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Resumo: O interesse por embalagens biodegradaveis tais como os bioplasticos esta aumentando porque o
uso de materiais e recursos renovaveis contribui para a preservagdo ambiental. Entre todos os biopolimeros,
a gelatina estad sendo pesquisada como um material com grande potencial para elaboracdo de filmes
biodegradaveis. O objetivo deste estudo foi a elaboragdo de um biofilme de gelatina e glicerol com
propriedade antibacteriana. O biopléstico formulado na proporgdo 1:1 (16% de gelatina e 16% de glicerol)
apresentou aspecto homogéneo, transparente, com ausé€ncia de bolhas na superficie e boa flexibilidade
(facilidade de manuseio ¢ auséncia de rupturas e zonas quebradicas). O filme apresentou total solubilidade
em acido cloridrico 1N e a analise de biodegradabilidade indicou uma perda de massa total durante 30 dias
enterrados no solo. A solugdo de ions de prata teve um efeito bactericida, com base na concentragdo
inibitoria minima (1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL) testada, frente ao microrganismo Escherichia coli
ATCC 25922. Esse efeito continuou presente quando os ions de prata (1 mg/mL) foram adicionados no
biofilme, visto que para todos os filmes testados foram observados halos de inibi¢ao maiores ou iguais a 30
mm. Os resultados apontam perspectivas da utilizagdo do biofilme formulado a base de gelatina com adigédo
de ions de prata na categoria de embalagens ativas.

Palavras chave: Biofilme, embalagem ativa, gelatina, ions de prata.

Abstract: The interest for biodegradable packaging, such as bioplastics, is increasing, for the use of
environment friendly material and renewable resources contribute to environment preservation. Among
the biopolymers, gelatin is being researched as a great candidate on biodegradable film development. This
study's goal is the preparation of a biofilm of gelatin and glycerol with antibacterial properties. The
bioplastic formulated on 1:1 proportion (16g of gelatin and 16g of glycerol) showed an aspect of
homogeneity, transparency and lack of bubbles on the surface, besides good flexibility (handling ease and
lack of ruptures or brittle areas). The film showed full solubility in chloric acid IN and the biodegradability
analysis showed a 100% mass loss within 30 days buried underground. The silver ion solution had an
antibacterial effect, based on the minimal tested inhibitory concentration (I mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25
mg/mlL) for the micro-organism Escherichia coli ATCC 25922. That effect remained present when the silver
ions (Img/mL) were added to the biofilm, as for every film tested there were 30mm inhibition haloes or
bigger. The results point out to different perspectives for uses of the biofilm, made from gelatin with the
addition of silver particles on the category of active packaging material.

Keywords: Biofilm, active packaging, gelatin, silver ion.

1. Introducao

O plastico ¢ um dos materiais mais utilizados no século XXI (Piatti, 2005). Materiais plasticos estdo
presentes no dia a dia de cada pessoa, como utensilios domésticos, tecnologia, brinquedos e produtos
médicos. Essa expansao e diversidade no uso de plasticos devem-se a conveniéncia que eles fornecem ¢ o
baixo preco comparado a outros materiais. Esses sdo obtidos a partir de nafta, que € um subproduto da
refinagdo de petrdleo, usado em larga escala na industria petroquimica (Piatti, 2005; Queiroz et al., 2017).
No entanto, as mesmas qualidades que favorecem o seu uso intenso, também sdo as mesmas que
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influenciam o seu acimulo no meio ambiente. O descarte de maneira indiscriminada é cada dia maior, tendo
como agravante as vias de obten¢do, realizadas através de fonte ndo renovavel (Sasaki, 2019). A
preocupagao ambiental que vem sendo apontada ao longo dos tlltimos anos tem mostrado a potencialidade
dos recursos renovaveis em gerar novos materiais competitivos aos de origem petroquimica (Gomes, 2017).

Nessa perspectiva, a produgdo de um bioplastico a base de matéria prima natural é uma alternativa
viavel para produgdo de embalagens ¢ o uso de colageno (gelatina) pode ser promissor para formagao de
um biopolimero. Todavia, ¢ necessario o uso de plastificantes, ou seja, aditivos que proporcionam
mobilidade molecular e flexibilidade dos filmes em funcdo da interacdo com as cadeias moleculares. O
glicerol ¢ um dos plastificantes mais utilizados na producdo de filmes biodegradaveis (Garcia, 2016).

As proteinas sdo polimeros termoplasticos, constituidos por grupos polares e apolares. Normalmente
sdo compostos insoliveis, principalmente as proteinas fibrosas como o colageno. Para o desenvolvimento
de biofilmes, as proteinas sdo utilizadas em sua forma natural e os filmes geralmente sdo desenvolvidos
através do processo termoplastico, que consiste na mistura de proteinas e plastificantes (Vroman e Tighzert,
2009). A gelatina é uma proteina de origem animal, derivada do colageno e apresenta a propriedade de
formar géis termorreversiveis apos ser aquecida, solubilizada e resfriada. O mecanismo de formacgédo
envolve interligagdes i0nicas entre grupos amino e carboxil dos aminoacidos, com a ajuda de pontes de
hidrogénio (Kester ¢ Fennema, 1986)

O glicerol ¢ um composto com baixa massa molar ¢ vem sendo amplamente utilizado no
processamento termoplastico de proteinas. Seu alto efeito plastificante ¢ atribuido a facilidade que o glicerol
tem de se inserir e posicionar-se na rede proteica tridimensional, essa caracteristica aumenta a
hidrofilicidade e permeabilidade ao vapor de agua dos filmes plastificados (Silva, 2017).

A adicdo de compostos antibacterianos em um biopolimero é possivel para a produgdo de um
bioplastico com mais aceitagdo na atualidade, chamado de embalagem ativa. Este involucro ¢ uma
embalagem planejada que influencia ativamente no produto e possui agentes aditivos que interagem com o
produto de forma desejavel, tendo como proposito proteger, prolongar a vida de prateleira, preservar as
propriedades sensoriais (aparéncia, aroma, consisténcia, textura ¢ flavor), além de manter a qualidade, a
integridade do produto e garantir a seguranca do alimento (Braga, 2017).

Nanoparticulas de prata (AgNP) tem tido grande atenc¢do e emergido como principal produto do campo
na nanotecnologia. O uso de nanoparticulas tem ganhado impulso na atualidade pelo fato de possuirem
propriedades bactericidas, quimicas, Opticas e mecanicas interessantes (Vaidyanathan et al., 2010). Estas
propriedades tém conduzido amplas aplicagdes de nanoparticulas de prata, tais como antibacterianos téxteis
e polimeros contendo nanoparticulas de prata usados para fabricagdo de refrigeradores, lavadoras de lougas,
filmes plasticos, tabuas de corte, garrafas, baldes de plastico e vasilhames (Guzman et al., 2009; Zielinska
et al., 2009).

Na industria alimentar, algumas alternativas podem ser aplicadas como aditivo nas embalagens ativas,
entre elas estdo as nanoparticulas de prata (AgNPs) que sdo agregados de atomos de prata que variam de
diametro e apresentam diferencas em relacdo as propriedades da prata metalica. A prata localiza-se no
bloco d da Tabela Periodica (metal de transigdo), grupo 11, periodo 5 (4d'°5s'). Possui cor prateada, é
brilhante, maleavel, dactil e apresenta 6tima condutividade elétrica. E pouco reativa e bastante resistente a
corrosdo (Duarte, 2013). Estas possuem propriedades biologicas importantes. Alguns exemplos sdo a
atividade antiviral (Orlowski ef al., 2014), atividade antifungica (Kim ef al., 2009). Além disso, apresenta
as atividades anti-inflamatoria (Yilma et al., 2013), citotoxica (Gurunathan ef al., 2013) e antiangiogénica
(Baharara et al., 2014), biossensores ¢ catalisadores (Siddiqi e Husen, 2016). Neste sentido o trabalho teve
como objetivo a produgdo de uma embalagem biodegradavel com a adigdo dos ions de prata como composto
antibacteriano.

2. Metodologia
2.1 Elaboracio do bioplastico

Os biofilmes foram produzidos em diferentes concentra¢des de gelatina, glicerol e agua destilada, conforme
descrito na Tabela 1.

Os bioplasticos foram preparados segundo a metodologia descrita por Biscarat et al. (2015), com
adaptacdes. O procedimento iniciou-se pela dissolucdo da gelatina (Dr. Oetker), em uma solug¢do contendo
glicerol como plastificante e dgua destilada utilizando agitador magnético com aquecimento, no qual a
solugdo era aquecida a aproximadamente 65 °C durante 5 min. Apos a dissolugao, as solugdes firmogénica
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(10 mL) foram vertidas em placa de Petri (10x10 cm), que eram acondicionadas em estufa a 25 °C por 24
horas. Em seguida, os filmes foram desenformados ¢ utilizados nos ensaios.

Tabela 1. Componentes para produ¢do do bioplasticos.

Ensaio Proporgao, m/v Gelatina, % Glicerol, % Agua, ml
Al 1:1 16 16 120
A2 1:4 16 64 120
A3 4:1 64 16 120
A4 1:6 6 42 120
A5 6:1 42 6 120

*Os ensaios foram preparados em trés repeti¢cdes em triplicata (Nove vezes).
2.2 Aspectos visuais

Andlises tacteis e visuais foram realizadas a fim de verificar diferencas entre os revestimentos
biopoliméricos, bem como a homogeneidade (distribuigdo uniforme sem particulas insoliveis ou regides
sem recobrimento), flexibilidade (manuseio facil, sem rachaduras e areas frageis) e auséncia de defeitos
aparentes como bolhas de ar na superficie, desprendimento do revestimento, olho de peixe (massa globular
pequena que ndo se misturou completamente ao material do filme) e coloragdo, seguindo os critérios
adotados por (Cruz, 2018), com modificagdes.

2.3 Determinacio da solubilidade em acido

A solubilidade em acido foi determinada segundo o método proposto por (Gontard ef al., 1992), os filmes
foram recortados em discos de 2 cm? de didmetro. A massa seca inicial das amostras foi obtida apos
secagem das mesmas, por um periodo de 24 horas a temperatura de 105 °C, em estufa, apds a obtengdo da
massa seca, as amostras foram submersas em um recipiente contendo solugao de acido cloridrico 1N por
24 horas. Ap6s esse periodo, as amostras foram secadas e pesadas para obteng@o da massa final. As analises
foram realizadas em triplicata (Fakhouri, 2009).

2.4 Biodegradabilidade

O estudo da biodegradabilidade foi estimado pela a perda de massa dos biofilmes no solo para isso, as
amostras de 2 cm? do filme foram misturadas com o solo nao padronizado. Apds a mistura com o solo as
amostras foram acondicionadas em frasco de vidro sem oxigenagdo, com 10 centimetros de largura 15
centimetros de comprimento, em seguida os bioplasticos foram enterrados a 20 cm de profundidade do
solo. Os recipientes foram retirados nos periodos 30, 60, 90, 120 dias ap6s serem enterrados no solo. Os
polimeros foram lavados em solu¢ao NaOH 12% para retiradas das fragdes de argilas aderidas na superficie
dos filmes. Os polimeros foram colocados em estufa a 65 °C por 48 horas, € posteriormente as amostras
foram retiradas e pesadas para avaliar a perda de massas e comparar com o valor da massa determinada
antes de enterrar os biofilmes. As analises foram realizadas em triplicata (Souza et al., 2016).

2.5 Avaliacao antibacteriana do biofilme com adicao de ions de prata
2.5.1 Preparo da solugdo de ions de prata

A concentragio de 1000 mg. L' de fons de prata foi preparada utilizando nitrato de prata (AgNO;) 0,001M,
acido galico 0,1%, e hidroxido de sodio 1M. Em um erlenmeyer foi dissolvido em 0,017 g de nitrato de
prata em 100 mL de agua destilada, posteriormente foi adicionado 0,01 g de acido galico, a solugdo entdo
foi agitada com agitador magnético e o pH da solugao foi ajustado para 14 com uma soluc¢do de hidroxido
de sodio 1M, com auxilio do pHmetro (Quimis). A solugao final foi envolvida com papel aluminio, evitando
o contato com a luminosidade (Oliveira, 2013). A solugdo de ions de prata foi encaminhada para o ensaio
de concentragdo inibitoria minima (CIM) frente ao microrganismo Escherichia coli ATCC 25922, o melhor
efeito inibitorio foi utilizado para a formulagdo do biofilme.
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2.5.1.1 Determinagdo da concentragdo inibitoria minima dos ions de prata

O ensaio foi realizado por meio do teste de microdiluigdo, a partir de uma solugdo-mae (1000 mg/L) de
ions de prata. Foram realizadas trés concentragdes, por diluicdo a razdo 2, com agua destilada estéril,
seguindo protocolo descrito por (Esmerino et al., 2004), com modificagdes. O preparo do indculo foi
conduzido com a cepa de Escherichia coli (ATCC® 25922™), obtida da biblioteca da Funda¢do Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ). A cepa liofilizada foi ativada de acordo com as instrugdes do fabricante (FIOCRUZ,
Brasil). O crescimento da cepa foi realizado em tubo com 40 mL de Caldo Nutriente (HiMedia Laboratories,
Mumbai, india) em estufa a 35 °C por 24 horas.

A concentragdo do inoculo foi padronizada em solugdo de agua peptonada 0,1% estéril, comparando
a turbidez obtida com o padrao 0,5 da escala de MacFarland em espectrofotometro a 660 nm. Essa turvacdo
¢ semelhante a padronizada para o antibiograma ¢ o resultado da absorbancia deve estar entre 0,08 ¢ 0,10,
0 que equivale a uma densidade celular de 1 a 3x10® UFC.mL"' (United States Pharmacopeial, 1990;
NCCLS, 2002). A partir dessa suspensdo, foi preparado o agar-indculo em uma propor¢ao de 1,0 mL da
suspensdo bacteriana para 100 mL do meio agar Mueller-Hinton (Kasvi. Sdo José do Pinhais, Brasil), ainda
no estado liquido, a uma temperatura em que os microrganismos pudessem permanecer vivos quando em
contato com o meio agar (45 - 50 °C). Em cada placa foram adicionados 20 mL do agar-indculo, ficando
em repouso por 5 minutos para solidificagdo. Apods sua solidifica¢do, foram posicionadas as pecas de
polipropileno (10 mm de altura; didmetros interno e externo de 6 ¢ 8 mm, respectivamente, previamente
lavadas e esterilizadas em autoclave a 120 °C por 15 minutos), para uma melhor estabilidade e absor¢ao da
solugdo de ions de prata sobre o agar. As pecas foram adicionadas a uma distancia de aproximadamente 20
mm um do outra e repousadas por 5 minutos. Posteriormente, foram inoculadas 100 uL do ions de prata no
interior de cada pega, em diluigdes seriadas (1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL), tendo como base a
solucdo-mae. As placas foram incubadas em estufa a 30 °C por 24 horas, e posteriormente foi realizada a
determinagdo da concentragdo inibitoéria minima (MIC) com base na mensura¢do do didmetro do halo de
inibi¢do, em milimetros. O ensaio foi realizado em triplicata. A concentracdo que apresentou o melhor
resultado foi utilizada para preparacéo do biofilme com os ions de prata.

2.5.2 Determinagao da atividade antimicrobiana do biofilme por disco-difusdo

O filme contendo ions de prata foi preparado seguindo o mesmo procedimento adotado para a producao
dos filmes de gelatina e glicerol, conforme descrito no item 2.1, vale ressaltar que 1 mL da solugdo de ions
de prata (solu¢do-mae 1000mg/L) foi adicionado a solugdo formadora de filme apos a reagdo de
plastificagdo, sob agitacdo a 65 °C. Esse filme foi produzido na propor¢ao de 1:1 de gelatina e glicerol.

A metodologia de disco-difusdo foi realizada de acordo com as instru¢des da (Eucast, 2017), com
modificag¢des. A padronizagdo do microrganismo Escherichia coli (ATCC® 25922™) ytilizado no ensaio
antibacteriano ocorreu conforme o protocolo descrito na subsecdo § 2.5.1.1. A suspensdo bacteriana foi
homogeneizada e 0,1 mL foram espalhados em placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton (Kasvi. Sdo
José do Pinhais, Brasil) previamente preparado e solidificado. Apds a dispersdo da solugdo bacteriana das
placas com agar, uma amostra circular com 2 cm2 de diametro do filme foi colocado no centro de cada
placa, em seguida as placas foram encubadas em estufa a 30 °C por 24 horas. Posteriormente foi realizada
a mensura¢do do diametro do halo de inibigdo, em milimetros. Os ensaios foram realizados em triplicata,
seguindo especificagdes de Eucast (2017), com modificagdes.

3. Resultados e discussao

A sintese dos biofilmes ¢ relativamente simples, pois ndo se utilizou solvente e pode-se conduzir na
temperatura de trabalho de 65 °C o que ndo promove risco de queimaduras. A mistura da gelatina com
glicerol na propor¢d@o 1:1 em massa apresentou um desempenho cinético adequado ao processamento, ou
seja, tempo para verter toda a solu¢do firmogénica em um molde. O biofilme Al (Tabela 1) estava
visualmente homogéneo, transparente, sem aspecto de olho de peixe, com auséncia de bolhas na superficie
e boa flexibilidade (facilidade de manuseio e auséncia de rupturas e zonas quebradicas). O Biopolimero foi
desprendido da placa Petri com facilidade, na temperatura de armazenamento utilizada para secagem (25
°C), e ndo apresentou aspecto pegajoso ao final. Os aspectos encontrados corroboram com a afirmagéo de
(Cruz et al., 2018) em que filmes a base de gelatina sdo transparentes ¢ homogéneos.

A coloragdo dos biofilmes teve sua dependéncia com base na concentragdo de gelatina e glicerol
adicionada nas formulagdes (Tabela 1). O aumento na concentra¢do de gelatina fez com que os filmes
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perdessem o seu aspecto transparente € assumissem uma colocag¢do amarelada (Figura 1). Para a elaboragéo
de bioplasticos que visam utilizagdo como embalagens ou ainda como coberturas para alimentos, uma maior
transparéncia, como a encontrada no biofilme A1, tende a ser melhor, visto que o consumidor passa a ter
conhecimento sobre caracteristicas relevantes do produto a ser adquirido, como exemplo a cor (Cruz et al.,
2018). Tendo isso como base todos os testes foram realizados com o biofilme Al, pois apresentou as
melhores caracteristicas para um biofilme.

Em geral, filmes formulados com gelatina apresentam boas flexibilidades Zhao et al. (2008), como o
alcangado no presente trabalho com o bioplastico Al. Este efeito foi comprovado por (Joly-Duhamel et al.,
2002), ao observarem que ligagdes fisicas cruzadas que ocorrem devido as interagdes intermoleculares
durante o resfriamento auxiliam no estabelecimento da rede do gel. Lajarim (2014) demonstrou também
que o uso da gelatina influencia no comportamento dos géis, fortalecendo a rede dos mesmos. No entanto,
filmes biopoliméricos obtidos exclusivamente a partir de proteinas apresentam geralmente baixa
elasticidade e sdo quebradigos e a introdugdo de plastificantes ¢ uma alternativa para conferir uma maior
elasticidade ao sistema. Os plastificantes devem ser compativeis com o biopolimero, a exemplo do glicerol
que possuem boa interagdo com o polimero devido a sua estrutura e seu carater hidrofilico (Marcilla ef al.,
2009), para garantir sua eficiéncia, interagem com a interface do polimero, enfraquecendo as forcas
intermoleculares, ocasionando maior mobilidade as cadeias formadoras da matriz polimérica e
consequentemente, aumentando a flexibilidade dos filmes (Schrooyen ef al., 2001).

A3 A5

Figura 1. Filmes formulados com diferentes concentragdes de gelatina e glicerol. Al- 16% de gelatina e 16% glicerol; A2 - 16%
de gelatina e 64% de glicerol, A3 - 64% de gelatina e 16% de glicerol, A4 - 6% de gelatina e 42% de glicerol, AS - 42% de gelatina
e 6% de glicerol.

O bioplastico Al apresentou total solubilidade em acido (100%). Segundo Fakhouri (2009) essa
caracteristica ¢ importante em casos em que a embalagem ¢ consumida com o produto final, indicando sua
total solubilizacdo no pH acido do organismo humano durante a digestdo. Resultado semelhante a este
trabalho também foi obtido por Fakhouri (2009) ao produzir bioplasticos flexiveis e biodegradaveis a base
de amido e gelatina.

O processo de biodegradacdo de biofilmes é complexo, pois depende da estrutura do polimero, das
condi¢des do meio (calor, umidade, radiacdo e nutrientes) e dos tipos de microrganismos que estdo presente
no ambiente (Oliveira, 2007). A introdugao no solo de um composto contendo C, N ou P pode servir de
nutriente e ser assim degradado por catabolismo ou, ainda ser degradado por co-metabolismo (Monteiro,
2001). Na analise de biodegradabilidade, o biofilme Al teve a perda de massa total durante 30 dias
enterrados no solo. Essa rapida decomposicao do bioplastico deve-se, provavelmente, a presenca de gelatina
em sua composi¢ao, visto que gelatinas sdo polimeros biodegradaveis constituidos de proteinas do tipo
animal (Chandra, 1998).

Normatizagdes internacionais (ASTM D6400, ASTM D6868, ASTM D7081 para EUA ou EN 13432
na UE), que deliberam agdes sobre compostos com caracteristicas biodegradaveis, determinam que sua
decomposicdo no solo deva ser comprovada em um nivel de biodegradabilidade superior a 90% em menos
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de 180 dias. A especificacdo do tempo necessario para a biodegradacdo final ¢ um requisito essencial para
qualquer reclamagdo de biodegradabilidade (Agrobiofilm, 2013). Segundo Briassoulis (2007) a taxa de
biodegradagdo aumenta quando a temperatura e umidade sdo mais elevadas. O oxigénio e a umidade sdo
os fatores que mais afetam o desenvolvimento dos microrganismos responsaveis pela biodegradagdo dos
plasticos no solo. Sendo assim, os bioplasticos produzidos com gelatina apresentaram alta degradabilidade
(30 dias), comprovando sua viabilidade no uso como embalagem biodegradavel. Esse resultado corrobora
com os apresentados por (Lucena et al., 2015) em sua avaliagdo de biodegradabilidade de biofilme a base
de xilana e gelatina.

A fungdo antimicrobiana da prata ¢ principalmente atribuida a acdo dos ions de prata que interagem
negativamente com componentes biomacromoleculares carregados (dissulfeto ou grupos sulfidrilo de
enzimas) e acidos nucleicos, causando mudangas estruturais ¢ deformacdo nas paredes celulares e
membranas das bactérias que levam a ruptura dos processos metabolicos seguida de morte celular (Rhim
et al., 2013). O mecanismo antimicrobiano dos ions de prata também tem sido relacionado aos danos a
membrana das bactérias devidos aos radicais livres derivados a partir da superficie das particulas (Rhim et
al.,2013).

A solugdo de ions de prata teve o seu pH ajustado de 11 para 14 como auxilio da adi¢do de hidroxido
de sodio (NaOH) 1M. A forca do agente redutor influi no didmetro das nanoparticulas de prata (AgNPs),
bem como o pH do meio reacional, sendo que quanto mais forte o agente redutor menores sdo as AgNPs.
Estudos relatam que as AgNPs em meios acidos tendem a formar aglomerados, € consequentemente
particulas maiores (Sharma et al., 2008; Albernaz, 2014; Bonatto, 2014). O aumento da alcalinidade da
solucdo de ions de prata utilizada no experimento em questdo foi obtido com a solucdo de hidroxido de
sodio uma vez que ¢ sabido seu potencial como agente redutor (Lopes, 2017). (Tai et al., 2008) obtiveram
AgNPs, com tamanho de particula menor que 10 nm, ao prepararem um solugdo de AgNO3 e amido (agente
de cobertura) adicionada NaOH como agente redutor.

Pode-se afirmar que a ligagdo destas particulas na célula depende da area superficial disponivel para a
interagdo. Particulas menores possuem uma area muito maior de superficie disponivel para interagir com o
microrganismo, sendo, por isso, mais eficazes no combate a este, se comparadas a particulas maiores
(Morones et al., 2005). (Berni et al., 2008) observaram uma taxa de redugdo de microrganismos na faixa
de 97,5% e 99,9% correlacionado as variagcdes no tamanho das particulas de prata na ordem de 300 nm e
30 nm, respectivamente. A literatura tem evidenciado que soluc¢des de nitrato de prata em pH 12 tendem a
forma de modo répido nanoparticulas com dimensdes que variam de 1 a 9 nm, deste modo o trabalho se
propds trabalhar na baixa de pH 14 para ampliar os estudos nessa area.

O ensaio de concentragdo inibitoria minima (CIM) teve como objetivo avaliar a quantidade de ions de
prata necessaria para que o filme apresentasse atividade antimicrobiana. O efeito da agdo antimicrobiana
dos ions de prata mostrou-se positivo com base na CIM testada, frente ao microrganismo Escherichia coli
ATCC25922. As concentragdes de 1 mg/mL, 0,5 mg/mL ¢ 0,25 mg/mL promoveram um efeito inibitdrio
com formagdo de halos de 60 mm, 30 mm, 20 mm respectivamente, os resultados podem ser analisados na
Figura 2.

Figura 2. Halo de inibi¢do por difusdo em profundidade com solug@o de ions de prata em diferentes concentragdes: B1 - 1 mg/mL;
B2 - 0,5 mg/mL e B3 - 0,25 mg/mL, frente ao microrganismo Escherichia coli ATCC25922 em meio agar Mueller-Hinton.

A variagdo da formagdo de um halo para outro apresentado pelas concentragdes diferentes de prata é
fortemente defendida através da produgao em maior ou menor quantidade de substancias antimicrobianas,
a escala nanométrica da substancia é o fator responsavel tanto pela propagagdo quanto pela a¢do inibitoria.
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Segundo (Pedrassani, 2014) os ions de prata liberados das particulas durante sua interagdo com a membrana
celular das bactérias podem reagir com os fosfatos presentes nas moléculas do DNA desses
microrganismos, de modo a inativar sua replicacao, dificultando deste modo o crescimento do in6culo
bacteriano no agar.

Apds o preparo da solucdo de ions de prata o volume de 1 mL foi adicionado ao bioplastico Al,
alterando sua cor no processo ja que durante a sintese dos ions de prata, etapa de alcalinizaco da solugdo,
a cor da mistura reacional mudou gradualmente de incolor para rosacéo e, posteriormente, a solugdo tornou-
se avermelhada, o que fez com que o filme perdesse o aspecto transparente (Figura 3A) e assumisse uma
coloragdo avermelhada (Figura 3B). Lopes (2017) comprovou que o aspecto avermelhado em solucdo
contendo prata era um indicativo da formagao das nanoparticulas.

Figura 3. A- Biosplastico formado nas concentragdes de 16% de gelatina e 16% glicerol; B- Biosplastico formado nas concentragdes
de 16% de gelatina e 16% glicerol com adigdo de ions de prata.

Na Figura 4 sdo apresentados os resultados obtidos para os ensaios antibacterianos feitos com os
biofilmes com adigdo do aditivo ions de prata, frente ao microrganismo Escherichia coli ATCC 25922. Os
resultados evidenciaram a eficiéncia da solugdo dos ions de prata contida nas amostras de 2 cm? do
bioplastico como bactericida, visto que para todos os filmes testados foram observados halos de inibigdo
maiores ou iguais a 30 mm. Hubner (2017), por meio do teste de difusdo em placas comprovou a atividade
antimicrobiana dos filmes de gelatina contendo clinoptilolita impregnado com ions de prata, com formagao
de halo de inibi¢ao de aproximadamente 3 a 4 mm em torno de todos os filmes.

Figura 4. Halo de inibigdo, em triplicata, por difusdo em profundidade, com o biosplastico formulado nas concentragoes de 16%
de gelatina e 16% glicerol com adi¢@o de ions de prata, frente ao microrganismo Escherichia coli ATCC 25922, em meio agar
Mueller-Hinton.

Apesar dos beneficios atribuidos a utilizacdo das nanoparticulas (NPTs) em embalagens alimenticias,
estudos relatam que a migracdo de NPTs para o alimento é variavel. Avella et al. (2005) estudaram a
migragdo de NPTS em biofilmes adicionados de MMT (Montmorilonita) para o alimento embalado. Os
resultados indicaram que ocorreu uma baixa migragao de magnésio e ferro para os vegetais embalados,
porém, houve uma alta migracdo de silicio, principal componente da nanoargila. Desta forma, verifica-se a
importancia dos pardmetros toxicologicos e legislativos referentes ao uso destes materiais (Pessanha, 2016).

4. Conclusoes

A gelatina mostrou ser uma matéria-prima adequada para producdo de bioplasticos biodegradaveis,
podendo ter uso industrial pela facil sintetizagdo. O uso de glicerol como plastificante pode auxiliar no
aumento da elongacdo, homogeneizagdo e estrutura do filme, e teve agdo positiva em relagdo a sua
transparéncia. A solubilidade em acido foi um fator positivo, pois comprovou a degradagio do filme em
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acido similar as condigdes do sistema digestorio humano. A biodegradagdo do bioplastico foi comprovado
pela decomposi¢ao do mesmo no periodo de 30 dias.

O bioplastico formulado, nas concentracdes de 16% de gelatina e 16% glicerol, com adic¢ao de ions de
prata, na concentracdo Img/mL, caracteriza o filme produzido como embalagem ativa, visto que o
bioplastico apresentou atividade bactericida satisfatoria, pois ao final de 24 horas de ensaio ndo foi
identificado o crescimento de bactérias no agar, comprovando a a¢do dos ions de prata presente na
embalagem sob o microrganismos Escherichia coli. Isto demonstra o potencial gerador de inovagado
tecnologica que pode ser obtido a partir do trabalho. Entretanto, novas pesquisas sdo requeridas para
ampliar a compressdo de suas atividades estaveis e antimicrobianas.
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