorios sobre a

superficie de cada filme e a média dessas medidas foi entdo calculada.

Para determinar a densidade, amostras de filmes na dimensdo de 20
mm x 20 mm foram mantidos em dessecador contendo cloreto de calcio anidro
(0% RH) por 2 semanas em incubadora de BOD e pesados. A densidade foi
calculada com a Equacéo (1), onde mf é a massa do filme (g), e E a espessura

do filme (mm). Os resultados foram expressos em g/cm?3.

1000.m,
D = m Equacao (1)

4.7.2 Propriedades Mecanicas

Foram avaliadas as amostras dos laminados com e sem tratamento
superficial de incorporacdo das AgNPs. Os corpos de prova foram cortados em
tamanhos igual a 100 x 10 mm. As analises foram realizadas no laboratério de
Tecnologia do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia de Alimentos da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Os testes de tracdo nas amostras
foram feitos em texturébmetro (Stable Micro Systems, TA XTplus), conforme os
métodos e normas da American Society for Testing and Material (ASTM D-882-

00, 2001). As propriedades determinadas foram resisténcia maxima a tracéo
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(MPa), alongamento na ruptura (%) e modulo de elasticidade ou de Young
(MPa).

4.7.3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor foi determinada por método gravimétrico,
conforme a ASTM E-96-00 (2000) com algumas modificacbes. Os filmes
cortados em formato circular com 60 mm de diametro foram previamente
condicionado sob UR de 53% durante 48 horas em incubadora de BOD (ACB
LABOR). Em seguida, os mesmos foram fixados em uma capsula de aluminio,
vedada nas extremidades com graxa de silicone e presos hermeticamente com
0s anéis de vedacdo para garantir que a migracdo de umidade ocorresse
através do filme. O interior da capsula foi previamente preenchido com cloreto
de calcio anidro (0% UR) e o sistema foi condicionado em dessecador
contendo solucdo de cloreto de sédio (75% UR) a 25 °C em incubadora de
BOD.

Sucessivas pesagens foram realizadas a cada 12 horas, por um
intervalo de tempo de 5 dias. O ganho de massa (m) foi plotado em funcéo do
tempo (t) sendo determinado o coeficiente angular através da equagéo da reta
obtida por regressao linear e a taxa de permeabilidade ao vapor de &agua
(TPVA) calculada através da Equacédo 2. A permeabilidade ao vapor de agua

foi calculada com a Equacéao 3.

m 1
TPVA=—.— «
t A Equacéo (2)
PVA TPVAe
= Equacgdo (3
p..(UR, -UR,) uagso 3
Onde:
PVA - Permeabilidade ao vapor de agua (g.diat.m1.Pa?)
E - Espessura média do corpo-de-prova (m)
Os - Pressao de saturagao e vapor a temperatura do ensaio (Pa)

UR1 - Umidade relativa dentro do dessecador (%)



33

UR2 - Umidade relativa dentro da Capsula (%)

TPVA - Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (g.diat.m-2)
M - Ganho de massa de agua (Q)

t - Tempo (dia)

A - Area de permeacéo do corpo de prova (m?)

4.7.4 Umidade dos laminados

A umidade dos laminados com e sem incorporacdo das AgNPs foi
determinada por secagem em estufa de circulacdo de ar (Cienlab) 70 °C por
24 h e pelo uso da Equacao 4, onde U é a umidade do laminado (%), mi1 é a

massa inicial da amostra (g) e msi a massa seca final da amostra (g).

TPSULTLLVETY

mi, Equacéo (4)

4.7.5 Solubilidade em agua

Os corpos de prova dos laminados (2 x 2 cm) foram submetidos a
imersdo (triplicata) em erlenmeyer contendo 200 mL de agua destilada e
mantido em banho a 25 +/- 2 °C por 24 h (IRISSIN- MANGARA et al., 2001).
Apoés esse periodo, o laminado restante foi removido e seco a 70 °C em estufa
de conveccado de ar por 24 h para determinar a massa seca final (msz2). A
solubilidade do laminado (SOL) foi calculada em funcdo da massa seca inicial
do laminado através da Equacéo 4, onde mi2 denota a massa inicial da amostra
(g), ma a massa de agua calculada a partir da umidade, sendo (mi2 — ma) a

massa inicial do laminado em base seca e ms2 a massa seca final da amostra

(9).

(miz — ma) — mSz)
(miZ - ma)

SOL:(

.100 Equacao (4)
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4.7.6 Isoterma de sorcdo de 4gua

As amostras dos laminados com e sem tratamento foram cortadas em
pequenos quadrados com dimensdes aproximadas de 5 x 5 mm e mantidas por
14 dias em dessecador contendo silica gel para remocdo da umidade. Apés
este periodo as amostras foram acondicionadas a 25°C em potes herméticos
contendo diferentes solugbes saturadas de sais que proporcionou uma URE
diferente (Tabela 2). As amostras foram pesadas até atingir o equilibrio e em
seguida tiveram sua umidade absoluta determinada pelo método gravimétrico

de secagem em estufa a 105°C por 24h.

As isotermas foram obtidas a partir da plotagem dos dados de umidade
atingida pelas amostras no equilibrio versus a URE e ajuste por regressédo ao
modelo de Guggenhein-Anderson-de Boer (GAB), Equacéo 5.

CxKxm,xa, (Equacéo 5)
[(1-Kxa, 1-Kxa,+CxKxa,)l

X, =

Onde:
Xw = Umidade de equilibrio (g de agua/g de matéria seca)

C = Constante de Guggenhein, que representa o calor de sor¢éo na primeira

camada
K = Calor de sorcdo das multiplas camadas
Mo = Teor de 4gua ha monocamada

aw = Atividade de agua

Tabela 2 — Solugbes salinas e suas umidades relativas de equilibrio a 25°C.

Sal Nome URE a 25°C
CaCl; Cloreto de Calcio Anidro P.A. 0%
LiCl Cloreto de Litio Anidro P.A. 11,3%

MgCl,.6H,O Cloreto de Magnésio Hexaidratado P.A. 32,4%
Mg(NO3)2.6H.O Nitrato de Magnésio Hexaidratado P.A. 52,9%
NaCl Cloreto de Sé6dio Anidro P.A. 75,3%
KCI Cloreto Potassio P.A. 85%
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4.7.7 Morfologia dos laminados

As andlises foram realizadas no laboratorio de Tecnologia do Programa
de Poés-graduacdo em Ciéncia de Alimentos da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) em microscoépio eletrénico de varredura Phillips, modelo FEI
Quanta 200. As amostras dos laminados foram inicialmente condicionadas com
em dessecador contendo silica gel para remocédo da umidade. Em seguida
foram mergulhadas em nitrogénio liquido e entdo fraturadas. Finalmente as
mesmas foram aderidas em suportes metalicos e por fim metalizadas em

sputter coater marca Bal-Tec, modelo SCD-050.

4.7.8 Atividade antimicrobiana dos laminados

Amostras de laminados com e sem tratamento superficial de
incorporacdo das AgNPs foram submetidos a avaliacdo de atividade
antimicrobiana. Os filmes foram cortados em circulos de 2 mm de didmetro e
autoclavados por 15 minutos. Em seguida foram colocadas na estufa com
silica, por 24 horas. Os indculos bacterianos previamente padronizados (escala
0,5 McFarland) foram semeados homogeneamente com swab em toda
superficie de placas de petri contendo agar Muller-Hinton. Os discos dos filmes
com tratamento com as AgNPs foram aplicados sobre as placas de petri, que
foram entéo incubadas a 37 °C por 24 horas. ApOs este periodo, as placas
foram analisadas observando-se a formacgéo de halos de inibicdo ao redor dos

filmes.

4.8 Andlises estatiticas

Os resultados de umidade, espessura, densidade, solubilidade, PVA e
propriedades mecéancias foram submetidos a analise de varidancia ANOVA a um
nivel de significancia de 5% e ao teste de Tukey utilizando o software Statistica
7.0.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao dos laminados de PLLA / TPS / gelatina

Imagens dos laminados produzidos estéo apresentadas na Figura 4.

(c) (d)
Figura 4- Laminados de PLLA / TPS / gelatina produzidos por extruséo: (a) FC
(controle, 0% gelatina); (b) FG1 (1% gelatina); (c) FG3 (3% gelatina); (d) FG5 (5%
gelatina).

Analisando visualmente os laminados produzidos (Figura 4) pode ser
observado que o aumento da quantidade de gelatina (FG3 e FG5) resultou em
aspecto mais aspero, coloracdo mais amarelada e a consisténcia mais rigida
com aumento da espessura. Os laminados produzidos com maior concentracao
relativa de amido (FG1), apresentaram coloracdo mais branca, aspecto liso e
consisténcia delicada. Resultados semelhantes também foram observados por
Fakhoury et al. (2012).

A morfologia dos laminados FC (controle, 0% gelatina), FG1 (1%
gelatina), FG3 (3% gelatina) e FG5 (5% gelatina) foi caracterizada por MEV
sendo que as micrografias obtidas estdo apresentadas na Figura 5.



37

013 [Mag| WD Sig VacMode | HV
40 AM|800x]14.2 mm) SE High vacuum(20.0 KV

FG1-A

2

A i
VacMode HV - 112/ WD Sig VacMode
High vacuum 20.0 kv 9:59

12’12/"013 Mag VID Sig VacMode

Flgura 5- Mlcrograflas dos laminados onde (A) fratura (magnlflca(;ao 800 x) e (B)
superficie (magnificagdo: 1.600 x). FC (controle, 0% gelatina), FG1 (1% gelatina), FG3
(3% gelatina), FG5 (5% gelatina).
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As fraturas dos laminados apresentaram caracteristicas bem diferentes
como pode-se observar na Figura 5. E possivel observar na micrografia do
laminado controle (FC - A) maior porosidade enquanto que para a formulacao
FG1 (FG1 - A) sdo observadas estruturas com aspecto fibroso que
proporcionaram cavidades em forma de vales. Os laminados FG3 (FG3 — A) e
FG5 (FG5 — A) apresentaram estrutura mais compacta, com menor porosidade

que a formulacao controle.

E possivel observar a presenca de granulos de amido n&o gelatinizado
na superficie de todos os laminados e que as superficies mais lisas foram as
das formulacdes controle (FC - B) e com 5% de gelatina (FG5 - B). As
formulagbes intermediarias apresentaram aspecto irregular e poroso.
Resultados semelhantes foram observados por Zhang et al. (2013) que
produziram filmes de gelatina e amido. Os autores observaram protuberancias
nas superficies dos filmes e que a densidade das mesmas aumentava
diretamente com a propor¢cao de amido. Como os filmes foram produzidos por
casting os autores sugerem que isso se deve ao fato das duas fases
apresentarem taxas de encolhimento diferentes durante a secagem. No caso
do presente trabalho € possivel que a taxa de encolhimento dos materiais
tenha sido diferente na etapa de resfriamento apds a laminagéo.

Guzman-Sielicka, Janik e Sielicki (2013) produziram blendas de PLLA,
gelatina e TPS por termoprensagem e observaram um aumento na porosidade
da superficie com o aumento da concentracao de gelatina. Provavelmente esse
efeito ndo pdde ser observado no presente trabalho devido as quantidades
diferentes de gelatina que foram utilizadas, muito menores (de até 5 % relativa
a formulacéo total) comparado com os filmes de Guzman-Sielicka, Janik e
Sielicki (2013) (de10 a 40%).

Os valores determinados para a densidade e espessura dos laminados

produzidos podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3- Resultados obtidos de espessura e densidade dos laminados FC (controle, 0%
gelatina), FG1 (1% gelatina), FG3 (3% gelatina), FG5 (5% gelatina).

Formulacédo Espessura (mm) Densidade (g/cm?)
FC 0,357 £ 0,047 1,25+ 0,09
FG1 0,316 £ 0,025 1,31+ 0,09
FG3 0,391 + 0,040 1,22 + 0,07

FG5 0,320 + 0,079 1,04 £ 0,10
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Quanto aos resultados de espessura e densidade (Tabela 3) a analise
de variancia nao indicou diferenca significativa a 5% de significancia. Este fato
pode ser explicado pela uniformidade do material produzido por extrusao. Choi
et al. (1998) produziram peles artificiais compostas por alginato de sodio e
gelatina e constataram o que com 0 aumento da concentracdo de gelatina
houve uma diminui¢do da densidade do material. Este efeito n&o foi observado
nos resultados da Tabela 3 possivelmente devido a variacdo da concentragado

de gelatina néo ter sido téo elevada.

Tabela 4- Resultados obtidos para permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos
laminados FC (controle, 0% gelatina), FG1 (1% gelatina), FG3 (3% gelatina), FG5 (5%
gelatina).

Formulacgéo PVA (g.m1.Patdia?l) (x 10°)
FC 2,832 + 0,068
FG1 3,252 £ 0,003
FG3 3,452 £ 0,075
FG5 10,1° + 1,148

ab As medias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nio apresentam diferenca significativa a 5% de
significncia pelo teste de Tukey.

De acordo com a analise estatistica de variancia a 5% de significancia,
houve diferenga significativa ente os valores de PVA da amostra com 5% de
gelatina (FG5R) e as demais formulagdes. Isso pode ser explicado pela maior

guantidade de gelatina que apresenta maior carater hidrofilico que o amido.

Al-Hassan e Norsiah (2012) obtiveram resultados na faixa de 4 a 5 x 10
g.m1Paldia?l para a PVA de filmes de amido de sorgo e gelatina (glicerol
como plastificante). Fakhouri et al. (2009) obtiveram PVA igual a 3,38 g.mt.Pa-
L.dia! para filmes de amido de milho lipofilico e gelatina plastificados com acido
caprilico. No presente trabalho a incorporacdo de TPS e gelatina ao PLLA
permitiu que a PVA se aproximasse de valores obtidos para blendas de
gelatina e TPS.

Os resultados obtidos para as andlises de umidade e solubilidade estéo
dispostos na Tabela 5. A analise de umidade ndo apresentou resultados com
diferencas significativas (p>0,05), como pode ser observado na Tabela 5. Ja
para os resultados referentes a solubilidade houve diferencga significativa entre

a formulacao controle (sem gelatina) e a formulagdo com 5% de gelatina (FG5).
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Tabela 5- Resultados obtidos para umidade e solubilidade dos laminados FC (controle,
0% gelatina), FG1 (1% gelatina), FG3 (3% gelatina), FG5 (5% gelatina).

Formulacéao U (%) SOL (%)
FC 6,1 £ 0,59 19,12+ 0,89
FG1 6,4 +£0,12 20,62° + 1,83
FG3 7,6 £ 0,02 22,720 + 1,65
FG5 54+ 1,27 26,4°+ 15

abed As médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa a 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

Esse resultado se deve provavelmente a maior solubilidade da gelatina
na agua, pois os filmes de gelatina plastificados sdo completamente solUveis
na mesma (PEREDA et al., 2011). Fakhouri et al. (2009) avaliando a
solubilidade de filmes de gelatina e amido de milho com &cido caprilico como
plastificante obtiveram valores de até 44,82%. Soares et al. (2013)
determinaram a solubilidade de blendas de laminados de PLLA/TPS igual a
35,2%. A maior solubilidade encontrada pelos autores, maior até que para 0s
laminados produzidos no presente trabalho, se deve ao fato dos mesmos
utilizarem uma proporgdo entre PLLA/TPS de 30/70. No presente trabalho a
propor¢cdo entre PLLA/(TPS+gelatina) foi de 50/50. Ja que o PLLA nao

apresenta solubilidade em agua sua maior propor¢cao afetou este resultado.

Os resultados das propriedades mecanicas em termos de resisténcia a
tracdo, modulo de Young e elongacéo na ruptura dos laminados FC (controle,
0% gelatina), FG1 (1% gelatina), FG3 (3% gelatina) e FG5 (5% gelatina) estéo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Propriedades mecanicas dos laminados FC (controle, 0% gelatina), FG1
(1% gelatina), FG3 (3% gelatina), FG5 (5% gelatina).

Formulago Resisténcia Elongacéao Modulo de Young
atracdo (MPa) na ruptura (%) (MPa)

FC 28,82+2,1 31,72+6,1 6142 £ 51
FG1 22,6°+2,1 37,22+ 8,8 469° + 27
FG3 22,7°+0,9 18,42+ 3,1 520° + 39
FG5 19,8+ 0,8 359°+9,7 483°¢ + 25

ab As medias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo apresentam diferenga significativa a 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

A adicdo gradual de gelatina aos laminados de PLLA/TPS afetou

significativamente as propriedades mecanicas. Uma reducao em torno de 30%
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foi observada na resisténcia a tracdo, no modulo de Young e na elongacéao na
ruptura. Este fato pode ser explicado pela incompatibilidade entre os
componentes da blenda. As propriedades mecanicas dos laminados estéo
diretamente ligados a adesao interfacial entre os polimeros da blenda. Quando
os polimeros sdo misturados € interessante que haja boa distribuicdo e
dispersdo dos componentes formando uma Unica fase. Dispersfes pobres
podem resultar em formacéo de clusters resultado do emaranhamento das
cadeias poliméricas que por sua vez reduz a transmissdo de tensao
(BRANDELERO GROSSMANN; YAMASHITA, 2011). Nas imagens de MEV
apresentadas anteriormente (Figura 5) a presenca de porosidade e granulos de
amido néo gelatinizados dificultam a transferéncia de carga sob estresse o que
explica os resultados obtidos. Filmes compostos de amido de mandioca e
gelatina preparados por casting apresentaram aumento na resisténcia a tragao
conforme gelatina foi adicionada devido ao refor¢go nas propriedades da matriz
polimérica (FAKHOURY et al.,, 2012; FAKHOURY et al., 2013). No presente
estudo ndo foram observados tais resultados devido a presenca do PLLA que
possui carater hidrofébico e possui incompatibilidade com o amido e a gelatina
conforme ja relatado em outros estudos (SHIRAI, et al.,, 2013; ZHAO; LIU;
KANDGE, 2006). Apesar do amido e da gelatina serem hidrofilicos e
compativeis, eles sdo imisciveis e se apresentam em duas fases (LIU et al.,
2014).

Os resultados relacionados as isotermas de sor¢cédo dos laminados FC
(controle, 0% gelatina), FG1 (1% gelatina), FG3 (3% gelatina) e FG5 (5%
gelatina) estdo apresentados na Figura 6 e os parametros do modelo de

Guggenhein-Anderson-de Boer (GAB) na Tabela 7.
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Figura 6- Isoterma de sor¢éo dos laminados FC (controle, 0% gelatina), FG1 (1%
gelatina), FG3 (3% gelatina), FG5 (5% gelatina).

Tabela 7- Parametros do modelo de Guggenhein-Anderson-de Boer (GAB) para as
isotermas de sorcao dos laminados FC (controle, 0% gelatina), FG1 (1% gelatina),
FG3 (3% gelatina), FG5 (5% gelatina).

Parametro FC FG1 FG3 FG5
C 8,65 6,59 8,86 5,73
K 0,84 0,83 0,89 0,81
Mo 0,031 0,042 0,036 0,044
R? 0,997 0,995 0,998 0,996

Onde : C = Constante de Guggenhein, que representa o calor de sor¢do na primeira camada, K = Calor de sorgdo das
multiplas camadas, m, = Teor de 4gua na monocamada, R?>=corresponde ao coeficiente de determinagéo (R?>0,99).

Pode se observar de acordo com a Figura 6 que ndo houve diferenca
quanto a absor¢cdo de umidade entre as formulacdes com variadas
concentracfes de gelatina, e ainda analisando o filme controle percebe-se que
os filmes que tiveram adic&o de gelatina absorveram mais agua, assim também
como aconteceu com a analise de PVA, isso pode ser explicado pelo fato da
gelatina ter proporcionado um carater mais hidrofilico ao material. Todas as
formulacbes sdo apresentadas como isotermas de sorcdo sigmoidal (Tipo II)
(segundo a classificacdo de Brunauer 's) (Brunauer, Deming, Deming, e Troller,
1940) devido a presenca de materiais hidrofilicos, tais como da T\PS e a
gelatina, ainda essa caracteristica também foi observada em outros trabalhos
como Shirai (2014), que produziu filme de PLA e TPS, e Miller, Laurindo e
Yamashita (2012) que produziram filme de amido termoplastico (TPS),

reforgcado com nanoargilas hidrofilicas e hidrofébicas.
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De acordo com Shirai (2013) que produziu filmes com 70% de PLA,
quando o teor de PLA foi aumentada na mistura, o teor de umidade de
equilibrio diminuiu a atividade da agua avaliada. Este resultado pode estar
relacionado com o caracter hidrofobico da PLA, porém nesse trabalho como foi
utilizado uma menor concentracdo de PLA que foi de 50% e ainda utilizamos

gelatina na formulacdo houve um aumento da absor¢do de umidade.

De acordo com o modelo de GAB representados os dados experimentais
tiveram um 6timo ajuste (R2>0,99), sendo esse modelo também adequado para
descrever as isotermas de sor¢cdo de agua dos filmes de misturas de TPS /
PBAT (BRANDELERO, 2011). Assim como em outros trabalhos como o de
Soares (2013) que produziu filme de PLA e amido, Brandelero et al. (2013) com
blendas de amido/PBAT adicionados de Tween 80 e 6leo de soja, e Abdillahi et
al. (2013) com filme de farinha de trigo / glicerol / poli (acido lactico) (PLA) com
adicdo de acido citrico.

O teor de umidade de monocamada (mo) indica a quantidade méaxima de
agua que pode ser adsorvido em uma Unica camada de pelicula por grama de
matéria seca e € uma medida do numero de sitios de adsorcdo (Mali et al.,
2005). Todas as formulacbes apresentaram altos valores de agua na
monocamada, valores estes que estao dentro da faixa comum para os produtos
amilaceos (Mali et al, 2005). E ainda nas formulagdes que continham gelatina

esses valores foram maiores ainda.

Assim como observado por Mali et al. (2005) e Miuller, Laurindo e
Yamashita (2011) os parametros K e C n&o foram influenciados pela
composicdo das misturas, ndo houve variacdes muito grandes entre os valores

para cada formulacao.

O parametro K esté relacionado com a absorcdo de calor do vapor de
agua na multicamada e quando K é igual a um, considera-se que ndo ha
interacdo entre as moléculas de agua sorvida nas multicamadas e isotérmica e
o0 modelo é igual ao modelo de Brunauer-Emmett-Teller (BET). Fato este que
nao foi observado neste trabalho.

O parametro C é relativo a absorcdo de calor da monocamada. Na

primeira parte da curva de sor¢do de 0 - 0,3 as amostras nao tiveram
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comportamento diferente entre si, de 0,3 — 0,5 a amostra controle teve uma
absorcdo menor que as amostras com maior quantidade de gelatina, e na
terceira parte da curva de 0,5 — 0,9, a atividade de agua causou um aumento
na umidade para todos os filmes, e este comportamento esta associado com
um fenémeno de "clustering” de agua (MULLER; YAMASHITA; LAURINDO,
2009).

5.2 Caracterizagao das AgNPs sintetizadas

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas com sucesso pela técnica
do polissacarideo modificada, ao final da sintese foi observada a coloracdo
amarelo-marrom que indica a sua formacdo (GHASEMINEZHAD; HAMEDI;
SHOJAOSADATI, 2012). Para determinar a concentracdo real de prata
metalica (AgNPs) na solugéo de sintese a analise de Espectroscopia de Massa
com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) foi realizada. A concentragéo
tedrica de prata na solucdo de acordo com a formulacéo utilizada foi de 151,70
mg/L e a concentracdo obtida pela andlise foi de 135,62 + 1,28 mg/L. O
resultado mostra que a conversdo dos ions prata em prata metalica foi de
89,4%.

O espectro obtido pela analise de Espectrofotometria UV-Vis das AgNPs

sintetizadas € apresentado na Figura 7.
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Figura 7- Espectro UV-Vis das nanoparticulas de prata.
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O pico de ressonancia de plasma de superficie (Surface Plasmon
Ressonance, SPR), obtido com a solucéo de prata foi de aproximadamente 410
nm. De acordo com Bankura et al. (2012) as nanopatrticulas de prata, absorvem
a radiacdo na regido visivel do espectro eletromagnético (380-450 nm) devido a
ressonancia de plasma de superficie (SPR) de transi¢do, o que confirma que
os ions de prata foram reduzidos a prata metdlica. Esta transicdo SPR é
responsavel pela coloragdo marrom amarelada marcante de nanoparticulas de
prata. Por apresentar um pico bem definido, em cerca de 410 nm, conclui-se
que ha um 6timo grau de dispersdo das nanoparticulas (SONG; KIM, 2009;
GARCIA, 2011), tipico para nanoparticulas com geometria esférica e estreita
distribuicdo de tamanho (FWHM pequeno) (WILCOXON; ABRAMS, 2006).

Por meio do calculo da largura a meia altura (FWHM) foi determinado o
diametro médio das nanoparticulas igual a 100 nm. Zielinska et al. (2009)
obtiveram tamanho de nanoparticulas de prata de didametros variando de 5 nm
a 100 nm, utilizando técnicas de reducdo quimica. An et al. (2008) utilizaram a
técnica do boro hidreto para a sintese e obtiveram nanoparticulas com
tamanho médio de 20 nm. Ghaseminezhada, Hamedib e Shojaosadati (2012)
obtiveram nanopartriculas com diametro médio de 20 nm utilizando a mesma

técnica do polissacarideo utilizada neste trabalho.

O diametro médio das nanoparticulas e seu indice de polidisperséo
também foram determinados por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e a

curva de distribuicdo de tamanhos em intensidade é apresentada na Figura 8.

Size Diztribution by Intensity
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Figura 8 - Distribuicdo de tamanhos em intensidade das AgNPs obtida por DLS.
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O resultado apresentado na Figura 8 confirma o diametro estimado pela
largura a meia altura. O didmetro médio em intensidade determinado foi de (Dz)
63 nm. Na Figura 8 sdo observados dois grupos principais de nanoparticulas
como distribuicdo bimodal: um com nanoparticulas menores na faixa de 10 a
30 nm, e outro composto de nanoparticulas maiores, 30 a 400 nm. O maior
percentual de nanoparticulas encontra-se na faixa de 100 nm, tamanhos
maiores que este possivelmente séo resultado de agregacgéo. O terceiro pico
que surge na ordem de micrometros, de acordo com Panacek et al. (2006), é

devido a impurezas existentes como, por exemplo, poeira.

A micrografia das AgNPs obtida por MEV est&4 apresentada na Figura 9
e a distribuicdo de tamanhos para a analise de imagem estd apresentada na

Figura 10.

Accv Mag  Det
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Figura 9 - Micrografias das nanopatrticulas de prata obtidas por MEV (magnificagdo
de 8.000 x).
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Figura 10 — Distribui¢cdo de tamanhos das AgNPs determinada a partir da andlise das
microcrafias de MEV.
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Pode ser observado na micrografia da Figura. 9 tamanhos uniformes das
nanoparticulas, além do formato esférico. Sankar et al. (2013) produziram
nanoparticulas de prata com forma relativamente uniforme em diametro e

morfologia esférica, resultado semelhante ao encontrado no presente trabalho.

A média de tamanho em numero das AgNPs obtida com as 305 medidas
de didmetro foi de 145 + 52 nm. Este valor esta um pouco acima do encontrado
com a largura a meia altura pelo espectro de UV-Vis e com o DLS. Esta
diferenca pode ser explicada pela deteccdo nas imagens de MEV das
nanoparticulas de maior tamanho em funcédo da magnificacdo, que nao permite
maior ampliagdo da imagem, sendo as de menor didmetro subestimadas. Além
disso, o recobrimento com ouro utilizado para preparagdo da amostra para a
microscopia pode ter ocultado a presenca das nanoparticulas de menor
tamanho. Dessa forma o diametro médio pode ter sido superestimado. Com a
Figura 9 € possivel observar que a distribuicdo tem forma monomodal e foram
detectadas nanoparticulas de tamanho minimo de 40 nm e de tamanho
maximo igual a 280 nm. A maior quantidade de AgNP foi detectada na faixa de
100 a 200 nm.

O espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) das

AgNPs é apresentado na Figura 11.
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Figura 11 — Espectroscopia de infravermelho de nanoparticulas de prata.
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E possivel observar que o espectro de infravermelho da amostra de
AgNPs apresenta um aumento na intensidade das bandas localizadas em
1.027, 1.160 e 2.930 cm, que correspondem a grupamentos aldeido, OH e
acido carboxilico, respectivamente. Esse aumento pode estar relacionado com
a oxidacdo da D-glicose na sintese das AgNPs. A banda correspondente ao
grupamento C=0 (1.640 cm™) apresentou menor intensidade indicando
possivel interacdo entre as AgNPs e subprodutos da oxidagédo da D-glicose. O
alargamento da banda localizada em 1.374 cm™ pode indicar também a
formacéo de &cidos carboxilicos e alcoois terciarios na oxidacdo da D-glicose.
A banda referente ao estiramento OH teve um alargamento indicando interagéo
entre as AgNPs e os grupamentos OH do amido (KHANNA et al., 2005;
GHASEMINEZHAD; HAMEDI; SHOJAOSADATI, 2012).

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores determinados para as
concentracdes inibitérias minimas (CIM) e para as concentracdes bactericidas
minimas (CBM) da solu¢do de AgNPs, obtida pela técnica de sintese verde

frente aos microrganismos avaliados.

Tabela 8- Concentragdes inibitérias minimas (CIM) e concentracdes bactericidas
minimas (CBM) da solug&o de AgNPs.

Bactéria CIM (pg/mL) CBM (pg/mL)
Bacillus cereus (IAL 55) 2,34 2,34
Staphylococcus aureus ( IAL 1875) 37,50 75,00
Esclerichia coli (IAL339) 1,17 4,69
Pseudomanas aeruginosa (IAL 2081) 4,69 9,38

A solucdo de AgNPs exibiu atividade antibacteriana contra as bactérias
Gram positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus) e bactérias Gram
negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). Dentre o0s
microrganismos testados, a bactéria Staphylococcus aureus apresentou
inibicdo ao crescimento a uma menor diluicdo e, portanto, maior concentracao
inibitéria minima, que foi de 37,50 ug/mL, ou seja, foi o microrganismo que
apresentou maior resisténcia a solugcéo de prata. A bactéria E. coli apresentou

menor resisténcia ao efeito inibitdrio das nanoparticulas.
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Resultados semelhantes também foram obtidos por outros autores.
Martinez-Castafion et al. (2008) determinaram a CIM de AgNPs frente a
diferentes microorganismos porém o efeito mais significativo observado foi
sobre a E. coli, além disso o microrganismo Gram positivo S. aureus
apresentou uma CIM maior do que 0s microrganismos Gram negativos.
Fernandes (2010) observou para AgNPs de tamanho médio igual a 89 nm uma

CIM semelhante ao obtido neste trabalho para S. aureus (33,71 pug/mL).

Sondi et al. (2004) explicam que a diferenca na atividade antimicrobiana
entre microrganismos Gram positivos e Gram negativos pode ser atribuida a
estrutura das suas paredes celulares. A parede celular de microrganismos
Gram negativos é composta por uma camada fina de peptidoglicano e uma
camada de lipopolissacarideo, que proporcionam uma barreira de
permeabilidade fraca para as AgNPs. Em contraste, a parede celular de
microrganismos Gram positivos é composta por uma camada espessa de
peptidoglicanos consistindo de cadeias lineares de polissacaridos reticulados
por peptideos curtos, que formam uma estrutura rigida tridimensional. Dessa

forma esta camada dificulta a penetracdo e absorcédo das AgNPs na célula.

5.3 Caracterizagao dos laminados tratados com AgNPs

Imagens dos laminados tratados superficialmente com reticulagéo
enzimatica para incorporacdo das AgNPs (FCR (controle, 0% gelatina), FG1R
(1% gelatina), FG3R (3% gelatina), FG5R (5% gelatina) estdo apresentadas na

Figura 12 e as micrografias de MEV na Figura 13.
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(©) (d)

Figura 12. Laminados de PLLA / TPS / gelatina produzidos por extrusao e tratados
superficialmente por reticulagéo enzimética para incorporagédo das AgNPs: (a) FCR
(controle, 0% gelatina), (b) FG1R (1% gelatina), (c) FG3R (3% gelatina), (d) FG5R (5%
gelatina).

Podemos notar, com as imagens da Figura 12, do ponto de vista
macroscopico a reticulacdo com a enzima transglutaminase nao conduziu a
qualquer alteracdo na aparéncia dos filmes em comparacdo com os que foram
preparados sem a enzima. Resultados semelhantes foram observados por
Giosafatto et al. (2014) quando avaliaram filmes produzidos com pectina e a
proteina faseolina reticulados com transglutaminase.
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Figura 13 — Micrografias dos laminados tratados superficialmente por reticulacédo
enzimética para incorporagéo das AgNPs, onde (A) fratura (magnificagéo: 800 x) e (B)
superficie (magnificagcdo: 12.000 x). FCR (controle, 0% gelatina), FG1 (1% gelatina),
FG3 (3% gelatina), FG5 (5% gelatina).
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Quanto a microestrutura dos laminados (Figura 13) nota-se a presenca
de granulos de amido como discutido anteriormente para os laminados sem a
presenca da prata (Figura 5). E possivel notar também um aumento na
porosidade no interior dos laminados apds o tratamento. Isso possivelmente
ocorreu devido a migracdo e rearranjo dos componentes hidrossolaveis no
momento do tratamento. Um maior destaque para a interface da érea fraturada

dos laminados com a superficie & dado na Figura 14.

e HV -200.0pm
jum 30.0 kV. UEL - FCRf 1

Figura 14 — Micrografias da fratura dos laminados tratados superficialmente por
reticulacdo enzimatica para incorporacédo das AgNPs, onde FCR (controle, 0%
gelatina), FG1R (1% gelatina), FG3R (3% gelatina), FG5R (5% gelatina)
(magnificacéo: 400 x).

Analisando as imagens da Figura 14 pode-se notar que a espessura da
camada formada com o tratamento superficial tem em torno de 60 um para a
formulag&o controle (FCR), 15 um para as formulagdes com 1 e 3% de gelatina

e em torno de 30 um para a formulacdo com 5% de gelatina. Essa diferenca se
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deve possivelmente a etapa de secagem que foi realizada com os filmes
Uumidos posicionados verticalmente. A maior espessura provavelmente se deve
a maior deposicao de solugao reticulante contendo a prata na parte inferior dos

laminados.

As formulacdes que contem maior concentracdo de gelatina (FG3R e
FG5R) apresentam a camada superficial menos aderida. Ichinose et al. (1999)
produziram filmes ultrafinos pela técnica de layer-by-layer com poli(cloridrato de
alilamina) e o copolimero de poli(vinil metil éter) e monometil maleato (MMC)
com ligacbes cruzadas por glutaraldeido e também verificaram estruturas em
descascamento. Liu, Yao e Fang (2008) produziram compdsitos compostos de
fibras de proteina de soja nao tecidas e quitosana reticulada com genipina. Os
autores observaram a formacdo de duas camadas uma de fibras e outra de
quitosana reticulada que ficou aderida a superficie das fibras, porém nao se
infiltrou entre as mesmas. Na Figura 14 também é possivel verificar adesdo da

camada superficial ao laminado.

Os valores determinados para a espessura e a densidade dos laminados

tratados superficialmente podem ser observados na Tabela 9.

Tabela 9- Resultados obtidos para espessura e densidade dos laminados tratados
superficialmente por reticulagéo enzimética e incorporagcédo de AgNPs: FCR (controle,
0% gelatina), FG1R (1% gelatina), FG3R (3% gelatina), FG5R (5% gelatina).

Formulacéo Espessura (mm) Densidade (g/cm?)
FCR 0,378 £ 0,009 1,352 £ 0,04
FG1R 0,368 + 0,008 1,292 + 0,13
FG3R 0,381 £ 0,018 1,362+ 0,01
FG5R 0,459 + 0,033 1,12+ 0,05

abe As médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa a 5% de

significancia pelo teste de Tukey.

Para a analise de espessura os resultados ndo apresentaram diferenca
significativa entre as formulacdes. Esse resultado estd em concordancia com
os resultados da Tabela 3 (laminados sem tratamento superficial), além disso o
tratamento superficial se mostrou igual para todos os laminados j& que nao

alterou o resultado anterior.

Ja para o caso da densidade os resultados apresentaram diferenca

significativa a um nivel de significAncia de 5% para todos os valores entre as
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formulacdes controle (FCR) e com 5% de gelatina (FG5R) e entre 3% (Fg3R) e
5% (FG5R).

Os resultados obtidos para a analise de permeabilidade ao vapor d’agua
(PVA) dos laminados tratados superficialmente por reticulacdo enzimatica para

incorporacao das AgNPs estdo dispostos na Tabela 10.

Tabela 10- Resultados obtidos para a analise de PVA dos laminados tratados
superficialmente por reticulacdo enzimatica e incorporagdo de AgNPs: FCR (controle,
0% gelatina), FG1R (1% gelatina), FG3R (3% gelatina), FG5R (5% gelatina).

Formulacéo PVA (g.m*.Patldia?) (x 10°)
FCR 3,792 £8,16
FGI1R 4,86° +4,50
FG3R 5,14 + 1,28
FG5R 6,93°+ 1,68

abe As médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa a 5% de

significancia pelo teste de Tukey.

Os resultados apresentados na Tabela 10 mostraram que ha diferenca
significativa a um nivel de 5% de significancia entre a formulagdo controle
(FCR) e a formulacdo com 5% de gelatina (FG5R) e as formulacbes com 1 e
3% de gelatina (FG1R e FG3R) com o laminado contendo 5% de gelatina. A
PVA aumentou com a quantidade de gelatina nas formulacfes. Além disso,
gquando comparados os resultados da Tabela 4 (PVA dos laminados sem
tratamento superficial) pode-se notar que houve um aumento nos valores de
PVA. Yildirim e Hettiarachchy (1998) obtiveram resultados semelhantes para
filmes baseados isolado protéico de soro tratados com transglutaminase onde

se observou aumento de PVA de filmes em cerca de 55-64%.

Resultados semelhantes também foram obtidos por Chambi e Grosso
(2006), que produziram filmes de gelatina, caseina e gelatina-caseina
reticulados com transglutaminase e sem reticulagdo. Segundo os autores o
aumento na PVA provavelmente esta relacionada com o grau de organizacéo
da proteina na rede polimérica, jA que as moléculas com cadeias volumosas,
como as proteinas, apresentam menor grau de empacotado, apresentando
assim uma maior permeabilidade. A estrutura mais aberta na camada
superficial possivelmente afetou significativamente a propriedade de

transferéncia de vapor de agua. Além disso, observando as imagens de fratura
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dos laminados nas Figuras 5 (laminados nao tratados superficialmente) e 13 e
14 (laminados tratados superficialmente) pode-se notar que houve um aumento
na porosidade no interior dos laminados. A porosidade permite que haja maior

difusdo de agua no interior dos laminados.

Os resultados obtidos para a analise de umidade e solubilidade dos

laminados tratados superficialmente estéo dispostos na Tabela 11.

Tabela 11- Resultados obtidos para umidade e solubilidade dos laminados tratados
superficialmente por reticulacdo enzimatica e incorporagdo de AgNPs: FCR (controle,
0% gelatina), FG1R (1% gelatina), FG3R (3% gelatina), FG5R (5% gelatina).

Formulagé&o U (%) SOL (%)
FCR 4,51 + 0,32 8,672+ 0,34
FG1R 4,39+1,78 11,44° + 0,65
FG3R 5,73+0,28 20,34° + 2,09
FG5R 5,44 + 0,18 27,729+ 2,79

abed As médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa a 5% de
significancia pelo teste de Tukey..

Os resultados apresentados na Tabela 11 ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) para a andlise de umidade. Ja para os resultados
referentes a solubilidade houve diferenca significativa entre todos os valores.
Pode-se observar um aumento gradativo da solubilidade de acordo com o
aumento da concentragcdo de gelatina nas formulagbes. O tratamento
superficial permitiu que a solubilidade dos laminados controle (FCR) e com 1%
de gelatina (FG1R) fosse reduzida quando comparada com os laminados sem
tratamento (Tabela 5). Esse fato também foi observado por Carvalho e Grosso
(2004) que descrevem este comportamento como funcao da retencao de parte
do glicerol na matriz polimérica, resultado do aumento de ligacbes covalentes
introduzidas pela reticulagdo. Possivelmente ndo sé o glicerol tenha sido
mantido com maior eficiéncia na matriz polimérica, mas também o amido e a

gelatina.

Outros autores também observaram uma diminuigdo de solubilidade de
filmes apds o procedimento de reticulagdo, como Yildirim e Hettiarachchy
(1998) para filmes de proteina e soro e 11S globulina com transglutaminase e
Galietta et al. (1998) para filmes de proteinas de soro do leite tratados com

formaldeido.
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Os resultados das propriedades mecanicas em termos de resisténcia a
tragcdo, modulo de Young e elongacdo na ruptura estdo apresentados na
Tabela 12.

Tabela 12 — Propriedades mecéanicas dos laminados tratados superficialmente por
reticulacao enzimatica e incorporacao de AgNPs: FCR (controle, 0% gelatina), FG1R
(1% gelatina), FG3R (3% gelatina), FG5R (5% gelatina).

. Resisténcia Elongacéo
Formulacéao atracdo (MPa)  na ruptura (%) Modulo de Young (MPa)
FCR 26,72+ 4,1 7,080+ 25 6142 + 64
FG1R 21,63+ 52 7,52+ 3,8 477" + 88
FG3R 19,0°¢ + 3,3 7,120 +1,7 471° + 45
FG5R 15,9+ 5,1 36°+17 437° + 89

abc As medias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa a 5% de

significancia pelo teste de Tukey.

Podemos notar através da andlise dos resultados da Tabela 12 que
houve uma tendéncia de resposta parecida com as amostras sem prata
(Tabela 6), ou seja, com a adicdo de maior concentracao de gelatina ocasionou

um aumento na fragilidade do filme.

A elongacdo na ruptura apresentou diferenca significativa entre a
formulacdo com 5% de gelatina (FG5R) e as formula¢cdes controle (FCR) e com
1% de gelatina (FG1R). O menor valor apresentado pela formulagdo com mais
gelatina pode estar relacionado com a possibilidade maior nUmero de pontos
de reticulacdo entre a gelatina do laminado e a gelatina do tratamento

superficial levando a um maior nimero de pontos de concentracéo de tenséo.

Quanto ao médulo de Young a mesma tendéncia (Tabela 6) de
diminuicdo com o aumento da concentracdo de gelatina pode ser observado e
a diferenca significativa se deu entre a amostra controle e as demais.
Comparando com os laminados sem tratamento (Tabela 6) nota-se uma
reducdo do médulo de Young. Bigi et al. (2001) avaliando efeito da reticulacédo
de filmes de gelatina com glutaraldeido observaram que quando o grau de
reticulagcdo se aproximava de 100% havia um aumento do médulo de Young
em cerca de 20 vezes quando comparado com os filmes né&o reticulados. No
caso dos filmes avaliados por Bigi et al. (2001) toda a estrutura apresentava

reticulacdo enquanto que no caso dos laminados do presente trabalho somente
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a superficie foi tratada por reticulacdo. Possivelmente o efeito de reducdo do
modulo de Young deve estar associado a modificagdo da estrutura interna dos
laminados ap6s o tratamento. Com a maior porosidade, discutida
anteriormente, pode agir como um ponto e concentracdo de tensdo, bem como

a interface entre o laminado e a camada superficial reticulada.

Os resultados relacionados a isoterma de sor¢ao dos laminados tratados
superficialmente e contendo as AgNPs estdo apresentados na Figura 15 e os

parametros do modelo de Guggenhein-Anderson-de Boer (GAB), na Tabela 13.
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Figura 15- Isoterma de sorcéo dos laminados tratados superficialmente contendo
AgNPs: FCR (controle, 0% gelatina), FG1R (1% gelatina), FG3R (3% gelatina), FG5R
(5% gelatina).

Tabela 13. ParAmetros do modelo de Guggenhein-Anderson-de Boer (GAB) para as
isotermas de sorcdo dos laminados FC (controle, 0% gelatina), FG1 (1% gelatina),
FG3 (3% gelatina), FG5 (5% gelatina).

Parametro FC FG1 FG3 FG5
C 5,09 2,78 2,05 2,01
K 0,91 0,86 0,81 0,82
Mo 0,025 0,039 0,049 0,048
R? 0,99 0,99 0,99 0,99

Onde : C = Constante de Guggenhein, que representa o calor de sor¢do na primeira camada, K = Calor de sor¢do das
mdltiplas camadas, m, = Teor de agua na monocamada, R?=corresponde ao coeficiente de determinagéo (R?>0,99).

Como relatado anteriormente as formulagdes com gelatina absorveram
mais agua que a controle como pode ser visto na Figura 15, e ainda pode-se

notar que as formulacdes reticuladas com as AgNPs, quando comparamos com
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a isoterma sem reticulagcdo os filmes de maneira geral absorveram menos
agua. De acordo com Jimin (2013), que produziu filmes de gelatina reticulados
com dialdeido carboximetilcelulose, foi observado que o0 aumento na
reticulacdo do material provocou uma diminuicdo na capacidade de ligacdo de
agua, o que teria conduzido a uma diminuicdo na solubilidade dos filmes
modificados (PATIL et al, 2000). Isso € o0 que pode ter acontecido com o filme
reticulado com a tranglutaminase, que se ligou com a gelatina do filme e

diminuiu a disponibilidade de grupos funcionais para interagir com a agua.

Analisando os parametros obtidos com o modelo de GAB, os dados
experimentais tiveram um 6timo ajuste (R2>0,99). Os valores de monocamada
do filme reticulado foram menores que as dos filmes sem reticulacdo, indicando
gue os filmes absorveram menos 4gua na monocamada. Isso  pode  ser
notado em outros estudos, pois a adicdo de nanoparticulas diminuiu o
comportamento hidrofilico dos filmes de biopolimeros.

De acordo com o estudo de Nafchi, Moraspour e Saedi (2014) que
produziram filmes como Oxido de zinco com diferentes concentracbes de
gelatina, pode ter ocorrido interacdo entre o agente plastificante, a matriz de
biopolimero, e 6xido de zinco, o que reduziu os grupos hidroxilas disponiveis
para interacdo com agua, tornando a matriz menos higroscopica. Este fato
também observado no trabalho de Miuller, Laurindo e Yamashita (2012) que

produziu filme de fécula de mandioca com adicdo de nanoargila.

O valor de K diminuiu com o aumento da concentracao de gelatina nas
formulacbes, pois com a adicdo de mais gelatina, o material ficou mais
hidrofilico, e houve maior numero de interacdes entre o vapor de agua e as

multicamadas por isso os valores ficaram mais distantes de um.

O fator C néo teve uma correlacdo com os outros valores de mo e K, e

nem com 0s outros resultados obtidos de PVA, solublidade e umidade.

Avaliando a curva de sor¢ao do ponto onde a atividade de agua é igual a
0 até 0,3, ndo houve diferenca na adsorcdo de &gua para nenhuma das
amostras analisadas, na segunda parte da curva, de 0,5 a 0,9, assim como
discutido anteriormente na isoterma sem a reticulacdo (Figura 6), a formulagéo

controle foi a que adsorveu menos agua.
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Os resultados obtidos para atividade antimicrobiana dos laminados da
formulacdo FG5 tratados superficialmente contendo a AgNPs estéo dispostos
na Tabela 14.

Tabela 14. Atividade antimicrobiana do laminado FG5R tratado superficialmente por
reticulacdo enzimatica contendo AgNPs.

Bactéria Zona de inibicao (mm)
Bacillus cereus (AL 55) 0,5
Staphylococcus aureus (IAL 1875) 0,8
Escherichia coli (IAL339) 0,4
Pseudomanas aeruginosa (IAL 2081) 0,6

Podemos observar com os resultados da Tabela 14 que houve formacao
de halo de inibicdo para todas as bactérias analisadas, mostrando que a prata
apos ser incorporada ao laminado pela reticulacdo da gelatina continuou
apresentando sua acdo antimicrobiana. Ainda a bactéria que apresentou a
menor resisténcia a acdo da prata foi a Escherichia coli, resultado que esta em

concordancia com os valores obtidos nas analises de CIM e CBM (Tabela 8).

Galya et al. (2008) produziram filmes de PVA contendo nitrato de prata e
obtiveram halos de inibicdo de 5 a 9 mm contra E. coli e observaram a
dependéncia do diametro do halo de inibicdo em funcdo da concentragdo do
agente antimicrobiano incorporado ao filme. Os autores também obtiveram

menor resisténcia de inibicdo para a bactéria E. coli e maior para S. aureus.
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6 CONCLUSAO

Quanto a producdo dos laminados o processo de extrusdo e
calandragem foi uma forma viavel para produzir blendas de PLLA / TPS /
gelatina com propriedades funcionais interessantes e a aspecto bastante
homogéneo. A adicdo de gelatina apresentou diferenca significativa nos
resultados das andlises de solubilidade e PVA em func¢éo da hidrofilicidade da
gelatina. As isotermas de sorcdo de agua também revelaram maior adsorcao
pelos laminados contendo gelatina quando comparado ao controle. Além disso,
a incorporacéo de gelatina na blenda afetou significativamente as propriedades
mecanicas através da reducdo da rigidez associada a incompatibilidade entre

PLLA, amido e gelatina, como revelado pelas micrografias de MEV.

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas com sucesso, e 0
dimetro médio obtido estd em concordancia com os valores obtidos na
literatura: 63 nm por DLS, 100 nm por FWHM e 145 nm por anélise de imagem.
Na analise de FTIR foram encontradas interacdes entre os grupamento C=0
dos subprodutos de oxidacdo da D-glicose, produto da reacdo com o nitrato de
prata. As AgNPs apresentaram agdo antimicrobiana eficaz contra os
microrganismo estudados com valores em concordancia com os apresentados

na literatura.

Os laminados tratados superficialmente com reticulacao enziméatica para
incorporacdo das AgNPs ndo apresentaram alteracdo na aparéncia e quanto a
microestrutura apresentaram maior porosidade em funcdo da umidade
promovida pelo tratamento. Foi possivel observar do tratamento superficial
através da porosidade criada nas analises de PVA e propriedades mecanicas,
com aumento da permeacdo ao vapor e reducdo em todas as caracteristicas
mecanicas, principalmente no médulo de Young em funcdo da criacdo de
pontos de concentracao de forca. As isotermas apresentaram ajuste adequado
ao modelo de GAB (R>>0,99) e as formulagbes contendo gelatina
apresentaram maior adsor¢do de agua. A atividade antimicrobiana dos
laminados contendo AgnPs foi comprovada pela formacéao de halos de inibicao
contra 0s microorganismos Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e Pseudomanas aeruginosa.
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