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RESUMO

Neste trabalho foram preparados filmes biodegradaveis de poli(butileno adipato-co-
tereftalato) (PBAT) com incorporacdo de um aditivo antimicrobiano (nisina), utilizando
trés diferentes metodologias. A primeira consiste na preparacdo dos filmes contendo
nisina a partir do processamento no estado fundido utilizando uma extrusora dupla-
rosca. A segunda fundamenta-se na preparacdo dos filmes utilizando a técnica de
eletrofiacdo. J& a terceira, consiste na preparacao de filmes bicamada como materiais de
embalagens ativas. A morfologia destes filmes foi avaliada, bem como, as propriedades
térmicas, estruturais, mecanicas e antimicrobianas. Além disso, a biodegradabilidade
dos filmes extrudados foi investigada. As micrografias para todas as metodologias
mostraram que a nisina apresentou-se bem dispersa na matriz do polimero, apresentando
alguns aglomerados em amostras com maiores concentra¢fes do aditivo. A temperatura
de transicdo vitrea (Ty) e a temperatura de fusdo (Tn) ndo foram afetadas pela
incorporacdo da nisina nos filmes. A adicdo da nisina ndo causou modificacdo na
resisténcia a tracdo dos filmes, por outro lado, a presenca da bacteriocina causou uma
pequena diminuigcdo no alongamento na ruptura para as amostras mais concentradas de
nisina quando comparadas aquelas do polimero puro. O médulo elastico foi alterado
com a adicdo de nisina nos filmes, sugerindo uma leve reducdo na rigidez destes
materiais. Os filmes ativos demonstraram inibi¢cdo contra a bactéria Gram-positiva
Listeria monocytogenes. A atividade antimicrobiana dos filmes foi investigada em
solucbes simulantes de alimentos e todas as amostras foram mais ativas em solugdes
contendo o surfactante Tween 20 ou &cido acético, aumentando até 48 h. A presenca da
nisina aumentou as propriedades de barreira ao oxigénio para os filmes de PBAT/nisina.
A evolugédo da biodegradacdo p6de ser confirmada logo no decorrer de 30 dias, 0s
filmes apresentavam indicios de biodegradacdo e mudanca de coloragdo (manchas
marrons) que indicam a acdo de fungos. Os filmes bicamada apresentaram propriedades
mecanicas elevadas em fungdo da combinacdo dos filmes extrudados e eletrofiados. Por
conseguinte, os filmes de PBAT/nisina apresentaram resultados promissores, indicando
que estes novos materiais podem ser possivelmente empregados como materiais de
embalagem ativa na indastria de alimentos visando o melhoramento da seguranca

alimentar e prolongando a vida de prateleira do produto embalado.
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ABSTRACT

In this study biodegradable films were developed composed by poly(butylene adipate-
co-terephthalate) (PBAT) using an antimicrobial additive (nisin) at different
concentrations through three different methodologies. In the first method, films were
prepared from the melt processing technique using a twin-screw extruder. The second
method was based on electrospinning technique. Finally, the third methodology consists
of the preparation of active bilayer films composed by extruded and electrospun
matrices. The film morphology was evaluated, as well as the structural, mechanical,
thermal and antimicrobial properties. Furthermore, the biodegradability of the extruded
films was investigated. The micrographs for films processed by extrusion and
electrospinning showed that nisin was well dispersed in the polymer matrix, presenting
some agglomerates when the nisin concentration was increased. The glass transition
temperature (T4) and melting temperature (Trm) were not affected by nisin incorporation.
Besides, the addition of nisin did not change the tensile strength of the films. However,
the presence of nisin in higher concentration caused a decrease in elongation at break.
The Young’s modulus changed with presence of nisin, suggesting a slight reduction in
stiffness of these materials. The active films demonstrated inhibition against Gram-
positive bacteria Listeria monocytogenes. Antimicrobial activity of the films was
investigated in food simulant solutions, all samples were more active in the surfactant
solutions containing Tween 20 or acetic acid, increasing until 48 h. The presence of
nisin increased oxygen barrier properties to PBAT/nisin films. The biodegradation was
detected after 30 days, when the films showed changes on visual aspect, then
confirming the fungi action. The bilayer films showed high mechanical properties due
to the synergism of the films. Therefore, PBAT/nisin films showed promising results,
indicating that these new materials may be possible used as active packaging materials
in food industry aiming enhanced food safety and extending the shelf life of the

packaged product.
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1 INTRODUCAO

Materiais poliméricos tém ocupado um lugar de destaque no mercado mundial
quando se refere aos principais setores consumidores de tranformados plasticos. Este
intenso consumo é devido ao seu baixo custo, suas excelentes propriedades térmicas e
mecanicas e ainda, a diversidade de aplicacbes destes materiais. A importancia dos
polimeros como materiais disponiveis para a aplicacdo tecnoldgica deste século é tdo
grande, que é dificil imaginar o nosso dia-a-dia sem a presenca de plasticos, borrachas e
fibras. Em vista disso, ao longo de décadas, foi possivel acompanhar o crescimento do
uso do plastico e a evolugdo de suas aplicacdes, que trouxeram para a sociedade mais
comodidade e praticidade.

Por outro lado, a maioria dos materiais de aplicacdo de curto prazo (por
exemplo, embalagens), sdo a base de polimeros sintéticos. Os plasticos ou polimeros
ndo biodegradaveis contribuem para os problemas ambientais, uma vez que podem
demorar muitos anos para se degradar e ocupam grandes volumes em aterros sanitarios.

Em virtude de preocupac6es de carater ambiental e econémico, muitas pesquisas
estdo sendo desenvolvidas com o intuito de substituir os polimeros convencionais por
polimeros biodegradaveis. Os polimeros biodegradaveis podem ser classificados de
acordo com a sua forma de obtencdo. Podem ser provenientes de fontes naturais
renovaveis como o milho, celulose, batata, cana-de-actcar. Podem ser sintetizados por
bactérias a partir de pequenas moléculas, ou até mesmo serem derivados de fonte
animal, como a quitina, quitosana ou proteinas. Outros polimeros biodegradaveis podem
ser obtidos de fontes fosseis, petréleo, ou da mistura entre biomassa e petréleo.

Uma das definicbes mais amplamente empregadas para polimeros
biodegradaveis ¢ dada pela ASTM (American Society for Testing and Materials),
Norma D-883 e Norma D-6400, as quais descrevem polimeros biodegradaveis como:
“polimeros degradaveis nos quais a degradacdo resulta da acao de micro-organismos
que ocorre naturalmente, tais como bactérias, fungos e algas™* 2.

Os polimeros biodegradaveis tém sido utilizados em escala industrial desde o
final da década de 1990 quando a BASF lancou o Ecoflex® Este polimero é
considerado o primeiro plastico 100% biodegradavel e que atende a todas as normas
internacionais. Trata-se de um copoliéster alifatico-aroméatico obtido através de uma

reacdo de policondensacdo entre o poli(butileno adipato) (PBA) e o poli(butileno



tereftalato) (PBT), apresentando 43% de PBT e 57% de PBA®. A sua estrutura modular
foi desenvolvida sob medida, com o objetivo de balancear biodegradagéo, propriedades
mecanicas e processabilidade®. Por esta razéo, este polimero tem despertado especial
interesse na substituicdo de polimeros sintéticos ndo biodegradaveis, devido as suas
caracteristicas fisicas, compatibilidade com outros materiais e devido a sua excelente
propriedade para extrusao de filmes”.

Um dos principais setores consumidores de transformados plasticos é o de
alimentos e bebidas. Na industria alimenticia, os plasticos permitem maior tempo de
prateleira (shelf life) devido as suas propriedades de barreira fisica. Para o setor de
bebidas, por sua vez, as garrafas de pléastico para refrigerantes conferem a
impermeabilidade aos gases, ndo permitindo que eles escapem antes do consumo®.
Neste contexto, este setor necessita de alternativas para diminuir o impacto ambiental.

E, para ir ao encontro a esta necessidade, novas embalagens vém sendo
desenvolvidas para substituir as embalagens convencionais. Geralmente, estas
embalagens possuem algumas funcOes que as convencionais ndo possuem, pois
interagem com o alimento de uma forma intencional, prolongam a vida de prateleira,
aumentam a seguranca e mantém as propriedades sensoriais enquanto mantém a
qualidade do produto’.

Quando substancias antimicrobianas sdo incorporadas ou imobilizadas ao
polimero destinado ao processamento e a utilizacdo como embalagem, surge o termo
“embalagem ativa”. Uma das vantagens da adigdo de compostos antimicrobianos € o
fato dos mesmos ndo serem adicionados diretamente no produto alimentar e/ou
adicionados em concentragdes reduzidas. Desta forma, permitem eliminar ou inibir
micro-organismos deteriorantes e/ou patogénicos, liberando em niveis controlados o
conservante pela matriz polimérica®.

A substancia ativa destinada para desempenhar a funcao tecnoldgica no alimento
deve ser autorizada como aditivo alimentar pela Unido Europeia, sendo que a sua
utilizacdo deve respeitar as restricdes e condicdes aplicaveis®. Ao contrério da Europa,
ndo ha regulamentacgdes legais especificas quando se refere a materiais de embalagens
ativas e inteligentes nos Estados Unidos. Entretanto, diversos setores de alimentos,
medicamentos e de cosméticos aplicam-se diretamente a eles. As primeiras
regulamentacdes aplicaveis relacionadas a aditivos alimentares sdo aquelas baseadas na
Food and Drug Administration, as quais baseiam-se na determinagdo da seguranga das
embalagens inteligentes e ativas'®. No Brasil, aconselha-se a basear nos requisitos
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exigidos pela ANVISA através da Resolucdo RDC 51/2010™, a qual define critérios
gerais para determinacdo da migracdo total e especifica de materiais, embalagens e
plasticos destinados ao contato com alimentos.

Um dos aditivos antimicrobianos que vem sendo frequentemente testado para
inibir o desenvolvimento de micro-organismos em embalagem de alimentos € a nisina.
A nisina é utilizada como um preservativo natural em queijos e requeijoes. Esta
bacteriocina é produzida por Lactococcus Lactis, uma bactéria comumente presente no
leite. Exibe atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e é reconhecida
como segura pela World Health Organization e aprovada para utilizacdo como aditivo
alimentar pela Food and Drug Administration®.

Atualmente, estudos envolvendo substancias antimicrobianas em matriz
polimérica de PBAT sdo desenvolvidos utilizando o método de casting*> **. No entanto,
existem poucos estudos referentes a obtencdo de filmes extrudados e eletrofiados
utilizando PBAT como matriz polimérica e a incorporacdo de bacteriocinas, como a
nisina. Desta forma, esta tese apresenta o estudo acerca do desenvolvimento destes
filmes utilizando outras metodologias para a sua obtencdo. Visando aprofundar os
efeitos da adicdo da nisina na matriz do polimero, a caracterizacdo do material e a
comprovacao da atividade antimicrobiana na combinacao destes dois materiais.

Este trabalho estd descrito em trés secdes: inicialmente serd descrita a
metodologia de obtencdo dos filmes por extrusdo, em termos de processamento no
estado fundido utilizando extrusora dupla-rosca. Com o intuito de investigar se o
método utilizado para a obtencdo dos filmes pode influenciar nas propriedades finais
destes, em relacdo as propriedades térmicas, mecanicas, morfoldgicas, estruturais e
antimicrobianas. Na segunda etapa serd apresentada e discutida a caracterizacdo dos
filmes obtidos por eletrofiacdo. A terceira e ultima etapa apresentara os resultados dos
filmes bicamada, que consiste na juncdo das duas técnicas utilizadas anteriormente para
a obtencdo dos filmes. Até o presente momento, ndo ha relatos na literatura de filmes
para uso em embalagens ativas de alimentos utilizando esta combina¢do de materiais,
bem como, das técnicas adotadas (polimero biodegradavel e nisina, obtidos pelo

processamento no estado fundido e por eletrofiagéo).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver embalagens ativas e biodegradaveis utilizando poli(butileno

adipato-co-tereftalato) (PBAT) com incorporacédo de nisina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Desenvolver filmes biodegradaveis de PBAT com a incorporacédo de diferentes
proporcdes do aditivo antimicrobiano utilizando o processamento no estado fundido;

= Preparar filmes biodegradaveis compostos de PBAT e nisina a partir da
combinacéo de diferentes formulacGes utilizando a técnica de eletrofiacao;

= Obter filmes bicamada a partir da combinacdo de filmes processados em
extrusora e de filmes obtidos por eletrofiagéo;

= Investigar a morfologia dos filmes através de microscopia eletronica de
varredura;

= Avaliar a influéncia da adicdo da nisina nas propriedades térmicas e mecanicas
dos filmes através das diferentes técnicas utilizadas para a obtencdo destes;

= Verificar as propriedades de barreira dos filmes obtidos por extruso;

= Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes através do ensaio por zonas de
inibicdo e verificar a migracdo da bacteriocina para solucdes em contato com os filmes;

= Investigar a degradacdo por compostagem, hidrolitica e in vitro, dos filmes de
PBAT e PBAT/nisina obtidos por extruséo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os produtos plasticos tornaram-se parte essencial do nosso estilo de vida
moderno, pois estdo materializados em diversos produtos, bem como, incorporados em
diversos segmentos da industria, dada a versatilidade de aplicacdo e facilidade na
producdo de artigos e/ou artefatos plasticos. Logo, pode-se afirmar que, durante os
ultimos 150 anos, plasticos tém sido elementos fundamentais para a inovacao e tém
contribuido para o desenvolvimento e progresso da sociedade. O auge do
desenvolvimento da inddstria petroquimica e, consequentemente, da inddstria de
transformados plasticos, ocorreu nos periodos entre guerras e no 2° pos-guerra, quando
Alemanha e EUA lideraram o progresso tecnoldgico e a descoberta de novos produtos
petroquimicos e artigos plasticos, que foram difundidos pelo mundo. Assim, foram
desenvolvidos produtos comerciais importantes, como a fibra de nylon e as fibras de
politereftalato de etileno (PET) para confeccdo de tecidos bem como janelas de avido a
partir do acrilico.

Quantificando a importancia desse produto no mundo, estima-se que a producgéo
total de resinas termoplésticas atualmente exceda 250 milhdes de toneladas®. Mais de
40% da producdo total de plastico € utilizada como material de embalagem, dos quais,
aproximadamente 50% s&o utilizados nas indGstrias de embalagens de alimentos™.

Atualmente, a China responde por 24,8% de toda a producdo mundial de resinas
termoplasticas, posicdo de destaque conquistada a partir da adogdo de uma estratégia de
industrializacdo com enfoque na exportagdo. Tal lideranga em termos de volume de
producdo € seguida de perto pela Europa (Unido Europeia, Suica e Noruega), que
representa 20,0% de toda a producdo mundial e o bloco econédmico NAFTA (composto
por EUA, Canada e México), com 19,4%. No contexto global, a participacdo brasileira
na producdo mundial de resinas termoplésticas, de 6,5 milhdes de toneladas representa
2,7% da producdo mundial, sendo a mais significativa da América Latina®.

Muito embora o Brasil tenha segmentos de alta competitividade, o consumo per
capita brasileiro de plastico gira em torno de 35 kg/hab consumido por pessoa, porém
bem abaixo dos indices observados em paises desenvolvidos, que tém consumo per
capita préximo a 100 kg/hab.

No Brasil, a industria de transformacdo de plasticos compreende 11.690

empresas que empregam cerca de 348 mil trabalhadores'®. A versatilidade do material



plastico € comprovada pela sua presenca em segmentos industriais distintos que
permeiam toda a matriz industrial. Os principais setores consumidores de transformados
plasticos estdo associados a mercados que experimentaram um intenso crescimento nos
ultimos anos no pais, como a construcdo civil, alimentos e bebidas, automdveis e
autopecas. O plastico ocupa um dos maiores lugares entre estes setores, no segmento de

embalagens para alimentos e bebidas (Figura 1).
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Figura 1. Principais setores consumidores de transformados plasticos®.

Em 2014, as importacfes de transformados plasticos em quantidade cresceram
5%, ganhando mais espaco frente a produgdo nacional. A participagdo dos importados
no consumo aparente brasileiro cresceu 7,9% quando comparado com o ano de 2013.
No ano de 2014, de todo consumo brasileiro de transformados plasticos, 10,6% foi
proveniente das importacdes. O coeficiente de importacdo de transformados plasticos
passou de 12,7% para 13,9%°. Frente a estes n(imeros, é possivel observar que é um
setor que se encontra em constante crescimento. O que é muito favoravel para a

economia do pais, e, além disso, para a area de pesquisa e desenvolvimento,




favorecendo assim o estimulo para novos e melhores materiais, que vém a facilitar o
nosso cotidiano, uma vez que o plastico permite solucBes inovadoras. De acordo com a
European Plastics, o setor de embalagens foi o que mais se destacou em 2013 com um
total de 39,6% quando comparado com os outros segmentos'’. Em adicdo, relata que
embalagens, construcdo civil e setor automotivo séo os trés principais mercados para o
plastico e estima que 2016 seja um ano propicio para o desenvolvimento e crescimento

deste setor. (Figura 2).

‘ 39,6%

Embalagens

Construcéo civil |— — — — i —

Automotivo

Eletronico

Outros

Figura 2. Demanda por segmento e tipo de polimero®’ tais como: polietileno,
polipropileno, poliestireno, policloreto de vinila, polietileno tereftalato, acrilonitrilo-
butadieno-estireno,  estireno  acrilonitrilo,  polimetil-metacrilato,  poliamida,

policarbonato, poliuretanos, entre outros.

Neste contexto, a possibilidade de combinagdo com outros materiais associada
ao desenvolvimento de tecnologias de acondicionamento, cria oportunidades de
aplicacdes muito diversificadas, favorecendo a expansdo do uso do plastico para
praticamente todos os tipos de alimentos industrializados™.

A escolha de um determinado tipo de embalagem e fundamentada em requisitos
essenciais de protecdo ao alimento acondicionado. Os materiais plasticos utilizados na

embalagem sdo muito diversificados na sua estrutura quimica e apresentam
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propriedades variaveis em funcdo do processamento, dos aditivos incorporados e da

combinacao com outros polimeros™.
3.1 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Ultimamente, pesquisas técnico-cientificas vém se aperfeicoando na busca do
descobrimento de materiais versateis para 0 nosso cotidiano, estes materiais, devem ter
baixo custo e durabilidade. Dentro desta perspectiva, e aliado ao constante
desenvolvimento industrial, o uso de materiais poliméricos é cada vez mais
disseminado.

Como consequéncia, a utilizagdo destes materiais para as diversas situagdes do
cotidiano, ampliou a geracdo de residuos poliméricos no meio ambiente, causando
preocupacdo com o acumulo de lixo, e aliado a isso, uma grave poluicdo ambiental.
Contemporaneamente a estes eventos tecnoldgicos, a sociedade comecou a se preocupar
com relacdo ao meio ambiente e busca meios para contornar esta situacdo, com a
substituicdo de materiais convencionais por polimeros biodegradaveis. A Figura 3
ilustra o fluxograma que classifica alguns polimeros biodegradaveis de acordo com a
sua fonte de obtencdo® %!, O PBAT encontra-se na classe dos petroquimicos, sendo um
copoliéster alifatico aromatico.

A biodegradacdo é um processo natural pelo qual substdncias quimicas
organicas no ambiente sdo convertidas a compostos simples, mineralizados e
redistribuidos por ciclos elementares tais como, ciclo de carbono, nitrogénio e ciclo de
enxofre?.

Polimeros biodegradaveis sdo classificados como aqueles que apresentam
consideravel taxa de biodegradacdo, que pode ser promovida por bactérias, fungos e
algas. Segundo a ASTM D-6954, polimeros biodegradaveis séo aqueles que passam por
alteracOes significativas em sua estrutura quimica como resultado da agdo dos micro-
organismos de ocorréncia natural®. Este processo de degradacéo acontece em periodo
reduzido de tempo (semanas, meses) e levam a formacdo de subprodutos como o0 CO,,
CHg, H,0, carbono, dentre outros®*%.

Como uma classe de polimeros biodegradaveis ambientalmente corretos,
poliésteres alifaticos aromaticos tém atraido consideravel atencdo em funcdo da sua
biodegradabilidade, resisténcia mecénica, favordvel estabilidade térmica e
processabilidade. Dentre esta classe, um dos polimeros biodegradaveis que mais tem se
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destacado e com um potencial uso comercial € o poli(butileno adipato-co-tereftalato). O
PBAT ¢ certificado como compostavel e biodegradavel pela Biodegradable Products
Institute (BP1) conforme especificacdo da ASTM D-6400%".

O mecanismo de biodegradacdo de poliésteres alifaticos aromaticos €
geralmente considerado em ambas as formas, enzimatica ou hidrolitica. A quebra
primaria da cadeia principal do poliester ¢ realizada na presenca de enzimas especificas
que sdo excretadas por micro-organismos tais como bactérias ou fungos, e 0s
fragmentos residuais serdo utilizados pelos micro-organismos como fontes de energia®®.
Os polimeros biodegradaveis sdo sensiveis a hidrélise sob condi¢cdes de temperatura e
umidade mais elevadas®. A regido amorfa do PBAT é mais susceptivel & degradacdo do

que a regido cristalina neste polimero® %.

Polimeros
Biodegradaveis

Fontes

sl Microrganismos Sintéticos Petroquimicos
Renovaveis =

Poli(p- Poli (dcido litico) Co — poliesteres
hidroxibutirato)- —PLA alifaticos
PHBE

Poli (&-
Celulose Poli(p- S caprolactona ) —
hidroxivalerato) PCL

-PHV

Co — poliesteres
aromaticos

Figura 3. Classificacdo de alguns polimeros biodegradaveis de acordo com a sua fonte

de obtenco®.

3.2 POLI(BUTILENO ADIPATO-CO-TEREFTALATO) (PBAT)

O poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) é um copoliéster alifatico-
aromético de cadeia linear™ 3% 3! Sua estrutura quimica esta apresentada na Figura 4.
A unidade repetitiva “x” (butileno adipato) representa 57% da sua composicdo e a
unidade repetitiva “y” (butileno tereftalato) ocupa o resto da sua estrutura. PBAT ¢

obtido pela reacdo de policondensacdo do poli(butileno adipato) e poli(butileno
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tereftalato)®> >

, ém que 0S mondmeros aromaticos contribuem para a boa estabilidade
térmica e propriedades mecénicas e os monémeros alifaticos fornecem flexibilidade e
boa biodegradabilidade®.

Este polimero exibe boas propriedades térmicas e mecanicas, as quais podem ser
comparadas com aquelas do polietileno de baixa densidade (PEBD) em relacdo as
propriedades de tracdo®® 3*. O PBAT possui um elevado alongamento na ruptura® %,
em alguns casos, superior a 600%°’, apresenta temperaturas de processamento mais
baixas, na faixa de 120-150°C* 3. Além disso, apresenta baixa permeabilidade ao vapor
de 4gua®®.

Como a maioria dos polimeros semicristalinos, as propriedades finais do PBAT
sdo conduzidas em funcdo da sua morfologia, que por sua vez é controlada pela razdo da
composicdo entre as unidades do butileno tereftalato (BT) e as unidades do butileno
adipato (BA). O PBAT contém pequenos cristais com uma ampla faixa de distribuicédo
apos a fusdo, e a regido cristalina é composta basicamente por unidades BT, enquanto

que, todas as unidades BA se localizam na regi&o amorfa® .

ﬂ_._{m lq-}i_ﬁ_u .{t 'lL}TI:I ﬂ@ﬁ_e —Lcn o

13,32

Figura 4. Estrutura quimica do poli(butileno adipato-co-tereftalato)

O PBAT € um polimero totalmente livre de metais pesados, ndo apresenta
toxicidade e é autorizado para aplicacbes em embalagens de alimentos pela Food and
Drug Administration (FDA)**!,

O poli(butileno adipato-co-tereftalato) tem despertado especial interesse na
substituicdo de polimeros sintéticos ndo biodegradaveis quando se leva em consideracao
fatores como o balanco da sua biodegradabilidade (ou seja, tempo de vida) e as suas
propriedades fisicas (por exemplo, propriedades mecanicas e térmicas), as quais podem
ser ajustadas pelo controle da razdo molar dos co-mondmeros nestes polimeros*. Além
disso, por apresentar excelente compatibilidade com outros materiais e ainda, por
apresentar excelente propriedade para extrusdo de filmes. O PBAT é considerado um

polimero completamente biodegradavel®®, apresentando um processo de degradacéo
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bastante acelerado. Pode degradar em poucas semanas uma vez que entre em contato
com 0 meio ambiente, atraves da intervengdo de enzimas naturais. E como resultado, o
produto final deste processo inclui 4gua e dioxido de carbono, junto com a nova
biomassa** %,

O PBAT possui certificacdes europeias e norte-americanas (DIN EN 13432 e
ASTM D-6400), e ainda, a norma Japonesa Green PLA, atendendo desta forma, todas
as normas internacionais que comprovam a sua biodegradabilidade e compostabilidade®,
visto que este polimero pode ser degradado por micro-organismos. O processo de
biodegradacdo no solo depende de um ambiente especifico, sendo influenciado pelo
clima, qualidade do solo e populacdo de micro-organismos. A Figura 5 ilustra os
estagios de degradacéo ap6s 4 semanas no solo de um filme de Ecoflex®, desenvolvido

pela empresa alema BASF Corporation.

Figura 5. Biodegradagdo de um filme de Ecoflex® (PBAT) apds 4 semanas no solo a
55°C",

Os poliésteres podem ser considerados materiais biodegradaveis, visto que a
ligagdo éster pode sofrer hidrdlise. Esta ligacdo é suscetivel a ataques quimicos e/ou
bioldgicos, transformando as moléculas iniciais em fragmentos menores, capazes de
atravessar a membrana celular de organismos*. O PBAT apresenta na sua cadeia
polimérica uma estrutura aromatica, em contrapartida, a existéncia de heteroatomos e
carbonila favorecem a acdo de degradacdo. Alem do mais, a degradacdo do PBAT ¢
favorecida pelo polimero apresentar estrutura linear**, uma vez que quanto maior o
namero de ramificagbes, menor ou mais lenta € sua degradacdo. A biodegradacdo de
polimeros biodegradaveis em geral, ocorre com a colonizacdo de sua superficie por

micro-organismos e a formacéo de biofilme**.
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Até o momento, o PBAT tem sido utilizado para a fabricacdo de filmes
agricolas, filmes para embalagens de alimentos rigidas e sacolas compostaveis™ *.
Além disso, o poli(butileno adipato-co-tereftalato) é muito utilizado para melhorar as
propriedades de outros polimeros no que diz respeito a resisténcia ao impacto,
flexibilidade, propriedades de barreira aos gases, estabilidade térmica, mistura e
compatibilizagdo, ampliando a janela de processamento destes, e também as suas
aplicacdes.

Lins et al.*® desenvolveram blendas de poli(butileno adipato-co-
tereftalato)/poli(acido lactico) (PBAT/PLA) e observaram que o PBAT foi um 6timo
candidato para melhorar as propriedades mecénicas do PLA, uma vez que a adi¢do do
PBAT na matriz do PLA levou a um significativo aumento na tenacidade e alongamento
na ruptura. Zhang et al.*” relataram também que as propriedades mecanicas aumentaram
drasticamente com o aumento do teor de PBAT na blenda de PBAT/PLA na faixa de 5-
20%.

Da mesma forma, Wang et al.*®

prepararam blendas de PBAT/PLA para
aplicacdes em embalagens de alimentos e verificaram que PBAT é muito interessante
para este fim, uma vez que é completamente biodegradavel, flexivel e com um elevado
grau de compatibilidade com o PLA, apresentando as propriedades requeridas.

O PBAT também vem sendo utilizado para equilibrar custo e propriedades,
sendo aplicado a polimeros de procedéncia natural, tais como amido, farelo de soja e

glaten de milho® 4% %,

3.2.1 Propriedades do PBAT

O poli(butileno adipato-co-tereftalato) apresenta propriedades caracteristicas,
tais como*:

- Transparente a transltcido e com estrutura semicristalina;

- Boa estabilidade térmica até 230°C;

- Facilidade de laminagdo com outras estruturas ou co-extrudado;

- Altamente compativel com materiais obtidos através de fontes renovaveis
(amido, po de madeira, papel, casca de arroz, fibras naturais, etc);

- Além de ser um polimero 100% biodegradavel e compostavel, ¢ também

reciclavel.
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3.2.2 Legislacdes para contato com alimento

O PBAT ¢é um dos poucos polimeros biodegradaveis que em relacdo a sua
composicdo, cumpre com legislacdo Europeia, Americana e Japonesa. Tratam-se de
normas que compreendem o género de materiais para contato com alimentos™ °;
- Norma Americana: FDA
- Norma Europeia: EC 90/128

- Norma Japonesa: JHOSPA

Além destas, 0 PBAT encontra-se em andlise para a aprovacdo segundo a
resolucdo N° 105/99 da ANVISA, que se refere as disposicdes gerais para embalagens e

equipamentos plasticos em contato com alimentos.

3.3 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Peptideos antimicrobianos sdo caracterizados por apresentar uma acao rapida e
possuirem uma ampla atividade de espectro, o que diminui a possibilidade de
desenvolver resisténcia contra espécies alvo®. S3o produzidos na natureza por quase
todas as espécies de vida, desde micro-organismos (bactérias e fungos), insetos, plantas,
animais até humanos®*. A maioria deles tem como alvo a membrana citoplasmatica das
células. Em sua maioria, sdo catiénicos sob condicdes fisiologicas e assumem estrutura
de hélice e, em alguns casos, folha pregueada, estruturas essas importantes para o seu
mecanismo de ac&0™.

As proteinas e os peptideos antimicrobianos, sintetizados nos ribossomos e
secretados por bactérias, sdo denominados bacteriocinas. As bactérias lacticas produzem
uma ampla variedade de substancias antimicrobianas e entre elas, se destacam 0s
peptideos ou proteinas conhecidas como bacteriocinas® *°.

Peptideos com propriedades antimicrobianas sdo utilizados geralmente como
primeira barreira quimica contra o ataque microbiano, sendo sintetizados em resposta a
infeccbes microbianas. No ambiente natural a producdo e secrecdo de peptideos
antimicrobianos pode representar uma vantagem competitiva para colonizacdo de

determinado nicho ecoldgico®’.
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3.3.1 Bacteriocinas

Bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos ou proteinas produzidas por
bactérias, geralmente ativos contra membros da mesma espécie ou espécies relacionadas
a linhagem produtora, ou ainda, contra espécies do mesmo género® °8. As bacteriocinas
sdo liberadas no meio extracelular e apresentam agdo bactericida e/ou bacteriostatica
sobre bactérias alvo. Dentre elas, importantes patdgenos de veiculagdo alimentar como
Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus™.

As primeiras bacteriocinas descritas foram as colicinas, que s&o ativas contra
Escherichia coli. Atualmente muitas outras bacteriocinas vém sendo descritas,
principalmente aquelas produzidas por micro-organismos Gram-positivos, patogénicos
ou ndo>> >

Bacteriocinas que sdo sintetizadas por varias bactérias acido lacticas (LAB),
exibem atividade antimicrobiana e vem sendo utilizadas para conservacgdo de alimentos
em embalagens ativas®®. As bacteriocinas produzidas por LAB podem ser consideradas
como conservantes naturais ou bioconservantes em alimentos, representando desta
forma uma potencial alternativa para a conservacdo de alimentos minimamente
processados®® ®2. As bacteriocinas ndo apresentam até 0 momento aplicacio clinica e
ndo alteram a microbiota do trato digestivo, pois estas sdo digeridas por enzimas como
tripsina e pepsina encontradas no trato digestivo. Se as bacteriocinas fossem
consideradas antibidticos, ndo poderiam ser usadas em alimentos, uma vez que o uso de
antibiéticos em alimentos é ilegal®.

A bacteriocina nisina é licenciada como um aditivo seguro em alimentos®® ¢, E
uma bacteriocina produzida por certas linhagens de Lactococcus lactis, cujo nome é
derivado do termo “N-inhibitory substance” (NiS) adicionado ao sufixo INA®".

Para que bacteriocinas possam ser utilizadas na inddstria de alimentos, estas
devem cumprir com alguns requisitos, como por exemplo, a linhagem produtora deve
ser considerada segura, isto é, deve ter registro GRAS (Generally Regarded As Safe)
pela Food and Drug Administration (FDA)®. A bacteriocina deve apresentar amplo
espectro de inibicdo sobre os principais patégenos de alimentos ou ser especifica sobre
algum deles. Aléem disso, deve ter uma boa estabilidade térmica, e ainda, ndo deve
apresentar risco algum a satde do consumidor. Espera-se que a bacteriocina empregada
na industria de alimentos tenha efeito benéfico sobre o produto no qual for aplicado e
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que, aumente a seguranca alimentar sem afetar a qualidade sensorial e nutricional do

produto® .

3.3.2 Classificacao das bacteriocinas

As Dbacteriocinas sdo representadas por uma classe dita como bacterianos
heterogéneos que variam significantemente em seu modo de acéo, espectro de atividade,
massa molar, propriedades bioquimicas e ainda, em funcdo da sua origem genética. A
maioria das bacteriocinas apresenta baixa massa molar (< 10 kDa), variam de 30 a 60
aminoécidos, sdo catiénicos e apresentam boa estabilidade térmica®. O modo de acdo
envolve despolarizagdo da membrana da célula alvo ou inibi¢do da sintese da parede
celular de bactérias Gram-positivas, podendo ser efetiva também contra bactérias Gram-
negativas quando a membrana externa for desestabilizada. A acdo da bacteriocina nao
afeta a bactéria produtora porque possui um mecanismo de imunidade especifico® *.

Baseados na estrutura priméria, massa molecular, estabilidade ao calor e
organizacdo molecular, as bacteriocinas de bactérias acido lacticas podem ser divididas
em trés ou quatro classes, conforme a diversidade de caracteristicas. A classificacdo
apresentada a seguir é baseada na de Klaenhammer®, porém é tema de frequente debate
entre 0s pesquisadores e sujeita a mudancas pelo constante descobrimento de novas

bacteriocinas.
3.3.2.1 Classe | — Lantibioticos

A classe | ou os lantibidticos correspondem a peptideos termoestaveis e de baixa
massa molecular (< 5 kDa). Os lantibioticos sdo peptideos pequenos (19 a 38 residuos
de aminoéacidos) caracterizados por conter em sua composi¢cdo aminoacidos raramente
encontrados, como a lantionina ou B-metilantionina, dehidroalanina (Dha) e
dehidrobutirina (Dhb) em sua molécula®.

Os lantibidticos atuam na membrana citoplasmatica da bactéria, primeiramente
passam pela parede celular bacteriana. Em geral, os lantibi6ticos atuam no potencial da
membrana independente da presenca de um receptor >> ¢,

Os lantibioticos constituem o mais significante grupo, no qual o principal
representante desta classe é a nisina® ® ®, devido & sua extensiva utilizacio na cadeia

70
|

alimentar industrial *~. Moléculas de ligagdo como o lipideo I, presente nas membranas
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de bactérias-alvo, podem servir como receptores de membrana nas bactérias sensiveis

aumentando a condutividade e a estabilidade de poros feitos por lantibi6ticos™.

3.3.2.2 Classe Il

Esta classe é composta por diversas bacteriocinas constituidas de pequenas
moléculas de peptideos termoestaveis. Geralmente formadas de peptideos néo
modificados menores de 10 kDa>* ™. Estes peptideos geralmente apresentam uma
estrutura helicoidal anfifilica, a qual permite a sua inser¢do na membrana citoplasmatica
da célula alvo, promovendo a despolarizacdo da membrana e a morte celular®’. Sdo
propostas trés subdivisées para esta classe® %: Subclasse Ila — inclui as bacteriocinas
pediocina e enterocina. Estas bacteriocinas apresentam alta especificidade contra
Listeria monocytogenes. Subclasse Ilb — esta subclasse é composta por bacteriocinas
heterodiméricas que requerem a atividade combinada de dois peptideos. Estes peptideos
apresentam atividade muito baixa se forem empregados individualmente. Inclui as
bacteriocinas lactocina G. E por fim, a subclasse llc — as bacteriocinas presentes nesta
classe apresentam uma estrutura ciclica, sdo dependentes de baixas concentracdes de

cisteina para a sua a¢do, como a lantocina B.

3.3.2.3 Classe Il

Esta classe é composta por grandes proteinas antimicrobianas termolébeis,
geralmente a massa molar é superior a 30 kDa. Sdo bacteriocinas complexas quanto a
atividade e & estrutura protéica>. Seu mecanismo de acdo se diferencia das demais
bacteriocinas, promovendo a lise celular através da lise da parede celular do micro-
organismo alvo. Sdo compostas por peptideos como helveticina J produzidas por

Lactobacillus helveticus®” %,

3.3.2.4 Classe IV
Nesta classe encontram-se grandes complexos peptidicos contendo carboidratos

ou lipidios em sua estrutura®®. Compostas por leuconocina S. A fungdo e a composicio

dessas porcdes ndo proteicas sdo desconhecidas®.
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Contudo, assume-se que este tipo de bacteriocina sdo artefatos de purificacéo
parcial, devido as propriedades catibnicas e hidrofobicas das bacteriocinas, o que resulta
na complexacdo com outras moléculas em extrato bruto™. Contudo, ndo sdo
classificadas como uma nova classe de bacteriocinas.

A maioria das bacteriocinas produzidas por bactérias associadas com alimentos

pertencem a classe 1 e I1.
3.4 NISINA

A nisina é um dos compostos antimicrobianos naturais mais utilizados no
desenvolvimento de embalagens ativas. E uma bacteriocina produzida por Lactococcus
lactis, uma bactéria comumente presente no leite” > "> " E considerada um peptideo de
tamanho molecular pequeno (3353 g mol™), com férmula quimica (C143H230N42037S7).

69, 75

E catidnica, hidrofobica, composta por 34 residuos de aminoacidos Sua

solubilidade, estabilidade e atividade biol6gica sdo altamente dependentes do pH, da
temperatura e da natureza do substrato’® .

Devido a natureza acida da molécula de nisina, esta é completamente estavel em
solucbes de pH 2,0, podendo ser estocada durante um periodo prolongado a
temperaturas de 2 a 7°C. A inativacdo desta bacteriocina pode ocorrer em temperatura
ambiente mesmo quando estiver acima de pH 7,0°°.

A nisina (Figura 6) é essencialmente ativa contra uma ampla variedade de
bactérias Gram-positivas®® ’® ™. E reconhecida como um aditivo seguro pela Food and
Drug Administration (FDA) e é aprovada como um agente antimicrobiano natural para
utilizacdo em alimentos em mais de 50 paises®®®*. No Brasil, a utilizacdo da nisina foi
aprovada desde 1996 para utilizagdo em queijos pasteurizados no limite maximo de 12,5
mg/kg®. Esta bacteriocina tem sido empregada como bactericida ou como conservante
na indistria de alimentos” ®. A Tabela 1 apresenta alguns paises que permitem a
utilizacdo da nisina e o nivel maximo permitido.

Além disso, a nisina é considerada um peptideo antimicrobiano termoestavel, até
120°C% & nao téxico, sensivel a proteases digestivas, uma vez que pode ser digerida
em nosso sistema digestivo pela enzima a-quimotripsina. Além disso, quando utilizada,
ndo contribui para alteracdes no sabor®. E reportada como uma substancia similar ao sal

quando administrada oralmente”.
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A nisina pertence a classe dos peptideos lantibidticos por conter os aminoacidos
meso-lantionina e 3-metil-lantionina, provavelmente responsdveis por importantes
propriedades funcionais, como tolerdncia a acidez, termoestabilidade a baixo pH e
modo de acéo bactericida especifico®

O seu tamanho molecular pequeno, permite a producdo de filmes que liberam o

peptideo quando em contato com alimentos sélidos ou liquidos™
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Figura 6. Estrutura quimica da nisina®

A incorporacdo desta bacteriocina em materiais de embalagem pode controlar a
contaminacdo microbiana pela inativagdo de bactérias alvo, pelo contato ou pela
reducdo da taxa de crescimento e da populagdo maxima®®. A adicdo direta de nisina
resulta em uma reducdo imediata de populacdes bacterianas®. Apresenta amplo
espectro antimicrobiano com acgdo sobre Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, além de outros patégenos e espécies de bactérias lacticas™ %,

Esta bacteriocina é considerada efetiva em baixa concentragdo, por exemplo,
10 mg kg?, e ndo promove alteracdo na qualidade sensorial do produto®. Por este
motivo, observa-se crescente interesse da industria de alimentos sobre o potencial de

utilizacdo destes compostos em substituicdo aos conservantes quimicos.
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Tabela 1. Paises que permitem a utilizacéo da nisina, aplicacdes e niveis maximos'™.

Paises Alimento em que é permitido o uso da nisina Nivel maximo (Ul/g)
Argentina queijo processado 500
Austrélia queijo, queijo processado, tomates enlatados sem limite
Bélgica queijo 100

Brasil queijo, vegetais enlatados, salsichas 500

EUA queijo processado e pasteurizado 10000
Franca queijo processado sem limite
Holanda queijo industrializado, processado e ralado 800
Inglaterra queijo, alimentos enlatados, creme sem limite
Italia queijo 500
México sem descricdo 500

Peru sem descri¢édo sem limite
Russia queijo processado dietético, vegetais enlatados 8000

3.4.1 Mecanismo de acéo

Estudos tem mostrado que a nisina possui duplo mecanismo de ac¢do (Figura 7),
interferindo na sintese da parede celular e promovendo a formacdo de poros na
membrana celular, resultando em alteracdo na permeabilidade da mesma, com efluxo de
moléculas essenciais (fon K*, aminoacidos e ATP) através dos poros, acarretando a
morte celular®™ **. Consequentemente, nisina pode induzir a autélise celular e inibir o
crescimento de esporos bacterianos® .

A atividade antimicrobiana da nisina se d& basicamente pela interagdo do
peptideo com a membrana celular bacteriana por meio do acimulo de peptideos na
superficie da membrana, forcando a inser¢do da nisina no interior da membrana. Desta
forma, ocorre um ancoramento do peptideo com o lipideo Il, que € um componente
precursor da parede do peptideoglicano, resultando na perturbacdo do plasma da

membrana®’.

19



O?Q?OQ OCOQ0Q0QO00000QOQ0Q0Q00OQ0C00 Q00
COOOOPOTH OO 'QQQOQ.QOQQ

' . . . ‘
3 2] o : s 0 : : 5 . 3 B
W G PO OO MO OO

. ‘ . 3 0 : : . . : : .

Subunidade do
Peptideo ghcanoog v

Figura 7. Mecanismo de agdo de bacteriocinas das classes | (Nisina) e classe lla

(pediocina)™ >°.

3.4.2 AplicacGes em alimentos

As bacteriocinas podem ser introduzidas em alimentos por pelo menos trés
diferentes maneiras: podem ser produzidas in situ em alimentos fermentados pela adi¢éo
de culturas lacticas bacteriocinogénicas no lugar das tradicionais culturas iniciadoras;
podem ser aplicadas pela adicdo destas culturas como adjuntas; ou ainda pela adigédo
direta de bacteriocinas purificadas ou semipurificadas nos alimentos (por exemplo, a
nisina, comercializada como Nisaplin®)>* %.

A eficiéncia das bacteriocinas em alimentos depende de varios fatores, tais
como, aqueles relacionados ao préprio alimento: composi¢do quimica e das condigdes

fisicas dos alimentos. Podem ainda depender das condicdes de processamento,
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temperatura de estocagem, pH do alimento e da instabilidade da bacteriocina em funcgéo
de alteracdes do pH>® 7" %, Além disso, a eficacia da bacteriocina no alimento pode ser
afetada pela ma distribuicdo das moléculas da bacteriocina na matriz, por adsorcéo da
bacteriocina a componentes alimentares, como as gorduras ou proteinas, ou pela baixa
solubilidade®.

A outra possibilidade de aplicacdo das bacteriocinas é na forma de preparacdes
imobilizadas, onde a bacteriocina parcialmente purificada ou o meio de cultivo
concentrado é ligado a um suporte®™. Este suporte atua como um reservatorio e um
difusor das moléculas da bacteriocina no alimento, utilizando menor quantidade de
bacteriocina (aplicacdo comparada no volume total do alimento) e assegurando a
protecdo do peptideo da inativacdo por enzimas ou pela interagdo com componentes do
alimento. Desta forma, uma variedade de métodos podem ser propostos para a
imobilizacdo da bacteriocina: adsorcdo as células produtoras e a superficies, como a
silica; encapsulacdo em lisossomas; a incorporacao em géis de revestimento e filmes de
diferentes materiais, tais como, gelatina, celulose, proteinas de soja, colageno, amido de
milho, alginato de célcio, polietileno, nylon e também aos outros filmes plasticos
poliméricos®.

Neste contexto, a nisina em conjunto com outras substancias inibidoras, podem
fornecer uma barreira para o crescimento de bactérias contaminantes indesejaveis. Desta
forma, pode-se reduzir a quantidade de produtos quimicos adicionados aos alimentos,
diminuindo a intensidade das condicGes de processamento, e contribuindo para o
desenvolvimento de tecnologias de barreira®. Além disso, a utilizagdo de embalagens
contendo estes compostos antimicrobianos pode ser mais eficiente, pelo controle da
migracdo destes compostos no alimento ao longo do tempo, durante o transporte e

armazenamento dos alimentos durante a distribuicé&o.

3.5 TECNICAS DE PROCESSAMENTO

3.5.1 EXTRUSAO

A extrusdo é sem duvida a técnica de processamento mais largamente utilizada
na fabricacdo de artigos baseados em polimeros®™. A extrusdo é um processo
termomecanico, em que os materiais sdo fisicamente e quimicamente transformados,

devido as tensbes térmicas e mecanicas geradas pelos parafusos rotativos e barris

21



aquecidos'® 1°, O processo de extrusdo de plasticos consiste basicamente em forcar a
passagem (controlada) do material granulado por dentro de um cilindro aquecido, por
meio de uma ou duas roscas “sem fim”, que promovem o cisalhamento,
homogeneizacdo, bem como a plastificacdo do material (Figura 8), mais
especificamente, transportam, misturam, compactam e permitem a retirada de gases
liberados no processo™®.

Extrudar significa “empurrar” ou ainda “forgar a sair” da extrusora, equipamento
utilizado para este fim'%. Na saida do cilindro, o material é comprimido contra uma
matriz de perfil desejado, a qual da formato ao produto, sendo este, em seguida
calibrado, resfriado, cortado e/ou enrolado’®. O material plastico sai da extrusora em
forma de filme ou de chapa pléstica com dimensdes que dependem da matriz™.

A técnica de extrusdo é especialmente adaptada para produzir comprimentos
continuos tendo geometrias de secdo reta constantes, como por exemplo, hastes, tubos,
canais de mangueiras, folhas, filamentos e filmes'®. Este é portanto, um processo muito
versatil. O material extrudado pode ser gerado através de uma fenda plana simples, e
conforme a espessura, o produto extrudado é classificado como filme, folha ou placa. A
extrusora pode ainda funcionar como cadmara de mistura ou de homogeneizagdo para a
preparacdo de composicdes poliméricas moldaveis e como camara de reacdo (extrusdo
reativa), modificando a estrutura do polimero e ampliando suas possibilidades de
aplicacéo™®.

A extrusdo do filme plano ocorre geralmente em uma matriz mais larga, de
espessura reguldvel, onde o filme é resfriado rapidamente, ou por imersdo em um
tanque de agua ou pelo contato com rolos metalicos com resfriamento interno. Rolos de
tracdo estiram o filme diminuindo sua espessura. O filme é continuamente puxado pelos
roletes de tragdo, até ser bobinado em cilindros (rolos) especificos para esta funcéo.
Antes do bobinamento, as laterais do filme sdo aparadas e bobinadas para futuro
reprocessamento. Esta operacdo é feita porque as laterais podem ser mais espessas que 0
restante do filme, ou para determinar a largura desejada para o filme, ja que durante a
extrusdo pode haver variacbes na largura do extrudado. Quando uma bobina é
completada, corta-se transversalmente o filme, troca-se a bobina e enrola-se a
extremidade do filme na nova bobina, dando continuidade a producéo.

Para a obtencéo de filmes utilizando uma extrusora de filmes planos, a matriz é
horizontal. A matriz possui uma régua estranguladora que faz com que a pressdo do

termoplastico seja introduzida no centro e distribuida por toda a largura, tendo na saida
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a mesma pressdo. Consequentemente, teremos a mesma espessura em toda a largura do
filme. Na saida existe um jogo de labios para regular a matriz, na espessura desejada. A
abertura da matriz é reguldvel atraves de parafusos dispostos ao longo do comprimento
da mesma para ajustar a espessura do filme. Na saida da matriz os filmes tém espessuras
que variam de 0,2 a 0,6 mm*®*. Porém, a espessura do filme é regulada pela velocidade
dos rolos de tragdo que estiram o filme. A Figura 8 ilustra o esquema do processo de
extrusdo e os principais componentes de uma extrusora: 1) Rosca ou parafuso; 2) Funil

de alimentacéo; 3) Matriz; 4) Produto extrudado e/ou produto final.

Figura 8. Principais componentes de uma extrusora™””.

3.5.1.1 Tipos de moldagem por extrusao

A técnica de extrusdo pode oferecer diferentes tipos de moldagem por
extrusdo'®’. Dentre as quais podem ser citadas:

- Perfis: consiste em forcar o material granulado através do cilindro aquecido.
Na saida do cilindro, o material é comprimido contra uma matriz que possui o perfil
(desenho) desejado, o qual dara a forma ao produto, em seguida, este € calibrado (a fim
de manter as suas dimensdes), resfriado, cortado (para perfis rigidos) ou enrolado;

- Sopro: processo utilizado na fabricagdo de pecas ocas, consiste na producgéo de
um parison (pré-forma) o qual é introduzido em um molde, em seguida injeta-se gas
dentro deste parison forcando-o em direcdo as paredes do molde. Quando a peca

solidifica, o molde é aberto e a pega € removida;
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- Filmes: Processo utilizado na fabricacdo de produtos com espessuras muito
pequenas para serem posteriormente utilizados na producao de sacolas, sacos plasticos,
e embalagens flexiveis;

- Chapas: produto final que consiste de laminados ou chapas.

3.5.1.2 Fatores que interferem na qualidade dos produtos extrudados

Os fatores que mais influenciam a natureza dos produtos extrudados podem estar
relacionados com as caracteristicas da matéria-prima e as condicdes de operacdo do
equipamento™®® 197,

As propriedades da matéria-prima tém importante influéncia na textura e
coloracdo do produto. Os fatores mais importantes sdo: tipo, teor de umidade, estado
fisico e composicdo quimica. O pH do material umidificado também pode interferir. A
composicdo da matéria-prima, seu teor de umidade e tamanho de suas particulas
influenciam a viscosidade do produto na extrusora.

As condi¢bes que o operador deve ficar atento podem ser descritas como um dos
fatores de extrema importdncia, uma vez que o operador deve ter completo
conhecimento do funcionamento do equipamento, do material que esté utilizando e das
propriedades finais do produto que quer obter. O controle das condi¢fes de processo de
extrusdo é uma tarefa fundamental e devem ser observados 0s seguintes parametros para
que se tenha um produto final bem acabado: a umidade do processamento, a
temperatura do cilindro, a configuracdo da rosca, velocidade de rotacdo e a configuracéo
da matriz. A temperatura do material extrudado desempenha um papel muito importante
em todas as etapas do processo de extrusdo. A partir de alteracdes fisico-quimicas na
extrusora até a estruturagdo do produto na saida do equipamento, devido as
transformacdes quimicas (por exemplo, temperatura de transicdo vitrea, temperatura de
fusdo, fragmentacédo e velocidades de reacdo). Além disso, as propriedades-chave do
material (como por exemplo, a viscosidade, pressdao de vapor) sdo dependentes da
temperatura'®.

A técnica de extrusdo &€ uma técnica relativamente simples, que viabiliza a
processabilidade da resina base. Geralmente uma extrusora dupla-rosca € utilizada para
a obtencdo de blendas polimeéricas ou polimeros com adicdo de cargas e/ou aditivos,
pelo fato de que este equipamento apresenta uma alta taxa de cisalhamento. A melhoria
das propriedades finais dos materiais obtidos utilizando esta técnica depende geralmente
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do grau de esfoliacdo, e dispersdo do aditivo incorporado na matriz polimeérica. A
extrusdo é considerada uma técnica ambientalmente correta, devido a auséncia de
solventes organicos. Além disso, o0 processamento no estado fundido é compativel com
processos industriais, tais como moldagem por injecdo, e ainda, permite a utilizacdo de

uma ampla variedade de polimeros, desde os sintéticos como os naturais*®" 1% 1%°,

3.5.2 ELETROFIACAO

A técnica de eletrofiacdo consiste na producdo de fibras a partir da aplicacao de
um forte campo elétrico, tipicamente 10-30 kV*™, e da existéncia de uma diferenca de
potencial entre o tubo capilar que contém a solucdo de interesse e o coletor (Figura 9).
Ambos sdo eletricamente condutores e separados a uma distancia étima entre os dois
1 Inicialmente, a solucdo é mantida pela sua tensdo superficial na forma de uma gota
na extremidade do capilar. Com o aumento da tensdo elétrica, a superficie da gota se
alonga proporcionando a formacéo de uma gota, conhecida como cone de Taylor, a qual
é ejetada quando as forcas eletrostaticas superam a tensdo superficial da solugao®*?™.
Durante a trajetéria do jato, o solvente evapora e o polimero solidifica-se, resultando na
formacao de fibras ultrafinas que se depositam na superficie do coletor'*>™**’.

A eletrofiacdo € uma técnica muito eficaz para a producdo de fibras poliméricas
com diferentes formas e tamanhos, dentro de uma escala entre micro e nanométrica, as
quais sdo chamadas de estruturas primarias'** - 8. O diametro final da fibra depende
principalmente de trés principais varidveis no processamento (taxa de fluxo da solugéo,
tensdo aplicada, distancia entre a ponta da agulha e o coletor), além disso, depende
também das propriedades da solucdo (viscosidade, condutividade e tensdo
superficial)'*®.

Nanofibras poliméricas podem ser obtidas por diferentes técnicas de
processamento, tais como, sintese, separacdo de fase, auto organizacdo e
electrospinning*** *®. Entretanto, o processo de eletrofiacdo tem um grande potencial

para aplicacdo em escala industrial®® ',

Além disso, as fibras obtidas por
electrospinning sdo consideravelmente muito mais finas em didmetro e, portanto,
superiores em relacédo superficie-volume do que as fibras obtidas por extrusdo mecanica
convencional ou processo de fiagdo*?* %,

Neste sentido, o processamento de materiais poliméricos em escala sub e

nanomeétrica ganha constante atencdo em funcdo das novas propriedades associadas a
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escala nanometrica, bem como das possiveis novas aplicacGes para estes materiais.
Diferentes geometrias podem levar a diferentes propriedades e aplica¢des, permitindo
que trabalhos acerca do processamento destas nanoestruturas ganhem elevada
importancia®*.

Nanofibras sdo fibras sélidas ultrafinas notaveis por seu didmetro muito pequeno
(menores que 100 nm), sua grande area superficial por unidade de massa e tamanho de
poro pequeno. Devido as propriedades inerentes do processo de electrospinning, que
pode controlar a deposicdo das fibras de polimero sobre um substrato alvo, nanofibras
com complexo e formas tridimensionais sem emendas podem ser formadas**® *%°.

Devido ao melhorado aumento da &rea superficial destes materiais, a técnica de
electrospinning é considerada uma técnica promissora para obtencdo de filmes ativos
para embalagens de alimentos. E nesta aplicacdo mencionada, é necessario um aumento
na interacdo entre o aditivo e o alimento.

Conforme mencionado, devido a area superficial extremamente grande, a alta
porosidade e a interconectividade das fibras, este tipo de material apresenta uma ampla
gama de aplicacBes em diversas areas, tais como, vestuario?, embalagens de alimentos,
liberacdo de drogas, membranas™°, dispositivos médicos e aeroespacial'®® 2" 1% Fibras
ultrafinas de polimeros tém sido também investigadas como potenciais biomateriais

para liberac&o de peptideos, proteinas, enzimas e drogas'?*.
3.5.2.1 Parametros importantes no processo de eletrofiacdo

Existem alguns parametros que influenciam nas propriedades das fibras obtidas,
como por exemplo*** 12;
= 3 viscosidade da solugéo;
= tensdo elétrica aplicada;
= a vazdo de alimentacdo (saida da solugdo do capilar);
= a distancia de trabalho (entre a ponta da agulha e o coletor);
= a3 temperatura da solucéo;
* umidade;

= a velocidade do ar na cdmara do electrospinning.
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Figura 9. Esquema do processo de eletrofiacao.
3.5.2.2 Propriedades da solugao polimérica

As propriedades da solucdo do polimero tém a influéncia mais significativa na
eletrofiacdo e no resultado da morfologia das fibras. A tensdo superficial desempenha
um papel na formacéo de beads ao longo do comprimento da fibra. A viscosidade da
solucdo e suas propriedades elétricas determinardo a extensdo de alongamento da
solucdo. Isto por sua vez tem um efeito resultante no didmetro das fibras eletrofiadas™*°.

As nanofibras resultam da evaporacdo do solvente e solidificacdo do jato do
polimero e o seu didmetro estd essencialmente relacionado com o jato caracteristico de
cada material. Um parametro muito importante que influencia no diametro da fibra é a
viscosidade da solugdo. Quando a concentragdo for muito baixa, o grau de
emaranhamento das cadeias poliméricas é pequeno, causando uma instabilidade capilar
na extremidade do jato. Esta instabilidade pode ocasionar num espalhamento
eletrostatico (electrospraying) ao invés da eletrofiagdo. Neste caso, particulas esféricas
ou nanofibras com beads sdo obtidas. Com o aumento da viscosidade e mantendo-se
fixo os demais parametros do processo, existe uma tendéncia a formagdo de uma fibra
continua de polimero*? ***, Uma solugdo muito viscosa resulta em um diametro de fibra

maior. No entanto, quando um polimero é dissolvido em um solvente, a viscosidade da
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solucdo € proporcional a concentracdo do polimero. Neste sentido, quanto maior a
concentrac&o do polimero maior ser4 o diametro final das nanofibras'%.

O didmetro da fibra também pode ser alterado através da tensdo elétrica
aplicada. Em geral, a aplicacdo de uma tensdo elevada ejeta mais fluidos em um jato,
resultando em diametros de fibras maiores'®. A tensdo superficial esta diretamente
relacionada com a formacdo do cone de Taylor, pois este fendmeno ocorre quando a
voltagem aplicada é suficientemente alta para fazer com que as forgas eletrostaticas
superem a tensdo superficial da gota. A partir deste valor de voltagem, chamada de
voltagem critica, inicia-se o processo de fiacdo***. No entanto, como o jato se desloca
no sentido da placa coletora, a tensdo superficial pode causar a formacdo de beads ao
longo do jato™*°. Para se obter nanofibras uniformes, é necessario que se tenha um grau
de emaranhamento de cadeias na solucdo polimérica, a qual corresponde a um valor de
concentracdo (viscoelasticidade) minimo*®, caso contrério, ocorre a liberagdo de
pequenas gotas ou resulta em fibras contendo beads. E, quando a viscosidade é muito
alta, a solugdo pode secar na ponta da agulha antes de iniciar a eletrofiacdo™®.

A solucdo de electrospinning sofre algumas mudancas decorrentes da tensao
elétrica envolvida durante o processo, como por exemplo, a elongacdo da solucdo, que é
causado pela repulsdo das cargas na sua superficie. Por conseguinte, a adi¢cdo de um sal
a solucédo faz com que a condutividade elétrica da solugcdo aumente, resultando em uma
maior mobilidade dos fons na soluggo*?* *°.

A formacdo de beads pode ocorrer se a solucdo nao for suficientemente
alongada. Portanto, quando uma pequena quantidade de sais é adicionada na solucéo, o
aumento de cargas carregadas pela solucdo pode aumentar a sua elongacdo. E como
resultado, fibras lisas sdo formadas que podem de outro modo produzir fibras com
beads™®. Na Figura 10 podem ser visualizadas fibras lisas de PBAT obtidas por
eletrofiagdo, as quais foram produzidas controlando as propriedades da solugédo e

ambiente.
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Figura 10. Nanofibras lisas de PBAT obtidas por eletrofiacdo, (Fonte: Proprio Autor).

Beads podem ser considerados como uma instabilidade capilar do jato devido ao
desiquilibrio causado pelas flutuacdes na forma e densidade de cargas elétricas do
jato®* 3! A Figura 11 mostra a morfologia de fibras com a presenca de beads. Existem
muitos fatores que afetam a formacdo de beads nas nanofibras e que podem também ser
considerados 0s parametros mais significativos, como a voltagem aplicada, a
viscoelasticidade da solugdo, a densidade de cargas elétricas e a tensdo superficial da

124 12 gegundo Rutledge e Fridrikh'™ beads podem surgir devido a

solucéo
instabilidade no rompimento da gota que fica presa na ponta da agulha, dependente da
concentracdo do polimero e composi¢do do solvente. Além disso, beads também podem
ser observados devido a baixa condutividade da solugdo, que resulta na elongagéo
insuficiente do jato pela forga elétrica para produzir uma fibra uniforme. Embora tais
beads tenham sido classificados como defeitos ou subprodutos, e considerados
indesejaveis, a sua presenca pode ter beneficios para aplicagdes selecionadas, tais como,

molhabilidade®®.

Figura 11. Morfologia das fibras com beads™®.
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De forma interessante, a morfologia dos beads nas fibras muda de aspecto

conforme a viscosidade da solucdo modifica™*

. A partir de uma morfologia de gota
arredondada com solucdes de baixa viscosidade, para a forma de gotas alongadas ou até
fibras lisas quando uma viscosidade suficiente é alcancada, como mostrado nas Figuras
11 e 12. Nao somente a forma dos beads pode modificar com a viscosidade, mas

também o espacamento entre eles aumenta.

LHLD T T1Tn
—

Aumento da viscosidade

Figura 12. Efeito do aumento da viscosidade da solucdo polimérica sobre a morfologia

das fibras de electrospinning.

A técnica de eletrofiacdo apresenta grande versatilidade, através da qual €
possivel obter além de excelentes propriedades, os mais diversos tipos de fibras através

de simples ajustes nas variaveis do processo*®

. O fenbmeno da formacéo de poros nas
nanofibras obtidas por eletrofiacdo se da devido a evaporacao do solvente. E € durante a
evaporacdo do solvente que a solucdo torna-se termodinamicamente instavel. Este
fendmeno ocorre devido a formacdo de duas fases na nanofibra, uma fase é rica em
polimero e a outra é rica em solvente’®. Desta forma a fase rica em polimero se
solidifica logo que ocorre a segregacdo das duas fases enquanto que a evaporagdo do
solvente ocasiona a formagdo de nanofibras porosas. Costa et. al.*® salientam que o
processo de formacdo de poros ndo pode ser atribuido aos fendbmenos eletrostaticos
desenvolvidos durante a eletrofiacdo, uma vez que a formagéo de fibras porosas podem
ser obtidas por métodos que ndo usam tenséo elétrica como € o caso da fiacdo por sopro
em solugéo.

Ramakrishna™® discute a formagéo de nanofibras e um provéavel mecanismo da
formacgdo de nanofibras ramificadas durante a eletrofiagdo pode ser explicado pela
formacéo de jatos secundarios a partir da formacdo do jato primario, ou pela separagédo

do jato inicial em dois jatos menores. A formagdo de nanofibras ramificadas pode ser
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observada na Figura 13. O alongamento e a evaporacdo do solvente leva a uma
mudanca dindmica na forma e distribuicdo de cargas ao longo do jato. Desta forma, o
desiquilibrio entre as forcas elétricas e a tensdo superficial do jato pode levar a
instabilidade. Uma opcéo para reduzir esta instabilidade é através da criacdo de jatos

secundarios que dardo origem as ramificacées'**.

Figura 13. Fibras ramificadas de poli(butileno adipato-co-tereftalato), (Fonte: Proprio
Autor).

A eletrofiacdo tem despertado muito a atencdo de pesquisadores na década
passada, ndo somente pela sua versatilidade de fiacdo de uma ampla variedade de fibras
poliméricas, mas também devido a sua capacidade de produzir fibras em escalas
nanométricas que sao dificeis de obter por outras técnicas de fiacdo. Por sua vez, a
aplicacdo da técnica de eletrofiagdo permite a producdo de nanofibras continuas que
possuem uma area superficial muito grande formando uma rede com varias
interconexdes que facilitam a area de contato. Um procedimento bastante usado tem
sido a incorporacdo de agentes antimicrobianos possibilitando a acdo antimicrobiana
destes materiais. Além disso, as fibras formadas sdo relativamente grandes em
comprimento e sdo totalmente interligadas formando uma rede tridimensional. Como
resultado, uma grande area de contato é acessivel, como por exemplo, para reagdes de
espécies quimicas, migracdo de substancias ou para afetar propriedades fisicas

desejadas, como por exemplo, na matriz do alimento™.
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3.6 EMBALAGENS ATIVAS

Embalagem ativa é um sistema que pode eliminar ou inibir o crescimento de
micro-organismos, aumentando a vida de prateleira de produtos pereciveis e a seguranca
de produtos embalados**®.

A definicdo para estes novos materiais de acordo com a Regulacédo EU 450/2009
define que os mesmos podem prolongar a vida de prateleira de alimentos embalados e
permitir a incorporacdo de componentes especificamente designados para liberar
substancias sobre o alimento’. Este tipo de embalagem desempenha um papel dinamico
em conservacdo de alimentos e permite a embalagem interagir com o alimento e o
ambiente® 3. Estes filmes sdo capazes de oferecer funcdes extras ndo encontradas em

sistemas de embalagens convencionais” **" %

. Vale salientar que o termo “embalagem
ativa” foi aplicado pela primeira vez por Labuza (1987) e pode ser definido como: a
embalagem que realiza alguma fungdo desejada que ndo seja simplesmente fornecendo
uma barreira ao ambiente externo®®. Os compostos antimicrobianos incorporados
dentro ou revestidos sobre as embalagens reduzem a taxa de crescimento e a populagéo
de micro-organismos, prolongando a fase lag, ou inativando micro-organismos
presentes na superficie do alimento'*.

Atualmente, embalagem ativa é um dos conceitos mais inovadores em
embalagem de alimentos**, que tem sido desenvolvida nas Gltimas décadas para atender

142 Observa-se uma crescente

a um mercado consumidor cada vez mais exigente
preferéncia por alimentos minimamente processados e por aditivos naturais. A
utilizacdo destas novas estratégias de embalagens compativeis com processamento
minimo tem atraido muito a atencdo na inddstria de alimentos, porque tem um impacto
significativo na extensdo da vida de prateleira sem comprometer a segurancga
alimentar'®°.

Os aditivos antimicrobianos podem ser incorporados diretamente no material de
embalagem para uma liberagéo lenta para a superficie do alimento ou pode ser utilizada

na forma de vapor (substancias volateis)'*®

. A atividade antimicrobiana nos filmes pode
ocorrer de duas formas: Os agentes antimicrobianos podem ser tanto liberados através
da evaporacdo no espaco livre da embalagem (substancias volateis) ou migrar para
dentro do alimento (aditivos ndo volateis) através da difusdo™** **°>. No primeiro caso, a
substéncia correspondente pode ser liberada completamente ou em uma quantidade

especifica na superficie do alimento para executar a sua acdo biocida. No segundo caso,
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a atividade antimicrobiana € executada uma vez que 0S micro-organismos entrem em

contato com a superficie do material de embalagem™®, o que faz desta tecnologia uma

opcao adequada para o armazenamento de diversos tipos de alimentos embalados.
Muitos antimicrobianos séo incorporados em concentracdes de 0,1 — 5% m/m

144, 147

nos materiais de embalagem, particularmente em filmes Os métodos de

processamento empregados para polimeros, tais como, extrusdo e moldagem por injecdo
podem ser utilizados juntamente com agentes antimicrobianos estaveis termicamente.
Além disso, o aditivo antimicrobiano pode ser liberado da embalagem durante um
periodo prolongado, e assim, a atividade pode também ser prolongada na fase de
transporte e armazenamento na distribuicéo do alimento™*®,

As embalagens ativas incluem componentes nos sistemas de embalagem que sé&o

19152 o etileno™®, absorvedores e emissores de

61, 155-157

capazes de absorver/eliminar oxigénio

CO,™ 153 154 agentes antimicrobianos

142,158

e enzimas imobilizadas em suportes
poliméricos

Alguns compostos aplicados em sistemas ativos de embalagens visando inibir,
reduzir, interromper e/ou inativar o desenvolvimento de micro-organismos apresentam
acdo antimicrobiana em alimentos, como é o0 caso da nisina. A acdo ocorre pela
migracdo na superficie do produto (Figura 14).

A nisina é um dos agentes antimicrobianos mais utilizados em embalagens de
alimentos, uma vez que as bacteriocinas sdo ideais para aplicacdo em embalagens
antimicrobianas porque elas interagem com a superficie externa do micro-organismo®*®
(parede celular e membrana plasmatica) e ndo necessitam ser internalizadas para
exibirem o efeito antimicrobiano.

Na literatura® encontramos que a nisina, incorporada a uma concentracio de
7500 e 15000 Ul mL™ em filmes de acetato de celulose obtidos pelo método de
evaporacao do solvente, foi capaz de inibir significativamente Listeria monocytogenes,
S. aureus e B. Cereus. A atividade antimicrobiana destes filmes permaneceu estavel

mesmo depois de 70 dias em geladeira ou em salas refrigeradas.
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Figura 14. Funcionamento da embalagem ativa com acdo antimicrobiana.

3.6.1 Tipos de embalagens ativas

Geralmente a escolha da forma que as embalagens ativas devem assumir é feita
com base em trés consideracdes gerais™®: O requisito mais importante é o alimento,
seguido pelo formato da embalagem e entdo é necessario levar em consideracao as
exigéncias do agente ativo. As embalagens antimicrobianas (Figura 15) podem assumir
diferentes formas®® 144:

- adicdo de sachés contendo agentes antimicrobianos volateis nas embalagens;

- incorporagdo direta de agentes antimicrobianos volateis ou ndo volateis no
polimero;

- revestimento da embalagem com a matriz que atua como um veiculo para o
agente antimicrobiano;

- utilizacdo de polimeros que sdo inteiramente antimicrobianos.

A aplicagdo de maior sucesso comercial de embalagens antimicrobianas tem
sido os sachés que sdo colocados soltos ou conectados no interior da embalagem. Estes
podem assumir 3 formas'**: Absorvedores de oxigénio, absorvedores de umidade e
geradores de vapor de etanol. Os absorvedores de oxigénio promovem uma reducao de
oxigénio a qual inibe o crescimento de micro-organismos aerobios, principalmente
fungos, assim como os absorvedores de umidade. Os agentes antimicrobianos que nao
podem tolerar as temperaturas utilizadas no processamento de polimeros séo
frequentemente utilizados para revestir o material apos a formacao ou sdo adicionados

na matriz do polimero para obter os filmes por casting.
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Alguns polimeros sdo considerados inerentemente antimicrobianos e tém sido
utilizados em filmes e revestimentos. Embora o efeito antimicrobiano seja atribuido as
propriedades antifingicas da quitosana, pode ser que esta atue como uma barreira entre

0s nutrientes presentes no produto e 0s micro-organismos™*.
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Figura 15. Possiveis formas de embalagens ativas de alimentos: A) agentes
antimicrobianos no material da embalagem; B) revestimento antimicrobiano em
materiais de embalagem convencional; C) imobilizacdo de agentes antimicrobianos em
materiais de embalagem poliméricos; D) bandejas/almofadas antimicrobianas; E) sachés
contendo agentes antimicrobianos volateis; F) revestimento de agentes antimicrobianos

comestiveis em alimentos.

3.6.2 Tecnologias em sistemas de embalagens ativas

Algumas das aplicacGes em alimentos que sao beneficiadas com a tecnologia das
embalagens ativas, bem como o mecanismo de acdo de cada sistema de embalagem,
podem ser observadas na Tabela 2. Os produtos alimenticios possuem diferentes
mecanismos de deterioracdo e estes devem ser observados antes de aplicar esta
tecnologia. A vida de prateleira do alimento embalado é dependente de numerosos
fatores, tais como a natureza intrinseca do alimento (pH, conteldo de nutrientes,
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compostos antimicrobianos) e fatores extrinsecos (temperatura de armazenamento e

umidade relativa)*®. Por considerar cuidadosamente todos estes fatores é possivel

desenvolver tecnologias de embalagens ativas e aplica-las para manter a qualidade e

estender a vida de prateleira de diferentes produtos alimenticios.

Tabela 2. Exemplos de sistemas de embalagens ativas

137, 143, 150, 160, 161

SISTEMA DE APLICAQOES EM
EMBALAGEM ATIVA MECANISMOS ALIMENTOS
Absorvedores e/ou Ferro P&o, bolo, arroz cozido,
Filtros de Oxigénio Metal/Acido biscoitos, pizza, macarréo,
queijo, carnes curadas e
Nylon MXD6 peixe, café, salgadinhos,

Absorvedores e/ou
Emissores de CO,

Absorvedores de Etileno

Liberadores de Conservantes

Emissores de etanol

Absorvedores odor/sabor

Embalagens de Controle
de Temperatura

Catalisadores de Metal (Platina)
Ascorbato/Sais metalicos
Enzimas

Oxido de Ferro/Hidroxido de Calcio
Carbonato de Ferro/lodetos metalicos
Oxido de Célcio/Carvéo ativado
Ascorbato/Bicarbonato de Sadio

Permanganato de Potassio
Carvéo ativado
Argilas/Zeolitas ativadas

Acidos Organicos

Prata zeolita

Antioxidantes BHA/BHT
Antioxidante Vitamina E

Didxido de Cloro/Didxido de Enxéfre

Etanol encapsulado

Triacetato de celulose

Papel acetilado

Acido citrico

Sais ferrosos/ascorbato
Carvéo ativado/argilas/zeélitas

Gas hidrofluorocarbono

Cal/Agua

Nitrato de Aménio/Agua

Cloreto de Célcio/Agua

Super ligas de corrosio/Agua salgada
Permanganato de Potassio/Glicerina

alimentos secos e bebidas

Café, carnes frescas e peixes,
nozes, outros lanches,
pao de 16

Frutas, vegetais e outros
produtos horticulas

Cereais, carnes, peixes, pao,
queijos, salgadinhos,
frutas e vegetais

Crostas de pizza, bolo, pao,
biscoitos, peixe e produtos de
padaria

Sucos de frutas, salgadinhos
fritos, peixes, cereais, aves,
produtos lacteos e frutas

Comida pronta, carnes,
peixes, aves e bebidas
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3.7 EMBALAGENS ATIVAS BIODEGRADAVEIS

Para expandir ainda mais o mercado de alimentos minimamente processados, é
necessario desenvolver técnicas de preservacdo que mantém a qualidade nutricional e
sensorial do produto e garantir a seguranca microbiologica.

A literatura reporta que a superficie de filmes antimicrobianos bicamada e
totalmente biodegradaveis foram carregados com nisina (0,51 mg cm) pelo método de
dipping. Estes filmes efetivamente suprimiram o crescimento de Listeria
monocytogenes e Salmonella. Os filmes revestidos com a mistura de quitosana e nisina
exibiram a maior atividade contra Listeria e reduziram a populacdo de células para
niveis indetectaveis (<10 UFC mL™) de 0 a 48 h™*".

Filmes biodegradaveis de poli(butileno adipato-co-tereftalato), farinha de arroz e
sorbato de potassio foram preparados por extrusdo de sopro, para aplicacdo de
embalagem ativa em massa de lasanha fresca. Os filmes foram investigados depois de
45 dias de contato com o alimento a 7°C e mostraram que a adic¢éo de 1 a 5% de sorbato
de potassio em blendas de PBAT e farinha de arroz € recomendado
para a producdo de embalagens ativas para alimentos, uma vez que nao afetam as
propriedades de extrusdo e a integridade da embalagem se manteve apds o tempo de
armazenamento*®,

Além disso, filmes biodegradaveis de poli acido latico (PLA) incorporados com
nisina (0,04 mg cm?) pelo método de evaporagdo do solvente, inibiram
significativamente L. monocytogenes em clara de ovo liquido e em meio de cultura.
Estes filmes reduziram também a populagdo celular de Escherichia coli em suco de
laranja e diminuiram os niveis de Salmonella enteritidis em clara de ovo liquido®.

Bhatia e Bharti'®® avaliaram a atividade antimicrobiana da nisina, lisozima e
EDTA incorporados em filmes de amido verificando a sua eficacia no desenvolvimento
de filmes antimicrobianos. As amostras foram investigadas em intervalos de 2, 4 e 24 h
para verificar a eficacia dos efeitos combinados dos agentes antimicrobianos. Estes
filmes revelaram um efeito bactericida transitorio para curtos tempos de incubagédo e
foram observados halos de inibi¢do indicando o efeito antimicrobiano destes materiais.

Uma blenda de PLA e nisina foi obtida utilizando uma mini-extrusora para
misturar e processar o material. A nisina foi adicionada a uma concentragdo maxima de

5% do total da massa. As amostras tiveram a capacidade de suprimir o crescimento de
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bactérias patogénicas como a L. monocytogenes, demonstrando uma significante
atividade antimicrobiana®’.

Neste contexto, os polimeros biodegradaveis podem apresentar uma alternativa
muito interessante, principalmente na utilizacdo como embalagens. E um dos polimeros
que pode desempenhar muito bem esta funcéo é o poli(butileno adipato-co-tereftalato).
Na éarea de embalagens, especialmente no setor alimenticio, novas tecnologias se fazem
necessarias para atender a um mercado consumidor cada vez mais exigente. A utilizagéo
de polimeros biodegradaveis incorporados com agentes antimicrobianos, ddo origem a
uma nova classe de materiais conhecidas como embalagens ativas. Desta forma, a
incorporacdo de agentes antimicrobianos (como a nisina), em filmes poliméricos é uma
vantagem, porque estes aditivos inibem o crescimento de micro-organismos e estendem
a vida de prateleira do alimento. E € por este motivo que esta abordagem se torna tdo
interessante, adicionar as bacteriocinas nas embalagens. Porque é interessante que a
migracdo deste conservante ocorra de maneira controlada no alimento, de maneira
gradual e ao longo da vida Util deste alimento. Atualmente a incorporacdo de agentes
antimicrobianos (nisina) em matriz polimérica (PBAT) para a obtencdo de filmes ativos
é realizada pela metodologia de casting. Com o intuito de obter filmes ativos de
PBAT/nisina utilizando outras metodologias, 0s autores utilizaram neste trabalho, duas
diferentes técnicas. E, apresentam resultados promissores, 0s quais apontaram pela
primeira vez, o desenvolvimento de filmes ativos utilizando a técnica de extrusao
utilizando uma temperatura de 140°C e o uso inovador da técnica de eletrofiacdo para

desenvolver embalagens ativas de alimentos.
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4 EXPERIMENTAL

Este capitulo apresentard a parte experimental da preparacdo dos filmes
antimicrobianos obtidos por extrusdo, eletrofiagdo, bem como dos filmes bicamada.

Primeiramente serdo apresentados os materiais utilizados para a preparagéo dos
filmes antimicrobianos. Os métodos utilizados para a obtencdo destes serd descrito
posteriormente, e por fim, serdo descritas as técnicas de caracterizacdo empregadas

neste estudo.
4.1 MATERIAIS

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados os seguintes materiais:

« poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) sob o cédigo (Ecoflex® F Blend
C1200), fornecido pela BASF Corporation (Florham Park, NJ, USA), na forma de
pellets, densidade de 1,27 g cm™ a 23°C, indice de fluidez 13 g 10" min (190°C/2,16
kg).

» nisina comercializada sob o cédigo (Nisaplin®), fornecida pela Danisco Brasil
Ltda (Cotia, Brazil). De acordo com o fabricante, a formulagdo contém NaCl e sélidos
lacteos, apresentando 2,5% de nisina pura. A nisina sera utilizada na forma de po.

= 2,2,2-Trifluoroethanol (TFE) 99%, comercializado pela Sigma Aldrich. De
acordo com o fabricante, a formula quimica deste, é representado por CF;CH,OH,
possui ponto de ebulicdo em 74,0°C.

= 0S micro-organismos indicadores para atividade antimicrobiana foram: Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus
ATCC 1901 e Clostridium perfringens ATCC 3624. As culturas foram mantidas
congeladas em caldo BHI contendo 20% de glicerol a 20°C. Para uso, foram inoculadas
em caldo BHI e posteriormente em placa contendo agar BHI, com periodos de

incubacgéo por 24 horas a 37°C.
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4.2 METODOS

Os métodos utilizados para a preparacdo e caracterizacdo dos filmes por
extrusao, eletrofiacdo e filmes bicamada, compostos por PBAT e nisina estdo descritos

nesta secdo do trabalho.

4.2.1 Preparagéo das amostras

O polimero utilizado neste estudo foi previamente seco em estufa a vacuo a 60°C
por 24 horas antes do uso. As amostras foram preparadas utilizando diferentes
concentracdes de nisina (até 5% em massa). O PBAT foi misturado previamente com o
agente antimicrobiano antes do processamento. As amostras de PBAT/nisina foram
preparadas atraves do processamento no estado fundido, utilizando uma extrusora dupla
rosca co-rotante Haake H-25, modelo Rheomex PTW 16/25, L/D 25, matriz com L/D =
3 (Polylabsystem, Karlsruhe, Alemanha). A rotacdo foi mantida a 150 rpm e uma taxa
de alimentago constante de 10 g min™. O perfil de temperatura da zona de alimentacéo
para a matriz foi de 130-140°C. A escolha deste perfil de temperatura foi utilizada para
minimizar a degradacdo do polimero e também do agente antimicrobiano no interior da
extrusora. Para isso, foram adotados os valores minimos necessarios para 0
processamento do material, considerando que o PBAT apresenta temperatura de fusdo
em torno de 116°C** 3% ®* Depois de processadas, todas as amostras foram granuladas
em um peletizador Sagec SG-35 (Sagec Maquinas LTDA, Diadema, Brasil) conforme

descrito por Zehetmeyer et al.'®.

Para comparagdo, PBAT puro também foi
reprocessado como um material de referéncia, servindo como amostra padrdo (sem
adicéo de nisina) com o intuito de avaliar mudancas nas propriedades do poli(butileno
adipato-co-tereftalato), conferidas pela adicdo do agente antimicrobiano ao mesmo. A

Figura 16 ilustra o processo de transformacao do polimero por extrusao.
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Figura 16. Extrusora utilizada para a preparacdo das amostras de PBAT/nisina.

As formulacdes das amostras de PBAT foram de forma geral preparadas com
seis concentracOes diferentes do aditivo antimicrobiano. Sistemas de PBAT/nisina com
teores de 0,25%, 0,5%, 1%, 2%, 3% e 5% em massa de nisina. Também foi utilizado o
PBAT puro (sem adicdo de nisina).

Serdo adotados os seguintes nomes para as amostras: (100/0), (99,75/0,25),
(99,5/0,5), (99/1), (98/2), (97/3) e (95/5).

4.2.2 Extrusao de filmes planos

A partir do polimero puro e as amostras de PBAT/nisina, filmes planos foram
processados em extrusora AX Plasticos, modelo AX 16:26 Chill Roll (AX Plasticos,
Diadema, Brasil) (Figura 17). O material granulado foi colocado diretamente no funil de
alimentacdo da extrusora, com um perfil de temperatura da zona de alimentacdo para a
matriz de 135-145°C, a rotacdo da rosca foi mantida em 65 rpm e torque de 40-50 Nm,
conforme descrito por Zehetmeyer et al.’’. Filmes de PBAT puro também foram
preparados e utilizados como material de referéncia. Para determinar a espessura dos

filmes, foi utilizado um micrémetro Mitutoyo modelo Digimatic caliper BD013913. Um
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total de 7 medidas foram realizadas no filme para obter o valor médio da espessura. Os

filmes foram produzidos com uma espessura de ~ 0,07 mm.

Figura 17. Extrusora utilizada para preparacdo dos filmes planos.

4.2.3 Preparo das solucGes poliméricas para o processo de eletrofiacéo

O PBAT foi seco em estufa a vacuo a 60°C por 24 horas antes do uso e
diferentes composicdes de PBAT/nisina foram preparadas contendo 2,5, 5,0, 10, 20, 30
e 50 mg g™ de nisina em solucdes de 30 g L™ de PBAT. Uma amostra controle também
foi preparada, composta somente por PBAT (sem nisina). As sete diferentes
formulacGes foram dissolvidas em 5 mL de TFE sob constante agitacdo, por 24 horas e
em temperatura ambiente. Este solvente foi utilizado, pois a solucdo foi totalmente
solubilizada e apresentou uma viscosidade ideal para a sua eletrofiagio. Como

111, 130

sumarizado na literatura , a maior parte do solvente é evaporado durante a

eletrofiagéo.

4.2.4 Processo de eletrofiagdo

A eletrofiacdo de todas as solugBes poliméricas foi feita utilizando um
equipamento modelo INSTOR (Projetos e Robotica, Porto Alegre, Brasil), (Figura 18).
O sistema era composto por uma fonte de alta tensdo, um coletor cilindrico rotatorio

coberto com folha de aluminio e uma seringa de 1 mL. A solucéo foi colocada em uma
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seringa de 1 mL com diametro de agulha de 0,4 mm. Nanofibras de PBAT/nisina foram
preparadas em uma voltagem de 16 kV, taxa de fluxo constante de 1 mL h™ e uma
distancia de 16 cm da ponta da agulha até o coletor. A seringa foi disposta na posicao
vertical com a agulha em direcdo ao coletor. A agulha foi conectada ao eletrodo emissor
da polaridade positiva da fonte de alimentacdo da alta tenséo. Todas as solucbes foram
eletrofiadas a temperatura ambiente. Para determinar a espessura dos filmes, foi
utilizado um micrémetro Mitutoyo modelo Digimatic caliper BD013913. Um total de 7
medidas foram realizadas no filme para obter o valor médio da espessura. Os filmes

foram produzidos com uma espessura de ~ 0,10 mm.

Figura 18. Equipamento de electrospinning utilizado para a preparagdo das nanofibras
de PBAT e PBAT/nisina.

4.2.5 Preparacéo dos filmes bicamada

Os filmes bicamada foram preparados utilizando as mesmas condi¢fes adotadas
na técnica de extrusdo e de eletrofiacdo para preparar os filmes, conforme descrito
anteriormente. A primeira camada deste filme é composta pelo filme extrudado, em
seguida, as nanofibras foram eletrofiadas sobre este filme.

A primeira etapa de preparacdo dos filmes bicamada consistiu em cortar um
pedaco do filme obtido por extrusdo, colocando-o sobre o coletor. Em seguida, a
segunda camada de filme foi eletrofiada sobre a amostra depositada no coletor.
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Foram preparados sete tipos de formulacdes diferentes, que foram identificadas
como: 0%-0 mg g™, 0%-10 mg g™, 0%-20 mg g, 0%-50 mg g, 1%-10 mg g, 2%-20
mg g™ e 5%-50 mg g™

As primeiras quatro amostras sdo dos filmes bicamada utilizando o filme de
PBAT puro obtido por extrusdo como a primeira camada, a segunda camada foi
eletrofiada sobre este filme com uma solucdo de PBAT puro, e solugdes com 10, 20 e
50 mg g™ de nisina respectivamente. As outras trés amostras sio dos filmes bicamada
onde a primeira e a segunda camada do filme possuem a mesma concentracdo de nisina,
ou seja, na amostra 1%-10 mg g, a primeira camada ¢ do filme de PBAT/nisina 1%
obtido por extrusdo e a segunda camada foi eletrofiada sobre este filme com uma
solucdo de PBAT com 10 mg g™ de nisina, e assim sucessivamente.

4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

As técnicas empregadas na caracterizacdo dos filmes preparados neste trabalho
assim como o0s equipamentos e condic@es utilizadas nas analises encontram-se descritas

nesta secdo do trabalho.

4.3.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier modo Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Os espectros de FTIR das matérias-primas e filmes foram obtidos através de
espectroscopia de absorcdo no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
utilizando um equipamento da marca Varian 640 IR (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA). As medidas foram realizadas em modo de Refletancia Total Atenuada (ATR),
utilizando 40 scans. A regido espectral investigada foi entre 3500-500 cm™, com uma

resolucéo espectral de 4 cm™.
4.3.2 Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC)

A massa molecular do PBAT antes e apds o processamento foi avaliada por
cromatografia de permeacdo em gel. A massa molecular média (M,) e a distribuicdo das
massas molares (My/M,) foram determinadas em relacdo a padrdes de poliestireno e
foram realizadas utilizando um aparelho GPCMax VE2001 (Viscotek), equipado com
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detector triplo acoplado (indice de Refracdo, Viscosimétrico e Espalhamento de Luz)
Viscotek TDA 302, com colunas de PS/PDVB. As amostras foram solubilizadas em
THEF e filtradas em filtros de PVDF com diametro de poros de 0,45 pm e analisadas a

45°C, utilizando THF como eluente a uma vaz&o de 1 mL min™.

4.3.3 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A morfologia do agente antimicrobiano utilizado na preparacdo das amostras de
PBAT/nisina foi examinada por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)
utilizando um microscopio JEOL modelo JEM-1200 EX I, operando em uma voltagem
de 80 kV. Para a realizagdo desta analise, foi preparada uma solucao de nisina e acetona,
deixada no ultrassom durante meia hora para completa dissolu¢do, em seguida, uma
gota desta solucdo foi depositada sobre uma grade de cobre de 300 mesh e

posteriormente analisada.

4.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrnica de varredura é uma técnica capaz de produzir imagens
de alta magnificacdo da superficie da amostra analisada'®.

A morfologia da nisina, dos filmes extrudados e dos filmes eletrofiados foram
analisados através das imagens obtidas em Microscopio Eletrdnico de Varredura (MEV)
JEOL modelo JSM 5800 (Tokyo, Japdo), operando a uma voltagem de 10 kV. A
superficie e sec¢do transversal dos filmes foi analisada visando obter informacges sobre
a morfologia e dispersdo do aditivo.

A nisina (pd) foi depositada diretamente sobre a fita condutora no suporte
metalico. A morfologia dos filmes extrudados foi analisada nos cortes das sec¢des
transversais, estes, foram obtidos a partir da quebra dos materiais previamente congelados
em N2 liguido. As amostras foram acopladas na vertical aos suportes metalicos (stubs), de
modo que as faces onde houve o corte do material (se¢des transversais) permanecessem
para cima. A superficie dos filmes eletrofiados foi analisada e as amostras foram preparadas
destacando uma parte deste filme, e entdo colocadas sobre os suportes metalicos. Todas as
amostras foram previamente recobertas com uma fina camada de ouro, de modo a

aumentar a condutividade elétrica.
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O diametro médio das nanofibras foi determinado utilizando um software de

andlise de imagens (Image J; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
4.3.5 Analise Termogravimetrica (TGA)

A avaliagdo da estabilidade térmica da nisina, dos filmes de PBAT e
PBAT/nisina foi realizada utilizando um equipamento TA Instruments modelo TGA
Q50 (New Castle, DE, USA). Para a realizacdo da analise foram utilizadas em torno de
7,0 mg de amostra. As amostras foram submetidas a uma varredura de temperatura, a
partir da temperatura ambiente 25°C até 800°C, a uma taxa de aquecimento de 20°C
min, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL min™). O teor inorganico (residuo a 600°C),
juntamente com as temperaturas caracteristicas de degradacdo Tige € Tsoo, Que S0
respectivamente a temperatura de decomposicao inicial (para 10% de perda de massa) e
a temperatura de maxima taxa de degradacdo (obtida a partir do pico da DTG) foram

determinadas.
4.3.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A andlise do comportamento térmico da nisina, dos filmes de PBAT e
PBAT/nisina foi determinada por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
utilizando um equipamento Thermal Analyst Instruments Q20 (New Castle, DE, USA).
Para a realizacdo das analises foram utilizadas em torno de 5,0 + 0,3 mg de amostra. As
amostras foram aquecidas de 25°C a 180°C, com isoterma de 2 minutos. As amostras
foram entdo resfriadas até -50°C e aquecidas novamente até 200°C. Todas as corridas
foram conduzidas a uma taxa de aquecimento de 20°C min™ e as analises foram
realizadas em atmosfera de nitrogénio (50 mL min™). As medidas foram realizadas no
primeiro resfriamento e no segundo ciclo de aquecimento, conforme norma ASTM
D3418-08.

A partir dessas medidas foram avaliadas a temperatura de fusdo (Tn), a
temperatura de transi¢éo vitrea (Ty) dos materiais e a temperatura de cristalizagéo (T¢).

O grau de cristalinidade (X.) dos materiais foi determinado a partir da seguinte relacao:

Xc= AZ_"“O -100 Equacédo 1
WAH
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Onde 4H,, é a entalpia de fuséo (J g™) da amostra, w é a fracdo em massa do
PBAT na amostrae AH? ¢ a entalpia de fusdo do polimero puro, para o PBAT (AH? =

114 J g-1)167-169.

4.3.7 Difracao de Raios-X (DRX)

A investigacdo estrutural das amostras foi realizada utilizando um Difratdmetro
Siemens D-500 (Siemens, Karlsruhe, Alemanha). Nisina em po, os filmes de PBAT e
PBAT/nisina foram analisados a temperatura ambiente no modo transmissdo e a
radiacdo incidente foi CuKo com filtro de comprimento de onda de A = 1,54 A. Os
dados foram coletados em uma faixa angular de (26) entre 1 a 35° e angulo de passo de
0,05°s™* e tempo por ponto = 2s.

4.3.8 Determinacdo de Angulo de Contato da Agua (WCA - Water Contact Angle)

A superficie dos filmes foi analisada quanto ao seu carater
hidrofilico/hidrofébico através de medidas de angulo de contato da agua (WCA),
obtidas a temperatura ambiente, utilizando o método da gota séssil. Que consiste em
depositar gentilmente uma gota (4 — 6 pL) de &gua deionizada sobre a superficie da
amostra, utilizando uma microseringa e sua imagem ¢é fotografada utilizando uma
camera CCD. A imagem é entdo exportada para o software Surftens™ 3.0, que calcula
o valor do angulo de contato, de acordo com os trés pontos determinados pelo usuario.

O angulo de contato é definido como o angulo entre a superficie do substrato e a
linha tangente do ponto de contato entre a gota e a superficie. Foram utilizadas cinco
gotas, colocadas em lugares diferentes na superficie dos filmes. Os valores de WCA
reportados sdo as médias de trés medidas, realizadas em diferentes areas de cada

superficie. Os valores de WCA foram calculados utilizando o software Surftens v. 3.0.
4.3.9 Microscopia eletronica confocal

A distribuicdo e a disperséo da nisina ao longo das nanofibras foi investigada, e
para isso a nisina foi marcada com 2-(5’-isotiocianato-2’-hidroxifenil)benzoxazole”,

em solucdo de DMSO a temperatura ambiente, e as fibras foram depositadas sobre
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laminas de vidro. As imagens foram obtidas por microscopia eletrénica confocal
utilizando um microscépio Olympus Fluoview ™ 1000 (Olympus® Inc., Tokyo, Japan).
As imagens tém dimensdes de 512 pixels, adquiridas com magnificacdo 40 x com a
lente objetiva UPLSAPO a 405 nm. O software Olympus Fluoview Viewer Version 3.1.

foi utilizado para a aquisi¢do e processamento das imagens.
4.3.10 Perfilometria

A rugosidade da superficie dos filmes foi medida utilizando um perfildmetro
Bruker Countor GT (Bruker Nano Surfaces Division, Santa Barbara, CA, USA). Foram
realizadas cinco medidas para cada amostra e os resultados da rugosidade média
quadratica (R,), também conhecida por RMS, foram obtidos. A media das medidas de

RMS foi calculada e os dados foram apresentados na forma de tabelas.
4.3.11 Analise Dinamico-Mecéanica (DMA)

A anélise dindmico-mecanica tem sido amplamente utilizada como uma técnica
de caracterizacdo de polimeros através da deteccdo dos processos de relaxagdo, tanto
macroscopico quanto molecular, pois apresenta grande sensibilidade. Esta técnica
fornece informacdes a respeito do comportamento viscoeldstico do sistema. Atraves
desta anélise torna-se possivel relacionar propriedades macroscopicas (mecanicas, por
exemplo), com as relaxagcdes moleculares associadas a mudangas conformacionais e a
deformacgdes microscopicas geradas a partir de rearranjos moleculares. Esta analise
consiste em aplicar no material uma tenséo ou deformacdo de modo oscilatorio de baixa
amplitude com temperatura variada e medir a deformac&o ou a tensao resultante"".

As analises dindmico-mecénicas foram conduzidas em um aparelho de DMA
Q800 (TA Instruments, New Castle, DE, USA). Os testes foram realizados com
amostras retangulares dos filmes, com dimensdes aproximadas de 25 x 6 x 0,10 mm
(comprimento x largura x espessura), e dispostos em suportes do tipo cantilever. As
medidas foram realizadas com frequéncia de 1 Hz para todas as amostras, a faixa de
temperatura investigada variou de -50°C até 100°C com taxa de aquecimento de 3°C

min™™.
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4.3.12 Ensaio de Tracao

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas utilizando um
equipamento TA.XT Plus Texture Analyzer (Texture Technologies Corp and Stable Micro
Systems, Hamilton, MA, USA). As amostras foram previamente ambientadas por 24
horas a 23°C + 2 com umidade de 50% + 5 de acordo com a ASTM D-638. Os ensaios de
tracdo foram realizados utilizando filmes com diametro de aproximadamente 50 x 20 x
0,10 mm (comprimento x largura X espessura), e a resisténcia a tracdo (MPa),
deformacéo na ruptura (%) e modulo elastico (MPa) dos filmes foi determinado, a partir
de cinco replicatas para cada filme. A espessura dos filmes foi medida com um
micrometro digital Mitutoyo (modelo Digimatic caliper BD013913, Mitutoyo, Japan).
Foram padronizadas 3 medidas em diferentes pontos de cada filme, e o valor médio foi

utilizado para calcular as propriedades mecanicas das amostras.
4.3.13 Permeabilidade ao vapor de agua

Esta técnica permite calcular a quantidade de agua que passa por unidade de
érea, por unidade de tempo, no estado estacionario, sob as condicdes do ensaio’’?. O

coeficiente de permeabilidade ao vapor de 4gua é calculado pela equacao:
PVA=TPVA e/ (URe/100) Equacdo 2

Onde PVA é a permeabilidade ao vapor de &agua, TPVA é a taxa de
permeabilidade ao vapor de 4gua (g 4gua m™ dia), e ¢ a espessura do material (um) e

URe é a umidade relativa.

A determinacdo da permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de PBAT e
PBAT/nisina foi obtida utilizando PERMATRAN-W 3/33 (Mocon, MG), a 37,8°C e
90% de umidade relativa, em duplicata, de acordo com ASTM F-1249. O detector
utilizado foi um sensor infravermelho e o teste é encerrado automaticamente apds
estabilizacdo na permeacgéo. Os filmes apresentaram uma espessura média de 0,07 mm.

O equipamento utilizado pertence a Braskem S/A.
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4.3.14 Permeabilidade ao oxigénio

Este ensaio permite calcular a taxa de permeabilidade ao oxigénio, em outras
palavras, o volume de oxigénio que passa por unidade de area, por unidade de tempo, de
um material'”®>. O coeficiente de permeabilidade ao oxigénio é calculado através da
Equacdo 2, porém utiliza a taxa de permeabilidade ao oxigénio (cm® oxigénio m™ dia).

A determinagdo da permeabilidade ao oxigénio dos filmes de PBAT e
PBAT/nisina foi obtida utilizando um equipamento OX-TRAN 2/21 (Mocon, MH), a
23°C e 0% de umidade relativa, em duplicata, de acordo com ASTM F-1927. O detector
utilizado é um sensor coulométrico de oxigénio. O teste € encerrado automaticamente
apos estabilizacdo na permeacdo e utiliza ar sintético (20% O,) como gas permeante. Os
filmes apresentaram uma espessura media de 0,07 mm. O equipamento utilizado

pertence a Braskem S/A.
4.3.15 Determinacdo das Propriedades Antimicrobianas dos Filmes

A atividade antimicrobiana dos filmes de PBAT/nisina, bem como dos filmes de
PBAT sem nisina (utilizado como controle), foram testadas utilizando o ensaio de zonas
de inibicdo em placas de agar*® ® "3 Para a realizacdo do ensaio, foram utilizadas
amostras com 2 cm? que foram cortadas a partir dos filmes e colocados sobre a placa
contendo &gar Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid, Basingstoke, UK). Cada amostra de
filme foi exposta a luz UV por 15 min de cada lado para eliminar possiveis
contaminagdes microbianas. Em seguida, 10 mL de 4gar BHI semi sélido (7,5 g L™)
inoculado com indicador Listeria monocytogenes ATCC 7644 (10" UFC mL™) foi
vertido sobre as placas. Também foram testados os indicadores Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Clostridium perfringens ATCC 3624 e Bacillus cereus ATCC 9634. As
placas de petri foram armazenadas a 4°C durante 12 horas para dar inicio a dessorcao da
nisina e depois incubadas a 37°C por 24 horas. A resposta da atividade antimicrobiana é
confirmada por zonas claras, ou seja, nenhum crescimento de micro-organismos ou de
sobrevivéncia ao redor das amostras de filmes.

Todas as bactérias foram armazenadas a -20°C em 20% (v/v) de glicerol e
propagados duas vezes em caldo BHI antes do uso. Todas as determinagdes foram feitas

em triplicata (n=3).
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4.3.16 Migracéo do Aditivo Antimicrobiano

A migracdo da nisina a partir dos filmes das embalagens foi testada em trés

174. 4gua destilada, solucdo salina com 5% (v/v) de Tween 20

solugdes simulantes
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e solucdo de acido acético 3% (v/v) (Dinamica Ltda,
Diadema, Brasil). Cada amostra de filme (0,30 g) foi imersa em 3 mL das diferentes
solugdes simulantes para avaliar a possibilidade de migracdo do aditivo antimicrobiano.
Estas solucGes permaneceram em agitador orbital a 150 rpm e 25°C. Apos 4, 24 e 48
horas, aliquotas foram removidas para determinacdo da atividade antimicrobiana em
placas de 4gar BHI previamente inoculadas com swab estéril submerso em suspenséo da
cultura indicadora (L. monocytogenes ATCC 7644), que correspondeu a
aproximadamente 10" UFC mL™. A atividade foi definida como o valor reciproco da
ultima diluicdo que apresentar zona de inibicdo e foi expressa em unidades de atividade

por mililitro (UA mL™)!",

4.3.17 Determinacao do pH e condutividade das solugdes de electrospinning

As medidas de pH das solucGes foram realizadas em temperatura ambiente (22 a
25°C) utilizando um pHmetro digital QUIMIS, com um eletrodo de vidro combinado. O
pHmetro foi previamente calibrado com solucdes tampéo de pH 4,0 e 7,0. As anélises
foram conduzidas em triplicata. As medidas de condutividade foram realizadas
utilizando um condutivimetro de bancada microprocessado Bel Engineering srl, modelo
W12D, previamente calibrado com solucdo padrdo. As analises foram realizadas em

temperatura ambiente 25°C + 3.0°C e em duplicata.

4.3.18 Determinacéo da viscosidade

Na determinacdo das viscosidades nas diferentes solugdes poliméricas
preparadas para o processo de eletrofiacdo, foi utilizado um viscosimetro Digital
Brookfield modelo (HB DV-II). Em funcdo da viscosidade da solugdo obtida foi
utilizado o Spindle de referéncia S51. Um medidor de temperatura foi acoplado ao
viscosimetro, permitindo assim mensurar a temperatura das solugbes, que se
mantiveram em 25,0 ou 26,0°C. O volume de amostra utilizado foi de aproximadamente
2,0 mL, com velocidade inicial de 50 rpm e torque variando de 18,0 a 24,0% para cada
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amostra respectivamente. Os valores de viscosidade reportados neste trabalho referem-

se aos valores médios, obtidos em duplicata.

4.4 ENSAIO DE BIODEGRADACAO DOS FILMES ATIVOS OBTIDOS POR
EXTRUSAO

O estudo de biodegradacédo do PBAT e PBAT/nisina em solo e em condigdes
reais de compostagem foi realizado na localidade de Bom Jesus 11, no 2° distrito de Sao
Lourenco do Sul, Rio Grande do Sul — RS. As coordenadas geograficas do local sdo
especificadas como, 31° 21° 46°* Sul e 51° 58 44° Oeste. A altitude de Sdo Lourenco
do Sul é 8 m, e o clima é subtropical imido. A biodegradacdo destes materiais em solo
foi testada durante seis meses (Maio de 2014 a Outubro de 2014), adaptado a ASTM
G-160'". As condigdes climaticas, temperatura ambiente (média, maxima e minima) e o
total de precipitacdo durante o periodo do ensaio, foram adquiridos através do
monitoramento dos boletins climatol6gicos mensais da Empresa de Assisténcia Técnica
e Extensdo Rural (Emater) de Sao Lourencgo do Sul e da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuéria - Embrapa Clima Temperado de Pelotas — RS.

4.4.1 Preparo do solo

A biodegradacdo dos filmes ativos foi avaliada em condi¢bes definidas de
compostagem. A compostagem é um processo no qual os materiais biodegradaveis sao
decompostos e transformados por micro-organismos em substancias, tais como humus
chamado de composto, CO,, 4gua e minerais®’.

O solo foi preparado misturando-se partes iguais de solo fértil com baixo teor de
argila (ou nenhum), areia seca e esterco de cavalo seco ao sol por 4 dias. Foram
misturados aproximadamente 10,0 Kg de solo, 10,0 Kg de areia e 10,0 Kg de esterco de
cavalo. A mistura deste composto foi armazenada em saco plastico por trés meses, e 0
pH deste composto foi acompanhado num intervalo de 14 dias de maneira que o pH

mantivesse valores entre 6,5 —7.5.
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4.4.2 Ensaio de biodegradacéo

Para o ensaio de biodegradacdo, as amostras foram preparadas utilizando o
processamento no estado fundido, conforme descrito anteriormente na secao 4.2.2. As
amostras utilizadas no ensaio apresentaram dimensdes de 10 x 10 cm, com espessura de
aproximadamente 0,07 mm.

Para a realizacdo do ensaio, foi preparado um canteiro com 25 cm de
profundidade, onde as amostras foram armazenadas e devidamente identificadas (Figura
19). Cada amostra foi identificada com uma estaca de madeira, de maneira que
facilitasse a sua identificacéo e localizacdo na hora da coleta. Dessa mesma forma, cada
més de analise também foi identificado com uma respectiva estaca de madeira e
devidamente numerado. As amostras foram enterradas com a mistura do composto, e
retiradas apos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias, para analise de biodegradacdo. Foram
enterradas 6 amostras, dentre elas o filme de PBAT puro utilizado como controle, e
filmes de PBAT com 0,5, 1, 2, 3 e 5% de concentracdo de nisina, identificadas com as
estacas de madeira com os numeros 1 até 6, respectivamente.

Apdbs serem retiradas do solo, as amostras foram cuidadosamente armazenadas
em papel aluminio e levadas para o laboratorio K-208A, Instituto de Quimica da
UFRGS para posterior tratamento. Antes das analises, todas as amostras foram
cuidadosamente lavadas com agua destilada em ultrassom UltraSonic Cleaner Thornton,

por 1 min e secas com papel filtro para retirar o excesso de agua, e entdo armazenadas

em dessecador por 5 dias para completa retirada da umidade.

Figura 19. Fotografia ilustrando o ensaio de biodegradacdo no solo: a) Preparo do
canteiro e (b) Disposicdo final das amostras no canteiro preparado para 6 meses de

ensaio de biodegradacao.
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4.4.3 Analise das amostras

O potencial de biodegradacédo dos filmes ativos obtidos pela técnica de extrusdo
foi avaliado a partir de diversas técnicas de caracterizacdo. Em intervalos de tempo
determinados (30 dias), as amostras foram desenterradas e analisadas em respeito ao seu
aspecto visual, a fim de verificar a evolucéo da biodegradacéo dos filmes.

Além disso, as amostras foram analisadas também utilizando as técnicas de
microscopia eletronica de varredura (MEV), cromatografia de permeacéo em gel (GPC)
e espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), j& descritas anteriormente, na se¢do 4.3. Estas amostras foram submetidas a
andlise de IR utilizando o modo refletdncia total atenuada (ATR) antes e depois da
degradacéo, a fim de obter as varia¢fes no espectro de infravermelho das amostras antes
e depois do periodo de degradacao.

Além disso, a analise de massa residual em % dos filmes, registrada antes e apds
0 ensaio de biodegradacdo também foi realizado, para isso, utilizou-se a Equacao 3.

Mr = L4 100% Equacdo 3

mi

Onde M, é a massa residual (%), m; € a massa inicial da amostra, antes da

biodegradacdo (g) e ms € a massa final da amostra, ap6s o ensaio de biodegradacéo (g).
4.4.4 Dados meteorolégicos

Os dados meteorolégicos do periodo do ensaio a partir de Maio de 2014 a
Outubro de 2014 estdo apresentados na Figura 20 e na Tabela 3. As temperaturas

médias dos meses de Maio a Outubro foram 15,7°C, 20,5°C e 11,2°C respectivamente,

enquanto que a precipitacao total variou de 39,6 mm a 68,3 mm.
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Tabela 3. Condic¢6es climaticas para o periodo de Maio a Outubro de 2014.

oc)y Temperatura Umidade Velocidade do Diregéo
Temperatura do ar (°C) do sF:)Io a5 _ Chuva(mm) qlativa _ Vento (km/h) do
Més  Meédia Maxima Minima cm Média Maxima (%) Média Méaxima Vento
Maio 153 20,3 11,8 15,9 29 396 87,8 38 225 NNW
Junho 14 18,3 10,7 13,8 52 459 88,4 6,1 257 NNW
Julho 143 194 10,9 14,3 66 422 88,1 47 261 SE
Agosto 145 20,1 10,1 14,8 26 20,1 82,3 69 289 SE
Setembro 16,5 20,9 12,8 17,1 6 63,5 86,8 95 355 SSE
Outubro 194 24,2 15,9 21,3 6,9 683 85,1 96 331 SE
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Figura 20. Dados das temperaturas ambientes (°C) para o periodo de Maio a Outubro
de 2014.

Os padrdes ou ensaios de biodegradacdo reportados na literatura sdo geralmente
realizados em temperaturas elevadas em condi¢cdes de compostagem controladas, tais
como a metodologia mencionada na ASTM D-5338, que foi especificada a 58°C*" %
176 'No entanto, sabe-se que plasticos tem maior probabilidade de serem utilizados e
descartados em condi¢bes mesofilicas ao invés de compostos com temperaturas

177

relativamente elevadas™'’. A temperatura ambiente média neste trabalho variou entre
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10,1°C e 24,2°C. A Figura 21 apresenta a precipitacdo no periodo de realizacdo do
ensaio de biodegradagéo.
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Figura 21. Dados de precipitacdo no periodo de Maio a Outubro de 2014.
4.5 DEGRADACAO HIDROLITICA

Os filmes de PBAT e PBAT/nisina foram investigados quanto a degradacdo
hidrolitica. A degradacdo das amostras foi analisada em duas condi¢des, as quais
constituiram testes de degradacéo hidrolitica acida e basica. As amostras permaneceram
imersas nestas solugdes durante um periodo total de 30 dias.

Foram analisadas quatro amostras de filmes extrudados: PBAT puro, 0,5%, 2% e

5% de nisina. Os testes foram realizados em duplicata e a temperatura ambiente.
4.5.1 Degradacao hidrolitica - meio acido

Para a realizacéo do ensaio, foram utilizados pequenos pedacos de amostras com
igual tamanho e espessura, de aproximadamente 2 cm? e 0,10 mm, respectivamente, que
foram cortadas a partir dos filmes extrudados. Estas amostras foram secas previamente

em estufa a vacuo a 40°C durante 12 horas. Em seguida, cada amostra foi colocada em
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frasco de vidro e este, foi preenchido com o mesmo volume de solugdo (5 mL) para
cada sistema. A degradacdo hidrolitica em meio &cido foi realizada em solucdo de HCI
5%, com pH de 1,12. O ensaio foi realizado em um banho com recirculacéo de 6leo de
silicone (Figura 22), e mantido a temperatura ambiente. As amostras permaneceram
imersas nesta solucdo durante o periodo total de 30 dias. ApOs a degradacdo, as
amostras foram retiradas da solugdo durante o tempo pré-determinado (a cada 5 dias),
lavadas com &gua destilada e secas em estufa a vacuo a 40°C por 12 horas. A perda de
massa das amostras (M) foi calculada a partir da Equacdo 3. Todas as amostras foram

secas e pesadas (m;) antes do experimento.

4.5.2 Degradacéo hidrolitica - meio bésico

Foram utilizadas amostras com as mesmas dimensdes especificadas para a
degradacdo &cida. As amostras foram previamente secas em estufa a vacuo a 40°C por
12 horas e entdo colocadas nos frascos de vidro. Cada frasco de vidro foi preenchido
com o mesmo volume de solu¢do padrdo de NaOH 0,01 mol/L com pH de 13. O
experimento foi realizado em um banho com recirculagdo de o6leo de silicone (Figura
22), e mantido a temperatura 60°C. As amostras foram retiradas da solugdo com
intervalos de 5 dias, lavadas com agua destilada e secas em estufa a vacuo a 40°C por 12

horas, a perda de massa foi monitorada a partir da Equacéo 3.

e

@ (

\_'\
N
2,@ 5

Figura 22. Degradacdo hidrolitica: a) Banho com recirculagéo utilizado para realizacéo
do experimento e b) disposicdo dos frascos dentro do banho durante o periodo do

ensaio.
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4.6 DEGRADACAO HIDROLITICA in vitro PARA OS FILMES DE PBAT

Para a realizacdo do ensaio, foram utilizados pequenos pedacos de amostras de
igual tamanho e espessura (2,0 cm? e 0,10 mm), respectivamente, que foram cortadas a
partir dos filmes extrudados. Cada amostra de filme foi exposta a luz UV por 15 min de
cada lado para eliminar possiveis contamina¢fes microbianas. Uma solugdo de esporos
de Aspergillus niger (10° esporos/mL) foi inoculada nas superficies de placas de Petri
contendo de 3 a 6 mm de profundidade com meio de cultura (agar batata dextrose
(PDA) e agar agar). Os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina foram colocados na
superficie dos meios de cultura e incubados em estufa a 30°C por 30 dias'’®*%°. O
experimento foi feito em duplicata e a quantidade de meio de cultura ndo foi alterada no
decorrer do experimento.

A incubacdo em meio liquido dos filmes de PBAT foi realizada em caldo batata
dextrose (PDB). As amostras foram acomodadas em tubos de ensaio contendo 30 mL de
solucéo salina 0,85% NaCl e PDB inoculados com esporos de Aspergillus niger (10°
esporos/mL). Os tubos foram colocados em uma incubadora termostatizada de agitacdo
orbital, e mantidos a 37°C por 30 dias, a uma rotacdo de 120 rpm. Em intervalos de
tempo de 7 dias as amostras foram observadas. Ao final do experimento, os filmes
foram retirados dos respectivos meios e lavados varias vezes com agua destilada, até
que todo o material fangico visivel fosse retirado e, entdo, secas em estufa a 40°C por 5

horas.
4.6.1 Variacéo de cor

A avaliacdo da variagdo de cor nas amostras foi realizada utilizando um
colorimetro Guide 45/0 (BYK Gardner Spectro-Guide Gloss 45/0 Spectrophotometer).
As medidas foram feitas na escala CIELAB, que se apoia num modelo proposto pela
"Commission Internationale de I'Eclairage” autoridade internacional em luz, iluminacéo,
cor e diagrama. O CIELAB é uma escala que pode ser utilizada para especificar a
mudanca da coloracdo efou tolerancia do material®® ¥ Onde as coordenadas
representam: AE (diferenca de cor), L* (luminosidade na escala a partir de O para preto a
100 para branco), sendo, o eixo L*=100/L*=0 que indica a variacdo da cor mais clara
ou mais escura (branco/preto e/ou mais opaco/menos opaco). a* (razéo entre o verde e

vermelho, assumindo valores positivos (+a*) para o vermelho e negativos (-a*) para o
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verde). b* (razdo entre amarelo e azul, assumindo valores positivos (+b*) para o
amarelo, e negativos (-b*) para o azul). A direcdo da diferenca de cor € descrita pela
magnitude e sinal algébrico destes componentes (Figura 23). O colorimetro foi
calibrado com uma placa padrédo branco, fornecida pelo fabricante. As medidas foram
realizadas de acordo com a ASTM D-2457 e E-313, em pelo menos cinco posicoes
selecionadas aleatoriamente para cada amostra. A area exposta foi suficientemente
grande em relacdo a area iluminada para evitar qualquer efeito de intercepg¢éo da luz.

CIE L*a*b*-System

L*=100 ; 1

SClightness,

‘ . /.v" a*'= % red/- green

ol — /= blue ‘

4 C*ap = Ghroma
L*=0 unsaturated/saturatod

h;p = hue angle

Figura 23. Variacgéo da cor nas coordenadas L*, a*, b*.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados das analises
experimentais realizadas neste trabalho.

Esta secdo encontra-se dividida em quatro partes. Primeiramente sera
apresentada uma breve caracterizacdo da matriz polimérica e do aditivo utilizado. Em
seguida, serdo apresentados resultados referentes a caracterizacdo dos filmes de PBAT
com diferentes concentragdes de nisina obtidos pelo processamento no estado fundido.
Posteriormente, sera feita a avaliacdo dos filmes de PBAT e PBAT/nisina obtidos pela
técnica de eletrofiagdo. Por fim, serdo apresentados os resultados para os filmes

bicamada.
51 CARACTERIZAQAO DA MATRIZ POLIMERICA

O polimero puro poli(butileno adipato-co-tereftalato) foi caracterizado através
das andlises de FTIR e GPC (antes e apds o processamento no estado fundido), para
melhor esclarecimento do tipo de material que estava sendo utilizado e se 0 método
utilizado para o preparo das amostras afetou a estrutura final do polimero.

Os espectros de FTIR para o PBAT antes e ap0s 0 processamento estdo
apresentados na Figura 24. A comparac¢do entre os dois materiais foi feita para verificar
a influéncia do processamento na estrutura do polimero. E importante ressaltar que
empregou-se a menor temperatura possivel para o processamento, visando manter a
atividade antimicrobiana do aditivo utilizado (nisina), bem como, a preocupacdo em
manter as propriedades do polimero utilizado.

Sabe-se que muitos mecanismos de degradacdo do PBAT podem ocorrer

dependendo das condigdes do processamento™®® '

, por exemplo, temperaturas muito
altas e tempo de residéncia muito longo do material no interior da extrusora podem
levar a hidrélise da ligagcdo éster, mecanismos de degradagdo hidrolitica que ocorrem
aleatoriamente no polimero'®’. A literatura reporta que nenhuma modificacio
significativa na cadeia do PBAT é esperada em temperaturas de processamento até
200°C*, sendo evidenciado que a degradacdo é mais pronunciada em temperaturas que
variam de 270-360°C™®. Al-Itry et al.'®’ desenvolveram blendas de PLA/PBAT

utilizando temperaturas na faixa de 140 a 180°C, temperaturas de processamento muito
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diferentes das que foram aplicadas neste trabalho. Mesmo utilizando temperaturas tdo
elevadas para processar o PBAT, estes autores identificaram as mesmas bandas de
FTIR, sem nenhuma mudanca na estrutura do PBAT, indicando a sua elevada
estabilidade térmica e processabilidade’®.

Neste trabalho, os espectros de FTIR revelaram que o PBAT antes e ap0s o
processamento exibiram as mesmas bandas caracteristicas, mostrando que o0s
pardmetros de processamento ndo afetaram a estrutura quimica do polimero. O PBAT
processado e 0 PBAT néo processado apresentaram uma banda aguda em 726 cm™,
referente as vibracGes dos quatro ou mais grupos metileno adjacentes (-CH,-) da
estrutura do polimero. Uma banda na regido de 1266 cm™ é atribuida ao estiramento C-
O das ligages éster. A mais intensa de todas as bandas aparece na regido de 1710 cm™,
uma banda caracteristica dos grupos carbonila C=0 na ligacdo éster. Uma banda na
regido de 3000 cm™ corresponde ao estiramento C-H das fracdes aromaticas e aliféticas.

Espectros similares de PBAT foram reportados por Brandelero et al.**®, que
determinaram a presenca de uma banda na regido de 1708 cm™ associada ao estiramento
do grupo carbonila, e verificaram ainda, um estiramento entre 1020 e 880 cm™

associado a presenca do anel benzénico substituido.

PBAT processado
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Figura 24. Espectros de FTIR para o PBAT antes e apds 0 processamento.
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A analise de Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) foi utilizada para
caracterizar o PBAT antes e apds o processamento, a fim de verificar a massa molar do
polimero utilizado e se houve diferenca nos valores de massa molecular numérica média
(Mn) e na polidispersidade (PDI) devido a extrusdo do PBAT, uma vez que estes
valores podem sofrer variaces de acordo com o método de processamento utilizado.

As massas molares numéricas médias do PBAT antes e apds 0 processamento
estdo apresentadas na Tabela 4. Os polimeros ndo apresentam um valor definido de
massa e sim um valor médio com sua respectiva distribuicdo. Isto ocorre porque
geralmente as reacfes de polimerizacdo se desenvolvem de forma que no final da
reacdo, as cadeias poliméricas ndo apresentam 0s mesmos tamanhos. Usualmente
utilizamos trés tipos de massas molares médias para polimeros™®. Massa Molecular
Média (M,), que relaciona a massa total de todas as moléculas presentes divididas pelo
numero total de moléculas. A Massa Molecular Ponderal Média (M,,), utilizada quando
as moléculas maiores contribuem mais para a massa total do polimero. E a Massa Molar
Media (M,), que é utilizada quando se pretende valorizar ainda mais o efeito das fragdes

de massa molar mais alta.

Tabela 4. Valores de massa molar média (M,) e ponderal (M,,) para 0 PBAT antes e

ap6s o processamento.

Tipo de Massa Molar ~ PBAT néo processado ~ PBAT processado

M, (g mol™) 15.700 15.700
My (g mol™) 36.670 37.240
Mw/Mj, 2,5 2,4

O PBAT utilizado como recebido (ndo processado), apresentou massa molar
média (M) de 15.700 e polidispersidade PDI (M,,/M,) de 2,5. A massa molar do PBAT
processado apresentou M, de 15.700 e PDI de 2,4. Estes resultados corroboram com a
literatura e sugerem uma alta estabilidade térmica e boa processabilidade do

167, 183

polimero , uma vez que ndo foram observadas mudancas na estrutura do polimero

apos o processamento no estado fundido.
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5.2 CARACTERIZACAO DO ADITIVO

O aditivo utilizado na preparacdo dos filmes de PBAT/nisina foi investigado
através de FTIR-ATR, microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), e microscopia
eletrobnica de varredura (MEV), para melhor esclarecimento da sua estrutura e
morfologia.

A preparagdo comercial da nisina (Nisaplin®) contém NaCl, sélidos lacteos e
umidade na sua formulacio'®’. Neste contexto, o espectro de FTIR da Nisaplin® (Figura
25) apresenta uma banda intensa e larga em 3395 cm™, devido ao estiramento OH dos
grupos COOH, uma banda em 2970 cm™, que pode estar atribuida ao estiramento C-H.
Outra banda intensa pode ser observada em 1640 cm™, associada ao grupo amida, e a
banda em 1124 cm™ pode ser atribuida ao grupo OH. Espectros de infravermelho muito
similares para a nisina, com uma banda adicional em 1527 cm™ associadas as vibragdes
das aminas primarias, tém sido previamente reportados®™ *®. Este resultado pode ser
comparado com a preparacdo da nisina comercial que apresenta a maior banda em 3420
e 1634 cm™. A absorcdo nesta primeira area indica o estiramento das ligacdes (O-H) e

(N-H) e o espectro na regido de 1720-1589 cm™ esté atribuido as bandas de amida'®*
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Figura 25. Espectro de FTIR para a Nisaplin®.

A morfologia da Nisaplin® foi analisada por TEM (Fig. 26) e MEV (Fig. 27).
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Figura 26. Imagens de microscopia eletronica de transmisséo para a Nisaplin® em
solugdo: (a) dispersdo da Nisaplin® em solugdo, (b) cristal de NaCl presente na

Nisaplin®.

Foi possivel observar boa dispersdo da nisina em solucdo e de forma homogénea
(Fig. 26a). Além disso, a bacteriocina apresenta morfologia com geometria retangular,
provavelmente decorrente da presenca de NaCl em sua formulacdo (Fig. 26b). Esta

morfologia pode ser comprovada pelas micrografias de MEV (Fig. 27).

15k

Figura 27. Imagens de microscopia eletronica de varredura para a Nisaplin® em pé.
64



As micrografias de MEV mostraram que a Nisaplin® apresentou Vvérios
agregados resultantes da aproximacéo de particulas do aditivo, irregulares, retangulares,
globulares e na forma de cristais e/ou flores (Fig. 27). Corroborando com as imagens de
MET (Fig. 26). Esta morfologia pode ser decorrente dos componentes presentes na
nisina, uma vez que a preparacdo comercial desta bacteriocina contém 50% (em peso)
de cloreto de sodio, proteinas de leite, carboidratos, dispersos em outros componentes’®
em sua formulacdo. Neste contexto, neste trabalho, para se referir ao aditivo

antimicrobiano Nisaplin®, sera utilizada a nomenclatura de nisina.

5.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES DE PBAT E PBAT/NISINA OBTIDOS
PELO PROCESSAMENTO NO ESTADO FUNDIDO

Os filmes extrudados de PBAT e PBAT/nisina com as diferentes concentragdes
do aditivo antimicrobiano foram analisados por FTIR-ATR e estdo apresentados na
Figura 28.

Amostras de PBAT/nisina
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Figura 28. Espectros de FTIR-ATR para os filmes extrudados de PBAT e PBAT/nisina.

Os espectros de FTIR-ATR dos filmes de PBAT e PBAT/nisina foram muito
semelhantes aos espectros do PBAT puro antes do processamento (Fig. 24), néo

apresentando alteracfes significativas na estrutura molecular das amostras durante o
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processamento, e nenhuma alteracdo com a adicdo da nisina. Conforme esperado, a
incorporacéo fisica da nisina na matriz do polimero ndo altera a estrutura quimica do
PBAT, uma vez que ndo houve alteragdes na intensidade ou deslocamentos das bandas,
mesmo para as amostras com maiores concentracdes de nisina (5% nisina).

Comportamento semelhante foi reportado por Scaffaro et al.*®

que apresentaram
espectros de FTIR similares com aqueles obtidos para a matriz do polimero puro. Os
autores também afirmaram que nenhuma banda especifica associada a presenca da
nisina foi observada nos espectros. Em geral, uma das atribuices mais importantes
observadas no espectro de FTIR para os filmes de PBAT/nisina foi a presenca da banda
proximo de 1720 cm™, atribuida ao grupo carbonila, que é caracteristica de éster do
PBAT. Outra banda caracteristica de éster foi observada préximo a 1200 cm™
relacionada ao estiramento C-O, que geralmente aparece um pouco mais larga.

A morfologia dos filmes de PBAT e PBAT/nisina e sua respectiva superficie da
secdo transversal podem ser visualizadas na Figura 29. Como esperado, a morfologia da
secdo transversal do filme de PBAT puro (sem nisina) é homogénea e sem
caracteristicas granulares, enquanto particulas visiveis de nisina sdo visualizadas nos
filmes contendo maiores concentragdes do aditivo antimicrobiano (Fig. 29c-h). Neste
contexto, a medida que a concentragcdo de nisina aumenta na matriz do polimero,
particulas desta substancia antimicrobiana foram observadas, possivelmente devido a

sua agregacdo parcial e migracio para a superficie do filme. Meira et al.®®

reportaram
um comportamento similar durante a preparacdo de nanocompdsitos de
polipropileno/montmorilonita contendo nisina.

Além disso, pequenos poros foram observados nos filmes com 2, 3 e 5% de
nisina (Fig. 29 e-g). Estes poros observados na se¢do transversal da matriz do polimero
foram criados provavelmente pelo ar que aderiu na superficie irregular das particulas do
sal. O ar foi separado a partir do transporte durante a extrusdo, formando bolhas sob
pressdo pela rotacdo da rosca da extrusora, e em seguida, escapando, e deixando espacos
vazios®’. Fissuras, cavidades, cortes, flexdes de cisalhamento tem sido identificados
como importantes processos de dissipacdo de energia envolvidos na fratura de
polimeros mais resistentes e/ou mais enrijecidos. Visto que o PBAT tem diferentes
propriedades elésticas, comparado com outros polimeros, as particulas de PBAT podem

atuar como concentradores de tensdo sob pressao™.

66



18kU XZ. 888 18 km i 18kl | X2, 3868 180

18kU 22, 388 16 18KV XZ, 388 181m

18k KZ, 3806 A b 18U KZ. 388 18km

Figura 29. Imagens de microscopia eletrénica de varredura da secdo transversal dos
filmes extrudados de PBAT puro e PBAT/nisina: (a) filme de PBAT puro, (b)
99,75/0,25%, (c) 99,5/0,5%, (d) 99/1%, (e) 98/2%, (f) 97/3%, (g) e (h) 95/5% de nisina.
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Li et al."™®” também observaram pequenos orificios e lacunas em seu estudo, e
afirmaram que estes foram gerados durante o processo de extrusdo do material. Liu et
al.’” investigaram poli(acido lactico) e nisaplin na presenca de plastificantes e a
morfologia destas amostras revelou que as microparticulas foram uniformemente
incorporadas na fase continua e a incorporacdo da nisina também criou pequenos poros.
Alguns componentes da nisina sensiveis ao calor podem ter degradado e “evaporado”
em temperaturas mais altas e sob uma pressdo mais elevada durante a extrusdo; por
consequéncia, poros foram criados e particulas segregadas. Bastarrachea et al.'®
observaram uma morfologia muito similar com os filmes de PBAT/nisina, e relataram
que a formacdo de vazios e poros na matriz do polimero é causada pela separacdo das
cadeias do polimero, e este fendbmeno ocorre geralmente em materiais amorfos.

Com relacdo a dispersdo da nisina, esta parece ter sido homogénea e sua
presenca pde ser observada em toda a superficie do filme e bem dispersa ao longo da
matriz do polimero, particulas pequenas estéo dispersas por toda a superficie (Fig. 29h).
Além disso, a nisina encontra-se bem difundida na matriz do polimero (Fig. 29c, d, e),
apontada pelas setas, estas particulas maiores que podem ser observadas através da
analise de MEV possivelmente sdo particulas de NaCl, presentes na formulagédo
comercial da nisina. A caracterizacdo morfologica pode ser Gtil para explicar as
interacOes entre a matriz do polimero e o aditivo, além do comportamento térmico e
mecanico dos compostos resultantes.

A estabilidade térmica do filme de PBAT puro e dos filmes de PBAT/nisina
pode ser visualizada na Figura 30. O PBAT puro néo sofre degradacdo quando aquecido
até uma temperatura de 285°C. Este polimero comeca a sua degradacdo/decomposicdo
em torno de 320°C e termina em torno de 490°C, apresentando mais de 90% de perda de
massa. A temperatura de decomposi¢cdo méaxima desse polimero pode ser indicada pelo
ponto maximo da curva obtida pela derivada da massa, que foi de 415°C (Anexo 1, Fig.
80). A curva de TGA para a nisina esta apresentada em anexo (Anexo 2, Fig. 81).

As curvas de TGA mostraram um comportamento de degradacdo muito similar
para todas as amostras, além disso, evidenciaram que o aumento na concentracdo de
nisina na matriz do polimero melhorou a estabilidade térmica da amostra com o maior
teor do aditivo (amostra 95/5). Todas as amostras iniciam a etapa de degradacdo em
torno de 320°C. As curvas de DTG para os filmes estdo apresentadas em anexo (Anexo
3, Fig. 82).
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Figura 30. Curvas de TGA para o filme de PBAT puro e os filmes de PBAT/nisina.

A Tabela 5 apresenta as temperaturas de decomposicdo caracteristicas Tigy €
Tso0 COrrespondendo respectivamente, a temperatura de decomposicdo inicial (10% de
degradacdo) e a temperatura na qual a taxa de degradacdo ¢ maxima. O teor inorganico
real, medido como residuo resultante a 600°C, também € apresentado.

Os filmes de PBAT/nisina mostraram temperatura de decomposi¢cdo muito
semelhante, mesmo com maiores concentracbes de nisina, e esta temperatura
permaneceu constante em torno de 374°C (Tabela 5). A perda de massa em 50% (Tsg9)
ocorre na mesma temperatura para os diferentes filmes (em torno de 403°C). Os
resultados de TGA para os filmes de PBAT/nisina foram muito similares. Ndo houve
diferenca significativa (P>0.05) para os resultados de perda de massa em Tigy € Tsov.
Estes resultados estdo de acordo com a literatura, a qual relata ainda que, o PBAT
apresenta dois principais estigios de degradacdo. O primeiro estagio ocorre entre
temperaturas de 340 e 400°C, que pode ser devido a decomposi¢cdo maxima do
copoliéster alifatico acido adipico e 1,4-butanodiol. O segundo ocorre em torno de
600°C com a decomposicao do copoliéster aromatico tereftalato? *°*,

A literatura reporta outros tipos de comportamento para o PBAT, por exemplo,
alguns autores observaram um aumento na temperatura de degradagdo de amostras de

PBAT/montmorilonita contendo maiores concentracdes de carga'®®. Estes autores
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verificaram que o maior aumento nas propriedades foram observadas para amostras com
3% de montmorilonita, e a temperatura de degradacdo para o PBAT foi de 395°C. Isto
sugere que silicatos em camada aumentam a estabilidade térmica da matriz do polimero
porque atuam como uma barreira ao calor. Chen e Yang'®? prepararam nanocompdsitos
de PBAT/montmorilonita através do processamento no estado fundido e relataram que a

incorporacéo da argila organofilica aumentou a estabilidade do nanocompdsito.

Tabela 5. Resultados de TGA e DSC para o filme de PBAT puro e os filmes de
PBAT/nisina.

Amostras T10% (°C) Ts0% (°C)  T4(°C) Twm(°C) T.(°C) X.(%) Residuo

(100/0) 379 404 30 1254 751 107 0,14
(99,75/0,25) 373 400 299 1253 752 105 0,58
(99,5/0,5) 373 403 296 1262 748 105 0,58
(99/1) 374 403 287 1237 716 9,4 1,28
(98/2) 373 402 284 1244 704 8,9 2,71
(97/3) 374 403 283 1233 696 7.9 3,20
(95/5) 387 414 283 1246 731 7.8 5,17

As curvas de DSC para os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina estdo
apresentados nas Figuras 31 e 32. Esta analise foi realizada para estudar o efeito do
processamento no comportamento de cristalizacdo do PBAT, além disso, avaliar o
efeito da adicdo da nisina na matriz do polimero. A curva de DSC para a nisina nao
apresentou temperaturas de transicées que pudessem ser identificadas'*®, (Anexo 4, Fig.
83).

Os filmes de PBAT com 0,25% e 0,5% de nisina apresentaram temperatura de
cristalizacéo (T.) semelhante ao PBAT puro (Fig. 31). No entanto, os sistemas com 1, 2,
3 e 5% de nisina apresentaram um ligeiro decréscimo nos valores de T.. Este efeito pode
estar relacionado com a quantidade de carga para estes sistemas, uma vez que a
presenca de nisina em maiores concentracbes pode dificultar a mobilidade dos
segmentos das cadeias polimeéricas, diminuindo a fracdo cristalina e consequentemente a
temperatura de cristalizagdo. A temperatura de cristalizacdo diminuiu de 75,1°C para o
PBAT puro até 69,6°C na amostra com 3% de nisina (Tabela 5). O percentual de
cristalinidade (Xc) foi de 10,7% para o filme de PBAT puro, enquanto os filmes com 3 e
5% de nisina apresentaram X, de 7,9% e 7,8%, respectivamente. Neste sentido, a adi¢cdo
da nisina a matriz do PBAT reduziu a cristalinidade dos filmes. O que pode estar
relacionado ao fato de que o PBAT € um copolimero randémico de dificil
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cristalizacdo’®, além disso, pela adicdo do aditivo amorfo, conforme DSC da nisina
(Anexo 4, Fig. 83).

Bastarrachea et al.’® sugeriram que a cristalizacdo de polimeros parcialmente
amorfos, ao contrario de materiais de baixa massa molecular, tais como agucares e sais,
realiza-se a uma velocidade mais lenta e acima de uma ampla faixa de temperatura. Por
conseguinte, a sobreposicdo das cadeias do polimero pode ndo ocorrer completamente e
algumas regides podem ndo cristalizar devido ao emaranhamento das cadeias do
polimero.

Em adicdo, a presenca de alguns aditivos, tais como antimicrobianos, pode
reduzir o espago disponivel para o crescimento dos cristais, reduzindo assim a
cristalinidade e induzir variacdes nas propriedades térmicas e mecanicas®™ ***. No
entanto, no presente estudo, ndo foi possivel observar uma correlacdo direta entre a
adicio da nisina e os valores de cristalinidade. Meira et al.'*® investigaram
nanocompositos de polipropileno/montmorilonita contendo nisina até 5% (m/m) e
observaram que o percentual de cristalinidade das amostras variou de 57% (amostra sem
nisina) para 47% (amostra com 5% de nisina), afirmaram que em propor¢des mais
elevadas, as particulas de nisina podem dificultar a difusdo das cadeias do polimero e
diminuir sua cristalinidade.

Livi et al.?®®

investigaram a estruturacdo de liquidos ibnicos em amostras de
poli(butileno adipato-co-tereftalato) e em relacdo as propriedades térmicas, observaram
que a adicao de apenas 2% de sais de fosfonio na matriz de PBAT causou uma ligeira
diminuigéo na cristalinidade das amostras de PBAT na faixa de 1,5 — 2%. Reportaram
ainda que, a utilizacdo de uma quantidade de liquidos idnicos maior que 3% impede a
formacédo da regido cristalina levando a uma rede cristalina menos eficaz.

A estrutura cristalina do PBAT tem sido previamente investigada, indicando
que amostras de PBAT que sofreram a fusdo de cristalizacdo contém pequenos cristais
com ampla distribuicdo de tamanho®. A regido cristalina do PBAT é composta por
unidades do butileno tereftalato (BT), enquanto que a regido amorfa é formada por todas

as unidades do butileno adipato (BA).
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Figura 31. Termogramas de DSC (ciclo do 1° resfriamento) para os filmes de PBAT

puro e para os filmes de PBAT/nisina.

Na Figura 32 é possivel visualizar a transicdo de fase endotérmica®®, mudanca
de fase do estado solido para o estado fundido das amostras (Tr,), que pode ser indicada
pelo ponto minimo da curva de aquecimento. O formato da curva de fusdo determinado
pelo ensaio de DSC permite tirar conclusfes sobre a distribuicdo dos tamanhos de
cristalitos'®’. Desta forma, um pico de fus&o largo denota uma variada distribuicdo de
tamanhos dos cristalitos, enquanto que um pico de fusdo dentro de uma faixa estreita de
temperaturas indica cristalitos grandes e bem formados.

As propriedades térmicas béasicas sdo0 muito importantes para o estudo do
comportamento de cristalizacdo dos materiais poliméricos. No presente estudo, a
temperatura de transi¢do vitrea (Ty) do PBAT permaneceu quase inalterada com a
adicdo da nisina. O PBAT puro apresentou T4 em -30°C, e os valores para os filmes de
PBAT/nisina foram de -29,9°C e -28,3°C, (amostras com 0,25% a 5% de nisina). A
temperatura de fusdo (T,) do PBAT puro foi de 125,4°C (Fig. 32). Arruda et al.*®®
desenvolveram blendas de PLA/PBAT e investigando as propriedades térmicas do
PBAT puro encontraram valores de temperatura de fusdo de 126,4°C, muito similar ao
valor encontrado neste estudo. Além disso, encontraram um segundo pico endotérmico
em 60,4°C, atribuido a fusdo da fase amorfa da fracdo BA da amostra. As curvas de

DSC do primeiro aquecimento para os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina estdo
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apresentadas em anexo (Anexo 5, Figura 84), bem como os valores dos picos de fuséo e
o percentual de cristalinidade (Anexo 6, Tabela 23). No 1° ciclo de aquecimento dos
filmes sdo observados dois picos de fusdo, que sdo caracteristicos de poliésteres, e
podem ser explicados pela recristalizacdo de fusdo do PBAT e/ou 0 mecanismo de re-
fusdo, enquanto ocorre 0 aguecimento. Estes duplos picos endotérmicos podem estar
atribuidos aos cristais que fundem em diferentes temperaturas, que tem estrutura

similar, mas diferente formag&o da espessura lamelar do cristal®® 1%,

Resultados similares para o PBAT foram encontrados por Abdelwahab et al.'®*
que reportou valores de Ty e Tr, de -35°C e 116°C, respectivamente. Resultados de Ty e
Tm s@o importantes fatores que devem ser levados em consideracdo porque eles déo
informagdes sobre o nivel de associacdo entre as cadeias dos polimeros®. Quanto
maiores os valores de Tq e Tr, mais fortes as ligagdes intermoleculares entre as cadeias
dos polimeros. O polimero pode ser tanto um liquido super-resfriado com elevada
viscosidade quanto um s¢lido cristalino se a temperatura ambiente estiver entre a T e a
Tm'*®. A Ty e Try dos filmes de PBAT/nisina ndo alteraram com a adigéo da nisina e este

comportamento pode ser visualizado na Tabela 5 e na Figura 32.
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Figura 32. Termogramas de DSC (2° ciclo de aquecimento) para os filmes de PBAT

puro e para os filmes de PBAT/nisina.

A difracdo de Raios-X é uma técnica que utiliza o espalhamento coerente da

radiagdo X por estruturas organizadas (cristais), permitindo realizar estudos estruturais
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em materiais, determinando sua estrutura cristalina e sua fragdo percentual cristalina®®
20 A difracdo de raios-X mostrou a estrutura cristalina dos filmes de PBAT puro e dos
filmes de PBAT/nisina e os difratogramas de DRX estdo apresentados na Figura 33. O
PBAT puro apresentou cinco picos de difracdo caracteristicos da estrutura cristalina em
angulo de difracdo 26 na regiao de 16,2° 17,4° 20,4° 23,0° e 24,8° respectivamente.
Os cinco picos de difracdo caracteristicos do PBAT puro foram também observados nas
amostras de PBAT/nisina nos mesmos valores em angulo de difracdo 26. No entanto,
pequenas altera¢bes na intensidade dos picos de difracdo do polimero foram detectadas
para as amostras de PBAT/nisina, indicando cristalinidade baixa.

A diminuicdo ou a auséncia do pico de difracdo indica a formacdo de uma
estrutura bem dispersa e/ou esfoliada®. Os resultados do presente estudo corroboram
com os resultados descritos por Chivrac et al.*®, que também observaram a presenca de
cinco picos de difracdo em angulos 260 semelhantes. Os autores também observaram
uma diminuicdo na intensidade dos picos de difracdo com a incorporagdo da nisina,
indicando uma redugdo na cristalinidade do PBAT. Resultados similares foram
encontrados na literatura®, sugerindo que as nanoparticulas provavelmente impedem o
crescimento de cristais do PBAT.

Alguns autores sugerem gue a nisina, como uma substancia estranha, é capaz de
prejudicar o crescimento de cristais*® ?*. No presente trabalho néo foram observadas
mudancas dos angulos de difracdo 26, sugerindo que a adigdo do agente antimicrobiano
ndo influenciou nas propriedades estruturais do polimero. Uma relacdo entre DRX e as
propriedades térmicas pode ser estabelecida, a partir das amostras com 0,5% de nisina,
as quais mostraram um maior nivel de intensidade (Fig. 33) e o maior percentual de
cristalinidade (Tabela 5).

Em adicdo, outro pico notavel pdde ser observado no intervalo entre 31,7° e
31,8° Este pico pertence ao padrdo de difracdo caracteristico do cloreto de sodio
(NaCl), que é um componente presente na formulacéo comercial da Nisaplin®. Este pico
comeca a ser visualizado a partir das amostras de PBAT/nisina (99,75/0,25), e a
intensidade deste pico de difracdo torna-se mais proeminente com 0 aumento da
concentracdo de nisina na matriz do polimero. O padrdo apresentado para a nisina esta
de acordo com a literatura®. O padrdo de DRX para o PBAT puro, nisina e amostras de
PBAT/nisina corroboraram com as analises térmicas, evidenciando que o método de
processamento adotado para a preparacdo dos filmes ndo afetou as propriedades
estruturais dos filmes de PBAT.
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Figura 33. Difratogramas de Raios-X para os filmes de PBAT puro e para os filmes de
PBAT/nisina.

O percentual de cristalinidade das amostras de PBAT também foi quantificado
utilizando métodos computacionais™® 2°°. Por conseguinte, utilizou-se a adequacéo do
modelo de Lorenz e os resultados estdo apresentados na Tabela 6. O percentual de
cristalinidade das amostras do PBAT puro e PBAT/nisina foram calculados a partir dos
resultados de DRX, e estes resultados corroboram com os resultados apresentados pelas
analises de DSC (Tabela 5), onde foi possivel verificar que a adi¢do da nisina a matriz

do polimero reduz ligeiramente os resultados para a cristalinidade.

Tabela 6. Percentual de cristalinidade dos filmes de PBAT puro e PBAT/nisina
calculados por DRX.

Amostra Cristalinidade DRX (%0)
100/0 27

99,75/0,25 27,4

99,5/0,5 26,4

99/1 22,5

98/2 16,2

97/3 9,2

95/5 8,7
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A fim de verificar possiveis mudancas na hidrofilicidade dos filmes pela adicéo
de nisina na matriz de PBAT, medidas de &ngulo de contato da 4gua (WCA) foram
realizadas na superficie destes filmes e os resultados estdo apresentados na Tabela 7. A
Figura 34 apresenta a imagem da gota de agua na superficie do filme de PBAT puro.
Quando uma gota de um determinado liquido € colocada na superficie de um solido,
podem ser observados dois comportamentos, a gota pode molhar total ou parcialmente a
superficie. Em ambos os casos tem-se a formacdo da interface sélido-liquido, e este, é
chamado de molhabilidade®®. Uma superficie é dita hidrofilica se o valor do angulo de
contato estd entre 0 e 90° e hidrofébica quando o valor estiver entre 90 e 150° E
quando o &ngulo de contato for superior a 150° a superficie ¢ dita superhidrofébica®®.
Baseado em definicdes da literatura, a Figura 35 ilustra o esquema das diferentes
superficies de hidrofilicidade®*.

Os angulos de contato da agua para o PBAT puro e PBAT/nisina foram menores
que 90° na superficie de todos os filmes, indicando que as superficies desses materiais
sdo predominantemente hidrofilicas. A hidrofilicidade da superficie do material é
fortemente dependente das forcas eletrostaticas que atuam entre a superficie e o fluido.
Além disso, a afinidade do material com o fluido é também dependente da

microestrutura da superficie do material®®.

Figura 34. Fotografia da gota na superficie do filme de PBAT puro para determinacao

do angulo de contato da agua.
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Figura 35. Diferentes tipos de hidrofilicidade da superficie de materiais***.

A Tabela 7 apresenta os valores das medidas do angulo de contato para o filme
de PBAT puro e para os filmes de PBAT/nisina, juntamente com os respectivos desvios
padrdes para cada amostra. As analises mostraram que nao houve diferencas expressivas
para os valores de angulo de contato nos filmes analisados, mesmo com amostras
contendo maiores concentrac6es de nisina. O filme de PBAT puro apresentou angulo de
contato de 70° enquanto que a amostra de PBAT/nisina com 5% apresentou angulo de

contato de 66°. Estes resultados corroboram com a literatura®® 2%

, @ qual reporta valores
de angulo de contato para o PBAT na faixa de 68,9° a 72,9°. Wang et al.“® prepararam
blendas de PLA/PBAT utilizando o método de casting e investigaram o angulo de
contato para estes materiais, verificaram que o filme de PBAT puro apresentou angulo
de contato de 72,9°. Li et al.”” investigaram a molhabilidade de poliésteres e utilizaram
plasma para melhorar a hidrofobicidade das amostras. Em seu estudo, também
verificaram superficies hidrofilicas com angulo de contato de 70° e imagens da gota

muito semelhantes com a que foi apresentada neste estudo (Fig. 34).

Tabela 7. Valores das medidas de angulo de contato para o filme de PBAT puro e
PBAT/nisina.

Amostras Angulo de Contato (°)
(100/0) 70,2+ 2
(99,75/0,25) 69,8+ 2
(99,5/0,5) 66,55
(99/1) 65,3+ 6
(98/2) 66,4+ 1
(9713) 66,3 =2
(95/5) 66,2 = 2

Para quantificar as mudancas na microestrutura da superficie, os perfis

topograficos dos filmes de PBAT e PBAT/nisina foram analisados e estdo apresentados
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na Figura 36 os valores da rugosidade das amostras foram de 0,8 um para o filme de
PBAT puro, e para os filmes de PBAT com 3% e 5% de nisina, estes valores variaram
de 5,3 um e 19,0 um, respectivamente, apresentados na Tabela 8.

Quanto maior a concentracdo de nisina nas amostras, maior a rugosidade dos
filmes. Este comportamento pode ser observado na superficie 3-D das imagens
apresentadas na Figura 36, onde foi possivel identificar que a superficie do filme de
PBAT puro (Fig. 36a) tem a menor rugosidade, quando comparada com as amostras
contendo nisina (Fig. 36 b-g). O filme de PBAT puro apresenta uma superficie lisa e
sem qualquer aglomerado. No entanto, a medida que a nisina é adicionada na matriz de
PBAT em maiores teores, aglomerados comecam a ser observados nas superficies e,
consequentemente, um aumento na rugosidade (Tabela 8). Estes aglomerados sé&o
visiveis a partir da amostra contendo 0,5% de nisina (Fig. 36¢). Filmes de PBAT/nisina
com 5% do aditivo apresentaram a maior rugosidade meédia, de 19,0 um e a maior
rugosidade nas imagens da superficie 3-D. As amostras contendo 2% e 3% de nisina
apresentaram os maiores aglomerados, possivelmente resultantes das particulas de NaCl

presentes na formulacdo comercial da nisina (Fig. 36e-f).

Tabela 8. Valores de rugosidade expressos como RMS (um) da superficie do filme de
PBAT puro e para os filmes de PBAT/nisina.

AMOSTRAS  RMS (um)

(100/0) 0,8+0
(99,75/0,25) 402
(99,5/0,5) 2542
(99/1) 1,4+0
(98/2) 34+1
(97/3) 53+2
(95/5) 19,0 + 5

Neste sentido, associando os resultados da hidrofobicidade (Tabela 7 e Fig. 34) e
da rugosidade (Tabela 8 e Fig. 36), foi notado que o filme mais rugoso (amostra com
5% de nisina) foi também o mais hidrofilico. A presenca da nisina afetou a rugosidade
dos filmes e também a hidrofilicidade, sugere-se que este comportamento pode ser
decorrente dos componentes presentes na formulacdo comercial da nisina, como o
NaCl, carboidratos e proteinas do leite podem ter contribuido para esta mudanca na
superficie dos filmes. Além disso, a presenca de espacos vazios na estrutura aumenta a
area de contato entre a gota e a superficie®®.

78



126 mm

'

\'

I 245 oo
1.26 mm
w, 7 1.26 mm ’
-34.3408 um 282528 um |

1.26 mm 1.26 mm »
v,

79.7892 um x1.0

-135,558 um

®s

Figura 36. Imagens de perfilometria das superficies dos filmes de PBAT puro e
PBAT/nisina: a) PBAT puro, b) 0,25%, c) 0,5%, d) 1%, e) 2%, f) 3% e g) 5% de nisina.
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Para investigar as caracteristicas viscoelasticas dos materiais desenvolvidos
neste trabalho, experimentos de analise dindmico-mecéanica (DMA) foram realizados.
Esta técnica tem sido utilizada para medir as variages nas propriedades mecénicas do
material plastico, e portanto, € muito sensivel a variagdes na temperatura e medida de

transicoes térmicas™’

. A dependéncia do médulo de armazenamento (£°), modulo de
perda (£°) e tan 6 em fungé@o da temperatura, para o filme de PBAT puro e para os
filmes de PBAT/nisina estéo apresentados nas Figuras 37 e 38.

O modulo de armazenamento (£°) do material esta relacionado com a energia
armazenada no sistema, enquanto que o modulo de perda (E’’) descreve a energia
dissipada durante o processo. Ja os valores de tan ¢ ou também chamado de fator de
perda, é obtido através da razdo E’’/E’ (relagdo entre a componente viscosa sobre a
componente elastica), e que fornece informacdes sobre 0 amortecimento mecéanico ou

186 Quando se

atrito interno de um material quando submetido a solicitagdes dinamicas
observa uma reducdo na tan ¢, costuma-se dizer que houve uma melhor dispersdo das
cargas. Isto porque, quanto menor este valor, menor a dissipa¢do viscosa, porque ha
menor desenvolvimento de calor no sistema. Cabe ressaltar que a contribuicéo elastica e
viscosa para a determinacdo do comportamento mecéanico do polimero depende da
temperatura e da escala de tempo do experimento®®.

Apos a realizagdo do ensaio de DMA foi observado uma reducéo no maédulo de
armazenamento para o PBAT puro em funcdo da temperatura (Fig. 37a). O mesmo
comportamento € valido para 0 médulo de perda (Fig. 37b). Isto esta atribuido ao
aumento na mobilidade da cadeia polimérica com o aumento da temperatura. Filmes
contendo nisina apresentaram pequenas alteracbes no mddulo de armazenamento e no
modulo de perda quando comparados com o filme de PBAT puro (sem nisina). O
modulo de armazenamento do PBAT puro comega a diminuir em aproximadamente
-30°C, que corresponde a Ty do polimero, confirmado por DSC (Fig. 32). Este
comportamento, pode ser provavelmente atribuido ao amolecimento do polimero com o
aumento da temperatura. O modulo de armazenamento é dependente do percentual de
cristalinidade acima da Tg, enquanto que abaixo da T4 0 médulo da cristalinidade assim
como a fase amorfa é quase idéntica®’.

O modulo de armazenamento € menor para 0 PBAT quando comparado com
outros polimeros, devido a réapida transi¢cdo de fase do polimero amorfo para o estado
elastomérico ou borrachoso®®. Touati et al.?° sugerem que a reduc&o geral no médulo

de armazenamento indica maior mobilidade das cadeias do polimero, que ja esta sendo
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atribuida a degradacéo da cadeia, predominantemente através da cisao S. As amostras de

PBAT/nisina apresentaram apenas pequenas variagdes no maddulo de perda (E’’) em

temperaturas mais baixas, comparando-os ao polimero puro (Fig. 37b).
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Figura 37. Mddulo de armazenamento (£°) e mddulo de perda (E’’) para as amostras de

PBAT puro e PBAT/nisina.
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Abdelwahab et al.** observou um efeito adverso no médulo de armazenamento.
Os autores relataram um aumento no médulo de armazenamento e justificaram que este
comportamento pode ser atribuido ao aumento da adesdo interfacial entre a matriz de
poliéster e a lignina.

A Figura 38 apresenta as curvas de tan ¢ para as amostras de PBAT puro e para
as amostras de PBAT/nisina. Duas maiores transi¢cdes foram observadas, a primeira, em
torno de -20°C, associada a temperatura de transicdo vitrea (Ty) do material. Esta
transicdo é atribuida ao movimento das unidades do poli(butileno adipato), de dominio
alifatico flexivel. A segunda transicdo ocorre em torno de 50°C, e esta atribuida ao
movimento das unidades do poli(butileno tereftalato), de dominio aromatico rigido®*
212 A incorporagdo da nisina nas amostras n&o alterou de maneira significativa a T, da
matriz polimérica, uma vez que as amostras de PBAT puro e PBAT/nisina apresentaram

a Tg no mesmo intervalo de temperatura, em torno de -20°C.

10°

] Amostras de PBAT/nisina
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—(99,75/0,25)
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Figura 38. Curvas de tan ¢ para as amostras de PBAT puro e PBAT/nisina em funcéo

da temperatura.

As propriedades mecanicas de amostras poliméricas podem ser influenciadas
pelas condi¢Oes de preparagdo e ensaio das amostras, o grau de cristalinidade deste
material, massa molecular e especialmente o grau de interagdo da interface polimero-
carga®'®. Para determinar se a adicdo da nisina pode causar alteracBes nas propriedades

mecanicas das amostras de PBAT e de PBAT/nisina, estas foram submetidas ao ensaio
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de tracdo e o modulo elastico (MPa), resisténcia a tracdo (MPa) e a deformacdo na
ruptura (%), foram determinados e estdo apresentados na Tabela 9. Os valores destes
resultados representam a média dos resultados obtidos com seus respectivos desvios
padrdo em funcdo do nimero de amostras fornecidas, de acordo com a norma utilizada
para a realizacdo deste ensaio. O comportamento mecanico das amostras pode ser
observado na Figura 39.

A adicdo da nisina ndo causou diferencas muito significativas nos valores de
resisténcia a tracdo quando comparado com o filme de PBAT puro (sem nisina), foi
observado reducdo nestes valores. O mesmo efeito pbde ser observado para a
deformagdo na ruptura, a qual apresentou apenas variagdes nos valores quando
comparado com o polimero puro. No entanto, este padrdo ndao foi observado para o
maodulo elastico, este reduziu com a adicdo da nisina. O maédulo elastico € um parametro
mecanico que fornece informac6es sobre a rigidez do material sélido e tem influéncia

da composicao quimica, microestrutura e defeitos do material.

Tabela 9. Resultado das propriedades mecéanicas sob tracdo para o filme de PBAT puro

e para os filmes de PBAT/nisina.

Amostras Modulo Resisténciaa  Deformacéo na
Elastico (MPa) Tracdo (MPa) Ruptura (%)
(100/0) 66 £ 4 8,2+0,3 126 £2,5
(99,75/0,25) 6317 75+0,6 128 +£2,6
(99,5/0,5) 58+7 6,9+0,3 129+21
(99/1) 47 + 4 6,4+0,3 127+75
(98/2) 56+ 4 6,0+0,3 132+ 3,6
(97/3) 48 +1 58+0,3 131+15
(95/5) 46+ 1 52+0,1 129+15

O modulo elastico diminuiu de 66 MPa nos filmes sem nisina para 46 MPa nos
filmes com 5% de nisina (Tabela 9), indicando uma reducéo na rigidez destes materiais
e além disso, reducdo na cristalinidade dos filmes. A resisténcia a tracdo diminuiu de
8,2 MPa no filme de PBAT puro para 5,2 MPa nos filmes com a maior concentracéo do
aditivo. Neste sentido, foi possivel verificar que a adicdo da nisina, em maiores
concentragfes, modifica algumas propriedades mecénicas dos filmes. Por outro lado, a
deformacgéo na ruptura permaneceu quase inalterada, apresentando somente pequenas
variacdes. O filme de PBAT puro apresentou deformacéo na ruptura de 126% enquanto

que, o filme com 5% de nisina apresentou deformacéo de 129%. Resultados similares
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foram observados por Wang et al.*® e verificaram que os filmes de PBAT puro
apresentaram alongamento na ruptura de 137%, indicando que os filmes de PBAT séo
bastante resilientes e com elevada flexibilidade.

A adicdo de agentes antimicrobianos para polimeros tem sido relatada como
uma razo potencial para a modificacdo no desempenho das propriedades mecanicas*®*
214 Guiga et al.'*" verificaram que as propriedades mecanicas apresentaram algumas
alteragcBes com a adic¢do de nisina nos filmes. A resisténcia a tracdo ligeiramente reduziu
com a presenca da nisina e atribuem este efeito devido a presenca de uma grande
quantidade de sal na formulacdo comercial da Nisaplin® conhecido por modificar a
robustez do filme.

Kim et al.®

relataram uma pobre interacdo interfacial entre o PBAT e amido.
Estes autores afirmaram que a mobilidade molecular do PBAT poderia ser restringido
pelos granulos de amido, e isto pode ter sido a causa para a reducdo na resisténcia
mecanica. Como previamente discutido, Bastarrachea et al.® descreveu a formagao de
orificios e poros nos filmes contendo nisina. Neste estudo, vazios e orificios foram
também observados nos filmes contendo nisina (Fig. 29e-g). Possivelmente, a falta de
uniformidade na estrutura dos filmes também afetou as propriedades mecéanicas de
PBAT/nisina. Além disso, proteinas e sais (presentes na formulacdo comercial do

aditivo) podem ter modificado as suas propriedades.
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Figura 39. Propriedades mecénicas sob tragéo para o filme de PBAT puro e para 0s
filmes de PBAT/nisina.
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Filmes poliméricos destinados a protecdo de alimentos, ou seja, aplicados como
embalagens para qualquer produto alimenticio, aléem de boa resisténcia mecénica e
flexibilidade, requerem a menor permeabilidade ao vapor de 4gua possivel, para manter

a qualidade e a estabilidade do produto®®®

. As embalagens de alimentos devem impedir
ou retardar todas as etapas envolvidas para aumentar a vida util dos alimentos e a
seguranga para os consumidores. Neste sentido, qualquer substancia adicionada na
matriz do polimero (carga, reforco, aditivo) deve atuar como uma barreira fisica que
retarda a passagem do oxigénio através da matriz polimérica. O atraso na velocidade de
difusdo permite a sustentacdo das propriedades organolépticas do alimento, aumentando
assim a sua vida de prateleira®®2.

Foram realizadas analises de permeabilidade ao oxigénio e ao vapor de agua nos
filmes de PBAT puro e PBAT/nisina, com o intuito de verificar se a nisina atua como
barreira quando adicionada a matriz do poli(butileno adipato-co-tereftalato) e os
resultados estdo listados na Tabela 10. O processo de permeacdo de vapores através do
espaco intermolecular pode ocorrer em trés etapas: (a) sor¢do e solubilizagdo do
permeante na superficie do material; (b) difusdo do permeante através do material pela
acdo do gradiente de concentragdo; (c) dessorcdo e evaporacdo do permeante na outra
face do material®*’. O principal mecanismo para o fluxo de gases através do filme, na
auséncia de cavidades ou rachaduras, é a difusdo molecular, a qual compreende a
abertura de espaco vazio entre 0s segmentos das cadeias dos polimeros, em funcédo das
oscilacbes dos segmentos, seguido do deslocamento do permeante dentro do espaco
vazio™®.

A reducdo na permeabilidade ao oxigénio dos filmes de PBAT/nisina
comparados ao filme de PBAT puro indicaram que a nisina dificultou a permeacdo do
oxigénio através da matriz do PBAT. Esse comportamento pode estar atribuido a
morfologia da nisina (Fig. 27), uma vez que a estrutura irregular desta bacteriocina pode
ter criado obstaculos para a passagem do gas. A medida que aumenta a concentragao de
nisina na matriz do polimero, a propriedade de barreira ao oxigénio das amostras dos
filmes de PBAT/nisina é consideravelmente melhorada. O filme de PBAT puro
apresentou permeabilidade ao oxigénio de 816 mm cm® m™ dia’, enquanto que, a
permeabilidade reduziu com a adic¢éo da nisina, o filme com 5% do aditivo apresentou
permeabilidade ao oxigénio de 692,5 mm cm® m? dia™. A literatura reporta que, quanto

maior a area interfacial carga e/ou aditivo-matriz, mais dificil serd& o caminho para a
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passagem do gas e consequentemente, maior sera 0 aumento na propriedade de
barreira®®.

Um aumento nas propriedades de barreira com um aumento na espessura dos
filmes € um fendmeno bem conhecido. Geralmente, a taxa de permeacdo ao Qas
inicialmente diminui rapidamente e permanece gquase constante além de uma espessura
critica®®. Deve ser levado em consideracdo que, neste estudo, a espessura de todos 0s
filmes se manteve constante, ndo foi observada uma diferenca significativa entre as
amostras, deste modo, este fendmeno nédo pode ter afetado os resultados.

No entanto, os filmes de PBAT/nisina apresentaram um pequeno aumento nos
valores de permeabilidade ao vapor de 4gua a medida que aumentava a concentracdo do
aditivo na matriz. O filme de PBAT puro apresentou permeabilidade ao vapor de agua
de 447,4 um g m dia, enquanto que, os filmes com 3% e 5% de nisina apresentaram
valores de 588,5 e 571,4 um g m™ dia™, respectivamente. Isto pode estar relacionado a
diferenca de polaridade da molécula de agua e ainda, ao tamanho (volume molar) entre
as moléculas e a consequente interacdo da agua com a superficie hidrofébica da nisina.
Além disso, a estrutura quimica do polimero, miscibilidade e compatibilidade devem ser

consideradas, o PBAT é um polimero semicristalino e hidrofébico*® %

, apresenta
regides cristalinas e amorfas na sua organizacao estrutural. Em adig&o, as diferengas na
matriz polimérica, tais como a concentracdo de aditivos, e 0 método de produgdo (neste
caso, extrusao) podem explicar as diferencas nos valores de permeabilidade ao vapor de
agua e a reducdo como consequéncia destes parametros. Os filmes de PBAT/nisina ndo
apresentaram uma estrutura completamente compacta e organizada, foi possivel
observar a formacao de poros e fissuras (Fig. 29), que podem também ter sido a razao
para a maior permeabilidade ao vapor de agua destes materiais.

Garcia et al.?®

prepararam filmes de PBAT/amido utilizando glicerol como
plastificante e &cido citrico, verificaram que a permeabilidade ao vapor de agua reduziu
significantemente com a adicdo do plastificante, a partir de 6,72 x 10! g(m s Pa)™ para
4,02 x 10™ g(m s Pa)™, além disso, atribuiram este resultado & formag&o da estrutura
homogénea e compacta e ao aumento na compatibilidade do PBAT com o amido.

Olivato et al.?*

também prepararam amostras de PBAT/amido investigando diferentes
concentracdes de acidos organicos utilizados como aditivos, estes autores encontraram
diferentes perfis de permeabilidade ao vapor de 4gua variando os teores de acido citrico

e tartarico.
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Souza et al.'®?

apresentaram resultados com aumento nos valores de
permeabilidade ao vapor de dgua para as amostras de PBAT, que variaram de 5,0 a 9,5
x 10° g (m dia Pa)™ e atribuiram este comportamento & estrutura dos filmes obtidos, os
quais apresentaram poros que favoreceram a difusdo da agua. Filmes com maior
mobilidade molecular sdo mais permeaveis a agua.

Em adicdo, Wang et al.*®

prepararam filmes de PBAT/PLA e verificaram que a
permeabilidade ao vapor de agua para o filme de PBAT puro foi de 6,12 x 10** g m m™
Pa s, e verificaram que a permeabilidade do PLA aumentou com a blenda com PBAT.

Meira et al.®®

prepararam filmes de PP/MMT com nisina e observaram diferentes perfis
de permeabilidade, a incorporacdo de 5% de nisina nos nanocompésitos de PP/MMT
aumentou significantemente a permeabilidade ao oxigénio, no entanto, os resultados de
permeabilidade ao vapor de agua situaram-se entre 137 e 167 pym g m™ dia™ e
atribuiram esse comportamento devido a modificacdo da estrutura do polimero na

presenca do aditivo.

Tabela 10. Resultados de permeabilidade ao oxigénio e ao vapor de agua para o filme

de PBAT puro e para os filmes de PBAT/nisina.

Permeabilidade ao O,  Permeabilidade ao vapor de agua
Amostras

(mm cm® m? dia™) (um g m? dia™)

PBAT 0% 816,00 + 14 447,40 + 3
0,25% 749,50 £ 43 450,60 £ 7
0,5% 807,00+ 6 465,80 + 23
1% 732,00 + 22 451,10+ 7
2% 769,00 £ 7 404,70 £ 16
3% 756,50 £ 1 588,50 + 47
5% 692,50 + 16 571,40 £ 59

A incorporacdo de nisina em seis diferentes concentracdes (0,25, 0,5, 1, 2, 3 e
5%) na matriz de PBAT resultou em filmes de embalagens ativas com visiveis zonas de
inibicdo contra a cultura indicadora L. monocytogenes. Estes resultados estdo
apresentados na Figura 40. O didmetro das zonas de inibicdo também foram analisados
e estdo apresentados na Tabela 11. Maiores zonas de inibicdo foram verificadas a

medida que foram adicionadas maiores quantidades de nisina. Como esperado, o filme
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de PBAT puro (sem nisina) ndo apresentou nenhuma atividade antimicrobiana. O filme
de PBAT/nisina com 5% apresentou o maior diametro de inibicdo (11,7 mm), enquanto
os filmes de PBAT com 2% e 3% de nisina apresentaram menores zonas de inibigéo
(4,0 e 8,3 mm), respectivamente. Filmes com 0,5% de nisina podem ter apresentado
alguma atividade antimicrobiana, mas esta inibicdo ndo pdde ser observada nas
condi¢cGes de ensaio. Neste sentido, filmes ativos de PBAT/nisina foram obtidos
utilizando o processamento no estado fundido, evidenciando que o método de
processamento utilizado nédo alterou a atividade da nisina, uma vez que foram utilizadas
temperaturas durante o processo e o que ndo prejudicou a sua atividade antimicrobiana.
Testes preliminares contra os indicadores Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens e Bacillus cereus, mostraram que os filmes de PBAT contendo 5% de nisina
resultaram em zonas de inibicdo em torno de 10 mm contra estas bactérias (dados nao
apresentados). Estes resultados indicaram que a nisina pode ser liberada a partir dos
filmes preparados pelo processamento no estado fundido a 140°C, e que estes materiais

apresentaram propriedades antimicrobianas contra as bactérias Gram-positivas.

Figura 40. Atividade antimicrobiana do filme de PBAT puro e dos filmes de
PBAT/nisina testados contra L. monocytogenes em placas de agar BHI.

214
l.

Scaffaro et a investigaram filmes de polietileno-co-vinil acetato/nisina e

observaram atividade antimicrobiana quando 3% de nisina foi adicionada, no entanto, a
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maior zona de inibicdo foi observada também para amostras com 5% de nisina. Barbosa
et al.®® investigaram a nisina em filmes de celulose e observaram que os filmes
antimicrobianos inibiram linhagens indicadoras de S. aureus, L. monocytogenes e B.
cereus utilizando o método de difusdo em placas de agar. A nisina € interessante para a
incorporacdo em embalagens antimicrobianas devido a sua ampla atividade contra

patogenos de origem alimentar®

. Este agente antimicrobiano interage com a
superficie externa do micro-organismo e ndo tem de ser internalizado para exibir algum

efeito antibacteriano*®,

Tabela 11. Diametro das zonas de inibicdo e espessura dos filmes de PBAT puro e
PBAT/nisina obtidos por extruséo.

Diametro da zona Espessura dos

Amostra de inibicao (mm)  filmes (mm)
(100/0) 0+0 0,10+ 0,7
(99,75/0,25) 0+0 0,08 + 0.4
(99,5/0,5) 0+0 0,06 % 0,2
(99/1) 23+0,6 0,08+ 0,1
(98/2) 40+0 0,07+ 0,8
(97/3) 83+ 1 0,06 % 0,5
(95/5) 11,7+ 0,6 0,07 +0,7

A migracdo da nisina a partir dos filmes ativos em solu¢bes simulantes foi
avaliada. Os resultados estdo apresentados na Tabela 12, na qual, a atividade
antimicrobiana foi expressa como atividade antimicrobiana unidades/mililitro,
detectados em solugdes contendo agua destilada, Tween 20 e &cido acético apos a
imersdo dos filmes até 48 h, uma vez que nenhuma liberacdo adicional ocorreu em um
periodo mais longo.

Como esperado, nenhuma atividade antimicrobiana foi observada para o filme
de PBAT puro (sem a nisina), utilizado como controle. Da mesma forma, nenhuma
atividade antimicrobiana foi detectada durante as primeiras 4 h de imersdo do filme de
PBAT/nisina com 0,25%. Apds este periodo, a atividade antimicrobiana foi observada
em solucdes simulantes contendo Tween 20 (denominadas como B) e também em
solugdes contendo acido acético (denominadas como C) para 24 e 48 h. As amostras
apresentaram a melhor migracdo em solucGes contendo Tween 20. Surfactantes sé&o
comumente utilizados como emulsionantes alimentares, e podem serem capazes de

aumentar a atividade da nisina®%.
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Um aumento na atividade antimicrobiana foi observado durante a imerséo dos
filmes das amostras a partir de 1% de concentracdo de nisina. Os filmes contendo 3% de
nisina, liberaram 400, 800 e 3200 UA mL™, apés 4, 24 e 48 h em solucdo simulante B,
respectivamente. No entanto, a amostra contendo 5% de nisina liberou na solucao
simulante B, 1600, 3200 e 3200 UA mL™ respectivamente, ap6s 4, 24 e 48 h de
imersdo. Apods 4 h de imersdo dos filmes com a solugdo simulante B, j& foi observada
uma 6tima liberacdo para as amostras a partir de 0,5% de concentragdo de nisina, e esta
liberacdo aumentou a medida que aumentou a concentracao de nisina nas amostras dos
filmes.

Todas as amostras apresentaram pouca atividade liberada quando imersas em
solucdo simulante de agua destilada (denominada como A) durante todo o tempo
testado, sugerindo que a nisina foi liberada de uma maneira bem mais lenta, ou
migrando em concentracfes bem menores. Em solugcbes simulantes de acido acético
(nomeada como C), a migracdo da nisina ndo ocorreu para a amostra com 0,25% de
nisina, mesmo ap6s 48 h, enquanto que para os filmes contendo 2 e 3 e 5% de nisina

liberou até 400 — 1600 UA mL™. Como mencionado por Mauriello et al.**

, 0 pH mais
baixo pode beneficiar a migracdo da nisina a partir dos filmes. Sugerindo que a nisina é
mais soltvel em pH acido.

Meira et al.'® também verificaram que a melhor migragdo ocorre para solucdes
simulantes de Tween 20. Observaram que ap6s 3 h de contato com filmes contendo 5%
de nisina, estes apresentaram 200 UA mL™, permanecendo este mesmo valor apés 24 h.
No entanto, apés 48 h de contato, estes filmes apresentaram 400 UA mL™.

Neste sentido, a respeito do tempo de liberacdo da nisina, pdde-se afirmar que
48 h sdo necessarias para a completa migracdo do antimicrobiano para os filmes. Desta
forma, os filmes preparados com PBAT e nisina, nas condi¢Oes utilizadas e nas
determinadas concentracdes, sdo promissores para estudos posteriores sobre a liberagdo

controlada deste antimicrobiano em embalagens de alimentos.
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Tabela 12. Atividade antimicrobiana liberada a partir de filmes de PBAT puro e de
PBAT/nisina apds os periodos de tempo em solugBes simulantes contendo: agua
destilada (A), Tween 20 (B) e acido acético (C).

Atividade Antimicrobiana (UA mL™)

4h 24 h 48 h
Amostras A B C A B C A B C
(100/0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(99,75/0,25) O 0 0 0 100 0 0 100 0
(99,5/0,5) 100 100 100 100 100 100 100 100 100
(99/1) 100 100 100 0 200 0 100 600 100
(98/2) 100 200 100 100 100 200 200 400 400
(97/3) 400 400 800 1200 800 400 1600 3200 800
(95/5) 400 1600 800 400 3200 1600 400 3200 1600

A biodegradacao de polimeros depende de alguns fatores especificos para que
ela ocorra de maneira mais acelerada, como por exemplo, da sua composigdo molecular,
cristalinidade, massa molecular e da presenca de micro-organismos especificos®?. A
morfologia do polimero, incluindo a ocorréncia e frequéncia da fase cristalina, tamanho,
forma e numero de cristalitos, desempenha um papel importante na determinacdo da
taxa de biodegradacdo do polimero. Isso porque as regides amorfas presentes em
polimeros sdo mais suscetiveis & hidrélise enziméatica do que regifes cristalinas. O
comportamento da biodegradacdo destas amostras é determinado ndo sO pela sua
composicdo, mas também por suas estruturas de fase e todas as alteragdes que ocorrem
durante este processo??*.

A biodegradagéo dos filmes ativos de PBAT puro e PBAT/nisina foi investigada
por um periodo de seis meses e 0s resultados estdo apresentados a seguir.

Os filmes passaram pelo processo de biodegradacdo em condigdes reais de
compostagem por um periodo total de seis meses, as amostras foram coletadas em
periodos de tempo estipulados (a cada 30 dias). Desta maneira, apés a coleta das
amostras no local do ensaio, estas foram lavadas com agua em ultrassom por 1 minuto
para a retirada do solo que poderia ter ficado aderido na amostra. Em seguida, as
amostras foram secas em papel filtro para retirar 0 excesso de adgua e entdo secas em
estufa a vacuo a 40°C por 12 horas para a retirada total da umidade. Posteriormente, as
amostras foram analisadas.

Primeiramente, estes filmes foram fotografados de maneira que pudéssemos

acompanhar visualmente a evolugdo da biodegradacdo. A Figura 41 apresenta as
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imagens das amostras ap0s o0 ensaio de biodegradacdo. Na (Fig. 41a) estdo apresentadas
as imagens dos sete filmes antes do ensaio de biodegradagédo: (100/0), (99,75/0,25),
(99,5/0,5), (99/1), (98/2), (97/3) e (95/5) e na (Fig. 41b-g) podem ser visualizados os
filmes que foram avaliados durante o periodo do ensaio. A amostra (99,75/0,25) néo foi
testada no ensaio de biodegradacao.

Os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina apresentaram inicialmente coloragéo
esbranquicada, de aspecto liso e superficie brilhante, as amostras com 3% e 5% de
nisina apresentaram uma coloracdo mais escura (amarelada), em funcdo da
concentracdo da nisina (Fig. 41a). No entanto, ap6s 30 dias de compostagem, os filmes
de PBAT puro e PBAT/nisina j& apresentaram mudanca na coloracdo (Fig. 41b).
Algumas amostras (a partir de 0,5% de nisina) apresentaram maior propensao a
biodegradabilidade, a amostra de PBAT puro foi mais resistente a biodegradacao.

Foi possivel observar que ja no primeiro més de compostagem, o PBAT puro
apresentou sinais de degradacdo, que € mais evidente para as amostras com 2, 3 e 5% de
nisina apds este periodo de contato com o solo. As amostras inicialmente claras e
brilhantes tornaram-se opacas e 0s filmes comecaram a apresentar manchas marrons,
provavelmente provenientes da acdo de micro-organismos em sua superficie. Além
disso, sua textura passou a ficar mais rugosa e ressecada, indicando o inicio da
degradacio®®. Apé6s 60 dias de biodegradacdo, este efeito passou a ser bem mais
evidente, as amostras apresentaram manchas marrons mais pronunciadas e estavam
mais ressecadas e rugosas. A degradacdo para as amostras com maiores concentracfes
de nisina é mais evidente do que para o polimero puro, ou mesmo para amostras com
0,5% de nisina.

Os filmes de PBAT/nisina a partir da amostra contendo 0,5%, apresentaram
incrustagdes de composto organico na sua superficie apds 60 dias de compostagem (Fig.
41d-g) apontadas pelas setas. No decorrer de 90 dias de contato com o solo, as amostras
apresentaram manchas marrons mais pronunciadas, estes pigmentos sdo tipicamente
oriundos de fungos®®® e tendem a difundir-se na matriz polimérica, sugerindo uma
possivel afinidade com o polimero.

Ap0s 150 e 180 dias de biodegradagdo, os filmes apresentaram coloragdo muito
mais intensa, e manchas marrons espalhadas por quase toda a extensdo da amostra. Os
filmes apresentaram aspecto opaco e extremamente ressecados, evidenciando grande
fragilidade (Fig. 41f-g). Além disso, foi possivel observar a agdo dos micro-organismos

pelo aparecimento de furos e/ou orificios nos filmes de amostras mais concentradas (2,
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3 e 5% de nisina). A adicdo de nisina parece ndo ter interferido na biodegradacéo destes
filmes, evidenciando ainda que a presenca de agrupamentos de nisina nos filmes mais
concentrados parece ter favorecido o ataque dos micro-organismos do solo, uma vez
que os orificios sdo geralmente formados perto das particulas de nisina nos filmes. Este
resultado p6de ser confirmado nas imagens de MEV. Este fendmeno pode estar
associado a natureza peptidica da nisina, que ao ndo possuir atividade antimicrobiana

contra 0s micro-organismos do solo, pode servir como fonte de amino&cidos para estes.

. /!
/1

Figura 41. Fotografias das amostras dos filmes de PBAT puro e PBAT/nisina (100/0)
(99,5/0,5), (99/1), (98/2), (97/3) e (95/5): (a) amostras antes do ensaio de
biodegradacéo, (b) 30 dias, (c) 60 dias, (d) 90 dias, (e) 120 dias, (f) 150 dias e (g) 180
dias de compostagem.

Para investigar a biodegradacdo dos filmes logo apés 30 dias de compostagem, a
superficie destas amostras foi analisada por MEV e as imagens estdo apresentadas na
Figura 42. As imagens de microscopia eletronica de varredura para a superficie dos
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filmes de PBAT puro e os filmes de PBAT/nisina (Fig. 42) ja evidenciaram a
degradacdo do polimero no primeiro més de compostagem, uma vez que podem ser
observadas alteragdes superficiais nas micrografias apds os primeiros 30 dias de contato
com o solo. A acédo dos fungos foi confirmada pela presenca de hifas na superficie das
amostras e também pela formacdo de orificios (Fig. 42b-f), este efeito é mais

pronunciado para as amostras mais concentradas (Fig. 42d-f), amostras contendo 2, 3 e

5% de nisina.

Figura 42. Imagens de microscopia eletronica de varredura para os filmes de PBAT
puro e PBAT/nisina ap6s 30 dias de compostagem: (a) PBAT puro, (b) (99,5/0,5), (c)
(99/1), (d) (98/2), (e) (97/3) e (f) (95/5).

As imagens da microscopia eletrdnica de varredura para a superficie das
amostras dos filmes de PBAT puro e os filmes de PBAT/nisina apds 150 dias de
compostagem estdo apresentadas na Figura 43. Para cada sistema sdo apresentadas duas
imagens, com diferentes magnificacdes.

Os filmes de PBAT e PBAT/nisina confirmaram a sua biodegradabilidade apds
30 dias de compostagem e a a¢do de micro-organismos pdde ser observada em todas as
amostras (Fig. 41 e 42) e mais acentuadamente na (Fig. 43) através da adeséo
microbiana na superficie do polimero. Foi possivel observar que ap6s 30 dias de contato
com o solo, a amostra mais concentrada PBAT/nisina (95/5) apresentou maior adeséo
de micro-organismos em sua superficie (Fig. 42f). Também puderam ser observadas
perfuragbes nos filmes, no entanto, estas perfuragcfes ndo ocorreram no filme do

polimero puro, conforme apresentado na (Fig. 42a). No filme de PBAT puro apds 150
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dias de contato com o solo, p6de ser visualizado a ocorréncia de degradacdo do filme,
ocorrendo a desfragmentacdo em alguns locais da amostra (Fig. 43a). Como ja
mencionado anteriormente, pode-se sugerir que a adicdo da nisina ndo impede a
biodegradacdo dos filmes, e fica evidente que as irregularidades causadas pelos
agrupamentos da nisina facilitaram a acdo dos micro-organismos, uma vez que, as
amostras com a maior concentragdo, sdo as mais degradadas no periodo de
compostagem e as perfuracdes ocorrem preferencialmente perto das particulas de nisina
presentes nos filmes (Fig. 43i-k) apontado pelas setas.

Geralmente a aderéncia de micro-organismos na superficie de materiais
plasticos, seguida pela colonizacdo da superficie exposta € um dos principais

mecanismos envolvidos na degradacdo microbiana de plasticos??®

. As propriedades de
materiais poliméricos estdo associadas com a sua biodegradabilidade. Tanto as
propriedades quimicas como as fisicas dos polimeros influenciam o mecanismo de
biodegradacdo. O processo de biodegradacdo dos polimeros pode ser afetado por
diversos fatores, tais como, as condi¢cBes de superficie do material (area superficial,
propriedades hidrofilicas ou hidrofobicas, rugosidade), propriedades de primeira ordem
(estrutura quimica, massa molecular), propriedades de segunda ordem (temperatura de
transicdo vitrea e de fusdo do material, médulo de elasticidade, cristalinidade e estrutura

cristalina)®?®.

Aumentando a massa molecular do polimero diminui a sua
biodegradabilidade. Cabe ressaltar que, o grau de cristalinidade é um fator crucial que
afeta a degradabilidade, uma vez que, enzimas atacam principalmente os dominios
amorfos do polimero. As moléculas na regido amorfa sdo ligeiramente comprimidas,
tornando-as mais susceptiveis a degradacdo® #°. A regiéo cristalina do polimero é mais
resistente que a regido amorfa. A presenca de rugosidades/irregularidades também

facilita muito a adesdo de microrganismos em superficies.
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Figura 43. Imagens de microscopia eletrénica de varredura para a superficie dos filmes
de PBAT puro e filmes de PBAT/nisina ap6s 150 dias de compostagem: (a,b) PBAT
puro, (c,d) (99,5/0,5), (e,f) (99/1), (g,h) (98/2), (i,j) (97/3) e (k,I) (95/5).

A deterioracdo durante a compostagem, referente a biodegradacdo dos filmes,
com uma consequente remocdo da parte do material biodegradavel, foi igualmente
acompanhada por meio da massa residual dos mesmos, durante o periodo de
compostagem e pode ser visualizada na Figura 44. Através dos resultados obtidos pdde-
se comprovar que todas as amostras sofreram indicios de degradacdo com apenas 30
dias de contato com o solo. Todas as amostras perderam uma certa quantidade de massa
apos a biodegradacdo no solo, os filmes apresentaram em torno de 97% de massa
residual, indicando 3% de perda de massa. Este comportamento também foi observado
por Wang et al.?® que investigaram a biodegradacdo em solo de filmes antimicrobianos
de PBAT, e verificaram que a perda de massa do PBAT puro foi em torno de 2,3% nos
primeiros meses do ensaio.

O filme de PBAT puro mostrou-se mais resistente a biodegradacéo,
apresentando a menor perda de massa durante todo o periodo do ensaio. No entanto, as

amostras de PBAT/nisina (97/3) e (95/5) foram as que apresentaram a maior perda de
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massa, e assim, as mais susceptiveis a biodegradacdo neste intervalo de tempo, o que
também pode ser observado através das imagens de MEV (Fig. 43).

Foi possivel observar uma variagdo na massa dos filmes biodegradados a partir
do segundo més de contato como solo, ocorrendo um pequeno aumento de massa. Esse
efeito € mais pronunciado para a amostra de PBAT/nisina (99,5/0,5) apo6s 60 dias de

compostagem. Segundo Gu®’

este aumento de massa pode estar atribuido a presenca de
micro-organismos dentro da matriz polimérica, ou superficialmente, na busca de
nutrientes para dar continuidade ao seu metabolismo.

Embora o processo de biodegradacdo do PBAT tenha sido significativamente
lento em temperatura ambiente e condigdes reais de compostagem, € possivel afirmar
que o PBAT poderia degradar completamente num dado periodo de exposi¢do aos
micro-organismos?®. Uma vez que, durante o periodo de exposicdo no solo, por 180 dias
(investigado neste estudo), os filmes ja apresentaram indicios de degradacdo e
desfragmentacdo do material. Além disso, a presenca do aditivo antimicrobiano na

matriz do PBAT néo impediu a degradagdo do polimero.

105
100 -
9\?/ N
=
>
°
& S e
95 >
o TAmostras de PBAT/nisina
@ 4] —=—(100/0)
= | e (99,5/05)
—A— (99/1)
24 v (98/2)
(97/3)
(95/5)
0 T T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150

Tempo (dias)
Figura 44. Massa residual dos filmes de PBAT puro e filmes de PBAT/nisina em

funcdo do tempo de exposicao no solo durante 150 dias, no periodo de Maio a Setembro
de 2014.
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Os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina também foram analisados por GPC
durante o ensaio de biodegradacao para determinagédo da sua massa molar. A redugéo na
massa molecular média do polimero seria um indicativo da biodegradacéo das amostras.
Estes resultados estdo apresentados na Tabela 13. Além disso, esta tabela apresenta o
resultado do percentual de perda de massa dos filmes apds 30 dias de biodegradacéo.

Foi possivel verificar que, de maneira geral, todas as amostras apresentaram
reducdo da sua massa molar. A reducdo mais acentuada pode ser observada apos 30 dias
de compostagem. Estes resultados estdo em concordancia com as micrografias de MEV
apresentadas na Figura 42 e Figura 43. Apds 60 dias de contato com o solo, houve um
pequeno aumento na massa das amostras quando comparadas com o més de Maio,
provavelmente devido ao aumento no volume maximo de precipitacdo observado para o
més de Junho (Fig. 21), totalizando 45,9 mm (Tabela 3). Neste periodo também foram
observadas temperaturas minimas relativamente baixas quando comparadas com o0 més
de inicio do ensaio de biodegradacdo, 10,7°C (Tabela 3), além disso, foi observada
umidade relativa de 88,4%, maior do que no més anterior. E em adicdo, no decorrer de
120 dias de compostagem (més de Agosto), foi observada novamente a reducdo na
massa dos filmes, sendo que foi o periodo no qual observou-se a temperatura minima
durante o periodo do ensaio (Fig. 20). No entanto, p6de-se observar que de modo geral,
todas as amostras apresentaram reducdo na massa durante todo o periodo do ensaio,
quando comparadas com as amostras do dia O (sem degradacdo). Umare et al.??®
caracterizaram poliésteres biodegradaveis e observaram resultados semelhantes na
biodegradacdo das amostras, inicialmente todas as amostras apresentaram subitas perdas
de massa e, em seguida, a perda continua mais lenta ou até aumento da massa. Atribuem
este resultado a facil degradacdo da massa amorfa durante as primeiras horas de
degradacdo. Afirmam ainda que a hidrdlise enziméatica é um processo heterogéneo,
enzimas atacam a superficie de um substrato insolGvel e a hidrolise ocorre por meio da
erosdo da superficie. Desta forma, a taxa de hidrolise diminui apds o consumo do
material amorfo da superficie. E entdo, uma camada de dominio cristalino permanece,
onde pode ocorrer apenas a degradacédo lenta. Isto inibe a penetracdo de 4gua no corpo

do filme, resultando na diminuicéo da taxa de hidrdlise.
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Tabela 13. Massas molares médias (M,) obtidas por GPC antes e apds o periodo de
biodegradacdo do filme de PBAT puro e filmes de PBAT/nisina e o percentual de perda
de massa dos filmes apds 30 dias de biodegradacao.

A M, (g mol™) % de massa
mostra Odia 30dias 60dias 90dias 120dias 150 dias 180 dias 30 dias
(100/0)  15.692 9.204  13.097 13.108 11.043 11.023  11.012 2,57
(99,5/0,5) 16.251 9.399 15583 14.713 11545 11553 11.541 3,36
(99/1) 17.470 14.482 17.081 23556 14.297 15540  15.247 3,09
(98/2) 18.831 10.984 16.939 22595 14.318 14567 14.113 2,64
(97/3) 18.826 10.541 14.187 16.157 12.064 11.744  11.622 3,96
(95/5) 16.710 11.191 13.614 16.101 13.491 12.023 11.448 2,94

Os filmes submetidos ao ensaio de biodegradacdo foram também analisados por
espectroscopia de infravermelho, antes e apds o processo de compostagem. A Figura 45
apresenta 0s espectros para a amostra de filme de PBAT/nisina (95/5) antes da
degradacéo e apos 180 dias de contato com o solo.

Uma forma geralmente empregada para quantificar a degradacdo de misturas
poliméricas é a determinacdo da presenca de grupos carbonilicos no espectro, uma vez
que se entende que a formacdo destes grupos é decorrente dos processos de degradacédo
do material pela ag&o da degradacdo e/ou de micro-organismos>2' %7,

As amostras dos filmes de PBAT apresentam em seu espectro, antes de serem
compostados, a presenca de grupos carbonila, devido aos grupamentos carbonilicos da
estrutura deste polimero. A sobreposicdo dos espectros de infravermelho do filme de
PBAT/nisina (95/5) antes e ap6s a degradacdo durante o periodo de 180 dias nao
mostrou alteragdes significativas, deslocamentos ou surgimentos de bandas adicionais.
No entanto, foi observado apenas uma leve reducdo na intensidade da banda em 1710
cm™ para a amostra com 150 e 180 dias de compostagem, quando comparada com a
amostra de PBAT puro.

Weng et al.®

que investigaram o comportamento da degradacdo do PBAT e
blendas de PLA, verificaram que ap0s 4 meses de degradagdo, o PBAT apresentou a
posicdo do estiramento C-O que migrou de 1717 cm™ para 1716 cm™, e afirmam que a
degradacéo ocorreu devido ao deslocamento observado para estas bandas.

O mecanismo de biodegradacdo de poliésteres alifaticos-arométicos pode
geralmente ocorrer de duas formas, tanto enzimatico quanto hidrolitico, dos quais o
primeiro € dominante quando o polimero é enterrado em um composto. A clivagem
primaria na cadeia principal do poliéster ocorre na presenga de enzimas especificas que
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sdo excretadas por micro-organismos tais como fungos e bactérias e os fragmentos
residuais podem ser utilizados pelos micro-organismos como fonte de energia®®. A
biodegradagdo de polimeros envolve varias etapas, que podem ser relacionadas como
um ataque inicial dos micro-organismos na superficie dos polimeros, seguido pelo
crescimento do micro-organismo, utilizando o polimero como fonte de carbono. Entédo
ocorre a degradacdo priméaria do polimero, seguida pela degradacdo final. Na
degradacdo priméria, a clivagem da cadeia principal leva a formacao de fragmentos de

baixa massa molecular, dimeros e/ou mondmeros*®.
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Figura 45. Espectros de FTIR para os filmes de PBAT/nisina (95/5) antes do ensaio de

degradacéo e apos o periodo de 180 dias de compostagem.

O comportamento de degradacdo hidrolitica foi analisado para os filmes de
PBAT puro e PBAT/nisina. A degradagdo hidrolitica em meio acido foi realizada em
solugéo de HCI 5%, com pH de 1,12. As amostras permaneceram imersas nesta solugéo
durante o periodo total de 30 dias e a cada 5 dias eram coletados os frascos contendo as
amostras a serem analisadas nos tempos pré-determinados. Apos a coleta, as amostras
foram lavadas varias vezes com agua destilada e secas em estufa a vacuo para a
remoc¢do da umidade e entdo analisadas. O comportamento de degradacéo hidrolitica do
filme de PBAT puro e dos filmes de PBAT/nisina foram estudados por meio da

quantificacdo da massa residual, analises morfoldgicas e estruturais. A Figura 46 ilustra
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0 aspecto das amostras antes e ap6s a degradacdo em meio acido. Geralmente, a taxa de
degradacdo hidrolitica de poliésteres (tais como o PBAT, PLA, etc.), é afetada pelo
meio hidrolitico, temperatura e estrutura molecular’®. A hidrélise tem influéncia
substancial na biodegradacdo e consequentemente nas taxas de biodegradacdo de
poliésteres tais como o PBAT, uma vez que a hidrolise € um dos processos iniciais de
biodegradagdo. A cisdo hidrolitica das cadeias aleatorias das ligacOes éster reduz o
tamanho das cadeias de poliéster em uma faixa de tamanho que os micro-organismos
podem bioassimilar?’.

Polimeros biodegradaveis sdo sensiveis a hidrélise sob temperatura e umidade

elevada e assim limitam a sua durabilidade bem como o seu desempenho a longo prazo,

em funcéo destas condices®’.

Figura 46. Filmes de PBAT puro e PBAT/nisina (0,5%, 2% e 5% de nisina) antes e
apos a degradacdo em meio acido: (a) filmes antes da degradacéo, (b) 5 dias, (c) 10 dias,
(d) 15 dias, (e) 20 dias, (f) 25 dias e (g) 30 dias de imersdo em solu¢éo de HCI.

Os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina apds a degradacdo em meio &cido
durante 30 dias, ndo alteraram o seu aspecto visual (Fig. 46) em termos de coloragéo ou
alguma modificacdo na sua superficie (perda de brilho, fissuras e/ou desfragmentacéo).
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Para melhor investigacdo de possiveis alteracdes morfoldgicas, durante este periodo de
degradacéo, estes filmes foram investigados por microscopia eletronica de varredura e a
sua superficie foi analisada. A Figura 47 apresenta as imagens de microscopia eletrénica
de varredura da superficie destes filmes antes da degradacdo. As (Figuras 48 e 49)
apresentam as imagens de MEV para os filmes apds 5 dias de degradacdo em meio

acido e apos 30 dias de degradacéo, respectivamente.
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Figura 47. Imagens de microscopia eletronica de varredura para os filmes de
PBAT/nisina antes da degradacao: (a) PBAT puro, (b) 0,5%, (c) 2% e (d) 5% de nisina.

O filme de PBAT puro apresenta superficie lisa e sem a presenca de
aglomerados (Fig. 47a) no entanto, foi possivel observar a presenca de aglomerados nos
filmes de PBAT/nisina, e estes aumentam & medida que aumenta a concentracdo de
nisina na matriz de PBAT (Fig. 47b-d), em adicdo, além dos aglomerados de nisina,
também foi possivel verificar que o aditivo encontra-se disperso em particulas menores
ao longo de toda a superficie do filme (Fig. 47c).

Apos a degradagdo em meio &cido com os filmes em contato com a solucéo
durante 5 dias, ja foi possivel identificar mudangas na sua superficie (Fig. 48). Estes

filmes apresentaram morfologia mais rugosa e ndo mais superficie lisa e homogénea
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como visto anteriormente na (Fig. 47). Filmes de PBAT/nisina com 0,5% e 5% de
aditivo apresentaram desfragmentacGes em alguns locais (Fig. 48b, d). No entanto,
filmes com 2% de nisina (Fig. 48c) apresentaram superficie rugosa e alguns poros e/ou

orificios.

X3BB  S5B8Mm

Figura 48. Imagens de microscopia eletrénica de varredura para os filmes de
PBAT/nisina apés 5 dias de degradacdo: (a) PBAT puro, (b) 0,5%, (c) 2% e (d) 5% de

nisina.

Apbs 30 dias de contato em meio acido, os filmes apresentaram superficie ainda
mais rugosa (Fig. 49a, b) e desfragmentacfes maiores puderam ser observadas ao longo
da superficie do filme. Filmes de PBAT/nisina com 0,5, 2 e 5% apresentaram cavidades,
bem como regides com erosdao em grande parte da sua superficie (Fig. 49 b-d),
evidenciando que a degradacgdo da matriz polimérica ocorreu.

Resultados semelhantes foram relatados por Muthuraj et al.? que também
investigaram a degradacdo hidrolitica em poliésteres biodegradéaveis. Dong et al.**®
investigaram a degradagdo hidrolitica em blendas de PLA/PBAT e também
identificaram cavidades na superficie dos filmes, e atribuiram este efeito a dissolugdo

dos oligdbmeros que séo formados durante o processo de hidrdlise.
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Fukushima et al.®! investigaram a degradacdo hidrolitica de nanocompésitos a
base de PBAT e verificaram que ap6s 8 semanas de degradacdo, algumas amostras
apresentaram regides claras na sua superficie. Atribuiram este clareamento da superficie
a dispersdo de luz devido a presenca de agua e/ou a degradacdo de produtos formados
durante o processo de hidrélise ou ainda a formacdo de buracos na matriz durante a
degradacdo, ou entdo, a evolugdo na cristalinidade da matriz do polimero. Neste estudo
também puderam ser observadas estas zonas claras na superficie do filme (Anexo 7,
Fig. 85).

Figura 49. Imagens de microscopia eletrénica de varredura para os filmes de
PBAT/nisina ap6s 30 dias de degradacédo: (a) PBAT puro, (b) 0,5%, (c) 2% e (d) 5% de

nisina.

A velocidade da reacdo de degradacéo hidrolitica é afetada pela forma e natureza
da amostra, tais como a estrutura quimica do polimero, massa molar e distribuicéo,
pureza e morfologia, bem como as condi¢es em que a hidrélise é conduzida, incluindo
o pH e a temperatura®®. Cabe ressaltar que temperaturas mais elevadas do meio
aceleram o processo de degradacdo. O mecanismo de hidrolise é iniciado pela quebra da

ligacdo ester da cadeia do polimero quando reage com a agua. A degradacédo inicia

105



principalmente na regido amorfa do material, onde os segmentos das macromoléculas
sdo mais flexiveis e facilmente atacados pela 4gua. A degradacdo destes segmentos na
regido amorfa reduz o emaranhamento molecular e aumenta a mobilidade da cadeia, que
pode entdo ser reorganizada®’. Uma vez que a regido amorfa tenha sido afetada, a
degradacéo inicia-se na regido cristalina do material, um pouco menos susceptivel ao
ataque devido a sua estrutura ordenada.

O mecanismo associado a hidrélise do grupo éster em um meio neutro ou acido
é diferente daquele em meio alcalino. Em meios neutros ou acidos, a hidrolise inicia
pela protonacéo e é sequida pela adicdo de agua e a quebra da ligacao éster®. No caso
dos poliésteres, varios mecanismos de degradacdo podem ocorrer dependendo das
condigdes de processamento do material. No caso do PBAT, a degradacdo hidrolitica
ocorre principalmente devido a cisdo da cadeia principal nas ligacdes éster, como ja
mencionado anteriormente, e além disso, a reacdo também pode ocorrer nas ligacdes da
carbonila perto do anel benzénico™®’.

Para avaliar a degradacéo hidrolitica dos filmes de PBAT e PBAT/nisina apos o
periodo de 30 dias, a massa residual dos filmes foi analisada e apresentada na Figura 50.
Além disso, a perda de massa dos filmes também foi acompanhada por GPC e os
resultados estdo apresentados na Tabela 14.

Os pontos de transicdo das curvas de perda de massa para todas as amostras
ocorre ja ap6s os primeiros 5 dias de degradacdo. No entanto, no primeiro estagio de
degradacéo (5 dias), a perda de massa para os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina com
0,5% e 2% de nisina foi pequena e menor que 2%. Por outro lado, a amostra com 5% de
nisina apresentou uma consideravel perda de massa ja nos primeiros 5 dias, em torno de
5%.

Apbs 10 dias a perda de massa das amostras de PBAT puro e PBAT/nisina com
0,5% e 2% de nisina aumentou com o tempo de degradacéo e apo6s 20 dias tornou a
diminuir novamente. A amostra mais concentrada (95/5) manteve sua massa quase
constante no intervalo de 10 a 20 dias e ap6s 30 dias aumentou sua perda de massa em
torno de 7,5%. A amostra contendo 2% de nisina perdeu em torno de 5,4% de massa
apos 30 dias de degradacéo, e as amostras contendo 0,5% e PBAT puro, perderam em
torno de (3,4% e 1,7%), respectivamente. Foi possivel perceber que a amostra mais
concentrada foi mais susceptivel a degradacdo em meio acido quando comparada com

as demais amostras.
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Lai et al.”®" investigaram a degradacdo hidrolitica do poli(butileno succinato) e
também verificaram um aumento linear na perda de massa ap6s 3 dias e entdo as
amostras tornavam a diminuir. Atribuiram esta caracteristica de degradagdo do PBS

com o tipo de reacdo autocatalitica ocorrida durante o processo de degradacéo.

10
Amostras de PBAT/nisina
1 —=—(100/0)
g —e— (99,5/0,5)
—A—(98/2)
(95/5)

Massa Residual (%0)

Tempo (Dias)

Figura 50. Massa residual para os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina em fungéo do
tempo de degradacéo acida.

A massa molecular ponderal média (My,) € utilizada para avaliar o processo de
degradacdo hidrolitica uma vez que é menos afetada pela composicdo M,, do que o

nimero de massa molecular média®®

. Os resultados apresentados na Tabela 14
mostraram que a massa molecular M,, para os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina
reduziram significantemente apds 30 dias de degradacéo, indicando que a degradacéo
hidrolitica ocorreu para todas as amostras neste periodo. Dong et al.'®® avaliaram o
comportamento de degradacdo hidrolitica de blendas de PLA/PBAT e verificaram que
apos 56 dias o0 PBAT puro apresentou M, de 27 (kDa).

Para confirmar a degradacdo das amostras, a técnica de FTIR tem sido
geralmente utilizada para este fim, os espectros dos filmes de PBAT/nisina apos 30 dias

imersos em meio acido estdo apresentados na Figura 51.
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Tabela 14. Resultados da massa molecular do filme de PBAT puro e dos filmes de

PBAT/nisina apos a degradacao hidrolitica em meio &cido por 30 dias.

My (g mol™)
dia 5dias 10dias 15dias 20dias 25dias 30 dias
(100/0) 40.625 39.894 37.772 31.760 28.227 24512 20.827
(99,5/0,5) 47.373 46.161 43.851 40.272 35.373 30.374  25.372
(98/2) 70.735 69.666 65.648 58.532 52532 45.188  41.332
(95/5) 74.098 72.624 68573 62.395 56.125 44.398  40.988

Amostra

Os espectros de FTIR para os filmes de PBAT/nisina com 5% de nisina
apresentaram espectros muito similares, mesmo apds 30 dias de degradacdo acida. N&o
foram observadas alteracGes na intensidade, bem como, deslocamentos da banda da
carbonila em 1710 cm™, caracteristica do processo de degradacdo, conforme
mencionado anteriormente. No entanto, foi possivel identificar uma leve redugdo na
banda da hidroxila, e além disso, um pequeno deslocamento foi observado para o filme
ap6s 30 dias de degradacdo (2950 cm™), sendo que, antes da degradacdo esta banda foi
identificada em (2962 cm™). Por fim, os espectros de FTIR n&o apresentaram diferencas
significativas quando comparado com o espectro da amostra antes da degradacéo, isto é

possivelmente devido & estrutura parcial aromatica do PBATZ.

30 dias

25 dias
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S 15 dias
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|_
Antes da degradacao
PBAT/nisina (95/5) W
. T . T . r . r . r .
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de Onda (cm™)

Figura 51. Espectros de FTIR para os filmes de PBAT/nisina com 5% de nisina antes e
apos a degradacdo hidrolitica em meio acido por 30 dias.
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Comparativamente, o comportamento de degradacdo hidrolitica em meio basico
foi analisado para os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina. As amostras ficaram imersas
em solucgdo padrdo de NaOH 0,01 mol/L com pH de 13,13 durante o periodo total de 30
dias, e a cada 5 dias eram coletados os frascos contendo as amostras a serem analisadas
nos tempos pre-determinados. A Figura 52 ilustra o aspecto das amostras antes e apds a
degradacdo em meio basico.

Foi possivel observar que a degradacéo hidrolitica em meio basico foi bem mais
agressiva para os filmes, tanto para o filme de PBAT puro quanto para os filmes de
PBAT/nisina. Apés 5 dias de degradacdo, ja foi possivel observar a desfragmentacao
total dos filmes na solucdo (Fig. 52c). As solucdes foram filtradas em papel filtro e
pequenas por¢cOes de amostra restaram a cada coleta (Fig. 52d). Portanto, ndo foi
possivel realizar a quantificacdo da perda de massa, tampouco analise de GPC e MEV,
em funcdo da pouca quantidade de amostra que restou apds 5 dias de degradacdo. No
entanto, foi possivel investigar a degradagdo destas amostras por FTIR, e 0s espectros

estdo apresentados na Figura 53.

(@)

Figura 52. Filmes de PBAT puro e PBAT/nisina (0,5%, 2% e 5% de nisina) antes e
apo6s a degradacdo em meio bésico: (a) filmes antes da degradacdo, (b) amostra no
frasco de vidro antes da imerséo na solucdo, (c) amostra imersa na solugdo apés 5 dias
de degradagdo, (d) quantidade de amostra para analise apds degradacdo de 5 dias

(identificada na Figura).
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Para investigar a degradacao dos filmes de PBAT/nisina, estes, foram analisados
por FTIR, técnica bastante utilizada para investigacdo de mudangas estruturais e
confirmar degradacdo em materiais solidos, uma vez que, levando-se em consideragdo a
estrutura do PBAT, é possivel identificar varios grupos funcionais, tais como, grupos
hidroxila (OH) e carbonila (C=0) que podem ser utilizados como ferramentas para
estudar a degradacdo. Como um resultado da cisdo da cadeia principal da hidrolise da
ligagdo éster, alcool terminal e grupos de acido carboxilico sdo produzidos, e com o
progresso da hidrolise, um aumento nos grupos OH deveriam ser observados nos
espectros de FTIR?". A cisdo hidrolitica da cadeia principal em vérios locais da cadeia
do polimero produz moléculas menores ou oligbmeros, que podem facilmente permear
para fora da matriz do polimero. E, portanto, reduzir a absorbancia dos grupos carbonila
(1710 cm™) também resultado da hidrélise?’.

Portanto, foi possivel confirmar a degradacdo dos filmes de PBAT/nisina em
meio basico (Figura 53), uma vez que foram identificadas reduces significativas nas
bandas da carbonila (1710 cm™) a partir do quinto dia de degradacdo. A partir do
décimo dia de degradacdo hidrolitica, esta banda ndo péde mais ser visualizada. Além
disso, a partir do quinto dia de analise a banda correspondente ao estiramento OH, que

aparece na regi&o de 3000 cm™, ndo foi mais identificada.
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Figura 53. Espectros de FTIR para os filmes de PBAT/nisina com 5% de nisina antes e

apos a degradacao hidrolitica em meio basico por 30 dias.
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Desta forma, comparando os resultados das degradagdes em meio acido e em
meio basico, foi possivel observar que as amostras degradaram mais rapidamente em
meio bésico. Esta condicdo foi mais agressiva para os filmes de PBAT/nisina,
possivelmente devido ao fato de que compostos com grupos terminais OH podem
dissolver mais rapidamente em meio basico devido a grande polaridade desta solucédo
comparada com a matriz de PBAT?" 18 A influéncia do pH nos perfis de degradacio
tem sido relatada pela destruicdo das interagdes da ligagéo de hidrogénio com um meio
basico®®?.  Além disso, temperaturas diferenciadas podem ter aumentado a taxa de
degradacéo dos filmes, uma vez que maiores temperaturas aumentam a taxa de difusédo
da 4gua e ainda, a agua pode solubilizar oligdmeros®*2. As moléculas de 4gua sdo
capazes de acessar as regiGes amorfas mais facilmente, iniciando mais rapido a ciséo da
cadeia hidrolitica’®. Em adicdo, a agua penetra o polimero e atinge um nivel de
saturacdo muito mais rapidamente em comparagdo com degradacéo de polimeros®3. As
moléculas de &gua atacam as ligacGes éster na cadeia do polimero através das reacdes de
hidrélise e a clivagem da cadeia produz cadeias mais curtas como alcool ( -OH) e
grupos carboxilicos ( -COOH) de maneira que as amostras tornam-se mais hidrofilicas e

mais susceptiveis a degradacdo®®

. Os grupos terminais carboxilicos podem atuar como
um catalisador para acelerar a reagdo de hidrélise. Além disso, a difusdo restrita dos
produtos de degradacdo podem resultar em uma elevada concentracdo de grupos
terminais carboxila no interior do material e produzir degradacdo heterogénea, na qual o
centro do material é degradado mais rapidamente do que a sua superficie®**,

Hidrolise de copoliéster alifatico-aromatico, como o PBAT, implicam que as
ligagBes éster envolvendo acido adipico sdo degradadas muito mais rapidamente que
aquelas com 4&cido tereftalico. Presumivelmente, apos suficientes ligacbes éster dos
componentes acido adipico terem sido hidrolisadas, existem fragmentos pequenos o
suficiente contendo 4cido tereftalico que podem ser hidrolisados'’®. De fato, a clivagem
dos grupos ester em meio &cido € reportado por ser reversivel em contraste com a
hidrélise alcalina que é irreversivel**.

A fim de avaliar a degradacéo dos filmes de PBAT e PBAT/nisina quanto a a¢éo
de fungos, foi realizada a degradacdo dos filmes através da incubagdo em meio sélido
(PDA e agar) e liquido (PDB e salina).

A Figura 54 apresenta a imagem das amostras imersas em solucéo salina, PDB,
incubadas em placas de agar e PDA. O grau de degradagéo dos filmes do polimero foi

guantificado em termos de perda de massa, uma vez que foram submetidos a
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degradacédo na presenca de micro-organismos, analisado através de GPC. A degradacgéo
destas amostras foi qualitativamente avaliada em termos de evidéncias visiveis de
degradacdo dos filmes. A degradacgdo visual foi definida em termos de alteragédo na
coloracdo dos filmes, alteracdes superficiais, tais como opacidade e fragilidade, sendo
facilmente rasgados e mais finos do que o filme antes da exposi¢do. Os filmes podem
ter enfraquecido e/ou ficado mais finos devido ao crescimento de biofilme na sua

178

superficie™"". Além disso, para confirmar a degradacdo destas amostras, a superficie foi

também analisada por MEV e os filmes investigados por FTIR.

By G

Figura 54. Degradacdo dos filmes de PBAT puro e PBAT/nisina (0,5%, 2% e 5% de
nisina): (a) incubacdo em meio liquido em solucdo salina, (b) incubagdo em meio
liguido em solucdo de PDB, (c) incubacdo em meio liquido em solucdo de PDA, (d)
incubacdo em meio sélido com &gar e (€) incubacdo em meio sélido em PDA.

Os aspectos dos filmes apds a degradacdo em meio liquido e solido durante o
periodo de 30 dias, estdo apresentados na Figura 55. Com os filmes ainda nos sistemas
de incubacdo (Fig. 54), foi possivel perceber que o fungo A. niger ficou parcialmente
aderido sobre os filmes, e houve alteragdo na coloragdo das bordas dos filmes vistos no
fundo das placas com PDA (Fig. 54e). Os filmes incubados em solucéo salina (Fig. 55a)
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apresentaram leve variacdo na coloracdo, antes esbranquicada e apo6s 30 dias
apresentaram coloracdo mais rosada e a presenca de esporos visiveis. No entanto, foi o
meio menos agressivo para os filmes de PBAT. Em PDB (Fig. 55b) foi possivel
perceber uma grande alteracdo na coloracéo dos filmes, filme de PBAT puro apresentou
coloracdo mais amarelada, enquanto o filme com 5% de nisina apresentou coloragédo
bem avermelhada. Em agar (Fig. 55c) os filmes apresentaram indicios de alteragdo na
coloragdo, as bordas ficaram mais avermelhadas. Filmes com 5% de nisina
apresentaram aspecto mais opaco e ressecado. E, quando os filmes foram incubados em
PDA (Fig. 55d), foi possivel observar que a degradacdo foi mais intensa, uma vez que
os filmes apresentaram maior alteracdo na coloracdo, efeito observado para todas as

amostras e além disso, os filmes apresentaram-se mais ressecados, frageis e opacos.

Figura 55. Filmes de PBAT puro e PBAT/nisina (0,5%, 2% e 5% de nisina) ap6s 30
dias de degradacdo: (a) Solugdo salina, (b) solugdo PDB, (c) agar e (d) PDA.
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A superficie dos filmes de PBAT puro e PBAT/nisina submetidos a degradacao
durante o periodo de 30 dias em diferentes meios (liquido e sélido, e em diferentes
culturas, salina, PDB, agar e PDA) foram analisadas por MEV. As imagens de
microscopia eletronica de varredura confirmaram que os meios utilizados para
degradacdo dos filmes de PBAT foram capazes de causar, a0 menos, alguma
degradacéo nos filmes (Fig.56-59).

Os fungos formaram aglomerados de biomassa relativamente espessas na
superficie dos filmes, mais evidentes em filmes degradados em solucdo salina
(Fig. 56b,d) e em PDB (Fig. 57a-c). Em alguns filmes, houve degradacao visivel com
formacao de orificios, este efeito pode ser observado apds degradacdo em solugdo salina
(Fig.56c) e em PDA (Fig. 59c), j& em agar foi possivel observar a formagdo de
cavidades (Fig. 58c,d).
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Figura 56. Imagens de microscopia eletronica de varredura para os filmes de PBAT
apos degradacao em solucéo salina por 30 dias: (a) PBAT puro, (b) 0,5%, (c) 2% e (d)

5% de nisina.
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Figura 57. Imagens de microscopia eletronica de varredura para os filmes de PBAT
apos degradacdo em PDB por 30 dias: (a) PBAT puro, (b) 0,5%, (c) 2% e (d) 5% de
nisina.

Apbs 30 dias de incubacdo, o crescimento do fungo foi claramente visivel em
filmes de PBAT/nisina com 0,5%, 2% e 5%. O crescimento da col6nia do fungo foi
maior & medida que a concentracdo de nisina aumentou na matriz do PBAT (Fig.
59b,d). As particulas de nisina presentes nas superficies dos filmes de PBAT facilitaram
a adesdo do fungo (Fig. 56d, Fig. 57c, Fig. 59d), apontadas pelas setas. Isto enfraquece
a matriz do polimero e aumenta a propor¢do da area de contato, hidrofilicidade e a
permeabilidade do filme. Sunilkumar et al.**° reportaram o mesmo efeito para os filmes
de polietileno de baixa densidade e quitosana, observaram que a medida que aumentou a
concentracdo de quitosana no matriz de LDPE, o ataque do fungo A. niger foi bem
mais evidente.

A presenca de esporos em proporc¢des bastante significativas pode ser observada
na superficie dos filmes, tanto do polimero puro, quanto nos filmes de PBAT/nisina.

Este comportamento foi mais evidente quando os filmes foram incubados em PDA por
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30 dias (Fig. 59), no entanto, também foi visivel a presenca de esporos em filmes
incubados em PDB (Fig. 57) e &gar (Fig. 58).

Filmes de PBAT/nisina incubados em solucdo salina (Fig. 56b-d) apresentaram
alguns esporos na sua superficie, porém em quantidade inferior. No filme de PBAT
puro este comportamento ndo foi observado. Geralmente, a deterioracdo dos polimeros
resulta na reducdo da transparéncia e/ou brilho da amostra, alteracdo na coloragéo e a

presenca de esporos de fungos e hifas®**.

1.1 investigaram a biodegradacdo de Ecoflex® exposto & diferentes

Tan et a
fungos, entre eles, o Aspergillus niger e também observaram visiveis zonas de
degradacdo e a formacdo de espessa biomassa na superficie dos filmes. Os autores
sugerem que poliésteres alifaticos-aromaticos tais como o Ecoflex® podem degradar no

ambiente e em condi¢bes moderadas.

gy ¢ x1,.108
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Figura 58. Imagens de microscopia eletronica de varredura para os filmes de PBAT
apos degradacdo em agar por 30 dias: (a) PBAT puro, (b) 0,5%, (c) 2% e (d) 5% de

nisina.
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Corti et al.”®* investigaram a biodegradacéo por fungos em filmes de polietileno
contendo aditivos e verificaram um grande crescimento de fungos e micélio sobre a
superficie do filme envelhecido indicando uma atividade metabolica fungica bastante
robusta. O crescimento de micélio na superficie do filme mostrou fissuras
desenvolvidas proximas ao micélio. Este comportamento também foi observado neste
estudo, onde fissuras puderam ser identificadas proximas ao micélio (Figura 58c-d)
apontadas pelas setas. Além disso, ficou evidenciado que a superficie dos filmes foi
intensamente colonizada por fungos, confirmado por MEV (Fig. 56-59), e esse aumento
da presenca de fungos na superficie foi acompanhada pela reducdo na massa molecular

dos filmes (Tabela 15). Fornecendo uma forte evidéncia de bioacumulacgdo fungica nas

regies amorfas dos filmes degradados®®°.

Figura 59. Imagens de microscopia eletrdnica de varredura para os filmes de PBAT
apos degradacdo em PDA por 30 dias: (a) PBAT puro, (b) 0,5%, (c) 2% e (d) 5% de

nisina.

A anélise de cromatografia de permeagdo em gel (GPC) é uma técnica que tem

sido amplamente utilizada para determinar a distribuicio de massa molecular de
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materiais poliméricos, logo, ¢ uma medida para determinar a natureza de quaisquer
subprodutos esperados em qualquer forma polimérica ou oligdmero*’®. Como os filmes
de PBAT foram degradados, espera-se que a distribuicdo de massa molecular dos filmes
tenha alterado em funcdo da formacédo de subprodutos de menor massa molecular. A
Tabela 15 apresenta os resultados das amostras de PBAT degradadas durante 30 dias em
diferentes meios, e como esperado, houve reducdo na massa molecular de todos os
filmes. As amostras que indicaram visiveis sinais de degradacdo (Figuras 55-59)
apresentaram reducdo na massa molar ap6s o periodo de degradacgdo. Tanto o filme de
PBAT puro como os filmes de PBAT/nisina degradaram de maneira mais acelerada em
agar e PDA (Tabela 15). No entanto, também foi possivel identificar que a degradacédo

ocorreu em solucgéo salina e PDB, mas de maneira menos intensa.

Tabela 15. Resultados da massa molecular dos filmes de PBAT puro e dos filmes de

PBAT/nisina apos a degradacédo por 30 dias.

-1
Amostra M (g mol™) _
Padréo Salina PDB Agar PDA
(100/0) 40.625 40.622  40.610 39.755 39.054
(99,5/0,5) 47.373 47.372 47.370 46.743 41.275
(98/2) 70.735 68.932 67.009 65.402 60.358
(95/5) 74.098 74.040 70.068 63.296 62.108

Os espectros de FTIR dos filmes de PBAT/nisina com 5% de concentragdo de
nisina incubados em solucédo salina, PDB, PDA e agar durante 30 dias para verificar o
comportamento de degradacdo destes filmes, ndo apresentaram mudangas quimicas
estruturais, quando comparados com o espectro do filme antes da degradacdo (Fig. 60).
O que sugere que a degradacdo pode estar ocorrendo superficialmente, e ainda néo

afetou a estrutura quimica do polimero.
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Figura 60. Espectros de FTIR dos filmes de PBAT/nisina (95/5) apds degradacdo em
diferentes meios durante o periodo de 30 dias.

A cor dos filmes, quando destinados a embalagens de alimentos é uma
caracteristica muito importante, pelo fato de que os consumidores sdo atraidos pela
aparéncia externa do produto embalado, tanto no momento da compra como no
momento da ingestd0?*®. A cor do filme e/ou da embalagem pode influenciar o
consumidor na aceitabilidade do produto®’. A Tabela 16 apresenta os valores da
variacdo de cor obtidos através das medidas nos filmes de PBAT puro e PBAT/nisina
ap6s a degradagdo em meio sélido (Agar e PDA) e em meio liquido (salina e PDB). A
Figura 61 apresenta 0 espectro da variacdo de cor para os filmes de PBAT puro e
PBAT/nisina antes da degradacdo. As coordenadas representam: L* (luminosidade na
escala a partir de 0 para preto a 100 para branco), sendo, (branco/preto e/ou mais
opaco/menos opaco), a* (razéo entre o verde e vermelho) e b* (razéo entre amarelo e
azul). A Figura 62 apresenta o espectro da variacdo de cor para o PBAT puro e os filmes
de PBAT/nisina ap0s a degradacao.

Foi possivel observar que a adicdo da nisina aos filmes alterou um pouco os
parametros de cor nos filmes: os filmes de PBAT puro e PBAT/nisina com 0,5 e 2% de
nisina apareceram todos quase sobrepostos no espectro de variagdo de cor (Fig. 61) na
escala L*, a qual indica a coloragcdo mais escura ou clara do material, ja o filme com 5%

de nisina apareceu um pouco mais abaixo na escala L* indicando uma coloragdo um
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pouco mais escura. Os valores dos parametros a* e L* diminuiram com a adi¢do da
nisina na matriz do polimero (0,36 a 0,16) e (92,52 a 91,25) respectivamente, para 0
filme de PBAT e PBAT/nisina até 5% de concentracdo de nisina, ja o parametro b*
aumentou os valores com a adicdo da nisina (Tabela 16), indicando que as amostras
apresentaram uma coloracdo um pouco mais amarelada. Mas esta diferenca ndo foi
muito significativa.

Os filmes ficaram mais opacos apds o periodo de degradacdo, as amostras
incubadas em PDA e PDB apresentaram menor valor de L*. Filmes contendo 2% e 5%
de nisina na sua composicdo, apresentaram valores reduzidos para o parametro L*
apresentando 55,19 e 39,94, respectivamente (Tabela 16).

As andlises visuais (Fig. 55), MEV (Fig. 56-59) e GPC (Tabela 15) realizadas
nos filmes apds a degradacdo mostraram que as amostras dos filmes, tanto do PBAT
puro como PBAT/nisina apresentaram maior degradacdo apds incubacdo em PDA e
PDB, apresentando evidente variacdo de coloracdo. Os filmes incubados em PDA
mudaram a coloracdo e tornaram-se avermelhados. J& os filmes incubados em PDB

alteraram a coloracdo para um tom mais escuro, variando do amarelo para 0 marrom.
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Figura 61. Espectros da variacdo de cor relacionados aos parametros L*, a*, b* para o

filme de PBAT puro e PBAT/nisina até 5% de concentracéo, antes da degradacao.
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Isto pode ser confirmado através do colorimetro Guide, os filmes incubados em
PDA apresentaram valores elevados para o parametro a*, variando de 29,93 a 31,00
para 0 PBAT puro e PBAT/nisina 5%, respectivamente (Tabela 16). Quando sdo
observados maiores valores para +a*, mais avermelhadas sdo as amostras. Para as
amostras incubadas em PDB foram observados maiores valores para o parametro b*,
indicando maior amarelecimento das amostras. PBAT puro apresentou valor de b* de
47,28 e 39,90 para o filme com 0,5% de nisina, e os filmes com 2 e 5% de nisina
apresentaram valores de b* de 38,28 e 37,27, respectivamente. Neste caso, foram
observados maiores valores de b* para o PBAT puro e o filme com 0,5% de nisina,
porque estes filmes apresentaram coloragdo mais amarelada e as outras duas amostras,
coloragdo bem mais avermelhada. Filmes incubados em &gar e salina apresentaram a
menor variacdo de coloracdo, apresentando resultados bem menores para 0s parametros

a* e b*, indicando a menor degradacéo.

Tabela 16. Pardmetros da variacdo de cor para o filme de PBAT puro e PBAT/nisina
ap6s degradacio em meio sélido (Agar e PDA) e em meio liquido (salina e PDB), apds

45 dias de incubacéo.

Amostras L* a* b*

(100/0) 92,52 0,36 -3,10
(99,5/0,5) 92,60 0,32 2,77
(98/2) 92,19 0,20 -1,55
(95/5) 91,25 0,16 -0,49
(100/0) Agar 87,89 1,25 5,72
(99,5/0,5) Agar 87,48 0,98 6,32
(98/2) Agar 87,42 1,52 7,05
(95/5) Agar 83,07 2,56 15,20
(100/0) PDA 61,32 29,93 36,89
(99,5/0,5) PDA 60,55 28,06 38,24
(98/2) PDA 66,52 20,20 31,14
(95/5) PDA 55,19 31,00 35,44
(100/0) PDB 53,18 11,82 47,28
(99,5/0,5) PDB 52,29 19,37 39,90
(98/2) PDB 53,90 27,53 38,28
(95/5) PDB 39,94 25,97 37,37
(100/0) Salina 86,09 3,44 6,93
(99,5/0,5) Salina 86,59 3,01 6,36
(98/2) Salina 82,98 5,53 10,00
(95/5) Salina 80,70 5,37 13,18
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O aumento de coloracdo tijolo/marrom ou marrom-amarelado pode ser associada
a atividade de fenol oxidases produzidas pelos fungos que oxidam polifendis em
presenca de oxigénio. As quinonas formadas podem condensar, inclusive com proteinas,
formando pigmentos complexos tipo melanina.

O espectro da variacdo de cor para os filmes degradados, incubados em
diferentes meios (Figura 62), evidencia claramente que os filmes incubados em PDA
apresentaram a maior varia¢do de coloracdo, uma vez que este efeito esta associado a
degradacdo dos materiais, indicando o maior indicio de degradacdo. Os filmes
apresentaram espectro mais proximos na regido do vermelho a*. Ja os filmes incubados
em PDB apresentaram coloracdo mais amarelada e apresentaram-se distribuidos no
espectro da variacdo de cor mais préximos da regido do amarelo. Foi possivel verificar
que o filme de PBAT/nisina com 5% de nisina incubado em PDB apresentou a maior
variacdo de coloracdo e/ou também foi 0 mais opaco ap6s o periodo de degradacdo, uma
vez que apareceu muito proximo de zero na escala L* que indica (luminosidade na
escala a partir de O para preto a 100 para branco), sendo, (branco/preto e/ou mais
opaco/menos opaco). Os filmes com 2 e 0,5% de nisina, bem como o PBAT puro
incubados em PDB também surgiram proximo de zero na escala L*. Em adicdo, os
filmes incubados em PDA também apareceram na regido mais escura da escala L*,
indicando que apresentaram uma coloragdo bem intensa e escura quando comparados
com as outras amostras.

Sivarooban et al.?*” também investigaram a variacdo de coloragdo nos filmes
contendo nisina, e verificaram que a adicdo da nisina (10,0001U/g) n&o teve influéncia
significativa nas propriedades de cor. Por outro lado, Ollé Resa et al.*® observou que a
adicdo da nisina aos filmes aumentou os parametros b* e o Yellow Index (Y1) e o L*
diminuiu. Este fenémeno ocorreu em maiores propor¢des pela adicdo de uma maior
quantidade de nisina &s amostras. Pattanayaiying et al.”*® também verificaram reducéo
no parametro L* e alteracfes nos parametros a* e b* e atribuiram a presenca da nisina
nos filmes. Este efeito de diminuicdo do L* com a adi¢do da nisina na matriz do
polimero também foi observado neste estudo, e pode estar relacionado a opacidade do
material. Um comportamento similar em relacdo & opacidade foi observado por Duran
et al.”*® que investigaram propriedades de cor nas embalagens ativas e antimicrobianas

contendo nisina.
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Figura 62. Espectros da variacdo de cor relacionados aos parametros L*, a*, b* para o
filme de PBAT puro e PBAT/nisina ap6s degradacéo em diferentes meios: sélido (Agar

e PDA) e em meio liquido (salina e PDB).

5.4 CARACTERIZACAO DOS FILMES DE PBAT E PBAT/NISINA OBTIDOS
PELA TECNICA DE ELETROFIACAO

As propriedades da solucdo polimérica tem um significado muito importante no
processo de eletrofiacdo. Os parametros da solucdo, tais como, pH, viscosidade e
condutividade influenciam diretamente na morfologia e na geometria das nanofibras®*.
Os valores destas propriedades para as solucbes poliméricas preparadas neste trabalho
estdo apresentadas na Tabela 17.

Geralmente a viscosidade da solucdo estd relacionada com a extensdo do
emaranhamento das cadeias das moléculas do polimero. Quando a viscosidade da
solucdo é muito baixa, pode ocorrer electrospraying e particulas de polimero séo

130

formadas ao inves de fibras™". A viscosidade das soluc¢des variou de 2015 cP para 1227

cP, para o PBAT puro e PBAT/nisina 5%, respectivamente. A solucdo de PBAT puro
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apresentou a maior viscosidade, no entanto, esta propriedade diminuiu nas amostras
com maiores concentragdes de nisina.

Por outro lado, foi observada uma condutividade de 21,0 uS para a solucéo de
PBAT puro, passando para 77,6 US para a solu¢cdo com 1% de nisina e para a solucao
com 5% de nisina a condutividade foi de 136,5 uS. Este efeito pode estar relacionado ao
fato de que a adigdo de &cidos, bases ou sais a solucdo faz com que a condutividade
elétrica aumente, resultando em uma maior mobilidade dos fons em solugdo’®. E
quando um campo elétrico externo € aplicado, estas cargas se orientam permitindo que a
gota sofra um maior alongamento, resultando em segmentos menos espessos e numa

diminuicdo no didmetro das fibras''* 1+ 24,

Tabela 17. Caracterizacao das solugdes poliméricas.

Amostra pH Viscosidade Condutividade
(cP) (1S)
(100/0) 7,0 2015 21,0
(99,75/0,25) 7,0 1810 48,5
(99,5/0,5) 7,0 1851 58,4
(99/1) 7,0 1581 77,6
(98/2) 7,0 1442 89,5
(97/3) 7,0 1335 118,2
(95/5) 7,0 1227 136,5

A medida que aumentou a concentracdo de nisina na solugdo, a viscosidade
destas solugdes diminuiu e o efeito contrario ocorreu para a condutividade, que
aumentou nas solugdes mais concentradas. Pode-se sugerir que, nas solugdes com a
maior concentracdo de nisina (que é um peptideo, com presenca de sais na sua
formulacdo), esta pode ter aumentado a condutividade elétrica da solu¢do quando
dissolvida no solvente, resultando numa maior mobilidade dos ions em solucdo e
reduzindo o diametro da nanofibra (Fig. 64f e 64g). Isto pode ter ocorrido
provavelmente porque a maioria das drogas e proteinas formam ions quando dissolvidas
em solventes especificos'®.

O espectro de FTIR das nanofibras de PBAT puro e as seis composi¢des de
PBAT/nisina estdo apresentados na Figura 63. As nanofibras de PBAT/nisina exibiram
bandas caracteristicas de espectro do PBAT puro, apresentando uma banda aguda em
726 cm™, que esté associada com as vibracdes dos grupos metileno adjacentes (-CH,) da

estrutura principal do polimero. Uma banda na regido de 1268 cm™ atribuida ao
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estiramento dos grupos C-O da ligacdo éster. A mais intensa de todas as bandas
apareceu na regido de 1710 ou 1714 cm™ e est4 associada aos grupos carbonila (C=0)
na ligac&o éster.

Uma banda na regido de 3000 cm™ que corresponde ao estiramento C-H das
porcdes aromaticas e alifaticas também foi observada. Espectros similares de FTIR
foram observados ap6s a incorporacdo da nisina (2,5 a 50 mg g™*) & matriz do polimero,
indicando a auséncia de alteragdes quimicas na estrutura do PBAT ou interacGes
quimicas com a nisina. O espectro de FTIR do solvente utilizado no preparo das
solucdes de electrospinning esta apresentado em anexo (Anexo 8, Fig. 86).

Comparativamente, os resultados de FTIR para o filme do polimero puro e para
os filmes de PBAT/nisina obtidos pela técnica de extruséo (Fig. 28) e os filmes obtidos
por eletrofiacdo (Fig. 63) estdo muito semelhantes. Observou-se que nem a adic¢do da
nisina a matriz do polimero e nem as diferentes técnicas utilizadas para a obtencdo dos

filmes, causaram qualquer alteracdo quimica na estrutura do polimero.
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Figura 63. Espectros de FTIR para as nanofibras de PBAT puro e nanofibras de
PBAT/nisina.

A morfologia das nanofibras do PBAT puro e PBAT/nisina e as suas respectivas
distribuicdes de frequéncia em funcdo do didmetro da nanofibra estdo apresentadas na

Figura 64. Em geral, fibras aleatorias com auséncia de beads foram obtidas pelo
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processo de eletrofiacdo. O didmetro da fibra desempenha um papel muito importante

nas propriedades finais da rede eletrofiada'®®

, por exemplo, nanofibras poliméricas com
100 nm de diametro tem uma &rea superficial de aproximadamente 1000 m? g™.
Aumentando a area superficial do filme algumas propriedades podem ser melhoradas,
tais como a eficiéncia da liberagdo do aditivo, e esta aplicagdo € vista, por exemplo,
guando aditivos alimentares sdo liberados a partir dos filmes das embalagens®*.

A imagem de microscopia eletronica de varredura das nanofibras do PBAT puro
(Fig. 64a) apresentou uma distribuicdo bem organizada e diametro médio de 822 nm *
504 nm. Quando a nisina foi adicionada na solucdo a uma concentracéo de 2,5 mg g
(Fig. 64b) o didmetro medio das nanofibras foi de 827 nm + 634 nm, ndo alterando
significativamente quando comparada com o polimero puro. No entanto, fibras com 10
mg g de nisina (Fig. 64d) tornaram-se mais irregulares com um didmetro médio de 518
nm £ 417 nm. Este efeito pode estar relacionado com a instabilidade do jato ejetado

durante o electrospinning®*®+

, uma vez que jatos maltiplos podem contribuir para uma
distribuicdo heterogénea de tamanho, além de afetar a morfologia das fibras
poliméricas. Jatos multiplos podem resultar a partir de um aumento na concentracdo de
nisina na solucdo do polimero, ou podem ser influenciados pelos parametros do
ambiente, no momento do preparo e obtencdo das nanofibras, tais como umidade e
temperatura, 0s quais também desempenham um papel importante na determinacdo da
morfologia das nanofibras eletrofiadas'®® *#'.

A morfologia das nanofibras variou com quantidades maiores de nisina, 30 e 50
mg g™ de nisina (Fig. 64f-g), respectivamente. Estas fibras foram menos aleatorias, lisas
e uniformes, com didmetro médio de 979 + 224 nm e 969 + 304 nm, respectivamente.
Isto sugere que a incorporacdo da nisina, um peptideo catidnico, altera a forca iénica da
solucéo e além disso, a viscosidade e a condutividade (Tabela 17), podem também ter
sido responsaveis por estas alteracoes.

Os parametros da solucéo, tais como a viscosidade e condutividade elétrica
influenciam diretamente na morfologia e na geometria da nanofibra. Para obter
nanofibras menos aleatérias, ou seja, mais regulares e/ou organizadas, € necessario ter
um grau de emaranhamento entre as cadeias do polimero na solucéo, o que corresponde
a um valor de concentragcdo minimo (viscosidade). Aumentando a viscosidade e
mantendo 0s outros parametros do processo fixos, existe uma tendéncia de aumento no

2

diametro da fibra™® *?*, No que diz respeito & condutividade, a literatura®? reporta

reducdo no didmetro da fibra com o aumento da condutividade, e a adicdo de sais
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aumenta a densidade de carga no jato ejetado. Forcas de alongamento mais fortes sdo
impostas sobre as nanofibras, devido a autorepulsdo das cargas em excesso sob o campo

elétrico, resultando em fibras eletrofiadas com formas substancialmente retas e diametro

menor®*,
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Figura 64. Imagens de microscopia eletronica de varredura para as nanofibras de PBAT
puro e PBAT/nisina e as respectivas distribuicdes de frequéncia em funcéo do didmetro
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das nanofibras: (a) PBAT puro, (b) 2,5 mg g, (c) 50 mg g?, (d) 100 mg g™, (€) 20 mg g°
L H30mggte(g)50mgg™.

Verificou-se que a bacteriocina apresentou boa dispersdo ao longo da fibra, com
pequenas particulas uniformemente distribuidas (Fig. 64d-g), apontadas pelas setas.
Além disso, uma maior quantidade de nisina possivelmente provocou a interagéo nisina-
nisina (Fig. 64f-g) e o resultado foram agregados depositados sobre a nanofibra e
também entre elas, estas particulas podem ser oriundas da formulacdo da nisina,
sugere-se que podem estar associados aos cristais de NaCl. Outros autores'®
desenvolveram nanofibras de pleurocidin/poli(alcool vinilico) e também observaram
uma ligeira redugéo no didmetro da fibra com a adigdo do agente antimicrobiano. Os
autores relataram que este fendmeno é provavelmente devido ao aumento da
condutividade da solucéo, que pode levar a reducédo do diametro da fibra.

As propriedades térmicas das nanofibras de PBAT puro e das nanofibras de
PBAT/nisina foram analisadas por TGA para investigar o comportamento destas
amostras durante o aquecimento e analisar se a adi¢cdo da nisina tem algum efeito na
estabilidade térmica das nanofibras, os resultados da degradacdo térmica estdo
apresentadas na Figura 65. As temperaturas de decomposicao caracteristicas Tigo € Tso%
estdo apresentadas na Tabela 18. Um importante parametro € a temperatura de
decomposicdo inicial, que exibe a perda de massa inicial (10%) em temperatura de
degradacdo Tgge. Outras duas medidas relacionadas a estabilidade térmica séo a taxa de
degradacdo maxima, temperatura Tso, Onde ocorre a principal perda de massa (em torno
de 50%), ocorre devido a degradacdo no intervalo de 320 a 350°C, e a fracdo de
residuos nédo volateis em 600°C.

As nanofibras de PBAT puro apresentaram degradacdo a partir de 310°C até
470°C, apresentando aproximadamente 90% de perda de massa. O PBAT apresenta
maior estabilidade que outros polimeros biodegradaveis devido a presenga do anel

aromético na sua estrutura'® %’

. As nanofibras de PBAT/nisina apresentaram
temperaturas de degradagdo muito semelhantes para todas as amostras. A amostra com a
maior concentracdo de nisina 50 mg g™ apresentou temperatura de decomposicdo a

partir de 309°C.
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Figura 65. Termogramas de TGA para as nanofibras de PBAT puro e PBAT/nisina.

Os resultados mostraram que a temperatura de decomposi¢do maxima do PBAT,
obtida através das curvas de DTG (Anexo 9, Fig. 87), foi de 417°C. A degradacgdo do
PBAT ocorre através da quebra e/ou separacdo dos grupos éster e cisdo da cadeia

principal das ligacées (C-O) e (C-C) da estrutura do polimero®*

. A adicdo da nisina ndo
afetou a estabilidade térmica das nanofibras de PBAT/nisina, e a perda de massa em
50% (Ts0%) OCOrreu na mesma temperatura, independente da composi¢do da nanofibra
(415°C) (Tabela 18). As nanofibras de PBAT/nisina apresentaram boa estabilidade
térmica até 300°C, e os resultados corroboram com a literatura®*® 2*°. Em temperaturas
acima de 600°C, apenas a fracdo inorganica pode ser observada como uma massa
residual. O valor de massa residual variou de 2,73%, para 0 material puro, a 6,17% para
0 material com maior concentracdo de carga, 0 que indica um aumento de residuo
inorganico nestas amostras. A estabilidade térmica destas amostras apresentou um
comportamento muito similar com a dos filmes obtidos por extrusdo (Tabela 5), os
quais também ndo apresentaram alteracfes significativas entre as diferentes

concentragOes de aditivo nas temperaturas de degradacao.
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Tabela 18. Resultados de TGA e DSC para as nanofibras de PBAT puro e
PBAT/nisina.

Amostras T (°C)  Ts0%(°C)  T4(°C) Tw(°C) T.(°C) X.(%) Residuo

PBAT puro 388 415 -26,0 124,0 62,1 8,5 2,73
2,5 386 415 -25,5 125,5 79,3 75 3,31
5,0 386 416 -25,1 126,3 82,1 7.6 3,58
10 385 416 24,7 126,4 80,8 7.2 3,74
20 385 415 -24.5 125,5 80,9 7,7 3,88
30 385 415 24,7 125,3 80,3 7.4 5,33
50 386 415 -25,1 125,4 78,9 7.1 6,17

O efeito da adicdo da nisina na matriz do PBAT e o comportamento de
cristalizacdo das nanofibras de PBAT/nisina foram investigados por DSC. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 18 e as curvas tipicas de DSC estdo apresentadas na
Figura 66. A adicdo da nisina as solucbes de PBAT resultou em uma diferenca nos
picos de cristalizacdo das nanofibras de PBAT/nisina (Fig. 66a). As nanofibras de
PBAT puro apresentaram temperatura de cristalizacdo (T.) de 62,1°C, enquanto as
nanofibras de PBAT/nisina apresentaram temperaturas de cristalizacdo em torno de
80,0°C. As curvas do 1° ciclo de aquecimento estdo apresentadas em anexo (Anexo 10,
Figura 88) bem como os resultados dos picos de fuséo e o percentual de cristalinidade
(Anexo 11, Tabela 24).

Esta diferenca no pico de cristalizacdo também foi observado em biocompdsitos
de grafite a base de PBAT>®. Os autores sugerem que a presenca das nanofolhas de
grafite provocaram sitios adicionais de nucleacdo na superficie, promovendo a
cristalizacdo da matriz de PBAT. Resultados similares foram observados quando argilas
foram utilizadas como cargas e/ou enchimento na matriz de PBAT®> 8 Outros
autores®® estudaram blendas de PLA/PBAT e relataram que a adi¢cdo de PBAT & matriz
de PLA resultou em um pico de cristalizacdo menos intenso e mais largo (em torno de
110°C), que apareceu em temperaturas menores. O PBAT é um polimero com uma
estrutura semicristalina® que geralmente cristaliza acima da temperatura de transicdo
vitrea, uma vez que abaixo da temperatura de transi¢do vitrea ndo h& mobilidade
molecular suficiente para ocorrer a interacdo das cadeias do polimero®.

A temperatura de transicdo vitrea (Ty) das nanofibras de PBAT permaneceu
inalterada apos a adi¢éo da nisina. O PBAT puro apresentou Tq em -26°C, e os valores
para as nanofibras de PBAT/nisina permaneceu entre -25,5°C e -25,1°C. A temperatura
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de fusdo (T,) do PBAT puro foi de 124°C (Figura 66b), e este valor permaneceu

constante para todas as formulagtes das nanofibras (Tabela 18). Resultados semelhantes

foram encontrados por Shi et al.** que reportaram temperatura de fuséo para o PBAT de

121°C.

Fluxo de Calor (mw)

Fluxo de Calor (mW)

1.2

1.0 1

o
oo
1

o
o
1

0.4

0.2 4

1 Nanofibras PBAT/nisina

—— PBAT puro
—— 2,5Nis
—— 5,0 Nis
—— 10 Nis
——— 20 Nis

(@)

30 Nis
50 Nis

1° Ciclo resfriamento

T T T T T T T T T
0 40 80 120 160
Temperatura (°C)

-1.0

2° Aquecimento

Nanofibras PBAT/nisina (b)
——— PBAT puro
—— 2,5 Nis
— 5,0 Nis
—— 10 Nis
—— 20 Nis
30 Nis
50 Nis

=

T
-40

T T T T
0 40 80 120 160
Temperatura (°C)

Figura 66. Termogramas de DSC para as nanofibras de PBAT puro e para as nanofibras

de PBAT/nisina: (a) ciclo do 1° resfriamento e (b) ciclo do 2° aguecimento.
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O percentual de cristalinidade (X.) para as nanofibras de PBAT puro foi de
8,5%, enquanto que as nanofibras com 50 mg g™ de nisina apresentaram X. de 7,1%
(Tabela 18). O percentual de cristalinidade também variou nas filmes extrudados de
PBT/nisina (Tabela 5), para o PBAT puro foi de 10,7% e para o filme de PBAT/nisina
com 3% de nisina foi de 7,9%. A presenca de alguns aditivos, tais como
antimicrobianos, podem reduzir o espago disponivel para o crescimento do cristal,
reduzindo assim a cristalinidade™®. Em outras palavras, a nisina possivelmente impediu
a difusdo das cadeias do PBAT e contribuiu para as mudancas na cristalinidade do
polimero. Um outro fator que deve ser levado em consideracdo é a voltagem aplicada
para a obtengdo das nanofibras, uma vez que a cristalinidade pode diminuir a medida
que a tensdo aumenta. Como a distancia entre a agulha e o coletor é curta, as cadeias
poliméricas ndo tem tempo suficiente para se organizar, reduzindo a cristalinidade. O
efeito do processo de eletrofiacdo na estrutura da nanofibra tem sido reportado em
estudos anteriores®®!, e esse fendmeno estd provavelmente relacionado com as
modificagdes estruturais que resultam a partir da alta voltagem utilizada durante o
processo de eletrofiacdo. A cristalinidade da nanofibra é também afetada pelo campo
eletrostatico e o tempo de cristalizacdo durante o percurso do jato™* *%.

As propriedades de cristalinidade de nanofibras eletrofiadas pode ser um
parametro de grande importancia que definem as suas aplicacdes comerciais™* %2, Para
investigar a estrutura cristalina das nanofibras de PBAT puro e PBAT/nisina, as
amostras foram analisadas por DRX e os difratogramas estdo apresentados na Figura 67.
O PBAT apresentou picos de difracdo caracteristicos da estrutura do cristal em 17,6° e
23° em angulos 26. Estes picos caracteristicos do PBAT puro foram também
identificados para as nanofibras de PBAT/nisina nos mesmos valores em angulos 26.
Além disso, outro pico notavel foi observado em 31,7°, que pertence ao padrdo de
difracdo caracteristico do cloreto de sodio (NaCl), um componente presente na
formulacdo comercial da nisina*. Este pico comeca a ser visualizado nas amostras com
20 mg g™ de nisina e a intensidade deste pico de difracio aumenta com o aumento da
concentracéo de nisina nas formulagdes.

Os filmes de PBAT/nisina obtidos por extrusdo também apresentaram o pico de
difracdo em 31,7° (pertencente a nisina), no entanto, para estas amostras, este pico pode
ser visualizado a partir das amostras com 0,25% de nisina (Fig. 33). A intensidade

deste pico também aumentou a medida que maior concentracdo de nisina foi adicionada
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a matriz do polimero. Este padrdo de difracdo apresentado para a nisina esta de acordo
com a literatura, que reportou este pico caracteristico nos mesmos valores em angulos
20, em filmes de polipropileno/montmorilonita contendo nisina em concentragdes que
variaram de 1 a 5% de nisina®.

Foi possivel verificar que os filmes das nanofibras de PBAT/nisina (Fig. 67)
apresentaram diferenca na cristalinidade quando comparados com os filmes extrudados
(Fig. 33), isto pode estar relacionado com o tipo de processo utilizado para obtencdo dos
filmes. Quando se utiliza a técnica de extrusdo, a temperatura diminui mais lentamente e
faz com que as cadeias do polimero tenham mais tempo para se organizar, de forma
ordenada tendo mais tempo para cristalizar. Quando se utiliza a técnica de eletrofiacdo,
um campo elétrico é aplicado, e além disso, a distancia entre a agulha e o coletor é
pequena, o que faz com que o polimero ndo tenha tempo suficiente para completar a
cristalizacéo.

Deste modo, a diferenca na cristalinidade das nanofibras esta associada ao
processo de eletrofiagdo. E conforme mencionado anteriormente, o efeito da alta
voltagem ndo afeta somente a morfologia das nanofibras mas também afeta a
cristalinidade. A elevada carga elétrica que move o polimero durante o jato no
electrospinning provavelmente afeta a formagdo cristalina em comparagdo com
processos de eletrofiacdo utilizando tensdes minimas™. Aumentando a voltagem, a
aceleracdo da fibra aumenta e isto reduz o tempo durante o jato no electrospinning, visto
que a orientacdo das moléculas do polimero leva algum tempo e, com o tempo do jato
reduzido, estas nanofibras serdo depositadas antes das moléculas do polimero terem
tempo suficiente para se alinhar. Deste modo, dando tempo suficiente para o jato, a

cristalinidade da nanofibra pode melhorar com o aumento da voltagem**.
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Figura 67. Difratogramas de DRX para as nanofibras de PBAT puro e PBAT/nisina.

As propriedades quimicas da matriz da nanofibra podem ser avaliadas através da
medida da hidrofobicidade das diferentes formulagdes das nanofibras*?’, e além disso, a
natureza hidrofilica ou hidrofébica do substrato tem um impacto direto na forma de
como ele é utilizado®®. A molhabilidade da superficie que inclui as propriedades
hidrofilicas e hidrofdbicas, é considerado como um fator crucial para a determinacdo
das respostas biologicas, tais como adsorcdo das proteinas, adesdo/ativacdo de
plaquetas, adesdo bacteriana e células, e a adesdo ou liberacdo de aditivos
antimicrobianos®3. Ao considerar aplicacdes em embalagens, tais como embalagens de
alimentos, boas propriedades de molhabilidade sdo desejaveis no material. Por
conseguinte, o PBAT é um polimero adequado para este tipo de aplicacdo, visto que,
apresenta baixa permeabilidade ao vapor de 4gua®. Assim, a fim de avaliar os efeitos
das propriedades de superficie das nanofibras eletrofiadas, medidas de angulo de
contato da agua (WCA) foram realizadas, e a imagem da gota de agua na superficie das
nanofibras de PBAT puro pode ser visualizada na Figura 68.

A superficie de fibras que sdo mais ou menos hidrofébicas podem estar
atribuidas ao efeito combinado da morfologia nanoestrutural e enrugada, e as quais
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formam redes tridimensionais~”. Materiais hidrofilicos apresentam pequeno angulo de

contato (espalhamento de &gua em toda a superficie) enquanto materiais hidrofébicos
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apresentam um alto angulo de contato (contato minimo entre a gota de agua e a
superficie)'** %% 2> As nanofibras de PBAT puro apresentaram angulo de contato com
a gota de &gua de 131,9° + 2,2 indicando uma superficie hidrofébica. O presente
resultado, como apresentado na Figura 68, pode também corresponder
aproximadamente aos resultados experimentais encontrados na literatura®, no qual o
angulo de contato da &gua para o PBAT eletrofiado e os nanocompdsitos de PBAT
apresentaram valores de 113° e 137°, respectivamente. No entanto, neste estudo, ndo foi
possivel determinar o valor do angulo de contato da agua para as nanofibras de
PBAT/nisina. Nestas amostras, a gota de agua foi rapidamente absorvida pela
superficie. A formulacdo comercial da nisina tem um elevado percentual de sélidos de
leite, proteinas e NaCl. A presenca de NaCl higroscopico e dos outros componentes
presentes na formula¢do comercial da nisina podem contribuir para a rapida absorcao da
agua pela superficie PBAT/nisina, e assim, a rapida absorcao de agua na superficie das

nanofibras.

Figura 68. Fotografia da gota de agua na superficie das nanofibras de PBAT puro para
determinacdo do WCA.

Com o intuito de investigar a rapida absor¢do de agua na superficie das
nanofibras de PBAT/nisina, foram preparadas formulaces de PBAT e NaCl com 2 e
5% deste sal, uma vez que a formulacdo comercial da nisina contém um elevado
percentual de NaCl na sua formulacdo. Estas solugbes foram preparadas da mesma
forma que as demais solugOes de electrospinning (descritas no item 4.2.3.), e
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eletrofiadas conforme descrito no (item 4.2.4.) e a superficie das nanofibras de
PBAT/NaCl foram analisadas por WCA. No entanto, estas nanofibras apresentaram
superficie ainda mais hidrofilica, no momento em que a gota de dgua tocava a superficie
das nanofibras de PBAT contendo somente NaCl, a gota era imediatamente absorvida,
ndo tendo tempo suficiente para registrar a imagem, tampouco realizar a medida do
angulo de contato da agua. Desta forma, para justificar o que haviamos sugerido
anteriormente, as particulas de sal (presentes na formulacdo comercial da nisina), sdo
responsaveis pela rapida absorcdo de dgua das nanofibras.

A distribuicdo da nisina nas nanofibras de PBAT foi investigada utilizando
nisina marcada com sonda fluorescente em concentragdes de 50 e 100 mg g™. A técnica
de microscopia eletrénica confocal foi utilizada para avaliar a dispersdo da nisina ao
longo da nanofibra e também para confirmar que a nisina marcada com 2-(5’-
isotiocianato-2’-hidroxifenil)benzoxazol pode ser incorporada nas nanofibras de PBAT.
Os derivados de 2-(5’-isotiocianato-2’-hidroxifenil)benzoxazol sdo moléculas
fluorescentes particularmente interessantes que apresentam alto deslocamento Stokes e
apresentam grande estabilidade térmica e fotofisica devido a um mecanismo de
transferéncia protdnica intramolecular no estado excitado (ESIPT)?*® 2*’. E interessante
notar que, quando uma sonda fluorescente organica é ligada covalentemente com uma
biomolécula, a interacdo entre as duas moléculas aumenta significantemente o espectro
de emissdo fluorescente, bem como uma extrema sensibilidade em concentra¢fes muito
baixas de sonda organica (detectabilidade no intervalo de 10 a 10 *M)*".

A Figura 69 apresenta a imagem da nisina marcada ao longo das nanofibras de
PBAT e sdo apresentadas duas imagens para cada amostra. Deste modo, a imagem a
esquerda (Fig. 69c) apresenta a morfologia da nanofibra e a localizacdo da nisina, e a
imagem a direita (Fig. 69d) indica a localizacdo do sinal fluorescente (sinal azul) nas
imagens digitalizadas. Por outro lado, a (Fig. 69a) apresenta a morfologia das
nanofibras do PBAT puro e ilustra que as nanofibras de PBAT puro (sem nisina) nao
apresentam sinal de fluorescéncia (Fig. 69b). Em geral, nanofibras sem beads e/ou
ramificagOes puderam ser identificadas nestas amostras.

Os resultados de microscopia eletrénica confocal indicaram duas propriedades
importantes nas nanofibras de PBAT/nisina. Em primeiro lugar, o sinal de fluorescéncia
aparece ao longo da fibra individual, sugerindo que a nisina foi incorporada dentro da

nanofibra. E em segundo lugar, a nisina ficou dispersa ao longo da nanofibra
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eletrofiada, como pode ser visualizado na (Fig. 69c, €), e quanto maior a concentracdo

de nisina, mais particulas fluorescentes sdo visiveis ao longo da nanofibra (Fig. 69d, f).

Figura 69. Imagens de microscopia eletronica confocal das nanofibras de PBAT puro e
PBAT/nisina: (a, b) PBAT puro, (c, d) 50 mg g™ e (e, f) 100 mg g™ de nisina.
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%7 2% também investigaram a incorporagio da nisina utilizando

Estudos prévios
microscopia eletronica confocal e reportaram as propriedades de fluorescéncia de
polimeros conjugados e nanofibras de 6xido de polietileno, e afirmaram que a emisséo
de fluorescéncia e fortemente dependente do seu estado de agregacdo. A emissao em
cadeias poliméricas (tais como aquelas existentes em solugdes extremamente diluidas
e/ou nanoparticulas com dimensdes de alguns nandémetros) originam principalmente a
partir das transicdes opticas de estados excitados nos segmentos separados da cadeia
conjugada. Os comprimentos e as estruturas destes segmentos sdo determinados por
ambas as estruturas e/ou defeitos quimicos nas conformacBes de cada cadeia

individual®®.

A fim de analisar e quantificar a rugosidade da superficie, as nanofibras de
PBAT puro e PBAT/nisina foram medidas e os valores da rugosidade estdo
apresentados na Tabela 19. Os resultados da rugosidade da superficie das nanofibras
variou de 6,17 um a 17,70 pm, para o PBAT puro e PBAT/nisina 50 mg g™ de nisina,
respectivamente. A medida que a concentracdo de nisina aumentou, maiores foram os
valores da rugosidade para as nanofibras de PBAT/nisina. Este comportamento pode
também ser observado nos perfis de superficie nas imagens 3-D (Figura 70), a superficie
do PBAT puro (Fig. 70a) apresentou a menor rugosidade quando comparado com as
amostras contendo nisina (Fig. 70b-d). Nanofibras com 20 mg g* de nisina
apresentaram a rugosidade média mais elevada 26,04 um (Tabela 19), e a maior
rugosidade (Fig. 70b). Nanofibras compostas de PBAT puro apresentaram a menor
rugosidade (Tabela 19) e apresentaram o maior valor de angulo de contato da agua (Fig.
68). A adicdo da nisina alterou a rugosidade das nanofibras, visto que a presenca da
nisina inclui a presenca de sais nas amostras, e consequentemente neste sentido, alterou

a molhabilidade, tornando as nanofibras mais hidrofilicas.
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Figura 70. Imagens de perfilometria das superficies das nanofibras de PBAT puro e
PBAT/nisina: a) PBAT puro, b) 25 mg g*, ¢) 50 mg g*, d) 100 mg g™, e) 20 mg g™, f)
30mg g*eg)50mg g de nisina.

Para obter nanofibras lisas e homogéneas, as condi¢Ges ambientais do local de
trabalho devem ser cuidadosamente monitoradas. Outrossim, a solu¢do da amostra para
o electrospinning deve ser cuidadosamente monitorada também, visto que, a alteragéo
de algumas propriedades tais como a viscosidade, concentracdo, condutividade e tenséo
superficial podem ter um efeito direto nas propriedades finais da nanofibra** *2’. Um
estudo prévio™® relacionou a diferenca na rugosidade com a umidade e verificou que
quando a umidade foi menor, a nanofibra apresentou superficie lisa. Com o0 aumento da
umidade, a rugosidade e beads aumentaram na superficie. Quando a umidade ambiente
é superior a um certo valor, nanofibras eletrofiadas apresentaram estruturas secundarias.
A rugosidade das nanofibras esta diretamente relacionada a estes fatores, e em adicao,
pode variar na presenca de cargas na solucdo e pode também ser alterada dependendo da
porosidade da nanofibra.
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Tabela 19. Valores de rugosidade expressas como RMS (um) das nanofibras de PBAT
puro e PBAT/nisina.

Amostras RMS (um)

PBAT puro 6,17 +2
2,5 7,06 £0,3
50 7,98 +£0,3
10 23,737
20 26,04 + 17
30 11,69+ 4
50 17,70 £ 6

As caracteristicas viscoelasticas dos filmes das nanofibras foram investigadas
através de analise dindmico-mecanica (DMA). A dependéncia do mddulo de
armazenamento (E£°), modulo de perda (E’’) e tan 6 em funcdo da temperatura para as
nanofibras de PBAT puro e PBAT/nisina estdo apresentadas nas Figuras 71 e 72. Para
temperaturas abaixo da regido de transicao vitrea, a matriz do polimero esta no estado
vitreo e 0 mddulo de armazenamento diminui ligeiramente com o aumento da
temperatura. Este efeito foi observado para todas as amostras de PBAT/nisina, e foi
mais pronunciado para a amostra contendo 30 mg g™* de nisina (Fig. 71a). Esta diferenca
é provavelmente devido a dispersao da nisina na amostra, ou talvez, seja o resultado da
alta voltagem aplicada durante o processo de eletrofiagdo. Estes fatores afetaram a
estrutura do polimero e foram apresentados nas analises estruturais das nanofibras (Fig.
67). O fendbmeno de relaxagdo correspondente na Ty produziu uma reducdo no modulo
de armazenamento para todas as amostras. O modulo de armazenamento para as
nanofibras de PBAT puro comegou a diminuir em aproximadamente -25°C, que
corresponde a Ty do polimero confirmado por DSC (Tabela 18). O modulo de
armazenamento € menor para 0 PBAT puro devido a rapida transi¢cdo da fase amorfa do

polimero para o estado elastomérico e/ou borrachoso®®

. Acima da sua Tg, as amostras
de PBAT comecam a mudar a sua transi¢do de vitreo para borrachoso, perdendo sua
integridade mecanica e alterando a sua rigidez'®. A reducdo total no médulo de
armazenamento indica a maior mobilidade das cadeias poliméricas, que é atribuido a

degradacdo da cadeia®'?

. As nanofibras também apresentaram uma redu¢do no modulo
de perda (E’) (Fig. 71b). Este modulo (£’) esta associado a0 comportamento viscoso
do material, que deforma sob tensdo mas néo retorna ao seu estado inicial, e por esta

razdo, o material gasta energia que foi aplicada para esta tensdo. Pode ser sugerido que
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0 médulo de perda diminui em funcdo da dissipacédo de energia no sistema que pode ndo

ter ocorrido, reduzindo assim a componente viscosa do material.
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Figura 71. Efeito da adicdo da nisina nas solucdes de PBAT nas propriedades
dindmico-mecanicas das nanofibras de PBAT puro e PBAT/nisina: (a) mddulo de

armazenamento (£°) e (b) modulo de perda (£°’) em fungdo da temperatura.

Foi possivel detectar uma maior transicdo durante as analises de DMA (para
todas as nanofibras eletrofiadas). Esta transicdo pode ser observada nas curvas de tan 6
(Fig. 72), em -22°C (para o PBAT puro) ou no intervalo de -21°C a -24,5°C (para o
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PBAT contendo 2,5 a 50 mg g™, respectivamente), correspondendo a Ty destes
materiais. Esta transicdo € atribuida ao movimento das unidades do poli(butileno
adipato), de dominio alifatico flexivel. Estes valores corroboram com os valores de Ty
encontrados para os filmes extrudados (Fig. 38) e também com os valores observados
pelas andlises térmicas neste estudo (Tabela 18).

Para os filmes extrudados, foi possivel identificar ainda uma transi¢cdo de
segunda ordem (Fig. 37), que ocorreu na regido de 50°C ou 60°C nos filmes de PBAT.
Esta transicdo € associada ao movimento das unidades do poli(butileno tereftalato) de
dominio aromético rigido®*!. A mesma ndo foi observada durante o experimento de
DMA para as nanofibras de PBAT.

Li et al.*®

prepararam blendas de poliéster com nisina e verificaram que as
blendas de PBAT apresentaram uma transicdo larga em -18°C, estes autores afirmaram
que este efeito € devido ao diferente método adotado para obter as amostras, uma vez
que o PBAT é um poliéster amorfo aleatdrio. Os autores concluiram que os filmes das
blendas de PBAT revestidos com quitosana apresentaram pequenas mudangas nas
curvas de DMA, embora a transicdo vitrea pareceu diminuir em -21°C. Outros autores®®
observaram que o PBAT apresentou um maior pico em -155°C associado com E’.
Curiosamente, 0s autores também observaram um menor pico em 61°C associado com
uma ligeira diminuigéo no E".

Embora o PBAT vem sendo considerado um copoliéster alifatico aromatico
aleatdrio, este polimero apresenta duas regides de transi¢bes. E este comportamento é

251

confirmado pela literatura™". Além disso, o relaxamento devido a transicdo vitrea, que

apresenta o segundo fendmeno de relaxacdo, pode ser associado a0 movimento das
sequéncias do metileno na cadeia principal do poliéster®®:,

Em geral, a incorporagéo da nisina tende a reduzir os valores do £’ e 0 £’ para
as nanofibras de PBAT/nisina, por outro lado, as curvas de DMA mostraram claramente
que a incorporacao da nisina ndo afetou a temperatura de transi¢éo vitrea (Tgy) destas

amostras, uma vez que, as temperaturas de transi¢cdo ocorreram entre -20°C a -24,5°C.
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Figura 72. Curvas de tan ¢ em funcdo da temperatura para as nanofibras de PBAT puro

e PBAT/nisina.

A fim de investigar o efeito da adi¢do da nisina nas propriedades mecanicas das
nanofibras eletrofiadas de PBAT, a resisténcia a tracdo (MPa), alongamento na ruptura
(%) e 0 mddulo eléstico (MPa) foram determinados e estdo apresentados na Tabela 20.
O comportamento mecénico das nanofibras do PBAT puro e PBAT/nisina pode ser
observado na Figura 73.

Os valores de alongamento na ruptura foram muito semelhantes entre as
nanofibras de PBAT puro e nanofibras contendo 5,0 e 50 mg g™ de nisina (132%, 141%
e 133%, respectivamente). No entanto, o0 modulo elastico diminuiu de 7,67 MPa nas
nanofibras sem nisina para 5,65 MPa para as nanofibras com 50 mg g™ de nisina,
indicando uma diminuicéo da rigidez no filme das nanofibras?®®. Tal decréscimo no
modulo elastico e esta variagdo no alongamento na ruptura para as nanofibras de
PBAT/nisina é provavelmente devido a presenca de agregados e a pobre dispersao das
particulas maiores de nisina (Fig. 64 e 69), que podem causar a ruptura prematura do

filme das nanofibras?.
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Tabela 20. Resultado das propriedades mecanicas para o filme das nanofibras de PBAT

puro e PBAT/nisina.

Moédulo Elastico Resisténcia a Tragao Alongamento na
Amostras

(MPa) (MPa) Ruptura (%)
PBAT puro 7,67 x0,7 2,03£0,3 132 £11
2,5 8,12+0,8 3,62+0,3 143 +4
5,0 8,20+ 0,6 3,58+0,2 141+ 4
10 7251 3,58+0,8 129+ 7
20 6,81+0,8 3,59+0,6 135+7
30 6,87 +£0,9 3,60+0,6 135+8
50 5,65+0,6 2,86 £0,7 133 + 26

A resisténcia a tracdo apresentou apenas variagdes nos resultados para as
nanofibras de PBAT. Nanofibras de PBAT puro apresentaram resisténcia a tracdo de
2,03 MPa e este valor aumentou para 3,60 MPa para as nanofibras com 30 mg g* de
nisina, e entdo diminuiu novamente para 2,86 MPa para as nanofibras contendo 50 mg
g de nisina. Deste modo, a adigdo da nisina aumenta a resisténcia das fibras, causando
uma restricio nos movimentos dos segmentos vizinhos na cadeia polimérica®®. A
reducdo desta propriedade observada para a amostra contendo 50 mg g™ de nisina pode
estar relacionada a dispersdo do aditivo, visto que aglomerados podem ser formados
e/ou a maior interagdo nisina-nisina, afetando deste modo as propriedades mecéanicas
quando testadas. Além disso, a orientacdo das nanofibras no momento da deposicao
sobre a placa coletora podem ter sido diferentes para as amostras, resultando em uma
diferente conformacéo e alterando os resultados das propriedades mecénicas para esta

amostra.
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Figura 73. Propriedades mecénicas sob tracdo para os filmes das nanofibras de PBAT

puro e PBAT/nisina.

A incorporacdo da nisina em diferentes concentra¢fes nas solucbes de PBAT
resultou em nanofibras ativas e antimicrobianas com visiveis zonas de inibi¢do contra a
bactéria indicadora L. monocytogenes. Os resultados representativos da atividade
antimicrobiana das nanofibras de PBAT puro e PBAT/nisina estdo apresentados na
Figura 74 e o diametro médio das zonas de inibi¢cdo também foi calculado e apresentado
na Figura 75. A espessura dos filmes esta apresentada em anexo (Anexo 12, Tabela 25).

Maiores zonas de inibicdo foram observadas nas nanofibras a medida que a
concentragdo de nisina aumentou na matriz de PBAT. Como esperado, as nanofibras de
PBAT puro (sem nisina) ndo apresentaram atividade antimicrobiana, ou seja, nenhum
halo de inibicdo ao redor do filme pbde ser identificado, sugerindo que a L.
monocytogenes cresceu em toda a regido e ao redor deste filme. As amostras contendo
2,5 mg g* de nisina podem apresentar alguma atividade antimicrobiana, mas esta
inibicdo ndo pdde ser quantificada de acordo com as condicGes de ensaio (Fig. 74). A
atividade antimicrobiana nas nanofibras de PBAT/nisina comegou a ser observada na
amostra contendo 5,0 mg g de nisina, a qual apresentou o menor diametro de inibicado
(3,0 mm), enquanto as nanofibras contendo 50 mg g™ de nisina apresentaram o maior

didmetro de inibicdo (12,7 mm). Estes resultados indicaram que a nisina foi
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eficientemente liberada a partir das nanofibras de PBAT/nisina e apresentou atividade

antimicrobiana contra a bactéria Gram-positiva em concentragdes crescentes.

Figura 74. Atividade antimicrobiana do filme das nanofibras de PBAT puro e das
nanofibras de PBAT/nisina testados contra L. monocytogenes em placas de agar BHI.

A atividade antimicrobiana para os filmes de PBAT/nisina obtidos por extruséo
(Fig. 40) apresentaram diametros de inibigdo de 11,7 mm para a amostra com 5% de
concentracdo de nisina'®. Os filmes das nanofibras (Fig. 75) apresentaram halos de
inibicdo muito maiores que os filmes obtidos por extrusdo (Tabela 11), possivelmente
porque as nanofibras possuem uma &rea superficial muito maior facilitando a liberacao
da nisina a partir dos filmes de PBAT. Além disso, foi possivel visualizar halos de
inibicdo nas amostras a partir de 5,0 mg g de concentracdo de nisina. Nos filmes
extrudados a medida do halo s6 pbde ser feita nas amostras a partir de 1% de nisina,
uma vez que, o halo da amostra de PBAT/nisina (99,75/0,25) foi muito pequeno e nao
pdde ser medido. Estes resultados demonstraram que foi possivel obter nanofibras de
PBAT/nisina utilizando a técnica de eletrofiacdo e que apresentassem uma consideravel
atividade antimicrobiana.

Outros autores® investigaram as propriedades antimicrobianas da nisina até 5%
de concentracdo em filmes de polipropileno/montmorilonita e também verificaram
visiveis zonas de inibicdo contra a L. monocytogenes aumentando a medida que
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aumentou a concentragdo de nisina nas amostras. Hanusova et a investigaram a

eficiéncia da nisina em filmes de polietileno e verificaram que os filmes inibiram os
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micro-organismos indicadores e apresentaram didmetros com visiveis zonas de inibicao.
Os niveis de migragdo bem como as propriedades antimicrobianas dos filmes estéo

relacionados com a espessura das amostras.

12.79 | Nanofibras PBAT/nisina |

o a1 oo
w o w
1 1 1

Diametro da zona de inibi¢do (mm)
S
1

0.0

: .
PBAT puro 25Nis 50Nis 10Nis 20Nis 30Nis 50 Nis

Figura 75. Valores do didmetro das zonas de inibi¢do das nanofibras do PBAT puro e
PBAT/nisina.

A migragdo da nisina a partir das sete formulagfes de nanofibras em solugdes
simulantes foi avaliada e os resultados estdo apresentados na Tabela 21. A atividade
antimicrobiana foi detectada em solugdes fisiologicas contendo Tween 20 e solugdes de
acido acético ap6s imersdo das nanofibras durante um periodo de 48 h; foi observado
que nenhuma liberacdo adicional ocorreu em um periodo de tempo mais longo.

Atividade antimicrobiana ndo foi observada para as nanofibras de PBAT puro,
utilizado como controle. Alem disso, nenhuma atividade antimicrobiana foi detectada
durante as primeiras 4 h de imersdo dos filmes contendo 2,5 mg g* de nisina. Foi
observada uma atividade antimicrobiana de 100 UA/mL em solugbes simulantes
contendo Tween 20 ap6s 24 h e em 4cido acético apds 48 h de imerséo.

As amostras exibiram a melhor migracdo em solucfes contendo Tween 20: um
aumento na atividade antimicrobiana foi observada durante a imersdo dos filmes
contendo 10, 20 and 30 mg g™ de nisina, enquanto as nanofibras contendo 50 mg g*
liberaram 3200 UA/mL apds 24 h. Todas as amostras apresentaram uma pequena

149



atividade e/ou migracdo quando imersas em agua destilada durante o periodo do ensaio,
enquanto que a atividade atingiu até 1600 UA/mL em solugfes de &cido acético. O pH
mais baixo pode ter sido favordvel para aumentar a migracdo da nisina a partir dos
filmes das nanofibras, visto que a nisina é mais soltvel em pH &cido™*'.

Um estudo comparativo em filmes de polipropileno/montmorilonita contendo
nisina reportou que as amostras contendo 5% de concentracdo apresentaram migracao
de nisina a partir dos filmes de 400 UA/mL ap6s 24 h de imersédo em solucBes de Tween
20, mas os filmes contendo 2,5% de nisina apresentaram liberacdo de 100 UA/mL ap0s
48 h*%,

Foi possivel observar que solucdo simulante contendo Tween 20 utilizada neste
estudo, favoreceu a difusé@o da nisina incorporada na matriz de PBAT, e causou a maior
migracdo. Neste sentido, a liberacdo da nisina a partir das nanofibras de PBAT é
melhorada quando solucdes simulantes favoraveis séo utilizadas. No que diz respeito ao
tempo de liberacdo da nisina, foi possivel observar que 48 h sdo necessarias para atingir
a migracdo maxima da bacteriocina a partir das nanofibras. Além disso, reforgando a
analise da atividade antimicrobiana (Fig. 74), foi possivel verificar que as nanofibras de
PBAT/nisina apresentaram uma maior migracdao nas solucdes simulantes (Tabela 21),
qguando comparamos com o0s resultados da atividade antimicrobiana dos filmes
extrudados de PBAT/nisina (Tabela 12). Em adicéo, as nanofibras contendo 2,5 mg g™
apresentaram migracdo ja apdés as primeiras 24 h nas solugdes simulantes B e C,
enguanto nos filmes extrudados a liberacdo ocorreu somente na solucdo B. E ap6s 48 h
de imersdo as nanofibras contendo 5,0 mg g™ apresentaram migracdo em todas as
solucdes simulantes, sendo observado valores de 200 e 400 UA/mL enquanto nas filmes
extrudados esta amostras liberou apenas 100 UA/mL. Isto sugere que a nisina é mais

facilmente liberada a partir das nanofibras, devido a maior area superficial das fibras.
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Tabela 21. Atividade antimicrobiana liberada a partir dos filmes das nanofibras de
PBAT puro e de PBAT/nisina apds os periodos de tempo em solucBes simulantes
contendo: agua destilada (A), Tween 20 (B) e &cido aceético (C).

Atividade antimicrobiana (UA mL™)

4 h 24 h 48 h
Amostras A B C A B C A B C
PBAT puro 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2,5 0 0 0 0 100 0 0 100 100
5,0 100 100 100 100 200 100 100 400 200
10 100 100 100 0 200 100 100 600 200
20 100 200 200 100 400 200 400 600 400
30 800 1200 800 800 1600 800 1600 3200 800
50 1000 1600 1000 800 3200 1600 1000 3200 1600

5.5 CARACTERIZACAO DOS FILMES BICAMADA DE PBAT PURO E
PBAT/NISINA

Para verificar as caracteristicas viscoelasticas dos filmes bicamada
desenvolvidos neste trabalho, experimentos de analise dindmico-mecéanica (DMA)
foram realizados. As Figuras 76 e 77 mostram a dependéncia do moédulo de
armazenamento (E£’), médulo de perda (E’’) e tan 6 em fungdo da temperatura. Os
filmes bicamada apresentaram comportamento dindmico-mecéanico muito semelhante
com as filmes extrudados e os filmes das nanofibras, apresentados anteriormente.

Foi possivel observar uma reducdo no médulo de armazenamento para o filme
bicamada de PBAT puro em funcdo do aumento da temperatura (Fig. 76a). Este
comportamento pode ser atribuido ao aumento da mobilidade da cadeia do polimero em
maiores temperaturas. Os filmes bicamada contendo nisina apresentaram pequenas
alteracdes quando comparado com o polimero puro. No entanto, o filme com a maior
concentracdo de nisina (5-50) apresentou um comportamento diferenciado, 0 médulo de
armazenamento diminuiu ligeiramente com o aumento da temperatura. Esta diferenca é
provavelmente devido a dispersdo da nisina na amostra, ou talvez, seja o resultado da
alta voltagem aplicada durante o processo de eletrofiacdo. A amostra contendo 2% de

concentracdo de nisina (2-20) pode ter apresentado algum tipo de conformacéo diferente
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na estrutura da amostra, diferenciando o seu comportamento dindmico das demais. Os

filmes bicamada também apresentaram uma redugdo no mddulo de perda (Fig. 76b).

Amostras de PBAT/nisina
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—0-50
—1-10
—2-20
5-50

10" T T T T T T T T T T T T T T
-40 -20 0 20 40 60 80 100

Temperatura ("C)

Amostras de PBAT/nisina
| 0-0

> 0-10
3 —0-20
——0-50
—1-10
—2-20

10" 4

-4OI-20I 0I20I4OI60I80I100

Temperatura (°C)
Figura 76. Propriedades dindmico-mecanicas para os filmes bicamada de PBAT puro e
PBAT/nisina: (a) modulo de armazenamento (E’) e (b) modulo de perda (E’) em

fungéo da temperatura.

Foi possivel detectar duas maiores transi¢des durante as anélises de DMA (para
todos os filmes bicamada). Esta primeira transicdo pdde ser observada nas curvas de tan
o (Fig. 77), em torno de -19,2°C (para o PBAT puro) ou no intervalo de -20°C a -18,5°C

(para 0 PBAT contendo 10 a 50 mg g, respectivamente), que pode ser atribuida a Ty
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destes materiais. Esta maior transicdo é atribuida ao movimento das unidades de
dominio alifatico flexivel. A segunda transi¢do ocorre em torno de 80°C e é atribuida ao
movimento das unidades de dominio aromatico rigido®" ?'?. Esta segunda transic&o
pode ser melhor visualizada na Figura 76, neste estudo, uma vez que, estas amostras
referem-se a juncdo de filmes extrudados e eletrofiados. Este comportamento foi visivel
nos filmes extrudados (Fig. 38), porém ndo pdde ser visualizado no filmes das
nanofibras (Fig. 72).

Em adicdo, a incorporacdo da nisina ndo causou alteracGes significativas nas
propriedades dinamico-mecéanicas dos filmes bicamada, uma vez que a Ty das amostras

permaneceu quase inalterada com a presenca do aditivo antimicrobiano (Fig. 77).
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Figura 77. Curvas de tan 6 em fungdo da temperatura para os filmes bicamada de
PBAT puro e PBAT/nisina.

A fim de investigar o efeito da adi¢do da nisina nas propriedades mecanicas dos
filmes bicamada de PBAT puro e PBAT/nisina, bem como, avaliar se 0 método
utilizado para a obtencdo das amostras pode causar alguma alteracdo nas propriedades
mecénicas destes filmes, a resisténcia a tracdo (MPa), deformagdo na ruptura (%) e o
modulo elastico (MPa) foram determinados atraves de ensaios mecéanicos sob tracdo e

estdo apresentados na Tabela 22. O comportamento mecanico dos filmes bicamada do
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PBAT puro e PBAT/nisina pode ser observado na Figura 78. A espessura dos filmes
bicamada estéo apresentadas em anexo (Anexo 12, Tabela 25).

Os valores de deformacdo na ruptura foram muito semelhantes entre os filmes
bicamada de PBAT puro e os filmes (0-50 e 5-50) apresentando valores de (128, 129 e
131%), respectivamente (Tabela 22). No entanto, 0 mddulo elastico diminuiu de 69,85
MPa para o filme de PBAT puro para 51,40 MPa para o filme contendo 5% de
concentracdo de nisina, indicando uma diminuigédo da rigidez nos filmes bicamada. A
resisténcia a tracdo apresentou alteragdes nos valores com a incorporacdo de nisina,
diminuindo de 10,0 MPa para o filmes bicamada sem nisina, passando para 6,37 MPa

no filme com 5% de nisina.

Tabela 22. Resultado das propriedades mecanicas sob tracdo para os filmes bicamada
de PBAT puro e PBAT/nisina.

Mddulo Elastico  Resisténciaa Tracdo  Deformacao na

Amostras (MPa) (MPa) Ruptura (%)
0-0 69,85+ 3 10,0+ 0,2 128+ 1
0-10 67,28+ 4 9,98+0,4 131+2
0-20 63,32+ 3 109+0,4 131+2
0-50 61,53 +1 8,03+0,2 130+£5
1-10 59,80 £ 2 7,63+0,2 134 +3
2-20 5254 +1 6,81+0,5 135+ 2
5-50 51,40+ 0 6,37 £ 0,2 131+1

O comportamento mecéanico dos filmes bicamada pode ser visualizado na Figura
78. Foi possivel verificar que a presenca da nisina provocou algumas pequenas
alteracdes nas propriedades mecanicas dos filmes bicamada, este efeito € mais
pronunciado para as amostras contendo a maior concentragdo do aditivo. Este
comportamento pode ser atribuido ao nivel de disperséo da carga na matriz do polimero,
além da interacdo do aditivo com a matriz.

Como esperado, os filmes bicamada (Tabela 22) apresentaram propriedades
mecanicas elevadas em comparacdo com os filmes extrudados (Tabela 9), e os filmes
das nanofibras (Tabela 20). No entanto, apresentaram a mesma tendéncia de
comportamento mecanico, o modulo elastico (Fig. 78), por exemplo, também
apresentou uma leve reducdo para as amostras com maior teor de nisina, reduzindo
assim, a rigidez dos filmes. Mas levando-se em comparagdo 0s erros experimentais,

estas diferencas ndo foram muito significativas.
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Figura 78. Propriedades mecanicas sob tracdo para os filmes bicamada de PBAT puro e
PBAT/nisina.

Os filmes bicamada foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana
utilizando a L. monocytogenes como cultura indicadora para avaliar a inibicdo dos halos
evidenciando a sua atividade. O resultado representativo da atividade antimicrobiana
para os filmes bicamada estéo apresentados na Figura 79.

As amostras dos filmes bicamada apresentaram inibi¢do contra bactérias Gram-
positivas e foi possivel perceber halos de inibicdo contra a L. monocytogenes em todas
as amostras de filmes contendo nisina. Halos maiores foram observados para amostras
com maiores concentracOes de bacteriocina (2-20 e 5-50). O filme bicamada de PBAT

puro (0-0) ndo apresentou atividade antimicrobiana, como esperado.
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Figura 79. Atividade antimicrobiana para os filmes bicamada de PBAT puro e
PBAT/nisina testados contra a L. monocytogenes em placas de dgar BHI.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel obter filmes ativos e biodegradaveis de PBAT/nisina desenvolvidos
através do processamento no estado fundido utilizando temperatura de 140°C. O método
de processamento ndo alterou a estrutura quimica do polimero. As micrografias
revelaram que a nisina estd bem dispersa na matriz do polimero, e além disso, a
presenca da nisina ndo afetou a estabilidade térmica das amostras e nem causou
alteragBes na temperatura de fusdo e transicdo vitrea dos filmes. Em adicdo, a
biodegradabilidade destes filmes foi confirmada com apenas 30 dias de compostagem e
a degradacdo hidrolitica em meio béasico foi mais acelerada. A presenca da nisina
aumentou as propriedades de barreira ao oxigénio nos filmes de PBAT contendo nisina.

Foi possivel realizar a eletrofiagdo do PBAT com a incorporagdo de nisina. As
nanofibras de PBAT/nisina demonstraram atividade antimicrobiana contra a L.
monocytogenes. A presenca da nisina modificou a morfologia das amostras diminuindo
o didmetro das fibras, no entanto a estabilidade térmica ndo foi alterada, tampouco
houve alteracdo na estrutura quimica do polimero.

Os filmes bicamada inibiram bactérias Gram-positivas em placas de agar BHI, e
apresentaram boas propriedades mecanicas.

Portanto, estes resultados apontaram pela primeira vez, o desenvolvimento de
filmes ativos utilizando o processamento no estado fundido, utilizando o PBAT como
matriz polimérica e contendo nisina como agente antimicrobiano. Além disso, este
estudo demonstra o uso inovador da técnica de electrospinning para criar materiais de
embalagem ativos para alimentos. Por fim, a juncdo destas duas técnicas para a
obtencdo de filmes bicamada com propriedades diferenciadas. Por conseguinte, 0s
filmes obtidos apresentaram resultados promissores, indicando que estes novos
materiais podem ser possivelmente empregados como filmes ativos na industria de

alimentos, protegendo e prolongando a vida de prateleira do produto embalado.
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8 ANEXOS

Anexo 1:
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Figura 80. Termograma de TGA do PBAT puro.
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Anexo 3:
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Figura 82. Termogramas de DTG para os filmes extrudados de PBAT puro e
PBAT/nisina.
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Figura 83. Curva de DSC para a nisina.
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Anexo 5:

-0.2
Amostras de PBAT/nisina
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Figura 84. Curvas de DSC do 1° ciclo de aquecimento para os filmes extrudados de
PBAT puro e PBAT/nisina.

Anexo 6:
Tabela 23. Resultados de DSC do 1° ciclo de aguecimento para os filmes extrudados de
PBAT puro e PBAT/nisina.

Tm (°C) Tm (°C)
AMOSTRA pico 1 pico 2 Xc (%0)

(100/0) 77,30 124.6 9,02
(99,75/0,25) 48,48 123,3 8,77
(99,5/0,50) 48,34 124,1 8,84
(99/1) 98,36 123,0 6,51
(98/2) 49,82 124,0 6,95
(97/3) 48,71 123,0 5,48
(95/5) 52,20 125,0 5,78
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Anexo 7:
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Figura 85. Imagens de microscopia eletrénica de varredura para os filmes de
PBAT/nisina ap6s 30 dias de degradacdo, apresentando regides esbranquicadas,
indicando a degradacdo dos filmes.

Anexo 8:
3348 ﬂ
)
©
5
N
o
(&)
C
«C
=
s
wn
C
o
= 658
1268
1135
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de Onda (cm™)

Figura 86. Espectros de FTIR para o 2,2,2-trifluoroetanol (TFE).
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Anexo 9:
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Figura 87. Termogramas de DTG para as nanofibras de PBAT puro e PBAT/nisina.

Anexo 10:
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Figura 88. Curvas de DSC do 1° ciclo de aguecimento para as nanofibras de PBAT
puro e PBAT/nisina.
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Anexo 11:

Tabela 24. Resultados de DSC do 1° ciclo de aquecimento das nanofibras de PBAT

puro e PBAT/nisina.

Tn (°C)  Tm (°C)

AMOSTRA pico 1 pico 2 X. (%)
PBAT 51,8 119,5 6,73
2,5 Nis 52,5 119,6 6,15
5,0 Nis 52,5 120,9 5,74
10 Nis 52,7 119,6 4,78
20 Nis 52,7 119,5 4,27
30 Nis 53,2 122,7 6,55
50 Nis 53,0 123,3 6,50
Anexo 12:
Tabela 25. Espessura dos filmes extrudados, eletrofiados e bicamada de PBAT puro e
PBAT/nisina.
Espessura dos Espessura dos Espessura dos
Amostra filmes extrudados filmes eletrofiados filmes bicamada
(mm) (mm) (mm)
(100/0) 0,10+0,7 0,09+0,3 0,19+0,6
(99,75/0,25) 0,08+0 0,07+0,1 0,17+£0,1
(99,5/0,5) 0,06 £0,2 0,070 0,14+0,3
(99/1) 0,08+0,1 0,09+0,1 0,18+0,8
(98/2) 0,07+0,1 0,09+0,1 0,17+0,1
(97/3) 0,06 +0 0,11+0 0,20+0,1
(95/5) 0,07+0,2 0,10+0,2 0,21+0,1
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