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Resumo

A globalizagdo do mercado, assim como o modo de vida cada vez mais agitado dos
consumidores tem contribuido significativamente para o crescimento da industria das embalagens
alimentares. O desenvolvimento de embalagens poliméricas com propriedades antimicrobianas tem-
se revelado um fator preponderante no aumento do tempo de vida, seguranca e qualidade dos
alimentos. Num ambiente industrial, a incorporacao de agentes antimicrobianos em polimeros pode
compreender a utilizacdo de processos térmicos como fusdo, extrusao e injecdo por molde. Contudo,
a utilizacdo deste tipo de processos limita a selecdo dos agentes antimicrobianos, uma vez que estes
devem possuir elevada estabilidade térmica.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver filmes compdsitos com
propriedades antimicrobianas para aplicacdo em embalagens alimentares. As propriedades
antimicrobianas dos filmes compdsitos de polietileno foram obtidas através da incorporacdo do
zedlito Y, estrutura termicamente estdvel, permutado com um ou dois i6es metdlicos, tais como:
prata, cobre e zinco. Estes materiais, zedlitos modificados e filmes compdsitos, foram caracterizados
por diversas técnicas analiticas tais como: microscopia eletrénica de varrimento acoplado com EDX,
espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, espetroscopia fotoelectrénica de
raios-X, difracdo de raios-X e andlises quimicas. Foram também submetidos a ensaios para avaliacao
das suas propriedades antimicrobianas utilizando como microrganismos indicadores de sensibilidade
as bactérias Escherichia coli (gram-negativa) e Bacillus subtilis (gram-positiva) e as leveduras Candida
albicans e Saccarohmyces cerevisiae. A atividade antimicrobiana dos zedlitos foi avaliada através da
contagem do numero de unidades formadoras de coldnias registadas na sua presenca; por sua vez,
nos filmes compdsitos, recorreu-se a uma adaptacdo do teste de difusdo em placa para detetar a
formacdo de halos de inibicdo do crescimento microbiano em torno do compadsito.

A caracterizacdo morfoldgica e estrutural dos zedlitos monometalicos e bimetalicos mostraram
que a insergdo de iGes metdlicos ndo alterou a integridade da estrutura cristalina. Os ensaios de
atividade antimicrobiana demonstraram que os zedlitos ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,05 M exibem essa
propriedade a partir de uma concentragdo minima de 0,1 mg/mL contra as bactérias e de 0,3 mg/mL
contra as leveduras testadas.

Os zedlitos AgY 0,05 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,05 M foram incorporados nas percentagens
de 1,3 e 5% (p/p) no filme de polietileno. Apenas os filmes compdsitos com 3 e 5 % de amostras
zeoliticas apresentaram atividade antimicrobiana. Perante estes resultados, os filmes compdsitos

revelaram-se bastante promissores em termos de controlo microbiano.






Abstract

Market globalization as well as consumers way of life has contributed significantly to the
growth of the food packaging industry. The development of polymeric packaging with antimicrobial
properties has proved a major factor in extending food shelf life, safety and quality. In an industrial
environment, the incorporation of antimicrobial agents in polymers may comprise the use of
processes such as heat fusion, extrusion and injection molding. However, the use of such processes
limits the selection of antimicrobial agents, since they must have high thermal stability.

In this context, this study aims to develop composites with antimicrobial properties for
application in food packaging. The antimicrobial properties of the composite films of polyethylene
were obtained by incorporation of the zeolite Y, porous stable structure, exchanged with one or two
metal ions such as silver, copper and zinc. These materials, modified zeolites and composite films
were characterized by various analytical techniques such as scanning electron microscopy with EDX,
Fourier transformed infrared spectroscopy, X-ray photoelectron spectroscopy, X-ray diffraction and
chemical analyzes. The antimicrobial properties of these materials were investigated on bacteria -
Escherichia coli (Gram negative) and Bacillus subtilis (Gram positive) - and yeast - Candida albicans
and Saccarohmyces cerevisiae. The antimicrobial activity of zeolites was assessed by counting the
number of colony forming units obtained in its presence. In turn, an adaptation of the plate diffusion
test was used to detect antimicrobial properties of the composite films, through the formation of
growth inhibition zones around the composite.

The morphological and structural characterization of monometal and bimetal zeolites showed
that the inclusion of metal ions did not change the integrity of the crystalline structure. In
antibacterial activity assays the zeolites ZnAgY 0.025 M and ZnAgY 0.05 M exhibited MIC values of 0.1
mg/ml against bacteria and 0.3 mg/mL against yeast.

Zeolites Agy 0.05 M, ZnAgY 0.025 M and ZnAgY 0.05 M were added in ratios of 1, 3 and 5%
(wt/wt) in a polyethylene film. Only the composite films with 3 and 5% of modified zeolite samples
showed antimicrobial activity. Given these results, the composite films have proved very promising in

terms of microbial control.
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Abreviaturas

(-): Inibicdo de crescimento microbiano

(+): Presenca de crescimento microbiano

Ag": Prata i6nica

Ag’: Prata metalica

Ag-zedlito: Zeolito permutado com prata

AgX: Zedlito X permutado com prata

AgCuY: Zedlito Y permutado com prata e cobre

AgY: Zedlito Y permutado com prata

AgZnY: Zedlito Y permutado com prata e zinco

Cu™: |0 cobre

Cuy: Zedlito Y permutado com cobre

CuAgy: Zedlito Y permutado com cobre e prata

CuZnY: Zedlito Y permutado com cobre e zinco

EFSA: European Food Safety Authority

EVOH: Alcool de etileno-vinil (do inglés Ethylene Vinyl Alcohol)
FAU: Cddigo de 3 letras da International Zeolite Association para a estrutura cristalina do

tipo faujasite
FDA: Food and Drug Administration
FTIR: Espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (do inglés Fourier

Transformed Infrared Spectroscopy)

HDPE: Polietileno de elevada densidade (do inglés High - density polyethylene)
hkl: indices de Miller
ICP-AES Espetroscopia de emissdo atdmica com plasma acoplado indutivamente (do inglés

Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy)

\R Infravermelho

IZA: International Zeolite Association

LB: Meio de cultura Lysogeny Broth

LBA: Meio de cultura Lysogeny Broth suplementado com agar

LDPE: Polietileno de baixa densidade (do inglés Low - density polyethylene)

LLDPE: Polietileno linear e de baixa densidade (do inglés Linear low - density polyethylene)
LTA: Cddigo de 3 letras da International Zeolite Association para a estrutura cristalina do

tipo Linde Type A
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LTL:

Cddigo de 3 letras da International Zeolite Association para a estrutura cristalina do

tipo Linde Type L

MiC:
Nay:
NC:
PA:
PE:
PP:
PS:
PVA:
PVC:
ROS:
TSA:
TSB:
UFC:
UFCp.y

Concentragdo minima inibitéria (do inglés Minimum Inhibitory Concentration)
Zedlito Y na sua forma basica

Zedlito Natural Clinoptilolite

Poliamida

Polietileno

Polipropileno

Poliestireno

Poli (vinil alcool)

Poli (vinil cloreto)

Espécies reativas de oxigénio (do inglés reactive oxygen species)
Meio de cultura Tripticase Soy Agar

Meio de cultura Tripticase Soy Broth

Unidades formadoras de coldnias

Unidades formadoras de coldnias na presenca do zedlito Y permutado com os

diferentes ides metdlicos (M)

UFC,
usy:
XPS:
XRD:
YPD:
Zn*":
YPDA :
ZnAgYy:
ZnCuY:
ZnY:

Unidades formadoras de coldnias na presenca do zedlito Y

Zedlito Y ultra - estdvel

Espetroscopia fotoeletrénica de raios - X (do inglés X-ray photoelectron spectroscopy )
Difragdo de raios- X (do inglés X-ray diffraction)

Meio de cultura Yeast Peptone Dextrose

I6es Zinco

Meio de cultura Yeast Peptone Dextrose suplementado com agar

Zedlito Y permutado com zinco e prata

Zedlito Y permutado com zinco e cobre

Zedlito Y permutado com zinco
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Capitulo 1 - Introdugéo

1.1. ENQUADRAMENTO DO TRABALHO

As embalagens alimentares comecaram a ser introduzidas no século XIX, com a invengao das
conservas por Nicholas Appert. Por sua vez, em meados do século XX comegaram a ser utilizadas
latas de metal, garrafas de vidro e caixas de madeira para a distribuicdo de alimentos e bebidas.
Algumas das inovag0es nesta area surgiram de uma forma inesperada, tal como é o caso do celofane.
A producao deste material resultou de inimeras tentativas falhadas de E. Brandenberger para
produzir toalhas de mesa transparentes [1,2].

O periodo decorrente entre a primeira Guerra Mundial e a Segunda Guerra Mundial foi aquele
em que houve um maior desenvolvimento de embalagens, devido a necessidade de protecdo dos
bens alimentares essenciais aos soldados [1]. Desta forma, foram surgindo os plasticos derivados de
polimeros, embalagens assépticas, latas de cerveja metdlicas, embalagens flexiveis e a impressao
flexografica. Atualmente, os pldsticos tém sido os materiais mais aplicados em embalagens
alimentares, devido ao seu baixo peso, baixo custo, facilidade de processamento e variabilidade das
propriedades fisicas [2,3].

A principal funcdo que uma embalagem alimentar deve desempenhar é a fun¢do de barreira,
isto é, deve possuir a capacidade de proteger o alimento de influéncias ambientais como calor, luz,
oxigénio, humidade, pressdo, enzimas, odores, particulas de pd, microrganismos, entre outros, que
podem alterar as suas propriedades sensoriais, bem como a sua seguranca. Outros aspetos
importantes das embalagens sdo as fun¢des de comodidade, marketing (design apelativo) e
comunicagdo. Esta ultima fung¢do é imprescindivel para o consumidor, pois é a partir dos rétulos
presentes nas embalagens que adquirem a informagdao sobre a proveniéncia, data de validade,
ingredientes, valores nutricionais e preocupag¢des de uso do produto. Uma embalagem deve ainda
ser segura, inerte, barata, facil de produzir, leve, facil de eliminar ou reutilizar, capaz de resistir a
condi¢des extremas durante as etapas de processamento, acondicionamento, armazenamento e
transporte [3,4]. A globalizagdo do mercado e também o estilo de vida ocupado dos consumidores,
que resulta em menor tempo gasto na compra de alimentos frescos e num maior consumo de
produtos pronto-a-comer, tem-se refletido numa crescente necessidade do melhoramento da
seguranca, qualidade e tempo de vida do produto embalado. Neste sentido, nas ultimas décadas
tem-se assistido a uma grande dindmica na investigacdo e desenvolvimento de sistemas de
embalagens cada vez mais sofisticados e adequados as necessidades do produtor, distribuidor e
consumidor final [1,4,5].

Um dos passos mais importantes para a industria alimentar foi o desenvolvimento das
embalagens ativas. Este tipo de embalagens sdo normalmente definidas como um sistema no qual o

produto, a embalagem e o ambiente interagem de uma forma positiva a fim de aumentar o tempo
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de vida ou melhorar a seguranca microbiana dos produtos alimentares, enquanto mantém a sua
qualidade [6-9]. A maior vantagem destas embalagens é que contribuem significativamente para a
reducdo da deterioracdo dos alimentos sem a utilizacdo excessiva de aditivos e conservantes [10,11].

As técnicas de embalagens ativas para a preservacdo e melhoramento da qualidade e
seguranca dos alimentos podem ser divididas em quatro categorias: sistemas de absor¢ao, sistemas
de libertacao, sistemas de controlo de temperatura e sistemas de controlo microbiano. Os sistemas
de absorcao removem compostos indesejdveis como oxigénio, diéxido de carbono, etileno, excesso
de agua, impurezas e outros compostos especificos. Os sistemas de libertacdo adicionam ou emitem
compostos para o interior da embalagem alimentar como didéxido de carbono, antioxidantes ou
conservantes. Dentro dos sistemas de controlo de temperatura temos por exemplo as embalagens
com capacidade de auto-aquecimento e auto-refrigeracdo. Nos sistemas com auto-aquecimento é
utilizado célcio, 6xido de magnésio e dgua para gerar uma reacdo exotérmica. Por sua vez, os
sistemas com auto-refrigeragdo envolvem a evaporagdo de um composto externo que remove o
calor (usualmente dgua que é evaporada e absorvida na superficie). Por ultimo, os sistemas de
controlo microbiano compreendem a utilizacdo de agentes antimicrobianos com o objetivo de
reduzirem as contaminacbes a superficie e no interior dos alimentos processados. Nos ultimos
tempos, tem-se verificado um crescente interesse em embalagens alimentares com propriedades

deste tipo [4,5,12].

1.2. OBIETIVOS

Com este trabalho de investigagdo pretendia-se desenvolver filmes compdsitos com
propriedades antimicrobianas para aplicagdo em embalagens alimentares. De forma a conferir tais
propriedades ao filme de polietileno foram utilizados zedlitos, pertencentes a familia faujasite,
modificados com um ou uma mistura dos catides prata, cobre e zinco.

O efeito antimicrobiano dos filmes compdsitos, bem como dos zedlitos modificados, foi
avaliado utilizando a bactéria gram-negativa Escherichia coli, bactéria gram-positiva Bacillus subtilis e
as leveduras Candida albicans e Saccarohmyces cerevisiage como microrganismos indicadores de
sensibilidade. Estes materiais foram ainda caracterizados por uma série de técnicas analiticas, tais
como: microscopia eletrénica de varrimento acoplado com energia dispersiva de raios-X,
espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, espetroscopia fotoelectrénica de

raios-X, difracdo de raios-X, e analises quimicas.
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1.3. ESTRUTURA DA TESE

Esta tese estd organizada em 7 capitulos principais onde se descreve o trabalho de
investigacdo realizado. O contexto e ambito da tese sdo introduzidos no presente capitulo.

No segundo capitulo - estado da arte - sdo abordados os fundamentos tedricos associados as
embalagens antimicrobianas, zedlitos e iGes com propriedades antimicrobianas, necessarios a
compreensdo do trabalho desenvolvido.

No terceiro capitulo - materiais e métodos - sdo apresentados os procedimentos utilizados
para a modificacdo dos zedlitos com ides metalicos e para a preparacao dos filmes compdsitos, bem
como as técnicas analiticas empregues na sua caracterizacdo. Serdo ainda descritos os ensaios de
suscetibilidade microbiana realizados a fim de averiguar a atividade antimicrobiana dos materiais
preparados.

No quarto capitulo - analise e discussdo dos resultados- sdo incluidos os resultados obtidos ao
longo de todo o trabalho experimental, assim como a discussdo dos mesmos.

No quinto capitulo - Considera¢Oes finais - serdo apresentadas as conclusdes finais deste
trabalho de investigacdo.

No sexto capitulo - Perspetivas futuras - serdo apresentadas sugestGes de trabalho futuro.

Por udltimo, no sétimo capitulo - Referéncias bibliograficas - serd apresentada toda a

bibliografia utilizada para o desenvolvimento do presente trabalho.

Esta tese de mestrado é o resultado de uma colaboragdo entre o Centro de Quimica do
Departamento de Quimica e o Centro de Biologia Molecular e Ambiental do Departamento de
Biologia da Universidade do Minho e a Empresa Amcor Flexibles Porto do grupo Amcor sediada em

Vila Nova de Gaia.
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Neste capitulo sera feita uma revisdao bibliogréfica dos conceitos mais importantes para a
compreensdo do presente trabalho.

Como ja referido, este trabalho tinha como objetivo desenvolver filmes compdsitos com
propriedades antimicrobianas para aplicacdo em embalagens alimentares. Neste sentido, sera
apresentada a problematica da contaminacdo microbiana de alimentos, assim como a descri¢ao
sobre o que sdo e para que servem as embalagens alimentares antimicrobianas. Serdo ainda
abordados os materiais utilizados para a obtencdo deste tipo de embalagens, nomeadamente
polietileno, zedlitos e os ides metdlicos prata, cobre e zinco. Por fim, sera feita uma revisao sobre os

compdsitos antimicrobianos e legislacdo que regula o desenvolvimento de embalagens alimentares.

2.1. CONTAMINAGAO MICROBIANA DE ALIMENTOS

Os alimentos sdo constituidos essencialmente por dgua, carbohidratos, proteinas, acidos
gordos e sais minerais. A sua composicdo, bem como a presenca de condi¢cbes adequadas de
temperatura, pH, entre outros fatores, tornam os alimentos um alvo facil de contaminacdo
microbioldgica [13].

A proliferacdo de microrganismos nos alimentos é um assunto bastante preocupante para as
industrias alimentares, entidades reguladoras assim como para os consumidores. Devido a larga
escala a que os produtos alimentares sdo produzidos, a sua contaminacdo resulta em severas perdas
econdmicas para a industria alimentar, em particular se as matérias-primas apresentarem um valor
econdmico considerdvel [14,15]. Os métodos tradicionais para a prote¢do dos alimentos de
contaminagGes microbianas indesejdveis incluem processos térmicos, irradiagdo, atmosfera
modificada, processos quimicos, entre outros [7,16]. No que diz respeito as embalagens de
atmosfera modificada e com elevada barreira de oxigénio, estas sdo capazes de inibir o crescimento
de microrganismos aérobios, contudo ndo conseguem evitar o aparecimento de microrganismos
anaérobios facultativos ou obrigatdorios que conseguem viver na auséncia de oxigénio. O
processamento das embalagens com altas temperaturas também pode ajudar no controlo
microbiano, porém podem causar efeitos inesperados nas propriedades sensoriais, nutricionais e
funcionais dos alimentos. Desta forma as industrias alimentares comecaram a utilizar agentes
antimicrobianos com o objetivo de prolongar o tempo de vida dos produtos pereciveis, assim como
assegurar a sua qualidade nutricional, frescura e seguranca [12,14,15].

Os primeiros procedimentos de utilizacdo de agentes antimicrobianos compreendiam a
aplicacdo direta destes nas formulagGes alimentares ou, a sua deposi¢ao na superficie alimentar por
imersdao e pulverizacdo. Rapidamente se verificou que a utilizagdo direta de compostos

antimicrobianos nos alimentos ndo seria a solugao pretendida pelas industrias, essencialmente por
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trés razbes [9,17]. Por um lado, como as contamina¢Ges microbioldgicas dos alimentos ocorrem
preferencialmente na sua superficie, a dispersdo do agente antimicrobiano por toda a matriz
alimentar pode fazer com que ndo existam concentra¢des suficientes para inibir o crescimento
microbiano a superficie do produto alimentar. Por outro lado, as propriedades fisico-quimicas dos
alimentos podem neutralizar a atividade dos agentes antimicrobianos. Por exemplo, o pH dos
alimentos pode influenciar a ionizacdo da maioria dos agentes quimicos e, pode mudar a atividade
antimicrobiana dos acidos organicos e dos seus sais. Por ultimo, este método pode levar a utilizacao
de quantidades excessivas de aditivos, com principal consequéncia nas propriedades sensoriais dos

alimentos [9,17].

2.2. EMBALAGENS ANTIMICROBIANAS

De forma a ultrapassar as limitagGes associadas a adi¢ao direta de agentes antimicrobianos aos
alimentos, tem sido realizado um vasto trabalho de investigacdo para o desenvolvimento de
embalagens poliméricas antimicrobianas [9,11]. Uma embalagem antimicrobiana é um sistema
concebido para prolongar a fase latente dos microrganismos de contaminagdo e patogénicos
suscetiveis de proliferar nos produtos alimentares, reduzindo assim o nimero de microrganismos
vivos e as suas taxas de crescimento [6,8,9,11,13]. Diferentes agentes antimicrobianos tém sido
incorporados em embalagens alimentares, tais como: acidos organicos (acido benzdico, sorbatos),
enzimas (lisozima, glucose oxidase), bacteriocinas (nisina, pediocina), fungicidas (benomyl, imazalil),
polimeros (predominantemente quitosano), extratos naturais (Basil), antibidticos, triclosano e
compostos de prata [6,18,19]. O desenvolvimento deste tipo de embalagens pode ser conseguido
através da incorporagao direta nos polimeros de agentes antimicrobianos, volateis ou ndo-volateis;
revestimento do agente antimicrobiano a superficie do polimero; imobilizagdo por ligacdes idnicas ou
covalentes e, por ultimo utilizagdo de polimeros inerentemente antimicrobianos [9,20,21].

As embalagens antimicrobianas tém demonstrado grande potencial para controlar o
crescimento de organismos patogénicos nos alimentos, tais como: Lysteria monocytogenes
[13,22,24], Escherichia coli 0157:H7 [13,22], Salmonella enterica [23], Campylobacter jejuni [23],
Bacillus subtilis [24] e Lactobacillus [25,26].

10
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2.2.1. CLASSIFICACAO DAS EMBALAGENS

As embalagens alimentares podem ser classificadas essencialmente em dois grupos distintos

[6,8,11,18,27]:

v" Embalagens que permitem a difusdo do agente antimicrobiano;

v" Embalagens nos quais ndo ha difusdo do agente antimicrobiano

As embalagens alimentares que permitem a difusdo dos agentes antimicrobianos sdo aquelas
em que estes se encontram incorporados no filme polimérico, ou a sua superficie. A taxa de
libertacdo do agente antimicrobiano é um passo critico na manutencao da qualidade e seguranca dos
produtos alimentares [17,27]. A rapida libertacdo do agente antimicrobiano leva a que este seja
consumido rapidamente num curto periodo de tempo, ndo sendo mantida a concentracdo minima
inibitéria (MIC) a superficie do produto alimentar. Contudo, se a libertacdo dos agentes
antimicrobianos for realizada de forma muito lenta, pode continuar a ocorrer contaminacdo a
superficie do alimento. Assim, é importante que haja uma libertacdo controlada do agente
antimicrobiano, para que a sua atividade se mantenha durante o periodo de armazenamento do
produto [6,8,17].

Os estudos realizados com o intuito de controlar a libertacdo dos agentes antimicrobianos
baseiam-se essencialmente na alteracdo da estrutura dos filmes. Varios autores tentaram controlar a
libertacdo de agentes ativos pela utilizacdo de um filme com trés camadas [28-30]. A primeira
camada (camada exterior) tinha como fungdo prevenir a migracdo do agente para o ambiente, a
segunda camada era aquela onde estava incorporado o agente ativo e a terceira camada controlava a
difusdao do agente para a superficie do alimento. O grupo de G.G.Buonocore [29] também estudou o
efeito da alteragdo das ligagdes cruzadas entre as camadas poliméricas na taxa de libertagdao do
agente antimicrobiano. Numa perspetiva diferente, S. M. Iconomopoulou et al. [31] sugeriram
controlar a libertacdo de triclosano através da alteragdo da orientagdo molecular das cadeias
poliméricas de polietileno de elevada densidade (HDPE). D. Guzey et al. [32] propuseram que a
libertagdo de agentes antimicrobianos podia ser controlada através da utilizagdo de capsulas de
dimensdo micro e nano e fazendo variar condi¢ges como pH, temperatura e forca idnica do meio.
Seyhun Gemili et al. [33] tentaram controlar a libertacdo de lisozima através da variacdo do tamanho

dos poros de um filme de acetato de celulose.

Na figura 2.1 encontra-se uma representa¢do esquematica das embalagens em que ha difusdo

do agente ativo (situacdo A, B e C). A situacdo (A) represente um sistema de embalagem constituido
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por uma Unica camada de filme polimérico que contém o agente antimicrobiano, (B) representa o
mesmo conceito mas com um filme interior a controlar a libertagdo do composto antimicrobiano e (C)
consiste no revestimento do filme polimérico com uma formulagdo contendo o agente
antimicrobiano [17].

Substancia

antimicrabiana
incopoerada [A] IB}

o O
(0
o
O lo°
O +— Substdncia D
(] antimicrabiana @
o Lo O Substancia
s AANAIMCTObANG
O libertada
et Itriz alimeentar Camada interior s — Matriz alimentar
Swhstancia
O *=antimicrobiana
libertada

Rewestimenta +——1— Matriz alimentar

— Matriz alimentar

Figura 2.1. Sistemas de embalagens antimicrobianas. (Modificado de [17])

As embalagens alimentares em que nao se verifica o fendmeno de migragdo sdo aquelas em
gue os agentes antimicrobianos se encontram imobilizados no filme polimérico. Neste tipo de
embalagens, os agentes antimicrobianos sé exercem a sua fun¢do quando entram em contato com a

superficie do alimento. O processo de imobilizagdo é feito através de ligagdes idnicas ou covalentes e
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apenas ocorre se o0 agente antimicrobiano e o polimero utilizado possuirem grupos funcionais.
Exemplos de agentes antimicrobianos com grupos funcionais sdo os péptidos, enzimas, poliamidas e

acidos organicos [6,20]. A condicdo D da figura 2.1 representa este tipo de embalagens [17].

2.2.2. POLIMEROS

O metal, a ceramica (vidro) e o papel (cartdo) foram dos materiais mas utilizados em
embalagens alimentares na antiguidade [3]. Embora estes ainda sejam utilizados, os materiais
poliméricos conseguiram impor-se na industria alimentar por apresentarem propriedades vantajosas
como: baixo peso molecular, baixo custo, facilidade de processamento e variabilidade de
propriedades fisicas [3,12]. Apesar de cada vez mais se ter em atencdo os niveis de poluicdo
ambiental, a utilizagdo em embalagens alimentares de polimeros derivados de petréleo como
polipropileno (PP), polietileno (PE), poliestireno (PS), poliamida (PA), poli (vinil cloreto) (PVC),
poli(vinil alcool) (PVA), entre outros, continua a ser bastante superior a dos biopolimeros - polimeros
biodegradaveis derivados de fontes naturais como polissacarideos, proteinas e lipidos [34-36].
Apesar dos biopolimeros ndo serem problemdticos em termos ambientais, a sua utilizacdo na
industria tem sido bastante limitada por problemas relacionados com fracas propriedades de
barreira (oxigénio e humidade), baixas propriedades mecanicas e brilho inerente ao material [35-37].

A possibilidade de encontrar polimeros que cumpram todas as propriedades mecanicas e de
barreira (oxigénio, didxido de carbono, humidade) desejaveis para o desenvolvimento de uma
embalagem é reduzida. Como tal, tém sido aplicados complexos filmes em multicamadas. Por
exemplo, numa situacdo em que é necessario uma elevada barreira de oxigénio perante condicGes
extremas de humidade, pode ser incluido um polimero com elevada barreira de oxigénio, como o
alcool de etileno-vinil (EVOH), entre dois filmes hidrofébicos como o polietileno [3]. A utilizagdo de
complexos multicamadas tem como desvantagens os custos de producgao, a utilizacdo de aditivos e
adesivos e também a dificuldade de reciclagem. Como consequéncia, nos ultimos anos tem-se
gerado um crescente interesse no desenvolvimento de materiais compdsitos poliméricos, cujas
propriedades resultam de reagdes sinergéticas entre os seus componentes [3, 35, 38,39].

Os compdsitos poliméricos derivam do refor¢co do polimero com materiais organicos ou
inorganicos de geometrias definidas (fibras, esferas, particulas). Diferentes tipos de materiais
inorganicos tém sido utilizados como reforgo nas matrizes poliméricas, como por exemplo as argilas,
as microesferas de ceramica e, particularmente as particulas de silica. Um exemplo dessas particulas
de silica sdo os zedlitos [35].

Tendo em consideracdo as propriedades melhoradas obtidas através da formacdo de

compdsitos, o reforco de polimeros derivados do petréleo com materiais que apresentem
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propriedades cataliticas pode levar a que haja aumento da sua degradabilidade. Isabel C. Neves et al.
[40] estudou a degradacdo de HDPE através da incorporacdo de diferentes zedlitos, tais como:
zedlito Y ultra - estavel (USY) e trés zedlitos Y desaluminados (HY(4), HY(12) e HY(20)). Entre os varios
zedlitos Y, usados na mesma quantidade, HY (20) foi aquele que apresentou maior efeito na

degradacdo catalitica do polimero.

2.2.2.1. POLIETILENO

As poliolefinas, em particular o polietileno, sdo polimeros bastante importantes a nivel
industrial, comercial e cientifico [41].

O polietileno consiste numa resina de etileno polimerizado, cuja unidade de repeticdo se
encontra representada na figura 2.2. Este polimero é classificado em diferentes categorias segundo a
sua densidade e ramificacdo, em polietileno de elevada densidade (HDPE), polietileno de baixa

densidade (LDPE) e polietileno linear e de baixa densidade (LLDPE) (Figura 2.3) [42,43].

H H
|
—+C—C3+
| | =n

H H

Figura 2.2. Unidade de repeti¢do do polietileno [42].

O Polietileno ramificado (ou LDPE) foi uma das primeiras poliolefinas a ser produzida através
da polimerizacdo de radicais livres de etileno, em condi¢Oes de elevada temperatura e pressao. Este
polimero apresenta uma densidade de 0,910-0,925 g/cm3. Por sua vez, o desenvolvimento de
processos de baixa pressdao e temperatura, assim como a utilizacdo de agentes catalisadores
altamente ativos, resultou na producdo de polietileno linear (HDPE) com uma densidade de
aproximadamente 0,960 g/cm®. Por ultimo, o LLDPE resultou da introducdo de ramificacdes na
cadeia do etileno derivadas da produgao de co-polimeros de etileno com pequenas quantidades de

a- olefina. LLDPE apresenta uma densidade de 0,918-0,940 g/cm3 [43].

14



Capitulo 2 - Estado da arte
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Figura 2.3. Diferentes categorias de polietileno: HDPE, LDPE e LLDPE [43].

No que diz respeito a aplicacdo do polietileno em embalagens alimentares com propriedades
antimicrobianas, o LDPE tem sido o mais utilizado devido a sua flexibilidade, transparéncia, facilidade
de processamento, estabilidade térmica e custo [9]. Compostos de sorbato [44], nisina [45],
triclosano [31], nanoparticulas de éxido de zinco [13], basil [46], linalool [47] sdo alguns exemplos

dos agentes antimicrobianos que ja foram incorporados em LDPE.

2.3. ZEOLITOS

Os zedlitos pertencem a classe dos sélidos porosos reconhecidos pelas suas capacidades de
interagirem com atomos, ides e moléculas ndo sé na sua superficie mas também no seu interior [48].
O primeiro zedlito natural, a estilbite, foi descoberto em rochas pertos de vulcdes ativos ou ja

extintos pelo mineralogista sueco Crénstedt em 1756. Este zedlito libertava agua quando aquecido,

dando a ideia de estar em fusdo. Este aspeto levou a conjugacdo das palavras gregas "zeo
(incandescente) e" lithos" (pedra) que resultou no aparecimento da designagdo "zedlito" [49-51].

Apesar da existéncia de varios zedlitos naturais, entre 1949 e 1954, a Union Carbide produziu
os primeiros zedlitos totalmente sintéticos - zedlitos A, X e Y. A sintese destes zedlitos revelou-se
bastante importante na medida em que permitia a otimizacdo do material para determinada fungao,
contrariando as impurezas e a grande variabilidade de composicdo dos zedlitos naturais. Durante a
sintese dos zedlitos existem aspetos estruturais como a razdo Si/Al, tamanho do poro e densidade da
rede (nimero de atomos por célula unitaria) que podem ser alterados [49,50]. Atualmente, existem
cerca de 40 tipos diferentes de zedlitos naturais e 150 produzidos sinteticamente [52].

Desde a sua descoberta, os zedlitos tém sido reconhecidos por varios autores pelas suas

excelentes propriedades fisicas e quimicas que incluem elevada area superficial, estrutura porosa,

elevada capacidade de adsor¢do e permuta idnica, resisténcia térmica, inércia quimica e toxicidade
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baixa ou inexistente [50,51,53,54-59]. Estes materiais tém sido amplamente aplicados como
catalisadores heterogéneos de reagdes quimicas em refinarias, industrias petroquimicas e quimicas,
na agricultura (fertilizantes, ragdes alimentares e desodorizacdo dos estdbulos dos animais), em
detergentes (para remocédo de fosfato), no controlo de emissdes, degradacdo catalitica de poluentes
e na remocdo por permuta idnica de radioisdtopos presentes em aguas de centrais nucleares e

efluentes industriais. [49,50,53,60]

2.3.1. ESTRUTURA DOS ZEOLITOS

Os zedlitos naturais e sintéticos sao aluminossilicatos cristalinos com uma estrutura sélida bem
definida, caraterizada pela presenca de um sistema de poros que permite alojar de forma seletiva
compostos ativos [55,61-64]. A estrutura destes aluminossilicatos é baseada num arranjo
tridimensional de tetraedros TO, (unidades primarias dos zedlitos), onde T é um atomo de silicio ou

aluminio coordenado por quatro atomos de oxigénio (Figura 2.4).

BO ""'II_ hﬁ
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Figura 2.4. Arranjo tridimensional dos tetraedros TO, (em que T é Al ou Si) na estrutura cristalina dos zedlitos [65].

A estrutura continua destes materiais resulta da conexdo existente entre os tetraedros SIO, e
AlO, estabelecida pelos 4tomos de oxigénio, denominada por unidades secundarias do zedlito. Existe
uma multiplicidade de arranjos cristalinos formados a partir destes tetraedros, encontrando-se estes
catalogados pela International Zeolite Association (IZA), associagdo reconhecida pela IUPAC que
regula e atribui a nomenclatura das estruturas zeoliticas conhecidas segundo um cédigo de 3 letras
maiusculas [50,66,67].

A presenca de aluminio na rede cristalina dos zedlitos resulta num défice de carga, a qual pode
ser compensada pela introducdo de catides de metais alcalinos e alcalino-terrosos, tais como Na“, K,
Ca”*, entre outros. Estes catides conferem aos zedlitos a capacidade de permuta iénica em solugdo
aquosa, visto que ndo se ligam covalentemente a estrutura o que lhes confere mobilidade
[50,62,63,65-67].

Estas estruturas microporosas sao normalmente caraterizadas pelo tamanho do anel que

define o poro, usualmente designado por n-anel, onde n é nimero de dtomos T presentes no mesmo.
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Existem zedlitos de poros pequenos — 8-anel com didmetros livres de 0,30 a 0,45 nm (zedlito A);
poros intermédios — 10-anel e diametros livres de 0,45 a 0,60 nm (ZSM5) e poros largos — 12-anel e
didmetro de 0,60 a 0,80 nm (zedlito X e Y) [51,53].

A composicao quimica da malha elementar dos zedlitos é normalmente representada em
fungdo do teor em oxidos de silicio e aluminio. Esta tem como férmula geral M,;,0.Al,0;.25i0, onde
n é a valéncia do catido M e z pode variar entre 1 e infinito, ja que, segundo a regra de Loewenstein
os atomos de aluminio ndo podem ser adjacentes (ndo existe Al-O-Al na rede). Assim, esta regra
estabelece que o valor minimo da razdo Si/Al é 21, ou seja é o caso limite em que todos os tetraedros
Si0, se encontram individualmente ligados a tetraedros de AlO,", ndo existindo um limite maximo
definido para o valor de Si/Al [51,67,68]. A varia¢do da razdo Si/Al de um zedlito pode levar a
alteracdo da sua acidez, sendo que quanto maior a razdo Si/Al maior a for¢a dos centros acidos [68-
70].

Neste trabalho foram utilizados dois andlogos pertencentes a familia faujasite correspondente

ao cadigo de 3 letras FAU, nomeadamente zedlito Y e X [71].

2.3.1.1. ZESUTOS FAU

Os zedlitos FAU possuem um sistema de canais tridimensional baseado em 8 cavidades
sodalite interligadas por pontes de hidrogénio entre as 6 fases hexagonais. Além das cavidades
sodalites estas estruturas sdo compostas por 16 prismas hexagonais e 8 supercavidades, as quais
estdo representadas na figura 2.5 [52,72]. Os catiGes introduzidos na faujasite a fim de compensar a
carga negativa da rede estdo localizados em posi¢Ges discretas nos prismas hexagonais (sitio 1), nas
cavidades sodalites (sitios I' e Il') e nas supercavidades (sitios Il e Ill). Esta localizacdo depende do tipo

e quantidade do catido e do seu estado de hidratacdo [72]
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Figura 2.5. Estrutura porosa FAU com representac¢ao da supercavidade, cavidade sodalite, dos duplos prismas hexagonais
assim como os locais preferenciais de permuta em cada cavidade. Modificado de [72]
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As cavidades sodalites encontram-se ligadas as supercavidades por anéis de 4 e 6 tetraedros. A
supercavidade central apresenta quatro aberturas com uma dimensdo do anel de 12 dtomos T. Os
prismas hexagonais, cavidades sodalites e supercavidades apresentam um didmetro interno de 0,26

nm; 0,6 nm; e 1,25 nm, respetivamente (Figura 2.6) [49,52,72].

Prismas
Hexagonais

Cavidades

. Supercavidades
Sodalimes ne

Figura 2.6. Diametros das cavidades presentes na estrutura FAU. Modificado de [72]

A célula unitdria destes zedlitos compreende 192 unidades tetraédricas e a sua férmula
quimica geral é |(Ca,Mg,Na,)y9(H20).40| [AlsgSii340384] [49]. O zedlito FAU possui dois analogos
sintéticos que diferem entre si na razdo Si/Al: Y (Si/Al = 2,5) e X (1< Si/Al < 1,5). A sua baixa razdo

Si/Al antevé uma grande capacidade de permuta idnica [69,73].

2.3.2. ZEOLITOS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS

Num ambiente industrial, a incorpora¢dao de agentes antimicrobianos em polimeros pode
compreender a utilizacdo de processos térmicos como fusdo, extrusdo e injecdo por molde [74]. De
acordo com a literatura, existem poucos estudos que envolvam o desenvolvimento de filmes
antimicrobianos através destes métodos, uma vez que as elevadas temperaturas aplicadas podem
afetar a estabilidade quimica e reduzir a atividade dos agentes antimicrobianos [21,75]. Tal, esta
relacionado com a baixa estabilidade térmica apresentada por alguns agentes antimicrobianos,
principalmente pelos materiais orgdnicos. Nestes casos a preparacdo do filme antimicrobiano é
realizada através da dispersdo do polimero numa solucdo a qual é adicionado o agente
antimicrobiano sob agita¢do [9,21,74].

Diversos estudos tém demonstrado que o uso de materiais inorganicos antimicrobianos
apresenta importantes vantagens, uma vez que possuem maior estabilidade, resisténcia térmica e

seguran¢a de manuseamento [76-79].
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A utilizacdo de zedlitos como composto inorganico recetor de metais de transicdo com
atividade antimicrobiana, tem sido possivel devido a grande capacidade de permuta idnica destas
estruturas. As grandes vantagens da utilizacdo destes materiais sdo a adsor¢do, armazenamento e
libertacdo de forma gradual dos metais de transicao [79-83].

Prata, cobre e zinco sdo os metais de transicao utilizados neste trabalho.

2.3.2.1. PrRATA

De entre os catiGes metdlicos existentes, os ides prata sdo os mais reconhecidos pelas suas
propriedades antimicrobianas, visto que sdo relativamente inertes e seguros, apresentam baixa
citotoxicidade para as células animais, elevada estabilidade térmica e baixa volatilidade [78,79,82,84].
Estudos demonstraram que a prata idnica (Ag’) apresenta elevada citotoxicidade para bactérias
gram-positiva e gram-negativa, sendo esta inferior para células eucariéticas [81,84-89]

O mecanismo de acdo antibacteriano dos ides prata estd relacionado com a sua interagdao com
o grupo tiol (-SH) das cisteinas que normalmente existem na membrana celular das bactérias
[84,90,91]. Estudos realizados demonstraram que os ides prata podem reagir com a cisteina
substituindo o seu atomo de hidrogénio por um complexo S-Ag, afetando a estrutura das enzimas
ligadas a membrana, tal como as enzimas da cadeia respiratoria [92,93]. A inativacdao destas enzimas
interrompe o processo respiratorio e leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), com
papel importante na morte da bactéria, devido a condicdo de stresse que esta foi sujeita. Os iGes
prata também previnem a replicacdo de DNA e sdo fotoativos na presenca de radiagdo ultravioleta A
e C, levando a inativacdo de bactérias e virus [94]. Na figura 2.7, encontram-se esquematizados os
varios mecanismos da atividade antibacteriana dos iGes prata, apds a sua libertagcdo de estruturas

como os zeolitos [95].

Libertagdo de ides Oxidacio d z
> cdo de proteinas
metilicos

Rebentamento da

‘/-membrana/ parede

celular

Danos no DNA

Formacdo de espécies
reativas de oxigénio

Interrupgdo da cadeira
transportadora de eletres

Figura 2.7. Mecanismos de atividade antimicrobiana dos ides prata em bactérias. [95].
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Alguns estudos tém referido que ndo sé a prata idnica pode ser usada com o propdsito de
desinfe¢do, mas também a prata metalica (Ag°) [80,84]. Quando Ag’ é exposta a ambientes aquosos,
s3o produzidas e libertadas espécies de Ag" que v3o exercer atividade antimicrobiana. Desta forma, o
mecanismo de acdo antimicrobiano da Ag® tem sido considerado idéntico ao da Ag* [80,84].

Atualmente, os ides prata tém sido utilizados para controlar o crescimento microbiano numa
variedade de aplicacdes médicas, incluindo trabalho dentdrio, catéteres e tratamento de
gueimaduras, embalagens alimentares, assim como em sistemas de purificacdo para desinfecdo de
agua/ar e em industrias textéis [88,90].

Existem algumas desvantagens associadas a utilizacdo de ides prata como agente
antimicrobiano: custo superior em comparagao com outros ides metalicos como zinco e cobre, baixa
estabilidade em solu¢Ges aquosas e tendéncia a reduzir-se a prata metalica apds exposicdo a luz ou
calor e formacdo de compostos insoluveis quando reage com ClI', HS, S0,%, H,S e outros anides

existentes na dgua com consequente perda de atividade antimicrobiana [96].

Um dos estudos mais citado nesta area, publicado por M. Rivera-Garza et al. [96], consistiu na
caraterizacgdo e avaliacdo da atividade antibacteriana do zedlito natural Clinoptilolite permutado com
prata utilizando Escherichia coli (E. coli) e Streptococcus faecalis (S. faecalis) como microrganismos
indicadores de sensibilidade. O sucesso da atividade antibacteriana destes materiais estava
dependente da quantidade de zedlito utilizado (2,5 mg, 5 mg, 10 mg), quantidade de prata
permutada (A, 2A, 5A, 24A - representa¢do da quantidade de prata neste estudo, sendo A a menor e
24A a maior) e do tempo de contacto com os microrganismos. De uma forma geral, os resultados
obtidos demonstraram que para a inibicdao do crecimento de E. coli era necessario pelo menos duas
horas de contacto com 2,5 mg de zedlito com uma concentrac¢do de prata de 5A, sendo necessario no
caso da S. faecalis um contacto de 6 horas com uma concentracdo de prata de 24A para se obter os
mesmos resultados [96].

Num estudo realizado por Bright Kwakye-Awuah et al. (2008) [97] foi utilizado o zedlito
sintético X permutado com uma solugdo de nitrato de prata 0,5 M. E. coli, Staphylococcus aureus (S.
aureus) e Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) mostraram-se sensiveis a acdo antimicrobiana
deste zedlito apds uma hora [97].

Um estudo mais recente realizado por Violeta Elena Copcia et al. [98], prentendeu estimar a
actividade antibateriana do zedlito natural clinoptilolite permutado com uma solu¢do nitrato de
prata 0,1 M. De forma a melhorar a capacidade de permuta idnica da clinoptilolite, esta estrutura foi
sujeita a um tratamento com 4cido oxdlico 1 M e a outro com hidréxido de sédio 1 M, tendo-se
verificado que quer o crescimento de bactéria gram-negativa E. coli, quer o da gram-positiva S.

aureus foi inibido a partir de uma concentragdo de 2 mg/mL de meio de cultura. Além disso,
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verificaram que a clinoptilolite tratada com acido exibia uma actividade antibacteriana mais forte
contra E.coli, enquanto que a amostra tratada com hidréoxido de sédio exibia o mesmo tipo de

resultado na presenca de S. aureus [98].

2.3.2.2. COBRE

Os ides cobre (Cu**) desempenham fungdes importantes nos organismos vivos, visto que s3o
necessarios em baixas concentragdes como cofator de metaloproteinas e enzimas. Apesar deste ido
ser considerado seguro para os humanos, em elevadas concentracGes é capaz de inibir o crescimento
de bactérias e tem um efeito tdxico para a maioria dos microrganismos [24,99-103].

O mecanismo de agdo antimicrobiana dos ides Cu®* estd relacionado com as interacbes
eletrostdticas que estes podem estabelecer com a membrana celular dos microrganismos. Estas
interagbes permitem-lhes penetrar no interior da membrana celular através de canais idnicos,
alterando a permeabilidade da mesma. Como consequéncia ocorre perda de ides intracelulares tais
como os ides K*, que funcionam como indicadores de danos na bactéria, e metabolitos de baixo peso
molecular. Ao penetrarem no interior da célula, os ides cobre podem ainda substituir iGes essenciais,
bloquear grupos funcionais de proteinas, inativar enzimas e levar a consequente producdo de ROS
gue possuem um papel importante na morte da bactéria [100,102]. Atualmente, os iGes cobre tém
sido utilizados em sistemas de purificacdo para desinfecdo de dgua/ar e em industrias téxteis [103].

A principal desvantagem associada a utilizacdo deste ido como agente antibacteriano no
tratamento de agua encontra-se relacionada com a sua dificuldade em interagir com as bactérias
presentes em ambientes aquaticos [96,100,101].Comparado com a prata, a atividade biocidal do
cobre é mais baixa sendo necessario, por exemplo, utilizar 10 mg Cu®'/Kg para que este exiba a sua
atividade em agua, enquanto que a prata exerce entre os 50-100 pg/Kg [84].

Ayben Top et al. [81] avaliaram a atividade antibacteriana do zedlito natural clinoptilolite (NC)
permutado com solugGes de nitrato de prata, nitrato de cobre e nitrato de zinco 0,01 M, utilizando as
bactérias P. aeruginosa e E. coli como microrganismos indicadores de sensibilidade. Através do teste
de suscetibilidade por difusdo em placa, puderam observar que NC por si s6 ndo possui qualquer
atividade antibacteriana. Além disso, verificaram que NC permutada com prata foi mais eficiente na
inibicdo do crescimento bacteriano dos dois microrganismos testados, em comparag¢ao com o zedlito

permutado com cobre e zinco [81].
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2.3.2.3. ZINco

O zinco (Zn**), a semelhanca dos ides cobre, desempenha fun¢des bastante importantes no
organismo humano, ja que estd associado a funcdo e estrutura de inUmeras macromoléculas
presentes no nosso organismo e é essencial a mais de 300 processos enzimaticos, entre os quais a
regulacdo do crescimento dsseo e replicacdo de DNA [103].

Relativamente a possivel aplicacdo deste ido em desinfecdo bacteriana, a maioria dos estudos
realizados utilizam-no na forma de nanoparticulas de oéxidos de zinco [13,104,105] ou entdo
permutado em combinacdo com outros ides em zedlitos [22,106]. Os Oxidos de zinco tém sido
frequentemente utilizados em superficies de contato com os alimentos. Estes decompdem-se a Zn**
apods entrar no organismo humano [13].

Um estudo realizado por katefina Malachova et al.[93] avaliou as diferencas no
comportamento antimicrobiano dos ides prata, cobre e zinco em organismos procariontes
(bactéricas) e organismos eucariontes (leveduras). Para tal, estes ides foram permutados na argila
montmorillonite e a suas propriedades antimicrobianas foram avaliadas utilizando as leveduras
Pycnoporus cinnabarinus e Pleurotus ostreatus e a bactéria E. coli como microrganismos indicadores
de sensibilidade. Os resultados obtidos demonstraram que E. coli foi bastante mais suscetivel a acdo
da prata (tal como demonstrado pelo estudo de Ayben Top et al. [81]), enquanto as leveduras
demonstraram-se bastante mais sensiveis a agdo antimicrobiana dos ides zinco e cobre. Enquanto
baixas concentracGes de cobre e zinco sdo necessarias para o crescimento das leveduras, a prata ndo
pertence ao grupo dos elementos essenciais. Este facto pode explicar as diferencas entre a
capacidade dos iGes prata, cobre e zinco penetrarem nas células fungicas. Os iGes cobre e zinco sdo
transportados para o interior das leveduras onde podem acumular e exercer efeitos tdxicos a

elevadas concentragdes [93].

2.3.3. PREPARACAO DE ZEOLITOS MODIFICADOS COM IOES METALICOS

A modificacdo de zedlitos com diferentes metais tem sido de grande interesse nos ultimos
anos, tanto a nivel académico como a nivel industrial, nas areas farmacéuticas, alimentar, plasticos e
de revestimentos [107]. A introducdo de metais nas estruturas dos zedlitos pode ser feita
essencialmente por dois processos: permuta idnica e impregnagao [108-110]

De forma sucinta, o processo de permuta idnica consiste na imersdo dos zedlitos numa solugdo
aquosa contendo o catido de interesse, sendo este procedimento facilitado através de aquecimento
e de agitacdo. Apds a separagao do sdlido, este é extensivamente lavado com dgua a fim de remover

o excesso de sal da solugdo localizado nos poros dos zedlitos. Apesar de a permuta idnica ser o
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método mais utilizado, existem situacdes em que este ndo é efetivo e ndo promove a permuta de
quantidades suficientes do metal. Estas situa¢des incluem os zedlitos com baixa capacidade de
permuta iénica (zedlitos com elevada razdo Si/Al) e a utilizacdo de complexos metélicos com carga
neutra ou negativa. Nestes casos, o procedimento de impregnacao é preferivel para se atingirem os
valores desejados de metal [110,111].

Por sua vez, a impregnacgdo consiste em colocar as estruturas zeoliticas em contacto com uma
solucdo aquosa contendo o catido que se pretende depositar a sua superficie [110,111]. Existem
cerca de oito métodos que permitem realizar a impregnacdo, sendo mais usual utilizar a
impregnacado por imersdo e a impregnacdo humida incipiente [111]. Na impregnacao por imersao a
deposicdo do catido de interesse no zedlito ocorre de forma lenta, demorando horas ou mesmo dias,
permitindo desta forma uma boa dispersdo dos catiGes pela superficie externa e interna da estrutura
zeolitica. No final do processo o excesso de solvente é eliminado por evaporagdo ou por escoamento.
Na impregnacdo incipiente, o zedlito é adicionado a uma solucdo aquosa contendo uma
concentracdo conhecida do catido de interesse, sendo o volume impregnado igual ao volume dos
poros do material [110,111].

A preparacao de zedlitos contendo dois ou mais metais apresenta outro nivel de complexidade
associado a obtencdo de clusters bimetalicos homogéneos e, no controlo da razdo entre os dois
metais. No caso de zedlitos com elevado conteldo de aluminio a permuta idnica pode ser realizada
em simultaneo ou por fases [110]. Maksod et al. [112] permutaram os zedlitos FAU e Linde type A
(LTA) com solugbes de nitrato de cobre e sulfato de niquel com diferentes concentragbes em
simultaneo. Estes materiais foram preparados para estudar o processo de hidrogenag¢dao de p-
nitrofenol a p-aminofenol [112]. Em zedlitos com elevado conteldo de silicio, os quais possuem baixa
capacidade de permuta iénica, a permuta idnica é mais competitiva e é mais dificil controlar a razédo

final entre os metais [110].

Neste trabalho, a preparagdo dos zedlitos bimetdlicos foi realizada por fases. A maioria dos
estudos realizados com complexos bimetdlicos utiliza zedlitos comerciais como o Aglon, constituido
por 2,5% de prata e 14% de zinco. Contudo, ndo se sabe de que forma é que estes materiais sdo

preparados [23,106].
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2.4. COMPOSITOS ANTIMICROBIANOS

A incorporagdo de zedlitos modificados com ides, como agentes antimicrobianos, em matrizes
poliméricas tem sido extensivamente estudada em vdrios campos tecnoldgicos, tais como:
tratamento de aguas, embalagens alimentares, equipamentos hospitalares, embalagens médicas,

cosméticos, entre outros [107,113].

Relativamente a area médica, Daniela Zampino et al. [113] com o objetivo de prevenir a
colonizacdo bacteriana em superficies poliméricas de produtos médicos, prepararam filmes
compositos de PVC. Estes foram obtidos pela mistura de pellets de PVC com 2 a 20 % (p/p) de zedlito
modificado com prata (vendido comercialmente pela Aglon), num misturador mecanico a 140°C. Os
resultados obtidos demonstraram que a adicdo de zedlito ndo afetou as propriedades mecanicas e
térmicas de PVC, mesmo perante elevadas quantidades de zedlito (20% (p/p)). A atividade
antimicrobiana destes materiais foi avaliada em meios de cultura como tripticase soy agar (TSA),
tripticase soy broth (TSB) e urina estéril inoculados com E. coli e Staphylococcus epidermidis (S.
epidermis). Em todos os meios de cultura usados, PVC contendo 20 % (p/p) de Aglon foi a amostra
que demonstrou melhor atividade antimicrobiana. Na urina, verificou-se a reducdo significativa do
crescimento das duas estirpes a partir de 24 horas, havendo inibicdo de E. coli até 20 dias e de S.
epidermis até 5 dias [113]. Estudos similares foram realizados utilizando o polimero poliuretano

[114,115]

No que diz respeito as embalagens alimentares, os zedlitos modificados com ides metalicos
sdo normalmente incorporado nos filmes polimeros nas percentagens de 1,3 e 5 % (p/p). Devido ao
custo de producgdo destes materiais, normalmente eles sdao laminados como uma camada fina co-

extrudada de espessura 3-5 um e revestidos com outros filmes (figura 2.8) [11,116].

Camada interior

S~ [ ]
w Lo_f L
O Camada com Ag-Zeolito 3-5 ym Q

Filme selante 40-50 uym

Filme hase

Figura 2.8. Estrutura do filme laminado com Ag-zedlito [116].
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H. Pehlivan et al. [117] estudou os efeitos da incorporacdo de diferentes concentragbes de
zedlito puro e modificado com prata (Ag-zedlito) em filmes compdsitos de PP, nas propriedades
térmicas, estruturais e mecanicas dos compésitos. As diferentes concentragdes de Ag-zedlito foram
obtidas através da utilizacdo de solucdes de nitrato de prata entre os 5 e 5000 ppm. Os compdsitos
poliméricos foram preparados pelo processo de extrusdao a uma temperatura de 200 °C, sendo
necessario a adicdo de um agente dispersante para a boa dispersdo de zedlito. Os resultados obtidos
demonstraram que as condi¢Oes étimas para a preparacao dos filmes compdsitos era a incorporacao
de 2-4 % (p/p) de zedlito modificado com uma concentracdo de 4,36 mg Ag/g zedlito. A incorporacdo
de elevadas quantidades de zedlito tornava o filme quebradico, enquanto a utilizacdo de elevadas
quantidades de prata levavam a uma taxa de degradacdo de PP bastante mais rapida
comparativamente a de PP puro [117]. Neste estudo ndo foi feita a caracterizacdo das propriedades
antimicrobianas dos materiais preparados, contudo pelos estudos anteriormente apresentados é
evidente que os zedlitos modificados com iGes metalicos conferem propriedades antimicrobianas aos

filmes poliméricos.

A maioria dos estudos realizados com o propdsito de desenvolver embalagens poliméricas com
propriedades antimicrobianas utilizaram os zedlitos comerciais Zeomic e Aglon [23,118,119]. Estes
materiais foram obtidos através da permuta do zedlito A, pertencente a estrutura LTA, com os ides
prata e zinco [84,118-121]. Desta forma, neste trabalho foi avaliada a capacidade do zedlito do tipo
FAU ser utilizado como agente inorganico recetor de ides com propriedades antimicrobianas, tais

como prata, cobre e zinco, em embalagens alimentares.

2.5. LEGISLAGCAO

O desenvolvimento de embalagens cada vez mais sofisticadas e eficazes na prote¢do de
produtos alimentares tem trazido novos desafios no que diz respeito a avaliagdo da sua seguranga,
em comparagao com as embalagens tradicionais. Neste sentido e pensando sempre na seguranca do
consumidor, a Comissdo Europeia através da diretiva EC 1935/2004 ofereceu a oportunidade das
embalagens ativas serem introduzidas na Europa. Esta diretiva permitia a aplicacdo de componentes
com capacidade de migracao em materiais e objetos em contato com os alimentos. A nova legislagao
veio colmatar as diferencas entre o mercado Europeu e o mercado do Japdo, Estados Unidos da
América e Austrdlia, onde regulamentacdo mais adequada e flexivel permitiu nos ultimos anos

inovagOes tecnoldgicas no sector das embalagens alimentares [2,4,8,122].
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Nos Estados Unidos a entidade Food and Drug Administration (FDA) ja aprovou cinco zedlitos
modificados com prata que podem entrar em contacto com os alimentos, tais como: Zeomic,
Apacider, Aglon, Bactekiller e Novaron [3,11,20,118,120].

A entidade Europeia de Seguranca alimentar (EFSA-European Food Safety Authority) foi
solicitada pela Comissao Europeia a fornecer um parecer cientifico sobre os potenciais riscos dos
componentes incorporados em embalagens alimentares. Esta agéncia deu um parecer positivo sobre
a utilizacdo de zedlitos modificados com ides prata em superficies de contacto com os alimentos. O
zedlito Aglon foi um dos zedlitos que recebeu aprovacdao em 2005 [20,84,121]. Na Europa, a
migracao de prata nas matrizes alimentares é altamente restrita, uma vez que sé sdo autorizadas 50
ug Ag'/Kg de alimento. As companhias que pretendem comercializar polimeros para contacto com
alimentos sdo obrigadas a provar que os materiais contendo prata ndo possuem qualquer efeito
negativo nos alimentos [84,118,121].

Durante a avaliacdo da atividade antimicrobiana das embalagens alimentares é importante
investigar a migracdo dos aditivos antimicrobianos através das embalagens. A diretiva EU 10/2011
emitida em 14 Janeiro é a ultima diretiva com as regras especificas do uso de materiais plasticos em
contacto com os alimentos. Esta estabelece que tais materiais plasticos ndo devem transferir os seus
constituintes para simuladores alimentares em quantidades que excedam 10 miligramas por dm? da
superficie de contacto do alimento. No que diz respeito aos alimentos destinados as criancas, a
transferéncia ndo deve ser superior a 60 mg dos constituintes totais por kg de simulador. Os
simuladores utilizados dependem do tipo de alimento e, normalmente, é utilizado etanol em

diferentes percentagens (10,20 e 50 %(v/v)), 4cido acético e 6leos vegetais [123].
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No presente capitulo serdo apresentados os materiais e reagentes utilizados na permuta idnica
do zedlito Y com diferentes metais de transicdo e preparacdo dos filmes compdsitos, assim como a
descricdo dos respetivos procedimentos. Posteriormente, serdo descritos os fundamentos tedricos e
condigdes instrumentais das diferentes técnicas analiticas utilizadas na caracterizagdo dos materiais
preparados. Por uUltimo, serdo apresentados os ensaios de suscetibilidade microbiana realizados a fim

de avaliar a atividade antimicrobiana dos materiais preparados (zedlitos e filmes compésitos).

3.1. MATERIAIS E REAGENTES

3.1.1. MATERIAIS

Numa primeira etapa deste trabalho experimental, foram utilizados os zedlitos AgX e AgY
(zedlito NaX e NaY, pertencentes a familia FAU, apds permuta idnica com prata) preparados no
decorrer do projeto de licenciatura [124] para validar qual dos andlogos desta estrutura seria
utilizado nos estudos posteriores. O zedlito NaX possui uma razdo Si/Al de 1,64 e o NaY de 2,83.

No restante procedimento experimental, utilizou-se o zedlito Y em pd, na sua forma basica
(NaY), obtido comercialmente da Zeolyst International para as diferentes permutas idnicas. Antes do
procedimento de permuta idnica, a estrutura zeolitica foi colocada na pistola de secagem Biichi a 120
°C durante 12 horas a fim de remover a agua retida na estrutura cristalina do zedlito.

O polimero utilizado foi o polietileno (PE) na forma de granulos, fornecido pela empresa Amcor

Flexibes (Portugal).

3.1.2. REAGENTES

Para a permuta idnica do Zedlito Y foi utilizado o nitrato de prata (l), nitrato de zinco (Il) e
nitrato de cobre (Il). Estes reagentes foram utilizados sem qualquer método adicional de purificacdo

e as suas caracteristicas encontram-se descritas na tabela 3.1.

Tabela 3.1. Caracteristicas dos reagentes utilizados na permuta iénica.

Massa
Férmula Frases de Frases de
Reagente molecular Marca
Molecular Risco (R) Seguranga (S)
(8/mol)
Nitrato de prata (l) AgNO; 169,87 8-34-50/53 26-45-60-61 Fisher Scientific
22-
Nitrato de zinco (Il) Zn(NOs).4H,0 261,46 17-26 Merck
36/37/38
Nitrato de cobre (Il) Cu(NO;).3H,0 232,59 8-22-34 17-26-45 Riedel de Haen
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3.2. SELECAO DA ESTRUTURA FAUJASITE

O tema desta tese surge em seguimento do estudo iniciado no projeto de licenciatura em
Bioquimica intitulado "Encapsulamento de agentes antimicrobianos em nanoestruturas" [124]. Nesse
estudo, os zedlitos NaX e NaY foram permutados com uma solucdo de nitrato de prata 0,05M
(procedimento similar ao apresentado em 3.3.1.1), caracterizados através de técnicas analiticas
como microscopia eletrénica de varrimento (SEM), espetroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X (XRD) e sujeitos a ensaios de suscetibilidade
microbiana utilizando a bactéria E. coli como microrganismo indicador de sensibilidade.

A utilizagdo destes materiais numa fase inicial do presente trabalho prende-se com a
necessidade de fundamentar a escolha da estrutura faujasite através dos seus analogos, X e Y, para a
obtencdo dos objetivos pretendidos. Para tal, efetuou-se a analise destes materiais recorrendo a
técnicas como espetroscopia fotoeletréonica de raios-X (XPS) e andlise quimica, e submeteram-se a
testes para avaliacdo das suas propriedades antimicrobianas, utilizando um painel mais alargado de
microrganismos indicadores de sensibilidade: as bactérias E. coli e Bacillus subtilis (B. subtilis), e as
leveduras Saccharomyces cervisiae (S. cerevisiae) e Candida albicans (C. albicans). A descricdo destes
ensaios antimicrobianos serd apresentada no item 3.5.3 (Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos

zeodlitos em pod).

3.3. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

3.3.1. PERMUTA IONICA - ZEOLITOS

Com o objetivo de preparar materiais com propriedades antimicrobianas, o zeélito do tipo NaY
foi selecionado como suporte inorganico recetor dos ides prata, cobre e zinco, referidos na literatura
como ides com atividade antimicrobiana. Para além da permuta do zedlito com cada um dos ides
mencionados (zedlito monometalico), também se efetuou a permuta do zedlito NaY com dois iGes

metalicos (zedlito bimetalico). Desta forma, o procedimento de permuta idnica deu-se em duas fases:

3.3.1.1. PREPARACAO DE ZEOLITOS MONOMETALICOS

Considerando como exemplo o procedimento de permuta idnica de NaY com solugdes de
nitrato de prata: as solugGes de 50 mL de nitrato de prata 0,010 M e 0,025 M adicionou-se 6,0 g de
zedlito NaY, em baldes de fundo redondo protegidos da luz a fim de evitar a reducdo de prata. Estes
balGes foram colocados a agitar a temperatura ambiente e a uma velocidade de rotacdo de 500 rpm,

durante 24 horas. Apos esse periodo de tempo, as suspensdes obtidas foram filtradas sob vacuo num
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funil com placa porosa G4, lavadas com 3agua destilada para remover os ides NO; e colocadas na
estufa a 90°C durante aproximadamente 12 horas. As amostras removidas do funil foram entdo
calcinadas no forno tubular Termolab a 500 °C de acordo com a figura 3.1. As calcinagbes foram

realizadas para garantir que os ides metdlicos se encontram no interior das estruturas zeoliticas.
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Figura 3.1. Representacdo do gradiente de temperatura utilizado no procedimento de calcinagdo das amostras
preparadas. Curva 1 corresponde a fase de aquecimento dos 20 °C até aos 500 °C, a velocidade de 5 °C/min (1h30min).
Na curva 2 a temperatura é mantida a 500 °C durante 8 horas. Por ultimo, a curva 3 representa o arrefecimento até a
temperatura ambiente. Foi utilizado um fluxo de ar de 30-40 mL/min durante as calcinagdes. [Modificado de 49].

No final deste procedimento, o nome do zedlito monometdlico derivou de:

v’ Ido permutado + designagéo do zedlito (Y) + concentragdo da solucdo do ido permutado.

Exemplo: AgY 0,025 M.

Este procedimento foi igualmente realizado com os ides cobre e zinco; contudo, nestes casos,
apenas se preparou uma solucdo de nitrato de cobre 0,010 M e uma solugdo de nitrato de zinco

0,050 M. Assim, no final desta fase obtiveram-se os materiais apresentados na tabela 3.2.

Tabela 3.2. Zedlitos monometalicos

Designacao do
Zeolito partida [Solugbes] utilizadas
Material
AgNO3 0,010 M AgY 0,010 M
AgNO; 0,025 M AgY 0,025 M
NaY
Cu(NOs), 0,010 M CuY 0,010 M
Zn(NOs), 0,050M ZnY 0,050 M
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3.3.1.2. PREPARACAO DE ZEOLITOS BIMETALICOS

Para a realizacdo das permutas idnicas em questdo, considerando-se como exemplo a
preparacao do zedlito bimetdlico de zinco e prata, e utilizando como material de partida o ZnY 0,050
M, prepararam-se solucdes de nitrato de prata 0,010 M; 0,025 M e 0,050 M. A cada uma destas
solugdes adicionou-se 1,5 g de ZnY 0,050 M e realizou-se o procedimento descrito em 3.3.1.1. Apds a

calcinagdo, o nome do zedlito bimetalico derivou de:

v’ Primeiro iio permutado + segundo ido permutado + designacdo do zedlito (Y) + respetiva
concentragdo da solugdo do segundo ido.

Exemplo: ZnAgY 0,010 M

Assim, no final desta fase obtiveram-se os seguintes zedlitos bimetdlicos (Tabela 3.3).

Tabela 3.3.Zedlitos bimetalicos preparados

Zedlito partida [solugbes] utilizadas Designag¢do do Material

AgNO3 0,010 M ZnAgY 0,010 M
ZnY 0,050 M AgNO5 0,025 M ZnAgY 0,025 M
AgNO3 0,050 M ZnAgY 0,050 M
Zn(NOs), 0,050 M AgZnY 0,050 M

AgY 0,010 M
Cu(NO3), 0,010 M AgCuY 0,010 M
AgNO3 0,010 M CuAgY 0,010 M

CuY 0,010 M
Zn(NOs), 0,050 M CuZnY 0,050 M

3.3.2. PREPARACAO DOS COMPOSITOS EM FILMES DE POLIETILENO

O procedimento de incorporagdo das amostras zeoliticas em polietileno foi realizado sempre
da mesma forma, havendo apenas variagdo do zedlito introduzido e na sua percentagem (1, 3 e 5%).

Numa primeira fase, preparou-se o polietileno em pd a partir das resinas e composi¢cdo
fornecidas pela empresa Amcor: 80 % da resina F e 20 % da resina D, utilizando um moinho Retsch.
Apds a mistura da quantidade necessaria de polietileno e zedlito para obter um compésito de 0,5 g,
procedeu-se a sua homogeneizacdo num almofariz de agata. Posteriormente, os materiais foram
sujeitos a uma temperatura de 190 °C na prensa SPECAC de forma a permitir a fusdo do material e a

obtencdo de um filme homogéneo.
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Os filmes compdsitos obtidos numa percentagem de 5 % (p/p) foram NaY; AgY 0,025 M e ZnY
0,05 M. Por sua vez os materiais AgY 0,05 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,05 M foram incorporados em
polietileno nas percentagens de 1, 3 e 5 % (p/p). Este procedimento foi igualmente realizado com o
polipropileno a fim de averiguar as diferencas de aspeto dos compdsitos obtidos, apenas com 5% de

NaY; AgY 0,025 M e ZnAgY 0,025 M.

3.4. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.4.1. ESPETROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

v" DESCRICAO GERAL DA TECNICA DE FTIR

A espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier é uma técnica analitica muito
util em andlise estrutural de compostos, pois permite identificar grupos funcionais e elucidar a
estrutura molecular de compostos organicos e inorganicos puros, assim como de impurezas
associadas a estes [125,126].

Esta espetroscopia de absorg¢do, baseada na vibracdo dos atomos e das moléculas, utiliza a
regido do infravermelho (IV) do espectro eletromagnético que se situa entre 4000-200 cm™ [126-128].
Quando uma amostra é sujeita a radiacdo IV, existe uma certa fracdo da radiacdo incidente que é
absorvida a uma determinada energia, gerando-se assim um espectro IV. A energia a que qualquer
banda de absor¢do aparece no espectro de IV corresponde a frequéncia de vibragdo de uma dada
ligagdo quimica na amostra [125-127].

Para que os modos vibracionais da molécula aparecam no espetro de IV é essencial que a
radiagdo IV induza uma variagdo no momento dipolar das suas ligagdes quimicas ou grupos
funcionais [126,128]. Numa molécula, os modos vibracionais envolvem variagdo do comprimento de
ligagdo quimica — estiramento — ou variagao do angulo de ligagdo — deformagdo [49,127,128]. Estes

modos vibracionais encontram-se representados na figura 3.2.

—> &« + + + -
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__________________ I s it i e e i
Stretching vibration Bending (or deformation) vibration

Figura 3.2. Seis tipos diferentes de modos vibracionais de uma molécula. As duas primeiras sao exemplos de estiramento

simétrico e assimétrico, e os outros quatro de deformagdo (os simbolos “+” e “-“ referem-se a vibragdes que sdo

perpendiculares ao plano da pagina [126]
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v' CARACTERIZAGAO DOS ZEOLITOS POR FTIR

A técnica de FTIR é bastante Util na caracterizagdo de estruturas zeoliticas. O zeélito utilizado
neste trabalho, pertencente a familia FAU, apresenta no seu espetro de infravermelho

essencialmente trés zonas caracteristicas [49,59]:

(i) Vibragdes de deformag3o do anel duplo entre 550 e 650 cm ™;

(i) VibragGes de estiramento simétrico e assimétrico das ligagbes T-O-T (tetraedros SiO, e AlO,)

entre 650 e 1200 cm

(iii) Vibragdes dos grupos hidroxilos (T-OH) localizados a superficie ou no interior das cavidades
a frequéncias superiores a 3000 cm .

A presenca de agua na estrutura zeolitica também origina uma banda de absorc¢do na regido
1600-1650 cm™ [49]. A figura 3.3. apresenta o espectro de FTIR do zedlito NaY, com as zonas

anteriormente referidas assinaladas [59].
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Figura 3.3. Espetro de infravermelho do zedlito Y [59].

A técnica de FTIR pode ainda possibilitar a dete¢do de metais imobilizados na estrutura
zeolitica através da observagdo das regides ndao absorventes no espectro do zedlito, que se situam na

regido dos 1200-1600 cm™ [49].

A regido de infravermelho entre 570-600 cm™ pode ser utilizada para calcular a razdo Si/Al da

rede [129,130] usando a equacgdo

x = 3.857 — 0,00621 wpp (cm™1), (3.1)
onde x = [1+ (i—i )], com 0,1 < x < 0,3 e wpr € 0 valor especifico da vibragdo do anel entre 570-600

cm™ [129,130].
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v' CARACTERIZACAO DE POLIETILENO POR FTIR

O polietileno é dos polimeros mais estudados mundialmente e ja se encontra bastante bem
caracterizado por FTIR, sendo que qualquer altera¢cdo na sua estrutura cristalina pode ser detetada
recorrendo a esta técnica. Na tabela 3.4 sdo enumeradas as bandas de absorcdo presentes no

espectro de infravermelho do polietileno.

Tabela 3.4. Bandas caracteristicas de Polietileno [131,132]

Banda (cm'l) Atribuicao
2919 Vibragdo assimétrica C-H em CH,
2851 Vibragao simétrica C-H em CH,
1473 e 1463 Vibragdes de deformagdo de C-H em CH,
1377 Deformacgdo simétrica CH;
731-720 VibragGes angulares de CH;

v CONDICOES INSTRUMENTAIS

As amostras zeoliticas e os filmes compésitos de polietileno preparados foram caracterizados
por FTIR. As andlises foram realizadas num espectrofotémetro de IV com transformadas de Fourier
(ABB FTLA2000) na regido de 4000-500 cm™ em modo de transmiss3o e com uma resolugdo de 4 cm™.
No caso dos zedlitos foram efetuados 4 varrimentos, enquanto nos filmes compdsitos foram
utilizados 16 varrimentos.

Para a realizagdo destes ensaios os compdsitos de polietileno ndo precisaram de sofrer
qualquer tratamento, contudo no caso dos zedlitos era necessario preparar pastilhas de brometo de
potassio (KBr). Na preparacdo das pastilhas utilizou-se uma proporc¢do de 0,002 g de amostra para
0,098 g de KBr, tendo-se homogeneizado a mistura num almofariz de 4gata. Em seguida, o pd

homogéneo foi prensado utilizando uma prensa (Manfrendi) com um peso de 5 toneladas.

3.4.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO (SEM)

v’ DESCRICAO GERAL DE SEM

A microscopia eletrénica de varrimento é uma técnica analitica muito utilizada na
caracterizagdo da topografia superficial de materiais desenvolvidos em todos os dominios da ciéncia,
tecnologia e industria. O conhecimento detalhado da microestrutura destes materiais permite o

entendimento e, em muitos casos até, a previsdo das suas propriedades e comportamento [49].
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A técnica de SEM consiste em incidir um feixe de eletrées, com uma energia entre 0,5 e 30 KeV,
diretamente na amostra. Como resultado da interacdo do feixe de eletrées com a superficie da
amostra, uma série de radiagbes sdo emitidas, tais como eletrGes secundarios, eletrGes
retrodifundidos, raios-X carateristico, eletrées Auger, fotdes, etc (Figura 3.4.). Quando estas
radiacOes sdo captadas corretamente, fornecem informacdes caracteristicas sobre a topografia da

superficie, composicao, entre outras caracteristicas da amostra [49,133-135].

Feixe de electrdes incidente

Raios X electrdes

aios retrodifundidos
electroes

electrdes secundarios

Auger

Amostra

Figura 3.4. Representac¢do esquematica de algumas das radiag6es emitidas apos colisdo de um feixe de eletrées na
superficie de um material condutor [135].

Na microscopia eletrénica os sinais de maior interesse para a formagdo da imagem sdo os
eletrdes secundarios e os retrodifundidos. A medida que o feixe de eletrdes primarios vai varrendo a
amostra estes sinais vao sofrendo modificacbes de acordo com as variacdes da superficie. Os
eletrbes secunddrios, gerados por colisdo ineldstica, fornecem imagens da topografia da amostra
com uma grande precisdo e profundidade. Por sua vez, as imagens com maior contraste sdo obtidas
pela detecdo de eletrdes retrodifundidos de elevada energia. Estes eletrGes, gerados por colisdes
eldsticas, sdo proveniente das camadas mais profundas da amostra, logo fornecem informagoes
acerca da composicdo quimica da amostra [133].

O SEM tem o seu potencial mais desenvolvido com a adaptacdo de detetores de energia
dispersiva de raios-X (EDX) na camara de amostra. Através da detecdo dos raios-X caracteristicos
emitidos pela amostra, resultado da interacdo dos eletrdes primarios com a superficie, é possivel
determinar quantitativamente e qualitativamente a composicdo quimica de regiGes até 1 um de
comprimento do local de incidéncia do feixe de eletrGes. A conjuga¢do das técnicas SEM/EDX
permite obter imagens tridimensionais da amostra, e mapas de composicdo dos elementos a

superficie [127,128,136].
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v CONDICOES INSTRUMENTAIS

A analise superficial de SEM dos zedlitos permutados com os diferentes ides metalicos foi
obtida recorrendo ao uso do microscopio eletrénico de varrimento LEICA CAMBRIDGE S360,
equipado com um sistema de EDX. As amostras zeoliticas foram previamente colocadas numa fita de
carbono e recobertas com uma fina camada de ouro durante 15 minutos. A amplia¢do utilizada foi de
5000x e o feixe de energia foi de 14 kV. A andlise de EDX foi realizada antes das amostras serem
revestidas com o filme de ouro.

No caso do estudo da distribuicdo das particulas zeoliticas na matriz polimérica foi feito o

estudo dos eletrdes retrodifundidos a uma tensao de aceleragao de 15 kV e uma ampliacdo de 500x.

3.4.3. DIFRAGCAO DE RAIOS-X (XRD)

v" DESCRICAO GERAL DE XRD

XRD é frequentemente utilizada para obter informacGes acerca da estrutura, composicdo e
orientacdo dos estados policristalinos dos materiais [49]. Esta técnica estuda a forma como as
estruturas cristalinas difratam a radiacdo incidente de raios-X, cujo comprimento de onda é da
mesma ordem de grandeza das distancias interatdmicas numa rede cristalina [49,137].

Nos sélidos cristalinos é possivel estabelecer planos cristalinos com orientacdes bem definidas,
segundo o arranjo estrutural do mesmo [49]. Quando se incide radiacdo de raios-X num material
cristalino pulverizado, radiacdo eletromagnética de comprimento de onda da ordem do 1 A, os
diferentes planos cristalinos presentes no mesmo refletem parte da radiagdo, sendo o angulo de
reflexdo igual ao angulo de incidéncia. Para que as ondas refletidas pelos diferentes planos cristalinos
estejam em fase, isto é, para que ocorra interferéncia construtiva com reflexdo maxima da radiacdo,
€ necessario existir uma relagdo entre o comprimento de onda da radiacdo, a distancia interatdmica

entre os planos cristalinos e o angulo de incidéncia, sendo esta relagdo dada pela lei de Bragg:

nl = 2dsenf (3.2)

onde d representa a distancia interatdmica entre os planos cristalinos, A o comprimento de onda, 0 o
angulo de Bragg e n a ordem de difracdo (nimero inteiro). A parte difratada pela estrutura cristalina
so existe em dire¢des bem definidas, correspondentes a angulos 26 do feixe incidente. A equacgdo de
Bragg é util apenas quando o espagamento entre as camadas e o comprimento da radiacdo é da

mesma ordem de grandeza [59,126,136,137].
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v' CARACTERIZAGAO DE ZEOLITOS POR XRD

O XRD é uma técnica bastante importante na caracterizagao estrutural de zedlitos, na medida
em que permite determinar o tamanho e a forma das suas células unitarias e os parametros de
malha da rede cristalina. Num zedlito a distancia dos planos interplanares é dada por d;,, em que hkl
sdo os indices de Miller [49,50]. Assim para zedlitos, a equacdo 3.2 pode ser representada da

seguinte forma:

nA = 2dy;senf (3.3)

Para o caso simples de uma malha cubica, como é o caso dos zedlitos pertencentes a familia

FAU, é possivel determinar o tamanho da célula unitaria (a,) através da equacéo 3.4:

AVhZ+k2+12

a =
0 2sen@

(3.4)
Este parametro a, é calculado através da equacao 3.4 tendo em consideracdo a posicdao dos
picos correspondentes aos indices de Miller [533], [642] e [555], utilizando-se o quartzo como padrao

interno de acordo com o método ASTM D 3942-80 (Figura 3.5.).

533 555

2 642

[-- -4

g Q

2 - \

=

=

Zz |

2

5 10 15 20 25 30 35 40 45
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Figura 3.5. Difractograma do zedlito NaY apresentando os indices de Miller 533, 642 e 555 e o pico do padrao interno
quartzo assinalado por “Q” [49].

Esta técnica permite determinar a razdo Si/Al da rede cristalina do zedlito, o que se revela util
para comparacdo com a razdo Si/Al total obtida por analise quimica. Este parametro é obtido através
da determinagdo do numero de atomos de Al da célula unitdria, recorrendo ao parametro a,. A

determinacdo do numero de dtomos de Al (Ny) € feita através da equagdo de Flanigen e Breck:

Ny = 115,2(ay — 24,191), (3.5)
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onde apé expresso em A e o valor de 24,191 corresponde ao parametro de malha de um zedlito
pertencente a estrutura FAU completamente silicio (No=0). A partir do valor de N, e do nimero de
atomos T por célula unitdria (192 no caso de um zeélito FAU) pode-se facilmente determinar a razdo

Si/Al recorrendo a seguinte equac3o:

si 192-N g
— = ——77 (3.6)
Al rede Nai

A difracdo de raios-X permite ainda determinar a cristalinidade de uma amostra através da

equacao 3.7[49,50]

Y Int.picos)

amostra » 100 (3.7).

. . (
0, —
cristalinidade (%) = INEPI0) pmteas

Esta técnica revela-se bastante util no estudo de zeélitos permutados com iGes metalicos, pois

permite verificar se o ido metalico alterou a estrutura cristalina dos zedélitos.

v CONDICOES INSTRUMENTAIS

Os difratogramas de raios-X foram obtidos num difractémero Phillips Analytical X-Ray modelo
PW 1710 BASED, a temperatura ambiente. A velocidade de varrimento foi de 2 °C min™, usando uma
corrente de cdtodo de 30 mA e uma voltagem de 40 kV. As amostras foram preparadas misturando 5
mg de um padrado interno de quartzo com 100 mg de sélido, sendo de seguida homogeneizadas num

almofariz de agata.

3.4.4. ESPETROSCOPIA FOTOELETRONICA DE RAIOS-X (XPS)

v" DESCRICAO GERAL DE XPS

A espetroscopia fotoeletréonica de raios-X é utilizada na caracterizacdo espetroscépica das
camadas superficiais (cerca de 50 A) de materiais sélidos, pois apesar de os raios-X poderem atingir o
interior da amostra, apenas os eletrdes da superficie podem escapar e ser detetados [125].

O XPS consiste na detecdo da energia cinética dos eletrées emitidos do cerne de atomos
existentes na superficie do material, apds irradiagdo com fotGes de raios-X (Figura 3.6.). A utilizagdo
de um feixe de fotdes de raio-X com uma frequéncia elevada leva a que os fotoeletroes emitidos

adquiram elevada energia cinética [125,138,139].
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Energia (e angulo)
no detector

e ou fotao s 0 S 'e emitido

Figura 3.6. Representacdo esquematica da espetroscopia eletronica [adaptado de 140].

A distribuicdo da energia cinética dos fotoeletrGes emitidos pode ser medida usando um
analisador de energia de eletrdes apropriado, obtendo-se assim um espectro [140]. Normalmente a
amostra fica carregada positivamente com a emissao do fotoeletrdo, causando um desvio na energia
de ligacdo do eletrdo que depende do estado de oxidacdo e dos atomos ligados ao elemento
irradiado. Estes desvios na energia podem ser corrigidos através de valores que existem tabelados
para cada elemento em compostos padrao [140].

Uma vez que as energias de ligacdo dos eletroes da camada K sdo caracteristicas de cada
atomo, a andlise por XPS permite identificar o elemento presente. A intensidade de energia estd
também relacionada com o numero de eletrdes, o que permite obter uma andlise quimica da
superficie da amostra analisada. Além disso, a energia de ligagdo de um determinado elemento da
informacdo sobre o estado de oxidacdo e vizinhanga quimica. Os pequenos desvios quimicos nos
picos de XPS podem ajudar a distinguir as contribuicdes dos diferentes estados quimicos de um
elemento em particular [138-140].

A utilizacdo de XPS neste trabalho foi essencial na determinagdo dos estados de oxidacdo dos

elementos metalicos incorporados no zedlito Y.

v CONDICOES INSTRUMENTAIS

A andlise de XPS das amostras NaX, Na¥Y, AgX e AgY foi realizada recorrendo ao
espectrofotdmetro VG Scientific ESCALAB 250 iXL, usando uma radiagdo monocromatica Al-Ka
(hv=1486.6 eV). Os fotoeletroes foram coletados com um angulo de incidéncia relativamente a
amostra de 90°. A medicdo foi feita num Analisador de Energia constante (CAE) com uma energia de

passagem de 100 eV para o espectro total e 20 mV de energia para um espectro de alta resolugao.
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3.4.5. ESPETROSCOPIA DE EMISSAO ATOMICA (ANALISE QUIMICA)

v DESCRICAO GERAL DE ESPETROSCOPIA DE EMISSAO ATOMICA

A espetroscopia de emissdo atémica tem bastante potencial na andlise qualitativa e
guantitativa de espécies atdmicas, 4tomos individuais, ou iGes elementares presentes numa amostra.
Para este efeito é necessario que as espécies presentes na amostra, apds excitacdo, possam emitir
radiacdo a comprimentos de onda caracteristicos [140]. Nesta técnica espetroscdpica, a primeira
etapa de todos os procedimentos consiste na atomizacdo da amostra, isto é, na volatilizacdo e
decomposicao da amostra de forma a produzir uma fase gasosa de dtomos e ides.

A principal diferenca encontrada entre as diferentes técnicas de espetroscopia de emissdo
atémica reside no método de atomizacdao empregue [140].

A espetroscopia de emissdo atdmica com plasma acoplado indutivamente (ICP-AES) utiliza
como fonte de atomizacdo um plasma de dargon a elevadas temperaturas (7.000 - 10.000 K),
parcialmente ionizado e com uma concentragdo relativamente elevada de eletrGes e catides que o
tornam condutor [49]. Apds a atomizacdo, a interacdo da fase gasosa da amostra com radiagdo
eletromagnética na gama do ultravioleta- visivel (UV-Vis) leva a que as espécies que se encontravam
no estado excitado relaxem para niveis de menor energia - estado fundamental- com consequente
emissdo de radiacdo. A radiacdo emitida é registada num espetro descontinuo de emissdo, que
consiste num conjunto de linhas representativas de transi¢cdes eletrénicas bem definidas. O niumero
de linhas do espetro de um elemento é dependente do nimero de eletrdes excitaveis do mesmo,
bem como dos estados excitados para o mesmo eletrao [49,137].

O ICP-AES é reconhecido pela sua capacidade de realizar andlises multi-elementares, uma vez
que pode excitar os varios analitos da amostra simultaneamente, permitindo, assim, estabelecer
conclusdes que nao seriam possiveis com a avaliagdo de um Unico elemento [140]. Devido as suas
caracteristicas, o ICP-AES é bastante util na caracterizacdo de materiais com diferentes i6es metalicos,
pois permite avaliar se efetivamente os processos de permuta idnica foram eficientes na introducao

dos ides metalicos na estrutura zeolitica.

v CONDICOES INSTRUMENTAIS

A andlise quimica dos materiais preparados foi efetuada no Laboratdrio de Analises do
Instituto Superior Técnico, recorrendo ao espectrofotdmetro de absor¢cdo atémica Philips ICP PU

7000 Spectrometer e utilizando o método de quantificagdo SMEWW 3120.
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3.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.5.1. MICRORGANISMOS

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana das amostras zeoliticas preparadas e dos
compdsitos poliméricos selecionou-se a bactéria Gram-negativa E. coli CECT423 e a bactéria Gram-
positiva B. subtilis 4886, para além das leveduras C.albicans IGC 3436T e S. cerevisiae BY4741, como
microrganismos indicadores de sensibilidade. Estes microrganismos foram obtidos da colecdo de

culturas do Departamento de Biologia da Universidade do Minho.

3.5.2. MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CRESCIMENTO

Ao longo deste trabalho as bactérias (E. coli e B. subtilis) foram repicadas em condi¢Ges de
assepsia para placas contendo meio Lysogeny Broth (LB) suplementado com agar (LBA), cuja
constituicdo se descreve na tabela 3.5. O seu cultivo foi promovido a uma temperatura de 37 °C

durante 24 horas para obtencdo de culturas frescas.

Tabela 3.5. Constituicdo do meio Lysogeny Broth suplementado com agar

Componente Concentragdo [%(p/v)] Fornecedor
Triptona 1,0 Quilaban
Extracto de levedura 5,0 Merck
Nacl 0,5 Panreac
Agar 2,0 José M Vaz Pereira

O cultivo das leveduras (C. albicans e S. cerevisiae) foi promovido a 30 °C durante 42 horas em
placas contendo meio Yeast Peptone Dextrose (YPD) suplementado com agar (YPDA), preparado de

acordo com a tabela 3.6.

Tabela 3.6. Constituicdo do meio Yeast Peptone Dextrose Agar

Componente Concentragdo [%(p/v)] Fornecedor
Peptona 1,0 Sigma
Extracto de levedura 1,0 Merck
Glucose 2,0 Sigma
Agar 2,0 José M Vaz Pereira
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Para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos zedlitos mono e bimetalicos (tabelas 3.1 e 3.2)
ambos os meios usados foram suplementados com o zedlito em estudo nas concentracées de 0,01;
0,1; 0,2; 0,3; 0,5, 1 e 2 mg/mL, recorrendo-se a um banho de ultra-sons WVR para garantir a
suspensao dos zedlitos no meio.

Para o ensaio antimicrobiano com os compdsitos de polietileno, foram igualmente utilizados
meios YPDA e LBA.

Todos os meios utilizados durante o presente trabalho, foram esterilizados em autoclave a 120

°Ce 1l atm.

3.5.3. AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS ZEOLITOS EM PO

A atividade antimicrobiana dos zedlitos mono e bimetdlicos foi avaliada através de uma
adaptacdo do método de diluicdo em agar [141]. Este ensaio tinha por objetivo determinar a
concentragcdo minima inibitdria (MIC), isto é, a mais baixa concentracdo de agente antimicrobiano
que inibe o crescimento de determinado microrganismo.

Para tal, a partir das culturas frescas das bactérias anteriormente referidas, inocularam-se
erlenmeyers com meio LB e promoveu-se o crescimento a 37 °C e 200 rpm até se obter uma
densidade 6ptica de 0,5; avaliada a A = 600 nm. Procedeu-se a centrifugacdo de 2,5 mL de cada
cultura na centrifuga Eppendorf a 4 °C, 5000 rpm, durante 5 minutos. Apds centrifugacdo removeu-se
o sobrenadante e lavou-se o sedimento celular com agua. Procedeu-se a nova centrifugacdo nas
condicOes atras referidas e ressuspendeu-se o pellet em 2,5 mL de meio LB. De seguida, retiraram-se
aliquotas para eppendorfs de forma a obter diluigdes de 1; 1:10; 1:100; 1:1000; 1:10000 e 1:100000.

O numero de unidades formadoras de coldnias (UFC) foi determinado a partir da aplicagdo, em
triplicado, de gotas de 20 pL de cada diluigdo da cultura em placas de meio LBA e de LBA
suplementado com zedlitos mono ou bimetdlicos e também de NaY numa gama de concentragbes
entre 0,01 a 2 mg/mL. Todo o procedimento descrito foi realizado na camara de fluxo laminar.

As placas foram incubadas durante 24 horas a 37 °C. Apds incubagdo, procedeu-se a contagem
do numero de coldnias presentes em cada gota das diferentes dilui¢Ges, calculando-se a média
desses valores para cada diluicdo, e procedendo-se a determinacdo de UFC/mL. Os resultados para
cada zedlito mono e bimetadlico foram expressos em termos de eficiéncia antimicrobiana

determinada a partir da equacgao 3.8

Eficiéncia antimicrobiana = 100 — (% x 100) (3.8),
Y
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onde UFCy,.yrepresenta o nimero de UFC para o zedlito Y permutado com os diferentes ides
metalicos (M) e UFC, representa o nimero de UFC observados na presencga do zedlito Y, usado como
controlo. Salvo indicacdo em contrario, todos os resultados correspondem a pelo menos trés réplicas.

Para as leveduras, realizou-se exatamente o mesmo procedimento, usando o meio YPD. A
temperatura de incubacao foi de 30 °C.

De forma a validar os resultados obtidos, este ensaio foi repetido exatamente nas mesmas

condicdes.

3.5.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS FILMES COMPOSITOS DE

POLIETILENO

De forma a avaliar a atividade dos filmes compdsitos de polietileno com diferentes
percentagens de zedlitos mono e bimetdlicos efetuou-se o teste de difusdo em placa. Neste tipo de
ensaios, a atividade antimicrobiana do compdsito polimérico é avaliada através do aparecimento de
uma zona isenta de crescimento celular a sua volta.

Para este efeito, prepararam-se solucdes de agar 0,8 % (p/v) liquefeito a qual se adicionou
uma suspensao de cada microrganismo em solucdo salina de modo a que, no ensaio de atividade, o
indculo microbiano fosse de 10° células/mL. Esta mistura foi colocada sobre placas contendo o meio
de ensaio (LBA ou YPDA), formando um overlay uniforme. Apds solidificagdo da overlay, procedeu-se
a colocacdo de discos com 6 mm de didmetro obtidos a partir de diferentes zonas dos filmes
compadsitos poliméricos. Como controlo foi utilizado o PE e o filme compdsito polimérico de NaY. As
placas foram incubadas nas condi¢des 6timas de crescimento de cada microrganismo, procedendo-se
depois a observagdo e registo da presenca/auséncia de halos de inibicdo do crescimento e a medicdo

dos didametros (em mm) desses halos.
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Capitulo 4 - Andlise e discussdo dos resultados

No presente capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no decorrer de toda
a atividade experimental. Este capitulo encontra-se dividido em 3 partes principais.

A primeira parte consiste na discussdo dos resultados mais relevantes para a selecdo da
estrutura faujasite a utilizar durante o trabalho experimental, nomeadamente resultados de XPS,
analise quimicas e ensaios de avaliacdo de propriedades antimicrobianas.

Na segunda parte serdo apresentados os resultados da caracterizacdao morfoldgica e estrutural,
bem como dos ensaios de atividade antimicrobiana para os zeélitos monometdlicos e bimetalicos.

Por ultimo, sera discutida a influéncia da incorporacao das estruturas zeoliticas no filme de
polietileno. Serao também apresentados os resultados de avaliacdo do potencial antimicrobiano dos
filmes compdsitos utilizando E. coli, B. subtilis, S. cerevisiae e C. albicans como microrganismos

indicadores de sensibilidade.

4.1. SELECAO DA ESTRUTURA FAU

Este trabalho tem por objetivo desenvolver embalagens poliméricas com propriedades
antimicrobianas. De modo a conferir caracteristicas antimicrobianas ao filme polimérico optou-se por
utilizar suportes inorganicos, tal como os zéolitos, permutados com ides metdlicos. Perante a
existéncia de uma vasta gama de estruturas zeoliticas, a selecdo da mais apropriada tornou-se um
passo preponderante.

Uma vez que a estrutura FAU ndo é ainda utilizada em embalagens alimentares com o objetivo
de controlo microbiano, optou-se por selecionar um dos analogos pertencentes a esta familia. Para
tal, realizou-se a caracterizacdo morfoldgica, estrutural e antimicrobiana dos materiais AgX e Agy.
Estes materiais, tal como referido no procedimento, ja haviam sido preparados numa fase prévia a

tese [124].

4.1.1. ANALISES MORFOLOGICAS E ESTRUTURAIS POR SEM, XRD E FTIR

Como referido no capitulo 3, a caracterizacdo das estruturas zeoliticas antes e apds o
procedimento de permuta idnica foi obtida através de analises morfoldgicas e estruturais por SEM,
FTIR e XRD. A similaridade dos resultados obtidos mostrou que o procedimento de permuta idnica
ndao promove alteragdes significativas a nivel morfolégico e estrutural [124]. Isto é, os zedlitos

mantém a integridade da estrutura FAU, como se pode ver na tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Resultados das analises de SEM e XRD das amostras NaX, AgX, NaY, AgY obtidos no projeto de licenciatura [124]

NaX AgX NaY AgY
Tamanho particulas (um)
1,5-3,5 1,8-3,5 0,4-0,9 0,5-1,0
(SEM)
Si/Al (XRD) 1,20 1,14 2,83 2,56

4.1.2. ANALISE SUPERFICIAL (XPS)

De forma a compreender qual o estado de oxidacdo dos metais permutados nos zedlitos,
procedeu-se a realizacdo de analises por espetroscopia fotoelectrdnica de raios-X (XPS). Todas as
amostras revelam a sua superficie os elementos caracteristicos das estruturas zeoliticas nos espetros
de baixa resolucdo, nomeadamente oxigénio, sédio, silicio e aluminio.

Os espetros de XPS dos zedlitos de partida e das amostras sdo dominados pelos picos
caracteristicos da estrutura FAU, como mostra a figura 4.1 para o NaX (a) e AgX (b), a titulo de

exemplo.
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Figura 4.1. Espetros de XPS de NaX (a) e AgX (b).

Ambos os espetros mostram que os picos na regiao de Si 2p entre 102.2-103.5 eV, na regido de

Al 2p entre 74.2-75.0 eV e na regido de O 1s com um pico largo simétrico a 532.0 eV, correspondem
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respetivamente aos tetraedros SiO4 e grupos Si-OH, ao aluminio dos tetraedros AlO, e aos dtomos de
oxigénio que estdo ligados aos tetraedros primarios da estrutura. Finalmente, o pico a 1072.0-1075.5
eV na regido Na 1s corresponde aos sddios localizados na estrutura zeolitica [142].

A presenca de prata na regido 3d foi detetada tanto na amostra AgX como AgY. As energias de

ligacdo (BE) dos elementos detetados por XPS sdo sumarizadas na tabela 4.2.

Tabela 4.2. Energias de ligagdo dos elementos presentes nas estruturas zeoliticas.

Energia de Ligagdo (eV)
Amostra
Si Zp Al Zp Na 1s C1ls O1s Ag 3d5/2 Ag 3d3/2
NaYy 103,50 75,00 1072,5 285,0 532,0 - --
AgY 103,02 74,64 1075,5 285,0 532,0 368,81 374,81
NaX 102,25 74,21 1073,0 285,0 532,0 -- --
AgX 102,28 74,27 1072,0 285,0 531,0 368,69 374,71

A figura 4.2 mostra os espetros de alta resolucdo para ambos os andlogos na regido Ag 3d. Em
cada analogo é possivel observar um pico por volta de 368,0 eV correspondente aos fotoeletrdes da

orbital Ag 3ds/, e um outro a 374,0 eV correspondente a orbital Ag 3ds,.

Intensity (a.u.)

AgX

382 376 370 364 358

Binding Energy (eV)

Figura 4.2. Espetros alta resolugao de AgX e AgY na regidao Ag 3d

Destas duas orbitais, apenas a Ag 3ds/, poderia ser usada para avaliar o estado de oxidagdo da
prata presente nos andlogos, uma vez que a orbital Ag 3d;/, é atribuida a ligas de prata [143]. De
acordo com a literatura, as espécies idnicas (6xidos) apresentam valores de BE a 367.5 eV [144] e as
espécies metalicas a 368.2 eV [145]. Tendo em consideragao a proximidade entre os valores de BE
determinados para a orbital Ag 3ds,,, (368,81 para AgY e 368,69 eV para AgX), ndo é possivel fazer a

distincdo entre as espécies metalicas e idnicas.
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De forma a ultrapassar este problema foi determinado o pardmetro Auger (a), visto que a
transicdo Auger Ag M,VV apresenta um desvio quimico mais acentuado. O parametro Auger foi

calculado a partir de:
a=BE (Ag 3ds/,) + KE (Ag M,VV),

onde BE é a energia de ligagdo dos picos dos foteletrdes para Ag 3ds/, e KE é a energia cinética
de Auger. De acordo com a literatura, o parametro de Auger padrdo para a prata metalica é 726.0 eV
e para a prata idnica é 724.0 eV [146-148]. Os parametros de Auger calculados foram de 724.08 eV
para AgY e 725.91 para AgX. Estes resultados sugerem que em NaY a prata se encontra no estado
idnico, enquanto que em NaX se encontra no estado metalico. Esta diferenca no estado de oxidacao
da prata pode levar a que os dois analogos apresentem comportamentos diferentes a nivel
antimicrobiano, uma vez que segundo a literatura a prata metdlica sé possui atividade
antimicrobiana quando existe conversdo do estado metalico a estado idnico em meio aquoso [80,84].

Provavelmente, a diferenca na razdo Si/Al dos zedlitos FAU desempenha um papel importante
no estado de oxidacdo da prata. Esta razdo, no caso dos zedlitos FAU, estd também relacionada com
a forca de acidez do zedlito, que tende a aumentar com o aumento da razdo Si/Al [69]. A razdo Si/Al
do zedlito Y é 1.73 maior do que a razdo Si/Al do zedlito X. Na tabela 4.3. sdo apresentadas as
percentagens atdmicas superficiais das estruturas zeoliticas, obtidas a partir das dreas dos picos mais
relevantes dos espectros de alta resolugdo. De acordo com o numero tedrico de centros acidos
obtidos através da célula unitaria das FAU, o zedlito AgY tem 1,54x10%°e o AgX 0,21x10%° centros

acidos, o que implica que AgY é 7,33 mais acidico que AgX.

Tabela 4.3. Caracterizagao atomica superficial das estruturas zeoliticas

XPS atomic (%)
Amostra
Si Al Na Ag Si/Al Ag/Na
NaY 23,8 7,4 11,4 - 3,10 -
AgY 22,7 7,2 4,0 2,3 3,04 0,12
NaX 14,1 9,6 10,6 - 1,42 --
AgX 16,5 9,8 5,3 3,9 1,62 0,16

A partir das percentagens atdmicas, é possivel verificar que o procedimento de permuta idnica

leva a uma diminuicdo significativa de sddio superficial inerente a estrutura.
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4.1.3. ANALISE QUIMICA

A quantidade de prata permutada no interior nas estruturas zeoliticas foi determinada por
espetroscopia de emissdo atdmica com plasma indutivo acoplado (ICP-AES) e os resultados sdo

apresentados na tabela 4.4

Tabela 4.4. Propriedades fisico-quimicas das estruturas zeoliticas.

NaY AgY NaX AgX

Si/APP 2,83 - 1,64 -
Na [%]° 7,76 5,10 7,00 9,00
Na [mmol]”’ 3,37 2,48 3,91 3,04
Ag [%]° - 9,70 - 9,80
Ag [mmol]* - 0,90 - 0,91
Ag/uc’ - 13,5 - 13,9

®Razio Si/Al total, prata e sédio determinado por ICP-AES.
b P e . ;g ss
Conteudo inicial e final de sédio nos zedlitos.
“Contetdo de prata nos zedlitos apds a troca idnica com AgNO;
Prata por célula unitaria, obtida por analise quimica e XRD.

Como se pode observar, os zedlitos permutados com prata, possuem quantidades deste ido da
mesma ordem de grandeza. Era esperado que o zedlito X possuisse mais prata por célula unitdria
devido a sua baixa razdo de Si/Al. E sabido que o decréscimo da razdo Si/Al, leva a um aumento da
capacidade de permuta idnica e concentragdo do catido [69]. Comparando os valores de
percentagem atédmica de prata apresentados na tabela 4.3 e 4.4, verifica-se que a quantidade de
prata superficial é diferente da quantidade de prata no interior das estruturas, sugerindo que este
metal ndo se encontra homogeneamente distribuido. Além disso, a percentagem de prata superficial
é inferior a existente no interior, indicando que o procedimento de permuta idnica foi eficiente.

Através da tabela 4.3 é ainda possivel observar que a quantidade de prata superficial € maior
para o zedlito X do que para o Y, contudo nesse zedlito a prata encontra-se no estado metalico (tal
como referido na analise de XPS). A razdo Si/Al da superficie obtida por XPS mostra que a superficie
de ambos os zedlitos FAU é rica em grupos silicio. As diferengas entre as razdes Si/Al determinadas
por XPS (tabela 4.3) daquelas determinadas por analise quimica (tabela 4.4) indicam uma distribui¢do

irregular de silicio e aluminio ao longo da estrutura zeolitica.
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4.1.4. ANALISE DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO

A atividade antimicrobiana dos materiais AgX e AgY ja havia sido avaliada, utilizando a E. coli
como microrganismo indicador de sensibilidade [124]. Nessa altura, constatou-se que para inibir o
crescimento deste microrganismo era necessario utilizar uma concentragdo de 0,2 mg/mL de AgY e
de 0,3 mg/mL no caso do zedlito AgX. De entre a gama de concentracbes testadas, estas foram as
concentragdes minimas inibitérias determinadas (MIC).

A fim de selecionar o andlogo FAU mais eficaz, assim como de assegurar que estes materiais
possuem um vasto espectro de atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos, optou-se
por realizar novos ensaios antimicrobianos.

E. coli e B. subtilis, bactérias gram-negativa e gram-positiva respetivamente, e as leveduras S.
cerevisiae e C. albicans foram usadas como estirpes indicadoras de sensibilidade a fim de avaliar o
potencial antimicrobiano dos zedlitos. Os ensaios foram desenvolvidos utilizando gamas de
concentragdes entre 0,01 a 1,0 mg/mL, sendo determinada a eficiéncia antimicrobiana e o valor de
MIC para cada zeélito permutado com prata.

Nos ensaios realizados verificou-se que os zéolitos NaX e NaY ndo demonstraram atividade
antimicrobiana nas concentragdes testadas, enquanto os zedlitos permutados com prata (AgX e AgY)
exibem propriedades antimicrobianas, como demonstrado na figura 4.3 para um exemplo
selecionado. Isto evidencia que a atividade antimicrobiana destes materiais encontra-se relacionada

com a presencga de prata nas estruturas zeoliticas.

Figura 4.3. Ensaio para avalia¢do da atividade antimicrobiana contra S. cerevisiae na auséncia de zedlito (a) e na presenga
de NaY 1,0 mg/mL (b) e AgY 1,0 mg/mL (c).

Ambos os zedlitos demonstram atividade antimicrobiana, sobretudo contra as bactérias
testadas. Contudo, AgY apresenta valores inferiores de MIC quando comparado com o AgX (Tabela

4.5)
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Tabela 4.5. Valores de MIC (mg/mL) para AgY e AgX contra cada uma dos microrganismos testados

Microrganismo MIC (mg/mL)
AgX AgY
E. coli 0,3 0,2
B. subtilis 0,3 0,2
C. albicans 1,0 1,0
S. cerevisiae 1,0 1,0

Na presenca de AgY na concentracdo de 0,2 mg/ mL ndo foram detetadas quaisquer células
viaveis. No caso do AgX o valor de MIC é ligeiramente superior: 0,3 mg/ mL para ambas as bactérias
(figuras 4.4 (a) e (b)). Estes resultados podem ser explicados pela presenca de prata metdlica em AgX
(verificado através de XPS), uma vez que esta s6 atua como agente antimicrobiano quando é
convertido a prata idénica [80,84]. Como demonstrado pelos resultados das analises quimicas, ambas
as estruturas zeoliticas possuem uma percentagem elementar de prata semelhante, o que pode
significar que no caso do AgX a conversdo da prata metdlica a prata idnica foi menor
comparativamente a quantidade de prata idnica ja existente em AgY. Assim, a presenca de prata

idnica em AgY conduzira a valores de MIC inferiores.
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Figura 4.4. Eficiéncia antimicrobiana (%) de AgX e AgY contra a bactéria gram-negativa E. coli (a) e a bactéria gram-
positiva B. subtilis (b) na gama de concentragdes de 0,01 a 1 mg/mL. A eficiéncia antimicrobiana foi determinada tendo
em consideragdo o numero de UFC observadas para o zedlito Y e para o mesmo zedlito permutado com prata. As barras
de erro apresentadas correspondem ao desvio padrao de trés réplicas.

S. cerevisiae e C. albicans demonstraram-se menos sensiveis a a¢cdo dos zedlitos permutados
com prata do que as bactérias. Para ambas as leveduras o valor de MIC foi de 1 mg/mL (Tabela 4.5;

figuras 4.5 (a) e (b)). Segundo katefina Malachova et al. [93] o valor de MIC determinado para as
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leveduras estd relacionado com o facto dos ides prata ndo conseguirem aceder ao sistema de
transporte dos ides essenciais destes microrganismos, tal como acontece com os ides zinco e cobre.
Desta forma a prata sé consegue exercer a sua atividade antimicrobiana quando em concentragées
muito elevadas. Por sua vez, nas bactérias a prata consegue facilmente penetrar no interior da

membrana plasmatica acionando cascatas de sinalizacdo que levam a morte da bactéria [90-93].
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Figura 4.5. Eficiéncia antimicrobiana (%) de AgX e AgY contra as leveduras S. cerevisiae (a) e C. albicans (b) na gama de
concentragdes de 0,01 a 1 mg/mL. A eficiéncia antimicrobiana foi determinada tendo em considerag¢do o niumero de UFC
observadas para o zedlito Y e para o mesmo zedlito permutado com prata. As barras de erro apresentadas correspondem
ao desvio padrao de trés réplicas.

Perante os resultados obtidos através das técnicas de caracterizacdo utilizadas e dos ensaios
de avaliacdo das propriedades antimicrobianas, conclui-se que o zedlito NaY ao permitir a permuta
de prata idnica na sua estrutura cristalina permite a obten¢ao de melhores resultados. Assim, no

restante trabalho experimental foi utilizado o zedlito NaY.

4.2. ZeOLITOS MONOMETALICOS E BIMETALICOS

Apos selegdo do zedlito Na¥Y como material inorganico recetor de iGes metalicos, procedeu-se
a preparagdo dos novos materiais (referidos em 3.3.1.1 e 3.3.1.2). Numa primeira fase do
procedimento de permuta idnica, optou-se por utilizar uma solucdo de nitrato de prata 0,010 M,
uma solucdo de nitrato de cobre 0,010 M e uma solucdo de nitrato de zinco 0,050 M. As
concentracdes destas solugcdes foram selecionadas tendo em consideracdo as taxas limites de
migracdo destes iGes para o alimento, permitidas por lei numa embalagem alimentar [121,123]. Com
o objetivo de avaliar se as concentragOes utilizadas seriam suficientes para conferir propriedades

antimicrobianas ao zedlito Y, primeiramente avaliou-se o potencial antimicrobiano destes materiais.
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E. coli, B. subtilis, S. cerevisiae e C. albicans foram novamente usadas como estirpes
indicadoras de sensibilidade. Neste ensaio apenas se testaram as concentracdes de 0,5; 1 e 2 mg/mL
de cada zedlito, sendo calculado para cada amostra o valor de MIC. Este ensaio foi realizado em
duplicado e em diferentes periodos de tempo (5 meses de diferenca) a fim de averiguar,
respetivamente, a fiabilidade dos resultados obtidos e a estabilidade. Como se obtiveram os mesmos
resultados em termos dos valores de MIC, serdo apresentados os graficos de eficiéncia
antimicrobiana de apenas um dos ensaios contra E. coli, B. subtilis, S. cerevisiae e C. albicans nas

figuras 4.6, 4.7, 4.8 e 4.9, respetivamente.
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Figura 4.6. Eficiéncia antimicrobiana (%) dos zedlitos monometalicos (AgY, CuY, ZnY) e bimetalicos (AgCuY, AgZnY, CuZny,
CuAgY, ZnAgY) contra E. coli para as concentragdes 0,5;1 e 2 mg/mL. A eficiéncia antimicrobiana foi determinada tendo
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Figura 4.7. Eficiéncia antimicrobiana (%) dos zedlitos monometalicos (AgY, CuY, ZnY) e bimetalicos (AgCuY, AgZnY, CuZny,
CuAgY, ZnAgY) contra B. subtilis. A eficiéncia antimicrobiana foi determinada tendo em consideragdo o numero de UFC
observadas para o zedlito Y e para o mesmo zeélito permutado com os diferentes i6es metalicos. As barras de erro
apresentadas correspondem ao desvio padrao de trés réplicas.

55



Capitulo 4 - Andlise e discussdo dos resultados

Pela analise das figuras 4.6 e 4.7, verifica-se que os materiais testados possuem um
comportamento similar em ambas as bactérias. Relativamente aos zedlitos monometalicos, ndo foi
possivel encontrar o MIC para nenhum dos materiais preparados. Isto significa que para inibir o
crescimento de E. coli e B. subtilis seria necessario utilizar concentracdes superiores a 2 mg/mL. Por
sua vez, para os materiais AgCuY 0,010 M, AgZnY 0,050 M e CuAgY 0,010 M o MIC é de 1 mg/ml e
para ZnAgY 0,010M é 0,5 mg/mL. Esta diferenca de comportamento entre os materiais preparados,
demonstra que nos zedlitos bimetalicos deve existir um efeito de sinergia entre os dois ides
permutados, o que permite melhorar a eficiéncia antimicrobiana do material. E de notar que em
todos os materiais bimetalicos com MIC inferior a 2 mg/mL, estd presente o ido prata, descrito na

literatura como o ido com melhores propriedades antibacterianas [93].
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Figura 4.8.Eficiéncia antimicrobiana (%) dos zedlitos monometalicos (AgY, CuY, ZnY) e bimetalicos (AgCuY, AgZnY, CuZny,
CuAgY, ZnAgY) contra C. albicans. A eficiéncia antimicrobiana foi determinada tendo em consideragdo o nimero de UFC
observadas para o zedlito Y e para o mesmo zedlito permutado com os diferentes i6es metdlicos. As barras de erro
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1200
X B0,5mg/mL ®M1mg/mL E2mg/mL
s 100,0 - - -
Rl ™ Ay
2
<) 80,0 3 )
- S Y
"é S -
o= 60,0 - \ )
E b o)
] -\_ )
.= 40,0 4 \ bl
g o b S
55 20‘0 i o b Sy
P o b e
m " X F--\.Lk- X Q % ]

0,0 e = — T

AgY  AgCu¥Y AgZnY CuY CuZnY CuAgY¥ ZnY ZnAgY ZnCuY
Zedlito

Figura 4.9. Eficiéncia antimicrobiana (%) dos zedlitos monometalicos (AgY, CuY, ZnY) e bimetalicos (AgCuY, AgZnY, CuZnY,
CuAgY, ZnAgY) contra S. cerevisiae. A eficiéncia antimicrobiana foi determinada tendo em considerag¢do o nimero de UFC
observadas para o zedlito Y e para o mesmo zedlito permutado com os diferentes iGes metalicos. As barras de erro
apresentadas correspondem ao desvio padrao de trés réplicas.
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Através da observacdo das figuras 4.8 e 4.9, também se verifica que os materiais testados
produzem resultados similares em ambas as leveduras. Assim como nas bactérias, os zedlitos
bimetdlicos revelaram-se mais eficazes do que os zedlitos monometdlicos. Contudo, apenas na
presenca de AgZnY 0,05 M e ZnAgY 0,01 M numa concentracdo de 2 mg/mL ndo é detetada a
presenca de células vidveis. Seria de esperar, de acordo com os resultados obtidos por katefina
Malachova et al [93], que fossem obtidos melhores resultados antimicrobianos com os ides cobre,
pois estes conseguem ser facilmente introduzidos no organismo das leveduras e exercer atividade
antimicrobiana quando em elevadas concentragdes. Contudo, a baixa concentracdo da solugcdo de
nitrato de cobre (0,01 M) utilizada pode explicar a sua reduzida eficiéncia antimicrobiana.

A tabela 4.6 sumariza os valores de MIC obtidos para os diferentes zedlitos quando testados

contra os diferentes microrganismos.

Tabela 4.6. Valores de MIC (mg/mL) para os zedlitos monometalicos e bimetalicos contra os diferentes microrganismos

em estudo.
Amostra E. coli B. subtilis C. albicans | S. cerevisiae

NaY >2 >2 >2 >2

AgY 0,01 M >2 >2 >2 >2
AgCuY 0,01 M 1 1 >2 >2
AgZnY 0,05 M 1 1 2 2
CuY 0,01 M >2 >2 >2 >2
CuAgY 0,01 M 1 1 >2 >2
CuzZnY 0,05 M >2 >2 >2 >2
ZnYO0,05 M >2 >2 >2 >2
ZnAgY 0,01 M 0,5 0,5 2 2
ZnCuY 0,01 M >2 >2 >2 >2

Perante estes resultados, parece claro que as propriedades antimicrobianas destes materiais
estdo dependentes da concentracdo das solugdes de metais utilizadas na sua preparagdo, da ordem
pela qual os ides sdo permutados e também dos microrganismos em estudo. Relativamente aos
zedlitos monometalicos verifica-se que as concentragdes das solugdes de prata, cobre e zinco
utilizadas na preparagdo das estruturas zeoliticas deveriam ser mais elevadas, a fim de propiciar
melhores efeitos antimicrobianos. Tal, € mais notdrio no caso da prata se tivermos em consideragao
os MIC obtidos para os materiais AgX e AgY preparados a partir uma solu¢do de nitrato de prata 0,05

M (parte 4.1).
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Dos zedlitos bimetalicos preparados, apenas os pares AgCuY e CuZnY (independentemente da
ordem da permuta dos ides) apresentaram o mesmo comportamento. Para o par CuZny, tal ja seria
de esperar devido as semelhantes propriedades quimicas e antimicrobianas referidas na literatura
para estes ides [84,93]. Por sua vez, nas amostras em que a prata foi o segundo ido permutado
(CuAgY e ZnAgY) apenas o par ZnAgY apresentou melhores efeitos antimicrobianos contra as
bactérias e leveduras. Este facto provavelmente esta relacionado com a concentracao das solucdes
dos primeiros ides permutados utilizada, que no caso do zinco é de 0,05 M e do cobre é de 0,01 M.
Além disso, também tem se ter em consideracdao que os catides em estudo sdo permutados em
diferentes sitios do zedlito FAU. A célula unitaria da estrutura FAU consiste em 192 unidades
tetraédricas, 16 prismas hexagonais, 8 cavidades de sodalite (ligadas por anéis duplos de seis
membros originando supercavidades) e 8 supercavidades. Na permuta idnica, quando ndo estd em
jogo o tamanho do ido metalico, como é o caso, os catides localizam-se preferencialmente nas
cavidades de menores dimensdes [52,72]. No caso do ZnAgY, o zinco ocupard em primeiro lugar os
sitios disponiveis nas cavidades de menores dimensGes como os prismas hexagonais, enquanto a
prata, que é permutada apds o zinco, vai ocupar os outros sitios para a troca. Provavelmente estes

locais estardo mais disponiveis para interagir com os microrganismos.

Tendo em consideracdo estes resultados, optou-se por preparar AgY a partir de uma solucao
de nitrato de prata com uma concentracao intermédia das ja estudadas, nomeadamente 0,025 M.
Também se preparou ZnAgY a partir de uma solugdo de nitrato de prata 0,025 M e 0,050 M
mantendo a mesma concentragdo da solugdo de zinco. Ou seja, com estes materiais estar-se-ia a
estudar a variacdao da concentragao de prata para uma concentragao constante de zinco 0,05M. Em
seguida sera apresentada a caracterizacdao morfoldgica e estrutural destes materiais, assim como os
resultados dos ensaios antimicrobianos obtidos. Por vezes, serdo também apresentados resultados
referentes a caracterizacdo de alguns dos materiais monometalicos e bimetdlicos preparados, como

termo de comparacgao.

4.2.1. ANALISE POR SEM E EDX

Com o intuito de obter informacbes sobre a morfologia do zedlito inicial e modificado por
permuta iénica recorreu-se ao SEM. Na figura 4.10 encontram-se representadas as micrografias do
zedlito NaY; ZnAgY 0,025 M; ZnAgY 0,050 M e AgY 0,025 M obtidas com uma amplitude de 5000x e

escala de 5um.
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Figura 4.10. Micrografias de SEM de NaY (a); ZnAgY 0,025 M (b); ZnAgY 0,050 M (c) e AgY 0,025 M (d) com a mesma
resolugdo.

A andlise das micrografias dos zedlitos mostra que as amostras possuem uma morfologia tipica
de zedlito aluminosilicato microcristalino, apresentando particulas pequenas de forma geométrica
bem definida. As dimensdes médias das particulas de NaY variam entre 0,6-1,4 um; de ZnAgY 0,025
M entre 0,8-1,2 um; de ZnAgY 0,050 M entre 0,6-1,4 um e de AgY 0,025 M entre 0,8-1,2 um. Devido
a proximidade de tamanho e aparéncia apresentada pelas particulas, conclui-se que a presenga de
prata e zinco na estrutura zeolitica, independentemente da concentracdo das solugdes utilizadas,
nao possui qualquer efeito na morfologia superficial dos zedlitos. Também se verifica que o processo
de permuta idnica e de calcinagcdo levam a agregacao das particulas zeoliticas, o que era de esperar

pois esta estrutura tem tendéncia a formar aglomerados.

Como o SEM tem acoplado detetores de energia dispersiva de raios-X (EDX), foi possivel obter
os espetros de EDX das amostras AgY 0,025 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,05 M. Estes encontram-se
representados na figura 4.11. Através de EDX é possivel detetar a presenga de zinco e prata nas
estruturas zeoliticas em estudo. Este tipo de andlise também permite a quantificacdo destes ides,

assim como a analise da composicdo atdémica total do zedlito Y (tabela 4.7).
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Figura 4.11. Espetros de EDX de AgY 0,025 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,050 M

Para uma analise mais correta da tabela 4.7 é preciso ter em consideragdo que os resultados
de EDX ndo sdo representativos de toda a amostra, uma vez que o feixe de eletrdes incide apenas
num ponto especifico da mesma. Além disso, a analise quantitativa efetuada ndo contabiliza o

oxigénio também presente numa estrutura zeolitica.

Tabela 4.7. Composi¢do atomica (%) das amostras AgY 0,025 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,050 M obtida por EDX.

Elemento % atémica
AgY 0,025 M ZnAgY 0,025 M ZnAgY 0,05 M
Na 24,4 15,6 12,2
Al 21,1 21,9 21,6
Si 53,2 50,5 51,5
Zn 3,0 2,8
Ag 1,2 9,0 11,9
Si/Al 2,5 2,3 2,4

Considerando os valores apresentados, verifica-se que a proporg¢do de prata é cerca de 3 vezes
maior do que a do zinco em ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,05 M. Também se pode observar que os
valores da razdo Si/Al sdo ligeiramente diferentes entre si, consequéncia da distribuicdo ndo

homogénea dos ides silicio e aluminio.
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Perante estes resultados conclui-se que o EDX se revela mais eficaz como uma analise
qualitativa do que quantitativa, sendo necessario para uma andlise quantitativa rigorosa analises

complementares como XPS ou analises quimicas.

4.2.2. ANALISE POR FTIR

A técnica de FTIR foi utilizada com o objetivo de averiguar se a incorporacdo de iGes prata e
zinco desencadeava alteragdes na rede cristalina do zedlito NaY. Na figura 4.12 sdo apresentados os
espetros de FTIR sobrepostos dos zedlitos NaY; AgY 0,025 M; ZnY 0,050 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY
0,050 M na regido de 4000 a 500 cm™.

70—
60 -
50
:\o\ -
=4 40 -
k)
= -
:(‘3
T 304
w
S - —— Nay
= 20 ZnAgY 0,05 M
——— ZnAgY 0,025 M
i ———ZnY 0,05 M
10 ——— AgY 0,025 M
0O =
.. T s, T Lt T . T y T ’ T L) 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 4.12. Espetros de FTIR de NaY; AgY 0,025 M; ZnY 0,05 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,05 M.

Através da analise dos espetros de FTIR podemos verificar a presenca das bandas
caracteristicas dos zedlitos em todas as amostras. Os espetros sdao dominados por uma banda larga
entre 3700-3200 cm™ devido as vibragdes dos grupos hidroxilo da rede e também pelas bandas
devidas as vibracdes de alongamento T-O-T (T = Si, Al) da rede e que aparecem no intervalo de 1300
a 500 cm™. Os espetros s3o ainda caracterizados por uma banda a 1640 cm™ originada pelas
vibracdes de deformacdo do grupo OH da agua adsorvida [49,59].

A comparagdo entre os espetros do zedlito Y antes e apds permuta idnica demonstra que a
introducdo de zinco ou prata nas estruturas zeoliticas ndo provoca desvios ou alargamento das suas
bandas caracteristicas. Desta forma, é possivel concluir que a estrutura cristalina dos zedlitos

permanece inalterdvel apds o procedimento de permuta idnica, mesmo apds a introduc¢do dos dois
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metais na estrutura zeolitica. Também através do FTIR é possivel determinar a razdo de Si/Al da
estrutura zeolitica [129,130] que é comparavel com as razGes obtidas através da analise de XRD. Na

tabela 4.8 encontram-se as raz&es de Si/Al dos zedlitos representados na figura 4.12.

Tabela 4.8. Razdes Si/Al determinadas por FTIR das amostras NaY; ZnAgY 0,050 M; ZnAgY 0,025 M; AgY 0,025 M e ZnY
0,050 M.

Amostra Si/Al
NaYy 2,73
ZnAgY 0,050 M 2,61
ZnAgY 0,025 M 2,66
ZnY 0,050 M 2,87
AgY 0,025 M 2,86

Comparando os valores da razdo Si/Al obtidos por FTIR e EDS, verifica-se que FTIR é uma
técnica mais precisa na determinacdo deste parametro. Os valores obtidos mostram uma diminuicdo
na razdao quando sdo permutados dois metais na estrutura. Entretanto esta diminuicdo ndo mostra

gue houve uma desaluminacao do zedlito provocada pela permuta idnica.

4.2.3. ANALISE QuUimICA

A andlise das estruturas zeoliticas por espetroscopia de emissdo atdmica com plasma indutivo
acoplado (ICP-AES), tinha por objetivo determinar a quantidade de zinco e prata introduzida nas

mesmas por permuta idnica. Os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 4.9.

Tabela 4.9. Percentagem de prata e zinco introduzida nas estruturas zeoliticas.

Amostra Metal Valor (%)
AgY 0,010 M Prata 1,8
AgY 0,025 M Prata 2,2
ZnY 0,050 M Zinco 3,9

ZnAgY 0,025 M Prata 170
Zinco 3,3
Prata 20,0
ZnAgY 0,050 M -
Zinco 2,5
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Tendo em consideracdo os resultados apresentados, verifica-se que os zedlitos bimetalicos
(ZnAgY 0,025 M e 0,05 M) possuem percentagens de prata nas suas estruturas significativamente
superiores a dos zedlitos monometalicos ( AgY 0,01 M e AgY 0,025 M). Por sua vez, o zinco, primeiro
ido permutado nos zedlitos bimetdlicos, apresenta valores similares ao do zedlito monometdlico ZnY
0,05 M.

Segundo Cejka et al. [73], o zedlito Y apresenta diferentes seletividades para os metais de
transicao existentes. No que diz respeito aos metais de transicdo em estudo, este zedlito FAU é mais
seletivo para os ides prata, seguido de cobre e por Ultimo zinco. Por cada ido prata permutado é
consumido um ido sédio da estrutura, enquanto que para ser permutado um ido zinco é necessario
gue saiam dois iGes sddios. Perante a maior facilidade de permuta dos iGes prata, é de esperar que a

percentagem de prata nos zedlitos bimetalicos seja bastante superior a de zinco.

A partir desta andlise foi ainda possivel determinar o nimero de dtomos de zinco e prata
existente por célula unitaria (UC) do zedlito, assim como os ides sddio gastos na permuta. Estes
resultados sdo apresentados na tabela 4.10 e foram determinados tendo em consideragdo a seguinte

composicdo quimica do zedlito NaY de partida: Nas3Als3Sii3903a4.

Tabela 4.10. Nimero de Prata e Zinco por célula unitaria de zedlito Y.

Amostra (Na+H)/uUC Ag/ucC Zn/UC Na permuta/UC
AgY 0,010 M 50,6 2,4 - 2,4
AgY 0,025 M 50,0 3,0 - 3,0
ZnY 0,050 M 35,0 - 9,0 18,0
ZnAgY 0,025 M 20,9 23,1 4,5 32,1
ZnAgY 14,6 27,2 5,6 38,4

4.2.4. ANALISE POR XRD

Com o objetivo de verificar se o processo de permuta idnica desencadeou altera¢des na
estrutura cristalina do zedlito Y, foram realizadas andlises por difracdo de raios-X. Na figura 4.13

apresentam-se os difractogramas de raios-X de NaY; AgY 0,025 M; ZnAgY 0,050 M e ZnAgY 0,025 M.
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Figura 4.13. Difractogramas de raios-X de NaY; AgY 0,025 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,050 M.

Os difractogramas dos zedlitos permutados com os diferentes ides apresentam um padrdo
semelhante ao do difractograma do zedlito de partida (NaY), indicando que a estrutura zeolitica ndo
foi alterada com a introducdo dos ides prata e zinco. Entretanto, verifica-se que nos zedlitos
bimetalicos ha diminuicdo da intensidade relativa de alguns picos. As diferencas mais significativas
residem na intensidade dos picosa 2 © = 10,1°; 11,9° e 15,6° que se referem as reflexdes hkl/ 220,311
e 331 (assinaladas nas figuras), respetivamente [59].

Quayle Lunsford et al. [149,150] relacionaram a intensidade destas reflexdes com a posicdo
dos catiGes na cavidade e concluiram que a alteragdo da intensidade estd associada a redistribuicdo
dos catibes nas cavidades. Desta forma, as diferencas mais acentuadas nas intensidades de reflexdo
verificadas para os zedlitos bimetalicos devem-se a troca dos catides sédio por prata e zinco.

Através da andlise por XRD pode-se determinar a cristalinidade relativa, os parametros de
malha (a,) e nomeadamente a razdo Si/Al das estruturas zeoliticas. Na tabela 4.11 apresentam-se os

valores determinados para as diferentes amostras.

Tabela 4.11. Informagao estrutural das amostras obtidas por XRD

Amostra ao (Si/Al) rede Cristanilidade (%)
Nay 24,65 2,63 100
AgZnY 0,050 M 24,65 2,60 77
ZnAgY 0,025 24,65 2,64 40
ZnAgY 0,050 24,66 2,54 35
AgY 0,025 24,63 2,83 86
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De acordo com a informacgdo estrutural obtida, verifica-se que ha alteragdes significativas na
cristalinidade do zedlito Y. Este parametro foi determinado considerando o NaY como padrdo, isto é
como sendo 100 % cristalino. As situagbes em que se verifica uma diminuicdo mais acentuada da
cristalinidade dizem respeito aos zedlitos bimetalicos. Esta analise também confirma os resultados
obtidos por FTIR e andlise quimica, em que nado se verifica uma desaluminacdo do zedlito apds os

tratamentos.

4.2.5. AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

A atividade antimicrobiana de ZnAgY 0,025 e 0,050 M e de AgY 0,025 M foi avaliada utilizando
E. coli, B. subtilis, C. albicans e S. cerevisiae como microrganismos indicadores de sensibilidade. Neste
ensaio testou-se a gama de concentracdes de 0,01 a 2 mg/mL, sendo avaliada a atividade
antimicrobiana assim como o valor de MIC para cada zeélito em estudo.

Nas figuras seguintes sdo apresentados os resultados dos ensaios antimicrobianos obtidos
para cada microrganismo. Numa primeira andlise dos mesmos, verifica-se que os materiais ZnAgY
0,025 M e ZnAgY 0,05 M demonstraram-se agentes antimicrobianos mais eficientes do que AgY 0,025

M; tanto contra as bactérias como as leveduras.
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Figura 4.14. Eficiéncia antimicrobiana (%) dos zeélitos AgY 0,025 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,050 M contra E. coli. A
eficiéncia antimicrobiana foi determinada tendo em consideragdao o nimero de UFC observadas para o zedlito Y e para o
mesmo zedlito permutado com os diferentes ides metalicos. As barras de erro apresentadas correspondem ao desvio
padrao de trés réplicas.

65



Capitulo 4 - Andlise e discussdo dos resultados

= 1200 - ZnAgY 0,05M ®ZnAgY 0,025 M [JAgY 0,025 M

< 1000 - — ~ "

P \ \\x [an]
R N\ N R AR
o ’ N \ o N \'\C\
E § \\\\\ \\\.\. \,'\\
= 60,0 - o \ \x \x :Qxx
= *\ \ﬁ. \"'\.“\. [
© | \ A \*-.\. \'n
.g 40,0 \ Qm \H. h'\'m
e \ \ R \\-._«._ ‘Q'\\
2 200 { R N N R AR
] 0.0 SRR SN | RES | \.\ ] | R tb::x

0,01 0,2 0,3 0,5 1 2

[Zedlito] (mg/mL)

Figura 4.15. Eficiéncia antimicrobiana (%) dos zeélitos AgY 0,025 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,050 M contra B. subtilis. A
eficiéncia antimicrobiana foi determinada tendo em consideragdo o nimero de UFC observadas para o zedlito Y e para o
mesmo zedlito permutado com os diferentes iGes metalicos. As barras de erro apresentadas correspondem ao desvio
padrdo de trés réplicas.

Como é possivel verificar pelas figuras 4.14 e 4.15, os zedlitos ZnAgY 0,050 M e 0,025 M
apresentam 100 % de eficiéncia antimicrobiana a concentracdes iguais ou superiores a 0,1 mg/mL.
Ou seja, esta é a concentracdo minima inibitéria para o qual ndo se verifica a presenca de células
viaveis de E. coli nem de B. subtilis. No caso do AgY 0,025 M o valor de MIC é de 0,5 mg/mL para
ambas as bactérias.

Seria de esperar que o aumento gradual da concentracdo de zeélito modificado conduzisse a
um aumento proporcional da eficiéncia antimicrobiana. Contudo, analisando as figuras de eficiéncia
antimicrobiana contra E. coli e B. subtilis verifica-se que existe oscilagio na percentagem de
eficiéncia antimicrobiana na gama de concentragdes testadas. Esta oscilagdo deriva da diferenca do
numero de coldnias contabilizado para as respetivas concentra¢des nas diluicdes 1:10000 e 1:100000.
Estas oscilacGes podem dever-se ao volume da gota colocado em cada placa e da homogeneidade da
solucdo da qual se retira essa gota. Apesar disto, verificou-se que apds ter sido encontrado o MIC
para cada microrganismo os materiais apresentavam sempre o mesmo comportamento, isto €, 100
% de eficiéncia antimicrobiana. Na figura 4.16 sdo apresentadas, como exemplo, imagens de placas
de Petri onde foram incorporados os materiais NaY e AgY 0,025 M em diferentes concentragdes.

Nessas placas foram colocadas gotas da suspensao celular das bactérias E. coli e B. subtilis.
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Figura 4.16. Ensaio para avaliagdo do potencial antimicrobiano contra E. coli (12 e 22 fila de cada placa) e B. subtilis (32 e
42 fila) do zeélito NaY 0,5 mg/mL (a); AgY 0,025 M 0,3 mg/mL (b) e AgY 0,025 M 0,5 mg/mL (c).

Através da figura 4.16, é possivel visualizar que no meio de cultura incorporado com o MIC do
material em estudo (condig¢do c) ndo se verifica a presenca de unidades formadoras de coldnias.

Pela observagdo das figuras 4.17 e 4.18, verifica-se que as leveduras se mostraram menos
sensiveis a atividade antimicrobiana dos materiais em estudo. Para os materiais ZnAgY 0,025 M e
0,050 M o MIC determinado foi de 0,3 mg/mL; enquanto para AgY 0,025 M foi de 2 mg/mL. Estes
valores de MIC indicam que s3o necessdrias maiores quantidades destes trés materiais para inibir o
crescimento das leveduras e, que a conjugagao dos metais favorece a inibi¢cao do crescimento celular
provavelmente por existir algum tipo de sinergia entre ambos. Comparando estes resultados com os
obtidos por ZnAgY 0,01 M e AgY 0,01 M (tabela 4.6), em que apenas para o primeiro foi determinado
um MIC de 2 mg/mL, verifica-se que o aumento da concentracdo das solucdes de permuta foi eficaz

no aumento das propriedades antimicrobianas

Na avaliacdo destes resultados, também tem de se ter em consideracdo que o material AgY
0,025 M possui uma percentagem de prata bastante inferior as de ZnAgy, tal como demonstrado
pelos resultados da andlise quimica, dai o valor de MIC encontrado ser bastante superior ao do

ZnAgy.
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Figura 4.17. Eficiéncia antimicrobiana (%) dos zedlitos AgY 0,025 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,050 M contra S. cerevisiae.
A eficiéncia antimicrobiana foi determinada tendo em consideragao o niimero de UFC observadas para o zeélito Y e para
o0 mesmo zedlito permutado com os diferentes i6es metalicos. As barras de erro apresentadas correspondem a trés
réplicas.
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Figura 4.18. Eficiéncia antimicrobiana (%) dos zedlitos AgY 0,025 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,050 M contra C. albicans. A
eficiéncia antimicrobiana foi determinada tendo em consideragao o nimero de UFC observadas para o zedlito Y e para o
mesmo zedlito permutado com os diferentes iGes metalicos. As barras de erro apresentadas correspondem a trés
réplicas.

De acordo com estes resultados, observa-se que é necessario utilizar menores concentracdes
dos materiais ZnAgY 0,025 M e 0,050 M para inibir o crescimento dos microrganismos em estudo
(menores valores de MIC), tanto no caso das bactérias (0,1 mg/mL) como das leveduras (0,3 mg/mL).
Tendo em considera¢do o modo de preparagdo dos dois materiais, os resultados da caracterizagdo
morfoldgica e estrutural, bem como os seus efeitos antimicrobianos, o ZnAgY 0,025 M apresentou-se

como o material mais vidvel pra ser incorporado nos filmes poliméricos.
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4.3. FILMES POLIMERICOS

Apds a preparacdo, caracterizacdo estrutural e morfolégica e avaliagdo dos efeitos
antimicrobianos dos zedlitos monometdlicos e bimetdlicos, o principal objetivo foi a incorporacao
desses materiais em polietileno, matriz escolhida para a preparacdo dos filmes. Os maiores desafios
na preparagao dos filmes compdsitos é a obtengdo de materiais homogéneos e com atividade
antimicrobiana.

Tendo em consideracdo os resultados dos ensaios relativos ao potencial antimicrobiano dos
zedlitos monometdlicos e bimetdlicos, anteriormente apresentados, pensar-se-ia que os materiais
ZnAgY 0,025 e 0,050 M, quando incorporados em polietileno, seriam aqueles com maior
probabilidade de continuarem a manifestar atividade antimicrobiana. De forma a poder comparar e
confirmar os resultados das propriedades antimicrobianas desses materiais, preparam-se compdsitos
incorporando outros dos zedlitos preparados. Como referido no procedimento experimental, numa
primeira fase preparam-se compdsitos com 5 % (p/p) dos seguintes materiais: NaY; AgY 0,025 M; ZnY
0,050 M; AgY 0,050 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,050 M.

A fim de averiguar se estes materiais possuiam atividade antimicrobiana, desenvolveu-se o
teste de difusdo em placa. Neste teste utilizou-se o polietileno e filme compdsito de NaY como
controlos. Os resultados antimicrobianos demonstraram que apenas os filmes compdsitos nos quais
foi incorporado AgY 0,050 M; ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,050 M apresentaram atividade
antimicrobiana. Perante tal, decidiu-se otimizar estes materiais e preparar filmes compdsitos com 1,
3 e 5% (p/p) dos mesmos.

Como estes filmes compdsitos foram preparados recorrendo a um almofariz de 4gata,
obtiveram-se filmes compdsitos mais espessos no centro e finos nas bordas. Este gradiente de
concentracdes das particulas zeoliticas no polimero foi obtido apds o compdsito ser submetido a
temperatura de 190 °C numa prensa SPECAC. Esta temperatura permite a fusdo do polimero e ndo
da carga, e portanto esperar-se-ia a obtencdo de um filme homogéneo. Como tal ndo ocorreu,
possivelmente a concentracdo de material na zona central do filme compdsito pode estar
relacionada com a polaridade dos diferentes materiais utilizados. O zedlito apresenta-se como um
material polar e o polietileno apolar, havendo assim uma grande atragdo entre estes [3]. Contudo
quando se experimentou com polipropileno, um polimero mais polar, verificou-se que o material se
dispersava de igual forma. Assim, seria necessario em fases posteriores otimizar o método de
preparacao. Além disso, verificou-se que todos os filmes compdsitos que possuiam prata ficaram
com uma tonalidade amarela, sendo esta cada vez mais escura nos que apresentavam maior

percentagem de zedlito. O aspeto dos materiais obtidos é apresentado na figura 4.19.
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ZnAgY 0,025 M 1% ZnAgY 0,025 M 3% ZnAgY 0,025 M 5%

ZnAgY 0,050 M 1% ZnAgY 0,050 M 3% ZnAgY 0,050 M 5%

AgY 0,050 M 1% AgY 0,050 M 3% AgY 0,050 M 5%

Figura 4.19. Aspeto dos filmes compésitos preparados a partir de ZnAgY 0,025 M 1%,3% e 5% (p/p); ZnAgY 0,050 M 1%,
3% e 5% (p/p) e de AgY 0,050 M 1%, 3% e 5% (p/p)-

Os materiais apresentados foram caracterizados por SEM e FTIR e foram sujeitos a ensaios

para avaliagdo das suas propriedades antimicrobianas.

4.3.1. ANALISE POR SEM

A distribuicdo das particulas zeoliticas nos filmes compdsitos foi estudada através de SEM.
Para a obtencdo das micrografias de SEM foram analisadas as zonas mais espessas dos filmes
compdsitos, contudo para aquele com 3% de ZnAgY 0,025 M foi analisada a zona mais fina e a mais
espessa.

Na figura 4.20 sdo apresentadas as micrografias do filme compdsito com 1, 3 (zona espessa e

zona fina) e 5 % de ZnAgY 0,025 M
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Figura 4.20. Microgafias de SEM do filme compésito com 1 % ZnAgY 0,025 M (a), zona espessa de 3% ZnAgY 0,025 M (b)
zona fina de 3% ZnAgY 0,025 M (c) e 5 % de ZnAgY 0,025 M (d).

De acordo com as micrografias de SEM verifica-se que as particulas zeoliticas ndo se
encontram distribuidas de forma homogénea no polimero. Comparando os resultados de (a) e (d), da
figura 4.20, é notdria a diferenga na quantidade de material presente nos filmes compdsitos com
menor (1%) e maior (5%) percentagem de zedlito. No que diz respeito ao filme compdsito com 3 %
de ZnAgY 0,025 M, verifica-se que na zona mais fina (figura 4.20 c) as particulas zeoliticas encontram-
se em menor quantidade e mais dispersas comparativamente a zona espessa do mesmo filme

composito (figura 4.20 b).

4.3.2. ANALISE POR FTIR

A analise por FTIR dos filmes compdsitos foi realizada com o intuito de verificar se tinham
ocorrido alteragGes na estrutura cristalina do polietileno e de comprovar a presenca dos zedlitos. Na
figura 4.21 apresentam-se os espetros de FTIR na regido de 4000 a 400 cm™ (Figura 4.21 - I)e na

regido de 1750-500 cm™ (Figura 4.21 - 1I) das zonas mais espessas dos filmes compdsitos com 1,3 e 5
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% (p/p) do zedlito bimetalico ZnAgY 0,025 M, assim como os espectros do polimero e do zedlito de

partida.
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Figura 4.21. Espectros de infravermelho das zonas mais espessas dos filmes compésitos com 1, 3 e 5 % (p/p) de ZnAgY
0,025 M; polietileno e ZnAgY 0,025 M: (1) regido de 4000-400 cm™ e (Il) regiZio 1750-500 cm ™.

Na figura 4.22 s3o apresentadas exatamente as mesmas amostras, nas mesmas condicdes,
mas na zona mais fina dos filmes compdsitos. Nos espectros de FTIR das figuras 4.21 (1) e 4.22 (l)
verifica-se a presenca das bandas caracteristicas de polietileno para todos os filmes compdsitos
preparados. Os espectros s3o dominados por uma banda larga entre 3000-2700 cm™ devida aos
estiramentos vibracionais tipicos das ligagdes C-H, uma banda por volta de 1470 cm™ originada pelas
vibracbes de deformacdo C-H e uma banda por volta de 730 cm™ relativa as vibragdes angulares dos
grupos metilo. Desta forma, verifica-se que independentemente da percentagem de zedlito

incorporada em polietileno este mantém a sua integridade estrutural [131,132].
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Relativamente a presenca das particulas zeoliticas nos filmes compésitos, verifica-se que esta é
mais notéria nos espectros das zonas espessas (Figura 4.21 - | e |l), devido a presenga de maiores
quantidades de material. Principalmente na regido de 1750-500 cm™ (figura 4.21 e 4.22 - |I) s3o
percetiveis as bandas caracteristicas dos zedlitos por volta de 1640, 1000 e de 750 cm™

especialmente para os compdsitos com 3 e 5% de zedlito.

1) 80—- ‘ /m
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1 Polietileno - |
—_— PE/ ZnAgY 0,025 M 1% -
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Figura 4.22. Espectros de infravermelho das zonas mais finas dos filmes compésitos com 1, 3 e 5 % de ZnAgY 0,025 M;
polietileno e ZnAgY 0,025 M: (1) regido de 4000-400 e (I1) regido 1750-500 em™.

Numa embalagem é importante que esta possua resisténcia mecanica, contudo nao foi feita a

caracterizagdo mecanica destes filmes compdsitos devido a ndo se encontrarem perfeitamente

homogéneos.
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4.3.3. AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS DOS FILMES COMPOSITOS

De forma a avaliar atividade antimicrobiana dos filmes compdsitos foram realizados testes de
suscetibilidade de difusdo em placa. O material em estudo apresenta atividade antimicrobiana se
houver formagdo de uma zona isenta de crescimento microbiano a sua volta, traduzindo-se na
formacao de um halo de inibigdo do crescimento.

Como os filmes compdsitos preparados ndo eram materiais homogéneos, cortaram-se discos
de 6 mm de diferentes zonas - espessa (E), intermédia (l) e fina (F) - a fim de ter uma ideia mais
consistente sobre as suas propriedades antimicrobianas. Os resultados obtidos para os
microrganismos E. coli, B. subtilis, C. albicans e S. cerevisiae encontram-se representados na tabela

4.12.

Tabela 4.12. Dimensao dos halos de inibigao de crescimento (em mm) obtidos para os diferentes filmes compésitos. (HT-
significa halo turvo)

(Dimensdo do Halo em mm)

E. coli B. subtilis C. albicans S. cerevisiae

Material E | F E | F E | F E | F

PE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PE +NaY 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

AgY 0,050 M 1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AgY 0,050 M 3% 7 0 0 6,5 0 0 7,5 0 0 HT | HT | HT
AgY 0,050 M 5% 8 8 0 7 7 0 8,5 8,5 0 HT | HT | HT
ZnAgY 0,025 M 1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ZnAgY 0,025 M 3% 7 0 0 7 0 0 8 0 0 HT | HT | HT
ZnAgY 0,025 M 5% 8 7 0 7 0 0 10 0 0 HT | HT | HT
ZnAgY 0,050 M 1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ZnAgy 0,050 M 3% 7 0 0 6 0 0 8 0 0 HT | HT | HT
ZnAgY 0,050 M 5% 9 7 0 9 0 0 9 8 0 HT | HT | HT

De forma a poder validar a atividade antimicrobiana dos filmes compdsitos preparados,
utilizou-se o filme de polietileno sozinho e incorporado com NaY como controlos. Estes materiais, tal
como demonstram os resultados apresentados na tabela 4.12, por si s6 ndo apresentam atividade
antimicrobiana (ndo se verifica a formagdo de halos).

Relativamente aos filmes compdsitos em estudo, verifica-se que a incorporacao de 1% de
zedlito (monometalico ou bimetalico) em polietileno ndo é suficiente para prevenir o crescimento
dos microrganismos testados, uma vez que ndo ha formacdo de halos (0 mm). Por sua vez, nos
compdsitos com 3 e 5 % de zedlito verifica-se a formacdo de halos, isto é, ndo ha crescimento celular.
Também se verificou que as zonas mais finas (F) dos filmes compdsitos com 3 e 5 % ndo

apresentaram atividade antimicrobiana, uma vez que as analises de SEM e FTIR demonstraram que
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estas zonas possuiam pouco zedlito. Por sua vez, as zonas mais espessas destes compdsitos
apresentaram sempre atividade. Relativamente aos microrganismos, verificou-se a formacgdo de
halos de maiores dimensdes na presenca de E. coli e C. albicans. A S. cerevisiae foi o Unico
microrganismo para o qual ndo se conseguiu verificar a formagdo de halos, pois estes estavam muito
turvos.

Na figura 4.24 sdo apresentadas, como exemplo, placas de Petri inoculadas com C. albicans
nos quais sdo colocados os discos das diferentes zonas dos filmes compdsitos AgY 0,050 M, ZnAgY

0,050 M e ZnAgY 0,025 M nas percentagensde 1,3 e 5 % (p/p).

Figura 4.23. Placas de Petri inoculadas com C. albicans nos quais foram colocados os discos das diferentes zonas de
espessura dos filmes compdsitos AgY 0,050 M, ZnAgY 0,050 M e ZnAgY 0,025 M nas percentagens de 1, 3 e 5 % (p/p).

Na tabela 4.13 apresentam-se os resultados do ensaio de suscetibilidade de difusdo em placa
de uma forma mais simplificada, onde sinal ( - ) significa inibicdo de crescimento e ( + ) significa
crescimento microbiano. Os resultados apresentados dizem respeitos as zonas mais espessas dos

filmes compdsitos com 1, 3 e 5 % (p/p) de zedlito.
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Tabela 4.13. Tabela resumo dos resultados de suscetibilidade microbiana obtidos pelo teste de difusdo em placa para as
zonas mais espessas dos filmes compésitos com 1, 3 e 5 % (p/p) de zedlito. (-) Inibicdo de crescimento e (+) presenga de
crescimento microbiano.

Percentagem de zedlito incorporado
Filme compdsito
1% 3% 5%
PE + + +
PE + NaY + + +
PE + AgY 0,050 M + - -
PE + ZnAgY 0,025 M + - -
PE + ZnAgY 0,050 M + - -

Tal como referido anteriormente, PE por si s6 sdo apresenta propriedades antimicrobianas. O
mesmo acontece com o filme compdsito no qual foi incorporado o zedlito NaY, isto é o zedlito de
partida. Apenas os filmes compdsitos com 3 e 5 % (p/p) de AgY 0,05 M, ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,05

M apresentaram propriedades antimicrobianas.
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Este trabalho tinha como objetivo desenvolver embalagens poliméricas com propriedades
antimicrobianas, utilizando para tal zedlitos permutados com um ou uma mistura de ides metalicos -
prata, cobre e zinco - incorporado(s) em filmes de polietileno. Perante os resultados obtidos é
possivel afirmar que o propdsito do presente trabalho foi cumprido. De entre todos os resultados

destacam-se as seguintes conclusdes:

Os resultados de XPS das amostras AgX e AgY (Zedlitos X e Y permutados com nitrato de prata
0,050 M) foram essenciais para a selecao do analogo da estrutura faujasite a utilizar em todo o
trabalho experimental. De acordo com o parametro de Auger determinado por XPS, a prata
superficial em AgX encontrava-se no estado metdlico, enquanto em AgY esta se encontrava no
estado iénico. A diferenca no estado de oxidagdo da prata levou a que os dois andlogos
apresentassem comportamentos diferentes a nivel do seu potencial antimicrobiano. Esta diferenca é
mais notdria quando se usaram as bactérias (E. coli e B. subtilis) como microrganismos indicadores de
sensibilidade, para as quais ndo foram detetadas quaisquer células vidveis na presenca de AgX na
concentracdo de 0,3 mg/mL e de AgY na concentragdo de 0,2 mg/mL. Em relacdo as leveduras, o
valor de MIC foi de 1 mg/mL para ambos os zedlitos. Perante as propriedades antibacterianas do

zedlito Y, esta foi a estrutura selecionada para ser utilizada no restante procedimento experimental.

Os ensaios antimicrobianos preliminares realizados com os zedlitos monometalicos e
bimetalicos, preparados pelo procedimento de permuta iénica do zedlito Y com solugdo de nitrato de
prata 0,010 M, nitrato de cobre 0,010 M e nitrato de zinco 0,050 M, determinaram que os zedlitos
monometalicos ndo foram capazes de inibir nenhum dos microrganismos em estudo, ao contrario
dos zedlitos bimetdlicos. Nas bactérias (E. coli e B. subtilis) os pares AgCuY¥, AgZnY, CuAgY
apresentaram um MIC de 1 mg/mL, enquanto o par ZnAgY apresentou um MIC de 0,5 mg/mL. Por
sua vez, nas leveduras (C. albicans e S. cerevisiae), apenas para os pares AgZnY e ZnAgY se detectou
atividade antimicrobiana, apresentando um MIC de 2 mg/mL. A analise dos valores de MIC
demonstraram que as propriedades antimicrobianas destes materiais estdo dependentes da
concentragdo das solugdes de metais utilizadas na sua preparacao, da ordem pela qual os ides sdo
permutados e também dos microrganismos em estudo. Tendo em consideragdo estes resultados,
optou-se por estudar a variacdo da concentra¢do de prata (0,025 M e 0,05 M) para uma
concentragdo constante de zinco 0,05M.

As anadlises de SEM e FTIR dos zedlitos monometalicos (AgY 0,025 M e ZnY 0,05 M) e
bimetalicos (ZnAgY 0,025 M e ZnAgY 0,05 M) permitiram concluir que a presenca de prata e zinco na
estrutura zeolitica, independentemente da concentracdo das solugdes utilizadas, ndo possui

qualquer efeito na integridade morfoldgica e estrutural dos zedlitos. Por sua vez, as andlises quimicas
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demonstraram que o zedlito Y é mais seletivo para a prata do que para os ides cobre e zinco. Por
ultimo, a andlise por XRD demonstrou que nos zedlitos bimetdlicos hd uma diminuicdo mais
acentuada da cristalinidade, provavelmente devido a redistribuicdo dos catiGes prata e zinco nas suas
cavidades. Os ensaios antimicrobianos desenvolvidos com os materiais AgY 0,025 M, ZnAgY 0,025 M
e ZnAgY 0,05 M mostraram que os zeodlitos bimetdlicos foram mais eficazes na inibicao do
crescimento dos microrganismos em estudo, provavelmente devido a sinergia existente entre os ides
prata e zinco. Para ZnAgY 0,025 M e 0,05 M, o MIC determinado foi de 0,1 mg/mL para as bactérias e
de 0,3 mg/mL para as leveduras. Por sua vez, AgY 0,025 M exibiu um valor de MIC de 0,5 mg/mL para

as bactérias e de 2 mg/mL para as leveduras.

As amostras ZnAgY 0,025 M, ZnAgY 0,05 M e AgY 0,05 M foram incorporados em filmes de
polietileno nas percentagens de 1, 3 e 5 % (p/p). O aspeto dos filmes preparados mostrou que a
mistura do polimero e zedlito com recurso a um almofariz de dgata e a fusdo a temperatura de 190
°C numa prensa SPECAC, ndo permite a distribuicdo homogénea dos zedlitos, tal como demonstrado
por SEM. Por sua vez, a andlise de FTIR permitiu verificar que ndo hd alteracdo das propriedades
estruturais de PE apds inclusdo das estruturas zeoliticas. Relativamente as propriedades
antimicrobianas dos filmes compésitos, verificou-se a formacao de halos de inibicdo essencialmente
para a zona mais espessa dos filmes compdsitos com 3 e 5% das amostras. No que diz respeito aos
microrganismos, S. cerevisiae foi o Unico microrganismo para o qual os filmes compdsitos ndo

induziram a formagdo de halos de inibigdo de crescimento.
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Os resultados obtidos neste trabalho experimental deixaram em aberto algumas linhas de
investigacdo para o aperfeicoamento dos filmes compdsitos com propriedades antimicrobianas.

Assim, de seguida, apresentam-se algumas sugestdes de trabalho futuro.

O zedlito Y foi selecionado como recetor de ides metdlicos com propriedades antimicrobianas,
tendo em consideracao resultados de caracterizacdo por XPS, andlises quimicas e também de ensaios
de avaliacdo da atividade antimicrobiana. Apesar de esta estrutura se ter demonstrado eficiente na
sua fungado, seria interessante testar estruturas zeoliticas de menores dimensées, como é o caso dos
zedlitos Linde Type L (LTL) e ZSMS5, pois estas permitiriam uma difusdo ainda mais controlada dos iGes
metalicos.

No primeiro ensaio realizado com os zedlitos monometalicos e bimetdlicos, apenas as
amostras ZnAgY e AgY foram selecionadas para fases posteriores de otimizagdo, caracterizacdo e
avaliagdo de propriedades antimicrobianas, devido a melhor atividade antimicrobiana apresentada.
Perante tal, seria importante otimizar as concentracdes de cobre e de zinco de forma a melhorar a
atividade antimicrobiana dos materiais.

Relativamente aos filmes compdésitos, e tendo em consideracdo a problemdtica da poluicao
ambiental, poderia utilizar-se polimeros com maiores taxas de degradacdo, em vez de polietileno.
Ainda sobre os compdsitos, a fase de preparacdo dos mesmos poderia ser otimizada com recurso a
misturadores mecanicos como hacke e mini-extrusora. Apds a obtencdo de filmes compdsitos
homogéneos, isto é, no qual os zedlitos estivessem perfeitamente distribuidos, poderiam efetuar-se
anadlises mecanicas e térmicas a fim de avaliar a resisténcia dos compdsitos. Além disso, pensado
numa etapa posterior de comercializacdo do produto seria necessario realizar testes de migracdo dos
i6es metdlicos incorporados nos zedlitos para os alimentos, a fim de verificar se os valores de
migracdo se encontravam dentro dos limites permitidos por lei.

A atividade antimicrobiana dos filmes compdsitos foi avaliada através da utilizacdo das
bactérias E. coli e B. subtilis e das leveduras C. albicans e S. cerevisiae como microrganismos
indicadores de sensibilidade. Estes microrganismos nao se encontram diretamente relacionados com
contaminagdes alimentares, principalmente C. albicans, porém fornecem uma boa perspetiva sobre
a atividade antimicrobiana do material. Apds ser finalizado o processo de preparacdo dos filmes
compdsitos, os ensaios de atividade antimicrobiana poderiam ser realizados com microrganismos
patogénicos associados a alimentos, tais como Lysteria, Escherichia coli 0157:H7, Salmonella e
Campylobacter.

Por ultimo, poderiam ser efetuados estudos relativos ao mecanismo de a¢do dos zedlitos
permutados com os ides prata, cobre e zinco. Isto é, dever-se-ia estudar se os ides permutados

atuam apenas a nivel da membrana e desencadeiam cascatas de sinalizacdo que acionam os
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mecanismos de morte celular, ou se estes conseguem penetrar no citoplasma das células e interagir
diretamente com o DNA ou outros alvos celulares. A utilizacdo de microrganismos como E. coli e S.
cerevisige é particularmente Util neste contexto, pois os genomas destes microrganismos modelo

encontram-se ja sequenciados.
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