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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver biofilmes poliméricos
incorporados por nanoparticulas de [-caroteno, para avaliar a
possibilidade de seu uso como embalagens ativas antioxidantes. Em um
primeiro momento, desenvolveu-se nanoparticulas de B-caroteno, pelo
método de nanoprecipitacdo. Analisou-se a influéncia de trés tipos de
carreadores da substancia ativa e trés tipos de surfactantes lipofilicos
sobre as  propriedades fisico-quimicas das  nanoparticulas.
Nanoparticulas mais estaveis foram obtidas quando utilizou-se a
combinacdo de lecitina de soja e triglicerideos de acido céprico e
caprilico nas formulac¢des. Posteriormente, utilizou-se a metodologia de
superficie de resposta para avaliar a influéncia da concentragdo de [3-
caroteno, lecitina de soja e triglicerideos de acido caprico e caprilico
sobre as propriedades de tamanho de particula, indice de polidispersao,
potencial zeta, eficiéncia de encapsulagdo e recuperagdo, e assim
otimizar as formula¢des de nanoparticulas. As condi¢des 6timas obtidas
para concentragdo de [-caroteno, volume de triglicerideos de acido
caprico e caprilico e lecitina de soja foram, 0,2160 mg/ml, 232,42ul e
2,59 mg/ml, respectivamente. As formulagdes otimizadas foram
caracterizadas quanto a morfologia das nanoparticulas através da
microscopia eletronica de transmissdo. ApoOs otimizagdo das
formulagdes de nanoparticulas, procedeu-se os estudos desenvolvendo
biofilmes de metilcelulose incorporados por suspensdes de
nanoparticulas de PCL/B-caroteno, pelo método de casting. Resultados
apontam que as propriedades mecanicas sdo significativamente (P <
0,05) afetadas pela inser¢do de nanoparticulas a solugdo dos filmes,
sendo que o aumento da concentracdo de nanoparticulas diminuiu a
tens@o ¢ o modulo de Young, porém elevou-se a elongagdo dos filmes,
tornando-os mais elasticos. Os dados de transmitincia apontam para um
significante aumento da barreira a radiacdo UV, pelos filmes
incorporados por nanoparticulas de B-caroteno, chegando a quase 90%
de absorcdo da radiagdo UV pela matriz polimérica, quando utilizou-se
70% de solugdes de nanoparticulas nas solugdes filmogénicas. Os filmes
incorporados por suspensdes de nanoparticulas apresentaram coloragdo
amarelo-alaranjada, sendo significantemente diferentes dos filmes
contendo apenas metilcelulose. A liberagdo do B-caroteno dos filmes
apresentou maximo de 7,68 pg/ml, 9,31 ug/ml e 10,93 pg/ml por grama
de filme, para filmes com 30, 50 e 70%, respectivamente, sendo este
valor méaximo atingido na 10" hora de anélise, para todos os filmes



estudados. Todos os filmes desenvolvidos apresentaram atividade
antioxidante, sendo que os filmes contendo 70% de nanoparticulas de -
caroteno apresentaram os maiores resultados de inibicdo dos radicais
ABTS.

Palavras-chave: nanocéapsulas, nanoprecipitacdo, metilcelulose, casting,
embalagens ativas, filmes biodegradaveis.



ABSTRACT

The aim of this work was to develop polymeric biofilms incorporated by
B-carotene nanoparticles, to evaluate the possibility of its use as
antioxidant active packaging. At first, it was developed [B-carotene
nanoparticles by nanoprecipitation method. We analyzed the influence
of three types of active compound carrier and lipophilic surfactants on
the physicochemical properties of the nanoparticles. More stable
nanoparticles were obtained when we used a combination of soy lecithin
and triglycerides of capric and caprylic acid in the formulations.
Subsequently, we used the response surface methodology to evaluate the
influence of the concentration of B-carotene, soybean lecithin and
triglycerides of capric and caprylic acid on the properties of particle
size, polydispersity index, zeta potential, encapsulation efficiency and
recovery, and thus optimize the nanoparticles formulation. The optimum
conditions obtained for B-carotene concentration, triglycerides of capric
and caprylic acid volume and soybean lecithin concentration were
0,2160 mg/ml, 232,42 pl and 2,59 mg/ml, respectively. The optimized
formulations were characterized by the morphology of nanoparticles
through transmission electron microscopy. After optimizate the
nanoparticles formulations, proceeded studies developing
methylcellulose biofilms incorporated by nanoparticles suspensions of
PCL/B-carotene by the casting method. Results show that mechanical
properties are significantly (P < 0,05) affected by the insertion of
nanoparticles on the film solution, with the increase in the nanoparticles
concentration decreased strain and Young's modulus, but increased the
elongation of the films, making the films more elastic. The transmittance
data show a significant increase in UV radiation barrier by films
incorporated with B-carotene nanoparticles, reaching nearly 90% of UV
radiation absorption by the polymer matrix, when was used 70% of
nanoparticles solutions in filmogenic solutions. The films incorporated
by nanoparticles suspensions showed yellow-orange color, being
significantly different from those films containing only methylcellulose.
The PB-carotene release from the films showed a maximum of 7,68
pg/ml, 9,31 pg/ml and 10,93 pg/ml per gram of film, for films with 30,
50 and 70%, respectively, being reached this maximum value at the 10
hour of analysis for all films investigated. All developed films showed
antioxidant activity, and the films containing 70% of B-carotene
nanoparticles showed the highest ABTS radical inhibition.



Keywords: nanocapsules, nanoprecipitation, methylcellulose, casting,
active packaging, biodegradable films.
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INTRODUCAO

O interesse por materiais de embalagens biodegradaveis para
utilizagdo como substitutos aos materiais poliméricos, vem ganhando
atencdo devido as preocupagdes acerca dos problemas ambientais
gerados pelos materiais derivados de petroleo (GOUNGA, XU e
WANG, 2007; KOKOSZKA et al.,, 2010; SALGADO et al., 2010;
SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010; AHMADI, SAREMINEZHAD ¢
AZIZI, 2011; AKHTAR et al., 2012; MARTINS, CERQUEIRA e
VICENTE, 2012; REDDY, JIANG e YANG, 2012).

A maioria dos materiais de embalagens, tradicionalmente
utilizados para alimentos, sdo produzidos a partir de materiais nao
degradaveis, trazendo sérios problemas ambientais, devido ao acimulo
desordenado destes na natureza, além destes materiais consumirem
combustiveis fosseis para sua producdo (AZEREDO, 2009; SOZER e
KOKINI, 2009). Este fator, que esta diretamente relacionado com o
aumento constante do preco do petrdleo, combinado com as
preocupagdes ambientais, chama a atengdo dos pesquisadores para o
desenvolvimento de tecnologias que substituam o consumo de
combustiveis fosseis por processos sustentaveis e materiais de fontes
renovaveis (CORREA, 2008).

Em virtude disso, varios biopolimeros tém sido estudados para
utilizagdo como materiais de embalagens para alimentos, dentre eles
destacam-se os polissacarideos, os lipideos e as proteinas. Estas
biomoléculas apresentam-se promissoras, em razdo de serem
abundantes, renovaveis, biodegradaveis, apresentarem baixo custo e
capazes de formar uma matriz continua (MALHOTRA ¢ COUPLAND,
2004; AZEREDO, 2009; DENAVI et al., 2009; VIOTA et al., 2010;
MURILLO-MARTINEZ et al., 2011).

Filmes e coberturas formulados a partir de polissacarideos podem
ser utilizados para estender a vida de prateleira de frutas, vegetais,
carnes e produtos de confeitaria, por prevenir a desidratagdo, a oxidagao,
o escurecimento superficial, a difusdo de oleos. Além da sua barreira
protetora, recentemente estes filmes tem sido utilizados para fornecer
um mecanismo de liberagdo de compostos ativos (LACROIX e LE
TIEN, 2005; BEAULIEU et al., 2009). Os principais polissacarideos
usados na elaboragdo de biofilmes sdo metilcelulose, quitosana e
hidroxipropilmetilcelulose (GOUNGA et al., 2007, KOKOSZKA et al.,
2010; SALGADO et al., 2010; SIRIPATRAWAN et al., 2010;
AHMADI et al., 2011; AKHTAR et al., 2012; MARTINS et al., 2012;
REDDY et al., 2012). Filmes de ésteres de celulose, como metilcelulose



(MC) sdo geralmente flexiveis, transparentes, soliveis em dagua,
inodoros, insipidos e resistentes a 6leos e gorduras (AHMADI et al.,
2011).

No entanto, o uso de biopolimeros tem sido limitado devido as
suas pobres propriedades mecédnicas e de barreira. Assim, suas
propriedades necessitam ser melhoradas para que possam ser utilizados
como substitutos aos tradicionais plasticos. (AZEREDO, 2009; SOZER
et al., 2009).

O desenvolvimento denovas tecnologias para melhorar as
propriedades dos filmes de embalagens ativas e revestimentos como,
controle da liberagdo de compostos bioativos, resisténcia mecanica,
resisténcia a agua ¢ um grande foco para pesquisas futuras. Neste
sentido estudos apontam que as propriedades dos biofilmes podem ser
melhoradas pela adicdo de compostos de reforgo, formando entdo os
chamados materiais compositos (LACROIX et al., 2005; AZEREDO,
2009).

A maioria dos materiais compoésitos apresenta pobres interagdes
entre a matriz polimérica e o composto de refor¢o, no entanto, estas
interagdes tendem a melhorar com a diminuigdo da dimensdo do
material preenchedor. Sabe-se que o uso de preenchedores com pelo
menos uma dimensdo nanométrica como, as nanoparticulas, aumentam o
desempenho do material resultante, devido a grande area superficial
apresentada por elas, que favorece as interagdes entre o polimero e o
material de reforgo, produzindo os nanocompositos (LACROIX et al.,
2005; AZEREDO, 2009).

Além de nanoreforgadores, quando adicionados a filmes e
revestimentos para alimentos, as nanoparticulas podem ter outras
fungdes, como veiculos para diferentes substincias, principalmente
aditivos e suplementos alimentares, como flavorizantes, probidticos,
nutracéuticos, pigmentos, antimicrobianos e antioxidantes. Sendo
utilizados também para estabilizar a qualidade dos produtos durante o
armazenamento, aumentando sua vida de prateleira (LACROIX et al.,
2005; AZEREDO, 2009; ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2011).

A incorporacdo de antioxidantes em materiais para embalagens
tem se tornado notorio, pois a oxida¢do ¢ um dos principais problemas
que afetam a qualidade dos alimentos. Porém, os antioxidantes mais
frequentemente utilizados em embalagens ativas sdo os sintéticos, butil-
hidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT), devido a sua alta
eficiéncia, estabilidade e baixo custo. Embora estes antioxidantes
possam ser efetivamente utilizados em embalagens para alimentos,
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existem preocupacdes quanto a seus aspectos toxicologicos
(JONGJAREONRAK et al., 2008; SIRIPATRAWAN e NOIPHA,
2012). Devido a estes aspectos, inumeras pesquisas estdo sendo
conduzidas empregando antioxidantes naturais como alternativa aos
antioxidantes sintéticos, como incorporagdo de a-tocoferol em filmes de
quitosana (MARTINS et al., 2012), a-tocoferol em filmes de polietileno
de baixa densidade (PEBD) (GRACIANO-VERDUGO et al., 2010), uso
de extrato de cha verde em filmes de quitosana (SIRIPATRAWAN et
al., 2010), extrato natural de beterraba e cenoura em filmes de
hidroxipropilmetilcelulose (AKHTAR et al., 2012).

O PB-caroteno tem recebido consideravel atengdo, ndo s6 por ser
precursor de vitamina A, mas também pelo seu papel como antioxidante
(LOPEZ—RUBIO e LAGARON, 2011). No entanto, a utilizagdo
industrial do B-caroteno torna-se dificil devido a sua instabilidade sob
calor, luz e oxigénio, sendo sua degradacdo muito rapida em condigdes
ambientes, apresentando assim baixa estabilidade quando comparado
aos antioxidantes sintéticos (MATTEA et al., 2009; HOU et al., 2012).
A fim de melhorar a estabilidade e solubilidade em Aagua, os
carotendides podem ser dissolvidos na fase de oleosa de nanoemulsdes
oleo-em-agua podendo ser facilmente incorporados nos produtos
alimentares (TAN e NAKAJIMA, 2005; HOU et al., 2012).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver
filmes ativos de metilcelulose incorporados por nanoparticulas de -
caroteno e avaliar suas propriedades quando formulados com diferentes
concentragdes de nanoparticulas. Para isso, inicialmente desenvolvemos
as nanoparticulas de B-caroteno, otimizando sua formulagao.

Assim, O presente trabalho serd apresentado na forma de
capitulos, conforme apresentado a seguir:

Capitulo 1 — Revisdo bibliografica dos principais temas
abordados no trabalho.

Capitulo 2 — Desenvolvimento e caracterizagdo de nanoparticulas
de poli-g-caprolactona/p-caroteno.

Capitulo 3 — Desenvolvimento e caracterizagdo de filmes de
metilcelulose contendo nanoparticulas de poli-e-caprolactona/p-caroteno
incorporados na matriz filmogénica.
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OBJETIVOS

de

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar biofilmes
metilcelulose incorporados por nanoparticulas de poli-¢-

caprolactona/B-caroteno.

Objetivos especificos

>

28

Desenvolver nanocapsulas de poli-g-caprolactona contendo -
caroteno pelo método de nanoprecipitagao;

Avaliar o efeito da natureza dos surfactantes e dos agentes
carreadores do composto ativo, empregados nas formulagdes de
nanocapsulas sobre o tamanho de particula, indice de polidispersao e
potencial zeta;

Utilizagdo do Planejamento de Superficie de Resposta para otimizar
as formulagdes de nanocapsulas;

Caracterizacdo do tamanho de particula, indice de polidispersdo e
potencial zeta através de Espectroscopia de Absor¢ao de Fotons;

Quantificagdo de P-caroteno nas nanocéapsulas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia;

Determinagdo da eficiéncia de encapsulacdo e recuperagdo do f-
caroteno;

Caracterizar a morfologia das nanocépsulas por Microscopia
Eletronica de Transmissao;

Desenvolvimento de filmes de metilcelulose utilizando diferentes
volumes de suspensdes de nanocéapsulas, pelo método de casting;

Caracterizacdo reoldgica das solucdes filmogénicas;

Avaliar as propriedades mecénicas dos filmes desenvolvidos com
diferentes formulagdes de nanocapsulas;



Determinar a influéncia da concentragdo de nanocapsulas sobre os
parametros de cor e transmissdo da luz;

Caracterizar a liberagdo das moléculas de fB-caroteno dos filmes de
metilcelulose;

Determinar atividade antioxidante dos filmes formulados.
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1.1 NANOPARTICULAS

As nanoparticulas podem ser definidas como particulas coloidais
solidas de ordem nanométrica, com didmetros variando entre 1 e 1000
nm. Nos ultimos anos, o uso de nanoparticulas vem crescendo
consideravelmente, devido a caracteristicas como aumento da
solubilidade de compostos ativos, além de conferir maior estabilidade ao
composto ativo na suspensdo de nanoparticulas e aumentar a absorc¢do
intracelular devido ao seu reduzido tamanho, estes sistemas
nanoparticulados ainda apresentam-se promissores vetores de
substancias ativas devido a sua capacidade de liberagdo de compostos.
E, a fundamental vantagem das nanoparticulas em relacdo aos outros
sistemas coloidais de liberagdo como lipossomas, microemulsodes, esta
relacionada a sua oOtima estabilidade cinética e morfologia rigida
(SCHAFFAZICK et al., 2003; ANTON, 2008).

O principal desafio relacionado a formulagdo de nanoparticulas é
adaptar a escolha de seus constituintes ao objetivo final desejado. As
nanoparticulas podem ser desenvolvidas a partir de macromoléculas
biodegradaveis ou ndo-biodegradaveis, incluindo polimeros, lipideos,
proteinas e materiais inorganicos. A grande variedade de materiais que
podem ser utilizados para o desenvolvimento das nanoparticulas, resulta
em sistemas de liberagdo com propriedades fisico-quimicas e aplicagdes
diferentes (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Um importante fator que define o tipo da nanoparticula formulada
¢ a forma como a substincia ativa interage com a macromolécula.
Assim, as nanoparticulas podem ser classificadas como nanocéapsulas ou
nanoesferas, conforme representado na Figura 1 (SCHAFFAZICK et al.,
2003). As nanocapsulas exibem uma estrutura tipica de casca-nucleo,
onde o nucleo, frequentemente oleoso, é revestido pelo material
polimérico, podendo o composto ativo estar dissolvido neste nucleo ou
adsorvido a parede polimérica. O nucleo das nanocéapsulas pode ser
aquoso ou oleoso, ¢ a escolha do tipo de nucleo vai depender da
natureza do composto ativo (lipofilico ou hidrofilico) que se deseja
encapsular, pois uma boa solubilidade do composto ativo no material do
nucleo € necessario para se assegurar a formacdo de nanocapsulas; o
composto ativo pode estar na forma liquida ou sdélida, ou como
dispersdo molecular (FESSI et al., 1989; MORA-HUERTAS, FESSI e
ELAISSARI 2010).

Ja as nanoesferas, ndo apresentam 6leo em sua composi¢ao, assim
0 composto ativo pode estar disperso ou adsorvido na matriz polimérica,
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acarretando em uma estrutura homogénea em toda a nanoparticula
(SCHAFFAZICK et al., 2003; LETCHFORD e BURT, 2007).

Figura 1 Representagdo esquematica de nanocapsulas (a e b) e nanoesferas
poliméricas (c e d), onde: a) composto ativo dissolvido no nucleo oleoso e b)
composto ativo adsorvido a parede polimérica das nanocépsulas; ¢) composto
ativo retido na matriz polimérica das nanoesferas e d) composto ativo adsorvido
ou disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas.

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede o7 PO Y Gfﬁg) o) 8 Matriz
Polimérica o8 4 B o3 00 .00 Polimérica
o O | ! O

Nicleo == o oo o} y (BCB 0 00

oleoso /' O O @D o) ?
Substancia @) b) c @  substancia

ativa ativa

Fonte: Adaptado de Schaffazick et al., 2003.

Ao longo das tultimas décadas, inimeras pesquisas tem sido
desenvolvidas para estudar os processos de geracdo de nanoparticulas,
devido a variedade de campos de aplicagdo. Assim, o conhecimento dos
processos de formulagdo de nanoparticulas e suas potencialidades ¢
essencial para atingir os objetivos finais.

Neste contexto, muitos métodos tém sido utilizados para o
desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas, dentre estes métodos,
os mais utilizados para formulagdo de nanoparticulas a partir de
polimeros biodegradaveis sdo: nanoprecipitagdo (FESSI et al., 1989;
LEO et al., 2004, KHAYATA et al, 2012), emulsificacio com
evaporagdo do solvente (TAN e NAKAJIMA, 2005; BYUN et al., 2011)
bem como métodos combinados (MCCARRON, DONNELLY e
MAROUF, 2006).

No método de emulsificagdo com evaporacdo do solvente as
principais fases ficam imisciveis durante todo o processo, sendo o
solvente removido mais tarde por evaporacdo. Este método envolve duas
etapas: a primeira etapa requer a emulsificacdo da solugdo polimérica na
fase aquosa; durante a segunda etapa, o solvente utilizado para
solubilizar o polimero ¢ evaporado, induzindo a precipitagdo do
polimero como nanoesferas (BYUN et al., 2011).

O método de nanoprecipitagdo, também chamado de deposicdo
interfacial do polimero pré-formado ou método de deslocamento do
solvente, desenvolvido por Fessi e colaboradores (1988), ¢ um método
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simples, rapido e facilmente reprodutivel, e por esses motivos € o
método mais utilizado para produgdo de nanocapsulas. Entre suas
vantagens destacam-se também o baixo consumo de energia, e obtengdo
de nanoparticulas com alta eficiéncia de encapsulagdo (RIBEIRO et al.,
2008). Porém, este método ¢ mais efetivo para nanoencapsular
compostos lipofilicos (FESSI et al., 1989).

Segundo Fessi e colaboradores (1989), para sintese de
nanocépsulas ¢ necessario uma fase solvente e uma fase ndo-solvente.

A fase solvente consiste essencialmente de uma solug@o organica
contendo a substancia formadora de filme, em um solvente ou mistura
de solventes, o composto ativo e o seu solvente, o 6leo e um surfactante
lipofilico. Os polimeros normalmente utilizados para a formagdo das
nanocapsulas, através do método de nanoprecipitagdo, sdo os
homopolimeros de poliéster, como poli(acido latico) (PLA), poli(acido
latico-co-acido glicolico) (PLGA) e poli(e-caprolactona) (PCL), devido
as suas caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade e
auséncia de toxicidade (SAHOO et al., 2003; LETCHFORD ¢ BURT,
2007; ANTON, 2008). O solvente orgéanico necessita ser miscivel em
agua e facilmente removido por evaporacdo, assim os solventes etanol,
acetona ou cloreto de metileno, podem ser utilizados como solvente do
polimero. Dentre estes solventes, a acetona é o solvente do polimero
mais empregado neste método, devido a facilidade de remocao deste
solvente da solucdo de nanocéapsulas (RAO e GECKELER, 2011). Além
da solu¢do polimérica, em algumas formulagdes, principalmente quando
se utiliza compostos ativos na forma solida, € necessario preparar uma
solucdo do composto ativo em um solvente organico. Este solvente
necessita ser miscivel em agua, como acetona, com ou sem surfactante
lipofilico. Os surfactantes lipofilicos preferidos sdo os ésteres de
sorbitano (Span 60®) e os fosfolipideos, como as lecitinas (MORA-
HUERTAS et al., 2010; VENTURINI et al., 2011). Além da substancia
ativa e do surfactante lipofilico, o nucleo das nanocapsulas ¢ composto
por um 6leo, que deve ser miscivel com o solvente orgénico. O critério
para escolha do tipo de oleo ¢ alta solubilidade do composto ativo no
oleo, auséncia de toxidade, baixa solubilidade do 6leo no polimero e
vice-versa, ¢ auséncia de risco de degradacdo do polimero (LIMAYEM
et al., 2006). Os diferentes tipos de trigicerideos de acido caprico e
caprilico, sdo frequentemente utilizados devido a sua ampla solubilidade
em diversas substincias ativas. No entanto, outros 6leos como acido
oléico, dleo de argan, oOleo de soja e oOleo de girassol, ndo sdo
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frequentemente utilizados, mas podem mesmo assim dar bons resultados
(MORA-HUERTAS et al., 2010).

A fase ndo-solvente, também chamada de fase aquosa por utilizar
normalmente agua como ndo-solvente, porém também podem ser
utilizados  solugdes tampdo como ndo-solvente. Esta fase,
frequentemente contém um surfactante hidrofilico, como o poloxamer. E
possivel produzir nanocapsulas sem a utilizacdo de qualquer surfactante,
no entanto, o poloxamer, um surfactante altamente soluvel em agua, ¢é
indispensavel para prevenir a coalescéncia dos coldides devido a alta
tensdo interfacial entre as fases organica e aquosa (FESSI et al., 1989;
VENTURINI et al., 2011).

As nanocapsulas sdo obtidas como suspensdes coloidais quando a
fase organica ¢ adicionada lentamente a fase aquosa, mantida sob
agitagdo moderada, e agregados do polimero difundem-se em torno
da gota de 6leo formando as nanocéapsulas, conforme apresentado na
Figura 2 (LETCHFORD e BURT, 2007, MORA-HUERTAS et al.,
2010).

O processo de desenvolvimento das nanocapsulas, aparentemente
simples, pode envolver um complexo fenémeno hidrodinamico
interfacial. O principio basico do método de nanoprecipitagdo baseia-se
na deposicao interfacial de um polimero apds a difusdo do solvente da
fase orgénica para a fase aquosa. A rapida difusdo do solvente organico
para a fase aquosa resulta na diminui¢do da tensdo interfacial entre as
duas fases, o qual aumenta a area superficial e conduz a formacgdo de
pequenas gotas de solvente orgdnico. O método prossegue com a
evaporagdo do solvente para a interface ar/agua (FESSI, 1989;
VENTURINI et al., 2011).

Figura 2 Ilustracdo esquematica das fases do processo de formagdo de
nanoparticulas pelo método de nanoprecipitacao.

Fase organica

Fase aquosa

Precipitagdo do

Difus3o do solvents polimero
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Fonte: Adaptado de Mora-Huertas et al., 2010.

A origem do mecanismo de formagdo das nanocapsulas pode
ser entdo explicado em termos de turbuléncia interfacial ou agitacdo
espontdnea da interface, entre duas fases liquidas desequilibradas,
envolvendo fluxo, difusdo e processos superficiais. O processo pode
entdo ser governado pelo bem conhecido efeito Marangoni, em que o
movimento de uma interface é causado por variacdes longitudinais da
tensdo interfacial (FESSI et al., 1989).

As caracteristicas das nanocapsulas s3o influenciadas pela
natureza e concentragdo de seus componentes. Segundo Mora-Huertas e
colaboradores (2010), a concentracdo recomendada para cada um dos
componentes das fases organica e aquosa, necessaria para producgao de
nanoparticulas pelo método de nanoprecipitacdo, ¢ apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1 Composi¢do basica sugerida para producdo de nanocapsulas pelo
método de nanoprecipitacao.

Material Composicdo Sugerida
Substancia Ativa 10-25 mg

Polimero 0,2-0,5% do solvente
Oleo 1,0-5,0% do solvente
Surfactante Lipofilico 0,2-0,5% do solvente
Solvente 25 mL

Agente estabilizante 0,2-0,5% do ndo-solvente
Nao-solvente 50 ml

Fonte: Mora-Huertas, et al., 2010.

A determinagdo das caracteristicas fisico-quimicas das
suspensdes de nanoparticulas considerava-se complexa, devido ao
tamanho reduzido das particulas e a diversidade de matérias-primas que
as compodem, porém ja existem métodos faceis de se executar e com
respostas imediatas. Assim, visando a sua aplica¢do ¢ fundamental que
caracteristicas como tamanho e distribuicao de particulas, potencial zeta,
cinética de liberagdo do composto ativo a partir das nanoparticulas,
eficiéncia de encapsulagdo, além da avaliagdo da estabilidade em funcdo
do tempo de armazenamento sejam conhecidas (COUVREUR et al.,
2002; SCHAFFAZICK et al., 2003). O tamanho das nanocapsulas varia
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geralmente entre 100 e 500 nm e depende de varios fatores: o método de
preparacdo, a natureza ¢ a concentragdo do polimero e da substancia
encapsulada, a concentracdo e o tipo de surfactantes, a propor¢do entre
solvente organico e agua, a concentragdo e o tipo de o6leo na solucdo
organica, além da velocidade de difusdo da fase organica na aquosa
(LEGRAND et al., 1999).

Nesse contexto alguns trabalhos estdo sendo desenvolvidos
avaliando o efeito dos constituintes das nanoparticulas, obtidas pelo
método de nanoprecipitacdo, sobre suas propriedades fisico-quimicas.

Stella e colaboradores (2007) prepararam nanoparticulas
poliméricas utilizando como composto ativo a Gemcitabina e seus
derivados (4-(N)-Valeroylgemcitabina; 4-(N)-Lauroylgemcitabina; 4-
(N)-Stearoylgemcitabina) e, avaliaram o efeito da natureza do composto
ativo, através da lipofilicidade, sobre as caracteristicas fisico-quimicas
como tamanho de particula e eficiéncia de encapsulagdo. Os resultados
encontrados mostram claramente que a lipofilicidade do composto ativo
possui influencia significativa sobre a eficiéncia de encapsulagdo, e que
quanto maior a lipofilicidade do composto ativo maior a eficiéncia de
encapsulacdo, em ambos nanocapsulas e nanoesferas de poli[aminopoli
(etileno glicol)cianoacrilato-co-hexadecil cianoacrilato]. As
nanocépsulas apresentaram distribui¢do de tamanho unimodal (indice de
polidispersdao < 0,1) somente para o derivado mais lipofilico da
gemcitabina, o 4-(N)-stearoylgemcitabina. J4 a natureza do composto
ativo ndo apresentou influencia significativa sobre o tamanho das
nanoparticulas formuladas. Como o derivado 4-(N)-stearoylgemcitabina
apresentou melhores resultados de eficiéncia de encapsulagdo, Stella e
colaboradores (2007) prosseguiram o0s experimentos variando a
concentracdo deste derivado, para avaliar a influéncia da concentracdo
sobre os parametros de tamanho de particula e potencial zeta. Neste
estudo a concentracdo também ndo apresentou influéncia significativa
sobre o tamanho médio de particula. Com relagdo ao potencial zeta, o
potencial zeta aumentou com aumento da concentracdo de 4-(N)-
stearoylgemcitabina até 125 pg/ml e depois diminuiu até concentragdo
de 1000 pg/ml.

Em outro estudo, Khayata e colaboradores (2012) desenvolveram
nanocépsulas de poli-e-caprolactona utilizando como composto ativo a
vitamina E e avaliaram o efeito da concentracdo do composto ativo
sobre o tamanho de particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e
eficiéncia de encapsulagdo. Encontraram que o tamanho médio das
particulas aumentou com o aumento do contetido de vitamin E e
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atribuiram este resultado a alta viscosidade do a-tocoferol. Por outro
lado o potencial zeta diminuiu com o aumento do conteudo oleoso.
Encontraram alta eficiéncia da encapsulacdo da vitamina E, onde
atribuiram este comportamento a elevada lipofilicidade da vitamina E,
onde a eficiéncia de encapsulagdo € geralmente proporcional a
lipofilicidade do farmaco a ser encapsulado. Porém, ndo encontraram
diferencas significativas para a eficiéncia de encapsulacdo quando
utilizaram diferentes concentra¢des de vitamina E.

Neste mesmo estudo, Khayata e colaboradores (2012) avaliaram
o efeito do tipo de o6leo sobre as caracteristicas fisico-quimicas das
nanocépsulas formuladas. Trés tipos de 6leos foram testados: o 6leo de
ricino, 6leo de sésamo, e Labrafac Hidro®™ e encontraram que maiores
nanoparticulas foram preparadas quando utilizou-se o6leo de ricino,
devido a maior viscosidade deste 6leo em relagdo aos outros. Além
disso, o indice de polidispersdo aumentou quando a viscosidade do 6leo
foi aumentada. Este resultado foi semelhante ao relatado por Pohlmann
et al. (2002), que também notaram que a baixa viscosidade reduziu a
tensdo interfacial e, como consequéncia, a emulsdo preparada produziu
particulas submicrométricas com baixa populacdo de microparticulas;
em caso de polimeros biodegraddveis hda um aumento proporcional no
diametro da particula e no indice de polidispersdo com um aumento da
viscosidade do o6leo. O potencial zeta foi negativamente carregado,
devido a presenca de grupos carboxilicos terminais do polimero,
sabendo que o surfactante utilizado (Tween” 80) é um agente
estabilizante ndo-idnico. O valor mais baixo (-16 mV) foi obtido para as
nanocépsulas formuladas sem adig¢do de 6leo a solugdo de vitamina E. A
literatura relata que valores de potencial zeta inferiores a -10 mV
permitem prever boa estabilidade coloidal devido a alta barreira
energética entre as particulas (MORA-HUERTAS et al., 2010).

Outros estudos foram executados avaliando o efeito da
concentracdo do polimero sobre o tamanho de particula (LIMAYEM et
al., 2006; BYUN et al., 2011; KHAYATA et al., 2012) ¢ eficiéncia de
encapsulacdo (BYUN et al., 2011), assim como natureza do polimero
sobre o tamanho de particula (DALENCON et al., 1997; FURTADO et
al.,, 2001b; POHLMANN et al., 2002; CAUCHETIER et al., 2003;
SCHAFFAZICK et al. 2003; KHAYATA et al., 2012), potencial zeta
(FURTADO et al., 2001a; KHAYATA et al., 2012) e eficiéncia de
encapsulacdo (AMELLER et al., 2003; KHAYATA etal., 2012).
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1.1.1  Poli(e-caprolactona)

A poli-g-caprolactona (PCL) é um biopoliester, uma importante
classe de polimeros biodegradaveis formados a partir da abertura do anel
do mondmero e-caprolactona seguido por polimerizacdo (SOZER e
KOKINI, 2009). A Figura 3, apresenta a estrutura quimica do
mondmero e-caprolactona e do polimero poli(g-caprolactona).

Figura 3 Estrutura quimica da (a) e-caprolactona na sua forma ciclica, com um
anel de sete membros e formula molecular C¢H,¢O,. (b) Estrutura da poli(e-
caprolactona) representada pela sua unidade monomérica, a g-caprolactona, com
o anel aberto.

)
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Fonte: Adaptado de NAIR e LAURENCIN, 2007.

A PCL possui baixa temperatura de fusdo (55 a 60°C), ¢
hidrofébico e possui cristalinidade em torno de 50%, além de possuir
habilidade de formar blendas misciveis com uma grande variedade de
polimeros e ser soluvel em uma grande variedade de solventes
organicos, como diclorometano, cloroférmio, tetracloreto de carbono,
benzeno e tolueno em temperatura ambiente. A PCL possui uma baixa
solubilidade em acetona, dimetilformamida ¢ acetonitrila, e é insolavel
em alcool, éter de petrdleo e éter etilico. Bordes et al. (2010) estudaram
a solubilidade de PCL’s de diferentes massas molares em diversos
solventes para a substituigdo do diclorometano em processos de
microencapsulagdo. Khayata e colaboradores (2012) utilizaram acetona
para solubilizar o polimero poli-g-caprolactona, e obtiveram éxito na
formagao de nanoparticulas de PCL/a-tocoferol.

A poli-e-caprolactona tem sido extensivamente estudada como
substrato para biodegradagdo e como matrix em sistemas de liberagaoo
controlada de compostos ativos.

A PCL sofre degradagcdo microbiana e enzimatica, devido a
hidrolise das suas ligagcdes ésteres, principalmente em condi¢des
fisiolégicas (como no corpo humano) e, portanto, tem recebido grande
atencdo para uso na liberagdo de compostos ativos. O uso da PCL ¢
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particularmente interessante para o preparo de dispositivos de liberagéo
controlada a longo prazo, devido a sua degradacdo mais lenta do que os
poliacidolaticos (CHANDRA e RUSTGI, 1998; KUMARI et al., 2010).

Nanoparticulas de PCL sdo elaboradas principalmente pelos
métodos de nanoprecipitagdo e evaporagdo do solvente (KUMARI et al.,
2010).

Khayata e colaboradores (2012), estudaram o efeito da
concentracdo de PCL sobre as propriedades fisico-quimicas de
nanocdpsulas de a-tocoferol, desenvolvidas pelo método de
nanoprecipitacdo. Encontraram que com o aumento do contetido de PCL
de 50 para 200 mg, ocorreu um aumento no tamanho das particulas, com
diminuicdo da area superfial e, como consequéncia da menor area
superficial exposta, ocorreu uma diminui¢do no valor absoluto do
potencial zeta.

1.1.2  B-caroteno

Os carotenoides sdo pigmentos organicos encontrados nos
cloroplastos de plantas e em alguns outros organismos fotossintéticos
(GONNET et al., 2010). Mais de 600 compostos carotenoides foram
identificados na natureza, e todos eles tém caracteristicas moleculares
comuns. A estrutura molecular basica, da maior parte dos carotenoides,
consiste em uma cadeia poliisoprenoide, contendo 40 atomos de carbono
e uma série de duplas ligagdes conjugadas, localizadas na parte central
da molécula (CADENAS ¢ PACKER, 2002).

Outra caracteristica estrutural da maioria das moléculas de
carotenoides ¢ a presenca de grupos terminais ciclicos. O licopeno
possui "cadeia aberta" ou polieno aciclico, enquanto o B-caroteno ¢ um
carotenoide diciclico com anéis f-ionona em ambas as extremidades da
molécula (CADENAS e PACKER, 2002; GONNET et al. 2010).

Usualmente os carotenoides sdo separados em duas classes:
carotenos que representam moléculas livres de oxigénio e as xantofilas
que sdo hidroxicarotenoides e consequentemente menos hidrofobicos
que os carotenos. As principais xantofilas s3o luteina, zeaxantina e
astaxantina. Os principais carotenos sdo o-caroteno, [-caroteno e
licopeno. Na Figura 4, apresentamos a estrutura dos carotenoides mais
comuns (CADENAS e PACKER, 2002; GONNET et al., 2010).
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Figura 4 Estrutura dos carotenoides mais comuns.
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Fonte: Adaptado de Cadenas e Packer, 2002.

O licopeno e o P-caroteno sdo exemplos de carotenoides que
exibem simetria molecular interna, onde uma metade da molécula ¢é
idéntica a outra metade. Esta propriedade faz com que a clivagem
central do B-caroteno, apresente potencial para produzir duas moléculas
idénticas de retinol, Figura 5, atribuindo ao B-caroteno o mais alto
potencial pro-vitamina A em comparagdo com qualquer outro
carotendide (CADENAS e PACKER, 2002; GONNET et al. 2010).

O B-caroteno ocorre na natureza, geralmente associado a um certo
numero de pigmentos quimicamente relacionados, e tém sido utilizados
como corantes em alimentos durante muitos anos (SOCACIU, 2008).
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Figura 5 Estrutura quimica e clivagem do B-caroteno.
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Fonte: Ambroésio et al., 2006.

A maioria do B-caroteno hoje utilizado ¢ fabricado através de
sintese, resultando em uma molécula equivalente ao que se encontra na
natureza. No entanto, varias fontes naturais estdo disponiveis e sdo cada
vez mais utilizadas para substituir a variante sintética (SOCACIU,
2008).

O sistema de ligagdes duplas conjugadas constitui o cromoéforo de
absor¢do da luz, que da aos carotenoides sua coloragdo atraente,
podendo apresentar coloragdo amarela, laranja ou vermelha, e fornece o
espectro de absorcdo no visivel, que serve como base para a sua
identificagdo e quantificagdo. A cor permite que seja possivel
acompanhar as diferentes etapas da analise dos carotenoides. Perdas ou
alteragdes na cor, em qualquer momento, durante a andlise d4 uma
indicagdo  imediata da degradacdo ou alteragdo  estrutural
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

O espectro de ultravioleta e visivel ¢ a primeira ferramenta de
diagnostico para a identificacdo de carotendides. O comprimento de
onda de absor¢do maxima (Ay.x) € a forma do espectro (estrutura fina
espectral) sdo caracteristicos do cromoforo (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001). Os maximos de absor¢do, em funcdo do nuimero de ligacdes
duplas conjugadas, variam entre 400 e 500 nm (CADENAS e PACKER,
2002).
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Os carotenoides, devido a elevada insaturagdo da molécula, sdo
propensos a isomerizagdo e oxidacdo. A interconversdo das formas
geométricas dos carotendides ocorre quando sdo expostos a luz e energia
térmica, ou quando eles sofrem rea¢des quimicas, promovendo a
isomerizagdo dos trans carotenoides, sua configuragdo normal, para as
formas cis. Isso resulta em perda de cor e da atividade pré-vitamina A.
Em principio, os carotenoides podem adotar um numero enorme de
diferentes configuragdes e conformacdes, devido a possibilidade de
isomeria em torno de suas duplas ligagcdes carbono-carbono e rotagdo
das ligacdes simples. No entanto, os carotenoides vdo se rearranjar
estereoquimicamente e, finalmente, existir sob a forma preferida, de
menor energia. Os carotenoides sdo mais estaveis quando as suas
cadeias de polieno estdo lineares, conformacdo all-trans, onde as
ligacdes duplas estdo em um mesmo plano e o impedimento estérico €
minimo. Os isémeros cis dos carotenoides sdo termodinamicamente
menos estdveis do que os isdmeros frans por causa da maior
proximidade entre atomos de hidrogénio ou dos grupos metilicos
resultantes da dupla ligagdo cis (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001;
CADENAS & PACKER, 2002).

Ja a degradacdo oxidativa, a principal causa de perda dos
carotenoides, depende da disponibilidade de oxigénio e é estimulada
pela luz, enzimas, metais e co-oxidacdo com hidroperoxidos lipidicos.
Os carotenoides apresentam diferente suscetibilidade a oxidagdo, (-
caroteno, luteina, violaxantina sdo citados como os mais labeis
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

A oxidacdo do B-caroteno envolve a formacdo do 5,6-epdxido, o
qual pode isomerizar para 5,8-epoxido (mutacromo). Oxidagdes
induzidas por meio fotoquimico geram mutacromos como produto
primario da degradagdo e, como produto final, compostos de baixo peso
molecular (Figura 6) (DAMODARAN et al., 2010).

E, como consequéncia da formagdo destes compostos ocorre a
perda total da cor e da atividade biologica (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001). Quando submetido a altas temperaturas, o B-caroteno também
pode fragmentar formando compostos de baixa massa molecular
(DAMODARAN et al., 2010).

A atividade antioxidante dos carotenoides ¢ atribuida, em grande
parte, ao sistema de duplas ligacdes conjugadas presentes na molécula
(CADENAS e PACKER, 2002; GONNET et al. 2010).

O PB-caroteno tem a capacidade de agir como antioxidante em
baixas concentracdes de oxigénio (< 0,2 atm de O;). O B-caroteno pode
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agir como antioxidante por desativacdo do oxigénio singlete, radical
hidroxila e superoxido, bem como por reagdo com radicais peroxil
(ROQO"). Esses radicais atacam o B-caroteno formando o chamado ROO-
B-caroteno’, no qual o radical peroxil liga-se a posi¢do C’ do B-caroteno,
enquanto um par de elétrons desemparelhados ¢ removido ao longo do
sistema de ligagoes duplas conjugadas. O B-caroteno aparentemente nao
age como radical com ruptura da cadeia (doando H"), como fazem os
antioxidantes fendlicos (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA,
2010).

Com poucas excegdes, os carotendides sdo lipofilicos. Eles séo
insoluveis em 4agua e soluveis em solventes organicos, tais como
acetona, alcool, éter etilico, cloroformio e acetato de etila. Carotenos sdo
prontamente soliiveis em éter de petroleo, hexano, e tolueno; xantofilas
dissolvem melhor em metanol e etanol (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).
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Figura 6 Possiveis rotas de degradagdo do B-caroteno.
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Fonte: Damodaran et al., 2010.

Para aumentar a solubilidade do p-caroteno e sua
biodisponibilidade Ribeiro e colaboradores (2008) desenvolveram
nanoparticulas utilizando os biopolimeros PLA e PLGA, através do
método de deslocamento do solvente.

Em outro estudo, Tan e Nakajima (2005), estudaram o efeito do
tipo de surfactante ndo-ionico, ésteres de poliglicerol de acidos graxos
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(PGE), sobre as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de [3-
caroteno preparadas pelo método de emulsificagdo/evaporagdo e,
também sobre a estabilidade das suspensdes de nanocéapsulas ao longo
do tempo de armazenagem, 12 semanas a 4°C. Os resultados
encontrados mostraram que o uso dos PGEs foi eficaz para a preparagio
de nanodispersoes, apresentando estreita distribuicdo de tamanho das
particulas B-caroteno. O aumento no grau de polimerizacdo do glicerol
na molécula dos PGE levou-se a dispersdes com particulas de menores
dimensdes e estabilidades mais elevadas. Além disso, o tamanho de
particula médio e estabilidade, das nanodispersoes de [-caroteno,
também foram afetados de forma significativa (P < 0,05), pelo tipo de
acido graxo ligado a porcdo glicerol do PGE. Em geral, a melhor
estabilizagdo foi obtida utilizando o monolaurato de decaglicerol.

Em estudo semelhante Yin e colaboradores (2009) compararam
as caracteristicas de formula¢des de nanoparticulas de [-caroteno
utilizando diferentes surfactantes. Prepararam formulag¢des utilizando
caseinato de sodio (SC), polioxietileno-20 monolaurato de sorbitano
(Tween 20), monolaurato de decoglicerol (ML750) e éster de sacarose
de acidos graxos (L1695), bem como as combinagdes bindrias de SC-
ML750 e SC-L1695 utilizando a técnica de deslocamento de solvente.
Os resultados mostraram que os surfactantes ndo sé influenciaram o
tamanho médio das particulas, como também a estabilidade quimica do
B-caroteno encapsulado. Devido ao seu maior peso molecular,
nanodispersdes estabilizadas com caseinato de sddio apresentaram maior
tamanho de particula em comparacdo com as nanoparticulas preparadas
com surfactantes ndo-i6nicos de menores moléculas, Tween 20, ML750
e L1695. A distribuicdo de tamanho das particulas formuladas utilizando
o SC foi unimodal enquanto que, para as formulagdes utilizando os
outros surfactantes, a distribui¢do de tamanho, foi bimodal. Contudo, j-
caroteno nas nanodispersdes estabilizadas com SC apresentaram maior
estabilidade contra a oxidag@o lipidica. Encontraram também que a
estabilidade do B-caroteno nas nanodispersdes estabilizadas com ML750
e L1695 pode ser melhorada com a presenca do SC. Atribuiram estes
resultados tanto a protecdo fisica quanto a atividade antioxidante dos
peptideos do caseinato de sodio, que contribuiram para a inibir a
oxidagdo do [P-caroteno nas nanodispersdes. Além deste fator, outra
possivel explicacdo para a degradagdo do B-caroteno nas nanodispersdes
durante o armazenamento estd relacionada a influéncia da area
superficial especifica. ~Nanodispersdes estabilizadas com SC
apresentaram maior tamanho médio de particula e, portanto, a menor
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area de superficie especifica. Esta foi uma das razdes por que o B-
caroteno nas nanodispersdes estabilizadas com SC foram menos
suscetiveis a oxidacdo. Quanto ao potencial zeta, as nanodispersoes
estabilizadas com SC apresentaram uma carga de superficie liquida de -
32,8 mV a pH neutro. Surpreendentemente, a carga de superficie liquida
das nanodispersdes estabilizadas com Tween 20, ML750 e L1695
também foi negativa, embora todos eles sejam emulsificantes nao-
i0nicos. O potencial zeta obtido para as nanoparticulas utilizando Tween
20, ML750 e L1695 foi de -8,2, -17,6 € -30,9 mV, respectivamente.

1.1.3  Caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas
1.1.3.1 Tamanho das nanoparticulas

A determinacdo do didmetro médio das nanoparticulas ¢ de
fundamental importincia, uma vez que o tamanho das particulas permite
avaliar a tendéncia a agregacdo e sedimentagdo, por mudangas na
distribui¢do do tamanho das particulas ao longo do tempo
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Os métodos comumente utilizados para determinagdo do tamanho
de particula sdo microscopia eletronica de varredura (MEV),
microscopia eletronica de transmissdo (MET), difragdo a laser (LD) e
espectroscopia de correlacdo de fotons (PCS).

A espectroscopia de correlagdo de fotons (PCS), também
chamada de espalhamento de luz dindmico (DLS), permite a
determinacdo do tamanho das particulas através da analise do
movimento difusivo destas em suspensdo. As particulas presentes no
sistema estdo em constante deslocamento devido ao movimentos
browniano, o que faz com que a intensidade da luz espalhada por elas
forme um padrio de movimento. O movimento Browniano ¢é o
movimento de particulas devido a colis@o aleatoria com as moléculas do
liquido que rodeiam a particula. Particulas grandes movem-se mais
lentamente que as pequenas, de forma que a taxa de flutuagdo da luz
espalhada por elas também ¢ mais lenta. A espectroscopia de correlagdo
de fotons utiliza a taxa de mudanca dessas flutuacdes da luz para
determinar a distribui¢do de tamanho das particulas (MALVERN,
2012).

As vantagens na utizacdo da PCS em relagdo aos outros métodos
de determinacdo de tamanho de particulas sdo baixo tempo requerido
para realizagdo das analises, facil execugdo e custo relativamente baixo
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dos equipamentos (MAGENHEIM e BENITA, 1991).
1.1.3.2 Potencial zeta das nanoparticulas

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas e utilizadas para estudar a
modificagdo da superficie de nanoparticulas poliméricas (SOPPIMATH
et al., 2001). Um método eficiente para avaliar este pardmetro é a
determinacdo do potencial zeta ({) de superficies aquosas contendo
nanoparticulas (LEGRAND et al., 1999).

As forgas que interagem na superficie das nanoparticulas e no
liquido de dispersdo sdo as que determinam seu comportamento. O
desenvolvimento de uma carga liquida na superficie das particulas afeta
a distribui¢do de ions na regido interfacial circundante, que resulta em
um aumento da concentragdo de contra-ions (ions de carga oposta a da
particula) perto da superficie da particula (MALVERN, 2012).

Se uma particula possui carga liquida negativa, ela faz com que
os ions positivos em solucdo (chamados contra-ions) formem uma rigida
camada ao redor de sua superficie; esta camada de contra-ions ¢
conhecida como camada de Stern (Figura 7) (MALVERN, 2012).

A particula negativa e sua atmosfera carregada positivamente
produzem um potencial elétrico relativo na solucdo. Este potencial tem
um valor méaximo na superficie e diminui gradualmente com a distancia,
aproximando-se de zero fora da camada difusa. Outros fons positivos
podem ser atraidos pela particula negativa, mas estes agora sdo repelidos
pela camada de Stern. Ocorre um equilibrio dindmico que resulta na
formacdo de uma camada difusa de contra-ions, os quais diminuem
conforme aumenta-se a distdncia da superficie da particula. A camada
difusa pode ser visualizada como uma atmosfera rodeando a particula.
Dentro da camada difusa ha um limite teérico dentro do qual os ions e a
particula formam uma entidade estavel. Quando uma particula se move
(por exemplo, devido a gravidade), os ions dentro do limite movem-se
com ela, mas os ions além do limite ndo movem-se com a particula. Esta
fronteira onde unem-se a camada difusa e camada de Stern é chamada
de plano de cisalhamento e potencial que existe neste limite ¢ conhecido
como o potencial Zeta (MALVERN, 2012).
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Figura 7 Representacdo das condigdes em uma particula negativa com uma
camada de ions positivos adsorvidos na camada adjacente, denominada camada
de Stern. No plano de cisalhamento ¢ localizado o potencial zeta.
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A diferenga de potencial e a distancia desde a particula ¢ um
indicador da forga repulsiva das particulas em solugdo, em fungdo da
distancia na qual estas forcas operam. O potencial zeta pode ser uma
maneira efetiva de controlar o comportamento de nanoparticulas, ja que
indica mudangas no potencial de superficie e na for¢a de repulsdo entre
as particulas (FLORENCE e ATTWOOD, 2003; apud PEREIRA,
2000).

A medida de potencial zeta permite avaliar a estabilidade das
dispersdes coloidais. Em modulo, um valor de potencial zeta
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relativamente alto é importante para uma boa estabilidade fisico-quimica
da suspensdo coloidal, pois grandes forcas repulsivas tendem a evitar a
agregacdo em fungdo das colisdes ocasionais de nanoparticulas
adjacentes (SCHAFFAZICK et al., 2003). Elevados valores de potencial
zeta, acima de 30mV, positivos ou negativos, sugerem suspensoes de
nanocapsulas mais estaveis, devido a repulsdo entre as particulas que
previne sua agregagdo (MALVERN, 2012).

Os valores de potencial zeta podem ser positivos ou negativos,
dependendo da natureza do polimero e do material usado para
modificagdo de sua superficie (SOPPIMATH et al.,, 2001). Os
fosfolipides, os poloxamers (copolimeros dos o¢xidos de etileno e
propileno) e os polimeros constituintes das nanoparticulas sdo os
principais componentes que podem afetar o potencial zeta, por estarem
envolvidos na formagdo do envoltdrio e/ou adsorvidos a ele. Enquanto
polimeros e lecitinas favorecem uma carga negativa na interface, o
poloxamer, um surfactante ndo-iénico tende a reduzir, em valor
absoluto, o potencial zeta (LEGRAND et al., 1999 apud PEREIRA,
2000).

1.2 BIOFILMES

Os biofilmes sdo definidos como filmes finos, flexiveis, formados
por uma camada continua de biopolimeros como proteinas,
polissacarideos e lipidios (GONTARD, GUILBERT e CUQ, 1992). Os
biofilmes também podem ser formados pela aplicagdo direta da solugdo
filmogénica sobre a superficie do alimento, sendo assim chamados de
coberturas comestiveis (KROCHTA ¢ MULDER-JOHNSON, 1997).

Algumas possiveis propriedades funcionais dos biofilmes
incluem: fornecer barreira a transferéncia de massa, como retardar a
migragdo de umidade, o transporte de gases (O,, CO;) e a migracdo de
oleos e gorduras, podendo também servir como carreadores de
ingredientes e aditivos alimentares (antioxidantes, bactericidas,
pigmentos e aromas), com liberagdo controlada sobre o produto onde foi
aplicado, além de oferecer prote¢do mecanica aos alimentos
(PERESSINI et al., 2003).

As propriedades funcionais dos biofilmes s@o fortemente
influenciadas por parametros como formulagdo, processo de formagdo
do filme, caracteristicas dos solventes e aditivos (GONTARD et al.,
1992).
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Os biofilmes podem ser formados por dois mecanismos
principais: os chamados processos secos, como a extrusao termoplastica,
estdo baseados nas propriedades termoplasticas dos polimeros quando
plastificados e aquecidos acima da sua temperatura de transi¢ao vitrea,
em condi¢cdes de baixo conteido de agua. O processo umido, em
contraste, esta baseado na dispersdo ou solubilizagdo dos biopolimeros
em um solvente (dgua, etanol ou acidos organicos) obtendo-se uma
dispersdo ou solugdo filmogénica. Alguns aditivos, como plastificantes e
emulsificantes, podem ser usados. Apos o preparo, estas solu¢des devem
passar por uma operacdo de secagem para a formacdo dos filmes ou
coberturas tipo casting (GONTARD et al., 1992; PERESSINI et al.,
2003).

Filmes formados a partir de polissacarideos e proteinas sdo
esperados como sendo excelentes barreiras ao oxigénio devido ao
empacotamento das moléculas, formando uma rede estrutural ordenada
através de ligacdes de hidrogénio. No entanto comparado aos filmes
sintéticos, a maior restri¢do no uso destes filmes como material prima
para embalagem de alimentos ¢ a sua alta solubilidade em agua e
permeabilidade ao vapor de d4gua, devido a sua hidrofilicidade
(KROCHTA ¢ MULDER-JOHNSON, 1997).

Como regra geral, os filmes a partir de lipideos sdo utilizados
para reduzir a transmissdo de agua; polissacarideos sdo usados para
controlar a transmissdo de oxigénio e outros gases, enquanto os filmes
formulados com proteinas conferem estabilidade mecanica (KROCHTA
¢ MULDER-JOHNSON, 1997).

Os polissacarideos utilizados para filmes ou revestimentos
comestiveis incluem os derivados de celulose, amido, derivados de
pectina, extratos de algas, exsudado de gomas, gomas de fermentacdo
microbiana e quitosana (KROCHTA ¢ MULDER-JOHNSON, 1997).
Polissacarideos sdo, geralmente, muito hidrofilicos resultando em pobres
propriedades de barreira ao vapor d'agua e a gases. Embora os filmes
poliméricos de polissacaridos ndo proporcionem uma boa barreira contra
o vapor de agua, estes revestimentos podem agir como agentes de
sacrificio, retardamento a perda de umidade a partir de produtos
alimentares (BOURTOOM, 2008). Melhor uniformidade dos filmes,
pode ser obtida quando surfactantes sdo adicionados. Esta estratégia
também reduzira a atividade de agua superficial e por sua vez reduzira a
perda de 4gua (HUBER e EMBUSCADO, 2009).

Uma importante caracteristica no preparo de filmes para diversos
alimentos, consiste em garantir que os filmes produzidos proporcionem
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propriedades fisicas e quimicas necessarias para manter a transmissao de
varios gases e liquidos, em doses iguais as que ocorrem dentro dos seus
sistemas nativos. Assim, para que os biofilmes possam entrar em contato
com alimentos devem possuir as seguintes caracteristicas: ndo conter
componentes toxicos e alergénicos; fornecer estabilidade estrutural e
prevenir danos mecanicos durante transporte, manuseio € exposi¢io;
possuir boa adesdo a superficie do alimento a ser protegido,
proporcionando uma cobertura uniforme; controlar a migracdo de agua,
tanto fora quanto dentro do alimento a ser protegido, para manter o
conteudo de agua desejado; proporcionar semi-permeabilidade para
manter o equilibrio interno dos gases envolvidos na respiragao aerdbia e
anaerobia, assim retardando a senescéncia; prevenir a perda ou absorgdo
de componentes que estabilizem o aroma, flavor, caracteristicas
nutricionais e organolépticas necessarias para a aceitacdo do
consumidor, enquanto ndo alterar o sabor e aparéncia; proporcionar
estabilidade bioquimica e microbioldgica na superficie, e a0 mesmo
tempo proteger contra contaminagao, infestagdo por pragas, proliferagdo
de microorganismos, e outros tipos de deterioragdo; manter ou melhorar
os atributos sensoriais, como aparéncia e sabor do produto; servir como
suporte para aditivos desejaveis, como saborizantes, aromatizantes,
corantes, nutrientes e vitaminas. A incorporagdo de agentes anti-
oxidantes e antimicrobianos podem ser limitados a superficie através do
uso de filmes comestiveis, minimizando assim o custo e sabor
indesejavel, para isso os filmes devem ser facilmente produzidos e
economicamente vidveis (HUBER e EMBUSCADO, 2009).

1.2.1 Embalagens ativas

Recentemente, tem havido uma crescente atencdo sobre as
embalagens ativas, que s8o um grupo de embalagens desenvolvidas para
proteger e interagir com o produto, como forma de preservar a qualidade
e seguranga deste durante o armazenamento (SARANTOPOULOS e
MORAES, 2009).

Elas também podem ser definidas como embalagens em que
elementos adicionais s3o deliberadamente incluidos no material
estrutural da embalagem ou no espaco livre desta, como na forma de
sachés, para melhorar seu desempenho (GONTARD, 1997,
SARANTOPOULOS ¢ MORAES, 2009).
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Existem varios mecanismos de atuacdo das embalagens ativas,
dentre eles: absorg¢do de oxigénio, absorcdo de etileno, absor¢do de
odores, absor¢do de umidade, liberacdo de compostos antimicrobianos e
liberacdo de compostos antioxidantes (GONTARD, 1997).

Dentre as vantagens do uso de embalagens ativas, destacam-se:
maior durabilidade dos produtos embalados e a redugdo da necessidade
de utilizagdo de conservantes quimicos (GONTARD, 1997;
JONGJAREONRAK et al., 2008).

Embalagens liberando antioxidantes sdo uma espécie de sistema
de conservagdo de alimentos, em que um antioxidante ou uma mistura
de antioxidantes ¢é incorporado na embalagem. A liberacdo de
antioxidantes de forma controlada para o alimento contribui para o
prolongamento da vida de prateleira do mesmo, uma vez que a oxidagao
¢ comumente iniciada na superficie do alimento, e a liberagdo de
antioxidantes da embalagem ¢é um promissor meio de proteger a
superficie do alimento da rancificagio (GONTARD, 1997,
GRACIANO-VERDUGO et al., 2010).

Alguns autores relataram que os cereais de aveia embalados com
alto nivel (0,32%) de antioxidante butil-hidroxitolueno (BHT)
impregnados na embalagem de polietileno de alta densidade (PEAD)
tiveram sua vida util prolongada, em comparagdo com aqueles cereais
embalados em embalagens de PEAD com baixos niveis de BHT
(0,022%) e sem adi¢do de BHT. A estabilidade ao armazenamento de
oleo vegetal embalados com filmes plasticos com propriedades
antioxidantes aumentou (GRACIANO-VERDUGO et al., 2010).

O crescente interesse na utilizagdo de antioxidantes naturais em
sistemas alimenticios, em subsituicdo aos sintéticos, vem crescendo
devido as preocupacdes a cerca das caracteristicas toxicologicas
atribuidas aos antioxidantes sintéticos. Jongjareonrak e colaboradores
(2008) incorporaram altas concentragdes de a-tocoferol em filmes de
PEBD (polietileno de baixa densidade) e obtiveram alta inibi¢do da
oxidacdo do acido linoléico em emulsdes armazenadas em contato com
o filme .

Pesquisas mais recentes tem indicado que o uso de filmes de
PEBD incorporados com baixas concentragdes de tocoferol (19-30
mg/g) sdo capazes de manter estaveis a oxidagdo Oleos durante 16
semanas de estocagem a 30°C. Estas embalagens também podem ser
implementadas eficazmente para uso em outros alimentos gordurosos
suscetiveis a degradacdo lipidica (GRACIANO-VERDUGO et al.,
2010).
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1.2.2  Metilcelulose

Celulose, amido e seus constituintes sdo importantes matérias-
primas para a produgdo de filmes. A celulose, o principal componente
estrutural de plantas, ¢ a fonte mais abundante de carboidratos
complexos do mundo (PSOMIADOU et al., 1996).

A celulose é formada por unidades D-glicopiranosidicas, unidas
por ligacdes B 1—4 em uma cadeia longa e ndo ramificada, as quais
levam a formag¢ao de uma cadeia linear (WHISTLER et al., 1997).

Devido a baixa solubilidade da celulose em solventes aquosos,
muitos produtos derivados da celulose estdo sendo desenvolvidos para
superar a barreira da hidrofobicidade. Estes produtos, em termos
quimicos, podem ser classificados em celulose regenerada, precipitado
de celulose e celulose microcristalina (PSOMIADOU et al., 1996).

Além da celulose nativa e microcristalina, muitos derivados de
celulose, tais como ésteres ou éteres, sdo sintetizados para formar
celulose com fung¢des especificas (PSOMIADOU et al., 1996).

E precisamente a enorme variedade de opgdes estruturais
oferecidas pelos éteres de celulose que muitos trabalhos sobre o
desenvolvimento destes produtos tem sido realizados, em especial os
relacionados com as tecnologias direcionadas a influenciar e caracterizar
a distribuigdo de substituintes, para a obtenc¢do de efeitos especiais, tais
como associagdes hidrofobicas, por meio de substituintes da cadeia
alifatica longa, aumentando ou diminuindo a biodegradabilidade destes
produtos (PSOMIADOU et al., 1996).

Os derivados de celulose sdo polissacarideos constituidos por
cadeias lineares com unidades glicosidicas B (1-4) com substituintes
metila, hidroxipropil ou carboxila (PINOTTI et al., 2007).

A maioria da produgdo de éter de celulose produzida
comercialmente € representado por carboximetilcelulose (CMC) e
metilcelulose (MC) (cerca de 83%) (PSOMIADOU et al., 1996).

A metilcelulose, Figura 8, ¢ um importante éter de celulose,
formada pelo tratamento alcalino da celulose (hidroxido de sodio 18%)
seguida por reacdo com cloreto de metila, no qual os hidrogénios e os
grupos hidroxilas da celulose sdo parcialmente substituidos por grupos
alquila (metil) formando grupos éter metilicos (celulose-O-CHs). O
objetivo ¢ modificar as caracteristicas da celulose nativa, como
aumentar sua solubilidade (PERESSINI et al., 2003; SONG et al., 2010).
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Figura 8 Estrutura quimica da metilcelulose.
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Fonte: Adaptado de Bourtoom, 2008.

A adigdo de poucos grupos éter distribuidos ao longo da cadeia
aumenta a solubilidade em agua, pois previnem associagdes
intermoleculares caracteristicas das celuloses, mas também diminui a
hidratagdo da cadeia, pela substituicio dos grupos hidroxilas, que se
ligam a 4gua, por grupos éter menos polares. Os grupos éter restringem
a solvatagdo das cadeias a ponto de deixa-las no limite da solubilidade
em agua (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Em solu¢do aquosa, sdo relatadas trés interacdes intermoleculares
possiveis para a metilcelulose: (1) ligacdes de hidrogénio entre os
grupos hidroxilas ndo modificados das cadeias de celulose, (2) pontes de
hidrogénio entre os grupos hidroxilas da celulose e moléculas de agua e,
(3) associagdes hidrofobicas intermoleculares entre os grupos metila nas
moléculas de MC. O efeito dessas interagdes dita o mecanismo de
geleificacdo termorreversivel. Solugdes de metilcelulose aquosa sofrem
gelificagdo térmica na faixa de temperatura de 50°C a 70°C (PINOTTI
et al.,, 2007; TOMSIC et al., 2008).

A MC possui muitas aplicagcdes na industria, principalmente na
area de tintas, cosméticos, farmacéutica e alimenticia (WHISTLER et
al., 1997; SONG et al., 2010)

Nos produtos de padaria e pastelaria a metilcelulose aumenta a
absor¢do e retencdo de agua, enquanto confere um alto grau de
resistencia a absor¢do de 6leo nos alimentos submetidos a fritura, pois a
estrutura do gel produzida pela termogeleificacdo confere barreira ao
oleo. Em alguns alimentos dietéticos a metilcelulose atua como inibidor
da sinerese e como agente espessante (WHISTLER et al.,, 1997;
DAMODARAN et al., 2010).
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Recentemente, a metilcelulose tem sido usada em misturas com
proteinas para preparar filmes compositos biodegradaveis utilizando o
método de casting da solucdo, devido as suas excelentes propriedades
formadoras de filmes, alta solubilidade e eficiente barreira ao oxigénio e
a lipideos (PINOTTI et al., 2007; SONG et al., 2009).

A metilcelulose possui excelente propriedade formadora de filme;
os filmes s@o geralmente inodoro e sem sabor, sdo flexiveis e de forga
moderada, transparentes, resistentes a 6leos e gorduras, soliveis em
agua, e apresentam moderada transmissao de oxigénio (KROCHTA e
MULDER-JOHNSON, 1997).

A metilcelulose ¢ a mais resistente a agua e, a menos hidrofilica
dos derivados de celulose no entanto, a permeabilidade ao vapor de dgua
dos filmes de metilcelulose ¢ ainda relativamente alta (BOURTOOM,
2008).

1.2.3  Propriedades dos Filmes
1.2.3.1 Propriedades Mecanicas

O conhecimento das propriedades mecanicas de materiais
poliméricos ¢ de fundamental importidncia e interesse cientifico e
tecnoldgico, devido aos requisitos e exigéncias que os diversos
polimeros devem apresentar, ja que destas dependem muitas das
aplicagdes industriais. As propriedades mecénicas sdo aquelas que
determinam a resposta destes materiais as influéncias mecéanicas
externas (CANEVAROLO et al., 2004).

Dentre as propriedades mecanicas dos filmes, tém particular
importancia a deformacdo elastica, que consiste na habilidade dos
materiais em recuperar sua forma inicial apds sofrer deformagao,
modulo de elasticidade (mddulo de Young), que ¢ a relacdo linear entre
a tensdo aplicada e a deformagao sofrida e é determinado pela inclinacao
da curva tensdo vs deformacdo na regido elastica, entre outras, pois
servem como base de comparacdo do desempenho mecanico dos
diferentes polimeros (CANEVAROLO et al., 2004).

As caracteristicas mecanicas devem ser suficientes para manter a
integridade através das praticas de produgdo e manipulagdo porque
qualquer dano ao filme, como perfuracdes e rasgos, danifica as
propriedades de barreira e protecdo. A quantificacdo de dados para as
caracteristicas mecanicas dos filmes ¢ essencial para o dimensionamento

56



Revisdo Bibliografica

e desenho dos processos de embalagem e para que se alcance
caracteristicas desejaveis de aplicacdo especifica (BARRETO, 2003).

As propriedades mecanicas dos filmes dependem da natureza do
material filmogénico utilizado, do plastificante utilizado e,
principalmente, da estrutura de coesdo do filme, a qual esta relacionada
com a aptiddo do polimero em formar fortes e/ou numerosas ligacdes a
nivel molecular entre duas cadeias poliméricas, dificultando, assim, sua
separagdo quando submetido a for¢as mecanicas. Em suma, a nivel
macroscopico, as propriedades mecanicas dependem da formulacio
(macromolécula, solvente, plastificante), do processo de obtengdo e do
modo de aplicagdo (pulverizacdo, suspensdo, etc.) dos filmes (ROTTA,
2008).

1.2.3.2 Propriedades Opticas

Entre as propriedades Opticas dos filmes, destacam-se a
transparéncia ou capacidade do filme em atuar como filtro a
determinados comprimentos de onda. A cor dos filmes é outro atributo
que pode afetar a aceitabilidade do produto pelo consumidor.

Transparéncia

Uma das propriedades Opticas de grande interesse, quando se trata
de embalagens para alimentos, ¢ a transparéncia, medida através de
transmitancia da luz. A transparéncia esta inversamente relacionada com
a absor¢do/reflex@o da luz. Um material ndo transparente pode absorver
luz e/ou refleti-la.

Quanto mais transparente for um material, menos luz ¢ absorvida
e/ou refletida por ele. As matrizes poliméricas possuem capacidade de
absorver luz na regido do ultravioleta e em menor propor¢ao na regido
do visivel. O interesse em materiais opacos ¢ de grande valia na area de
embalagens para indlstria alimenticia, pois muitos alimentos sdo
instaveis na presenca de luz, tornando assim a embalagem uma barreira
natural, sem necessidade de uso de aditivos (GENNADIOS et al., 1996;
ROTTA, 2008).

Anélise Colorimétrica

57



Revisdo Bibliografica

A cor é um atributo de fundamental importancia para um produto.
A maioria dos trabalhos utilizam o sistema CIELab, que é um sistema
subtrativo de cor proposto pela Commision Internationale L'Eclairage —
CIE, e permite a especificacdo das percepcdes das cores em termos de
um espaco tridimensional. A axial L*, eixo central da luminosidade, que
numa escala de 0 a 100, representa o percurso do espaco da cor desde o
preto ao branco; a* o eixo que representa a variacdo entre o verde
(valores negativos) ao vermelho (valores positivos); e por fim o eixo b*,
que representa a variagdo de azul (valores negativos) e amarelo (valores
positivos) conforme Figura 9 (HUNTERLAB, 2012).

Figura 9 Diagrama do sélido de cor no espago L*, a*, b*.

branco
—

+a*
vermelho

)
preto

Fonte: Machado et al. 1997.

A tolerancia instrumental é estabelecida em fungdo dos limites de
tolerancia da visdo humana, que deve ser traduzida em termos de AE*.
Para este parametro, a diferenca entre duas cores, definida como AE*, é
calculada através da Equacdo:

AE = J(AL¥)? +(Aa®)* + (Ab*)? 3)
onde,
AL* = L¥— Ly*;

Aa* = a* _ a()*;
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Ab* = b* - by* sendo e L* a* e b* os valores de cor das
amostras e Ly*, ay* e byp*os valores de cor do padrio.

Como a diferenga de cor é sempre da amostra menos padrio,
entdo: se AL* for (+) entdo amostra ¢ mais clara e se AL* for (-) entdo
amostra € mais escura; se Aa* for (+) entdo amostra ¢ mais vermelha
(menos verde) e se Aa* for (-) entdo amostra ¢ mais verde (menos
vermelha); se Ab* for (+) entdo amostra ¢ mais amarela (menos azul) e
se Ab* for (-) entdo amostra ¢ mais azul (menos amarela)
(HUNTERLAB, 2012).

1.2.3.3 Angulo de contato e energia livre superficial

O angulo de contato (0) é a medida da capacidade de um liquido
de espalhar-se sobre uma superficie (BIOPHY RESEARCH, 2012). O
método consiste em medir o angulo entre a tangente de contorno da gota
depositada sobre o sélido e a superficie deste solido, na unido Sélido-
Liquido-Gas (Figura 10).

Quando uma gota de liquido ¢ depositada sobre uma superficie
solida plana, o liquido pode formar uma gota sobre a superficie, ou pode
se espalhar formando uma pelicula. Um liquido quando possui forte
afinidade pelo so6lido, isto €, se a sua tensdo superficial ¢ menor do que a
tensdo superficial critica da superficie ird maximizar o seu contacto
(area interfacial) e espalhar-se formando uma pelicula. Um liquido com
afinidade muito mais fraca, isto €, quando a sua tensdo superficial ¢
superior a tensdo superficial critica, ird formar uma gota (SCHRAMM,
2005).
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Figura 10 O angulo de contato, aqui ilustrado como o dngulo medido através do
liquido, que ¢ formado na jungdo do liquido, so6lido, e fase gasosa (vapor).

v

SN
___

Uma forma de visualizar a molhabilidade estd na interagdo da
adgua com superficies solidas. Neste caso, tem-se o conceito de
hidrofobicidade e hidrofilicidade. A agua possui carater polar, quando a
agua apresenta com outra superficie um angulo de contato menor que
90°, esta superficie ¢ considerada hidrofilica, ou seja, possui uma boa
interacdo com a agua. Porém, se este angulo de contato for maior que
90°, o material ¢ considerado hidrofébico, ou seja, tem baixa afinidade
pela agua.

Considerando que a tensdo interfacial ¢ definida no limite entre
duas fases, o angulo de contato ¢ definido na juncdo de trés fases. Trés
parametros influenciam a forma de gota na superficie solida:

Fonte: Biophy Research, 2012.

- Tensdo interfacial Solido-liquido ys

- Tensdo interfacial Sélido-vapor ys/G(Ys)

- Tensdo interfacial Liquido-vapor yrG(yr), estes trés pardmetros
estdo relacionados com o angulo de contato através da equagdoo de
Young:

Y6 €088 =Yg = Va1 4

Apenas vy, € 0 s80 mensuraveis, assim equagdes adicionais sdo
necessarias para determinar ys/. € Ys/G.

Varios modelos foram desenvolvidos para calcular esses
parametros. O modelo de Owens e Wendt (1979) considera que energia
de superficie pode ser expressa como:
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Vs =Vs +70 (3)

onde:

- ySd componente dispersiva (interagdes Lifshitz-Van der Waals)

- ys" componente ndo dispersiva (interagdes polares, 4cido-base de
Lewis)

Assim, a equagdo entre os componentes de tensdo e o angulo de contato
¢ dada por:

v, (Lt cosB) =24y \Jy! + 2yt 6)

Neste modelo, a medida do adngulo de contato de dois liquidos
diferentes sdo necessarios para calcular a energia de superficie (OWENS
e WENDT, 1979).
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2 Desenvolvimento de Nanocapsulas de Poli(e-caprolactona)
contendo B-caroteno

Resumo

As nanoparticulas apresentam um importante papel quando se
deseja proteger compostos bioativos de fatores externos como,
temperatura, oxigénio e luz. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
nanocapsulas pelo método de nanoprecipitacdo, utilizando como
parede polimérica um polimero biodegradavel, a poli-e-caprolactona.
O composto ativo utilizado foi o [p-caroteno, um composto
antioxidante, precursor de vitamina A, termolabil, que desempenha
importante papel na area de alimentos. Utilizou-se Pluronic” F68
como agente estabilizador hidrofilico. Avaliou-se a influencia de trés
tipos de surfactantes lipofilicos e trés tipos de agentes carreadores do
composto  ativo, no desenvolvimento das formulacdes de
nanocapsulas, sob as propriedades de tamanho de particula, indice de
polidispersdo (PDI) e potencial zeta, durante um periodo de 90 dias,
objetivando-se o desenvolvimento de nanocépsulas mais estaveis ao
longo do tempo. As formulagdes contendo lecitina de soja, como
surfactante lipofilico e, a mistura de acidos caprico e caprilico (MCT),
como O6leo, apresentaram melhor estabilidade quando comparados as
outras combinacdes de formulagdes utilizando, SpanTMSO e Tween™20
como surfactante lipofilico e, 6leo de girassol e glicerol, como
carreadores do composto ativo. Apos a escolha da formulagdo mais
estavel, procedeu-se os experimentos utilizando a metodologia de
superficie de resposta para avaliar a influéncia da concentragdo de
lecitina de soja, volume de triglicerideos de acidos céaprico e caprilico
e concentracdo de B-caroteno, sob o tamanho das particulas, potencial
zeta, indice de polidispersdo, recuperacdo e eficiéncia de encapsulagdo,
otimizando assim as formula¢des. As formulagdes de nanocapsulas
otimizadas apresentaram tamanho de particula abaixo de 200 nm, com
indice de polidispersdo menores que 0,1 potencial zeta na faixa de -39
mV, e eficiéncia de encapsulagio acima de 95%. Através das
micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissdo, pode-
se constatar que todas as formulagdes desenvolvidas foram capazes de
formar nanocépsulas pelo método de nanoprecipitacao.

Palavras-chave: nanoparticulas, B-caroteno, nanoprecipitagdo, eficiéncia
de encapsula¢do, antioxidante.
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2.1 INTRODUCAO

O PB-caroteno tem recebido consideravel atengdo por ser o
carotenoide mais encontrado nos alimentos. Sua importancia ¢ atribuida
a sua alta atividade pro-vitamina A, além de apresentar atividade
antioxidante. A propriedade antioxidante dos carotendides esta
relacionada a sua capacidade de desativar o oxigénio singlete e desativar
os radicais livres, devido ao sistema de dupla-ligagdes conjugadas
presentes na molécula (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; YUAN et al.,,
2008; LOPEZ-RUBIO e LAGARON, 2011).

Os carotenoides altamente insaturados estdo propensos a
isomerizagdo e oxidagdo. Calor, luz, e acidos promovem isomerizacao
dos trans carotenodides, a sua configuracdo habitual, para as formas cis.
Isso resulta em pequenas perdas de cor e da atividade pro-vitamina A.
Ja, a degradagdo oxidativa, a principal causa de perdas extensas de
carotenoides, depende da disponibilidade de oxigé€nio e é estimulada
pela luz, enzimas e metais (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Assim, a utilizagdo industrial do B-caroteno torna-se dificil
devido a sua sensibilidade ao calor, pH, oxigénio e luz, sendo sua
degradacdo muito rapida em condi¢des ambientes, apresentando assim
baixa estabilidade quando comparado aos antioxidantes sintéticos. Além
disso, o B-caroteno ¢ insoluvel em agua, e apenas marginalmente soluvel
em oOleo a temperatura ambiente. Estas caracteristicas tornam dificil a
incorporacdo do B-caroteno em formulagdes de alimentos (YUAN et al.,
2008; MATTEA et al., 2009; HOU, et al., 2012; PAZ et al., 2012).

A fim de melhorar a estabilidade, biodisponibilidade e
solubilidade em agua, os carotendides podem ser dissolvidos na fase de
oleosa de nanoemulsdes Oleo-em-dgua podendo ser facilmente
incorporados nos produtos alimentares (TAN e NAKAJIMA, 2005;
YUAN et al., 2008; MARTINI, et al., 2010; HOU et al., 2012).

Nexte contexto, a nanotecnologia surge como ferramenta para
melhorar a solubilidade de tais ingredientes ativos e para aumentar a sua
biodisponibilidade. Dentre os métodos de formagao de nanoparticulas, o
método de nanoprecipitagdo, desenvolvido por Fessi, Puisieux e
Devissaguet (1988), tem sido amplamente utilizado por ser um método
simples, rapido, reprodutivel e capaz de formar tanto nanoesferas como
nanocéapsulas. Para desenvolvimento de nanoparticulas através do
método de nanoprecipitagdo, necessita-se de trés componentes basicos: o
polimero (sintético, semi sintético ou natural), o solvente do polimero e
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o ndo-solvente do polimero (FESSI et al., 1989; RAO ¢ GECKELER,
2011).

Os polimeros frequentemente usados, para desenvolvimento de
nanoparticulas pelo método de nanoprecipitacdo, sdo os poliésteres
biodegradaveis, dentre eles destaca-se especialmente poli-g-
caprolactona (PCL), por ser biocompativel, e ser capaz de controlar a
liberagdo de compostos, devido a sua alta permeabilidade a muitas
substancias ativas (RAO e GECKELER, 2011).

As caracteristicas das nanoparticulas poliméricas (NP) sdo
influenciadas pela natureza e concentracdo dos seus componentes. Este
ponto ¢ de particular interesse, uma vez que as alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas das nanodispersdes de f-caroteno podem
afetar a utilizag@o deste ingrediente ativo em formulag¢des de alimentos
(TAN e NAKAJIMA, 2005).

O objetivo deste estudo foi aplicar o método de nanoprecipitagdo
para desenvolver nanocapsulas de P-caroteno com tamanho pequeno,
baixo indice de polidispersdo, alto potencial zeta, alta eficiéncia de
encapsulagdo e alta recuperacao.
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Material

O pB-caroteno (trans-f-Caroteno - MM 536,87 g/mol), com
pureza de 93%, e o polimero poli-e-caprolactona (PCL - MM 70.000-
90.000) foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO. USA).
O surfactante aquoso Pluronic® F68 Pastille, copolimero condensado
de 6xido de etileno e 6xido de propileno, da marca BASF Corporation,
foi gentilmente doado pela empresa Foscher Solutions Provider (Séo
Paulo, BR). Os compostos utilizados como agentes carreadores do
composto ativo foram: o6leo de girassol (BUNGE Alimentos S.A.
Santa Catarina - Brasil), mistura de triglicerideos de acido caprico e
caprilico (Palm Oleo - Malésia) e glicerol (CRQ - Cromato Produtos
Quimicos Ltda. S3o Paulo - Brasil). Lecitina de soja livre de
gordura, com 70% de fosfatidilcolina, grau alimenticio (LIPOID S75 —
marca Lipoid GmbH - Ludwigshafen, Germany), foi obtida da
empresa Lipid Ingredients & Technologies (Sdo Paulo, Brasil). O
surfactante polietileno glicolmonolaurato de sorbitano, Tween 20,
(Lafan). O tensoativo lipofilico, monooleato de sorbitano-Span' 80,
assim como os reagentes, grau HPLC, acetato de etila, acetonitrila, e
metanol, foram obtidos da Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO. USA).
Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico (VETEC).

2.2.2 Desenvolvimento das nanocapsulas de -caroteno

Nanocapsulas de B-caroteno foram preparadas pelo método de
nanoprecipitacdo, seguindo procedimento desenvolvido por Fessi e
colaboradores (1988) e usando concentragoes sugeridas por Mora-
Huertas, Fessi e Elaissari (2010). O polimero poli-e-caprolactona
(PCL) e o composto ativo, B-caroteno, foram dissolvidos em acetona,
usando banho ultrassénico (Maxi Clean 1650 A- UNIQUE).

Apos solubilizacdo, todos os componentes da fase orgénica
foram misturados lentamente, utilizando um agitador magnético. A
solucdo orgénica resultante foi entdo adicionada gota a gota, usando
uma pipeta de Pasteur, a fase aquosa contendo agua Milli—Q® e o
surfactante  hidrofilico, Pluronic®F68, sob moderada agitagdo
magnética, a 25 °C.

Com a adi¢do da fase organica, a fase aquosa tornou-se
imediatamente leitosa com opalescéncia alaranjada indicando a
formacdo das nanocapsulas, onde a parede ¢ constituida,
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principalmente, pelo polimero poli-e-caprolactona (PCL) e, o nucleo
oleoso, formado pela solu¢do de P-caroteno em o6leo. A acetona, que
rapidamente ¢ difundida para a fase aquosa, ¢ entdo removida por
agitacdo sob auséncia de luz, a temperatura ambiente (25 °C),
“overnight” para total evaporagdo do solvente organico. Apoés total
evaporagdo do solvente e concentragdo até¢ volume final desejado, as
solugdes foram filtradas, utilizando filtro qualitativo o (Whatman N°1),
para eliminar particulas maiores, como aglomerados e precipitados,
que podem ser formados. Apos a filtragem, as formula¢des foram
armazenadas em frasco dmbar e acondicionadas sob refrigeragdo (T =
5 °C) para utilizagdo e analises posteriores.

2.2.2.1 Efeito do tipo de agente carreador do composto ativo e
surfactante lipofilico sobre as propiedades das nanocapsulas

Trés tipos de compostos foram utilizados como carreadores do
B-caroteno: o6leo de girassol, mistura de triglicerideos de 4cido
caprico/caprilico (MCT) e glicerol. Os surfactantes utilizados foram:
SpanTMSO, Tween™20 e lecitina de soja LIPOID S75. O tipo de
carreador do composto ativo e surfactante lipofilico utilizado deve ser
escolhido de acordo com o tipo de substancia que se deseja encapsular.
Os oleos agem como carreadores do composto ativo (B-caroteno), e
quanto mais soltvel for o composto ativo no o6leo, assegura-se a
formacdo de nanocéapsulas e ndo nanoesferas (MORA-HUERTAS et
al., 2010). Solugdes de nanoparticulas foram preparadas com cada tipo
de carreador, utilizando-se o mesmo volume para cada formulagao.
Cada formulagdo contendo os diferentes carreadores foram
combinadas com cada tipo de surfactante lipofilico.

Formulagdes utilizando os surfactantes, SpanTMSO e Tween®20,
ndo necessitam solubilizagdo prévia, porém necessitou-se adicdo de
acetona nestas formula¢des para manter constante o volume da fase
organica, que neste trabalho foi mantido 50% do volume da fase
aquosa. No entanto, para as formula¢des utilizando lecitina de soja
LIPOID S75 (2,5 mg/ml), necessitou-se solubilizagdo prévia, em uma
mistura de acetona:etanol (60:40), utilizando banho ultrassonico, para
entdo adiciona-la aos outros componentes da fase orgénica. Todos os
outros componentes foram mantidos constantes: 60 mg PCL, 500 pg
de B-caroteno, 25 mg Lecitina ou 30 mg de Span’ 80 ou Tween"20,
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250 uL de agente carreador do composto ativo, 14,5 mL de acetona, 29
mL de dgua Milli-Q” e 290 mg de Pluronic"F68.

A otimizacdo das formulagdes foi determinada pela medida do
tamanho médio, indice de polidispersdo, distribuicdo de tamanho,
potencial zeta, observando-se visualmente a presenca de agregados e
separagdo de fases, durante o periodo analisado de 90 dias.

2.2.2.2 Otimiza¢do das formulagcdes de nanocapsulas de poli-e-
caprolactona/B-caroteno utilizando a metodologia de superficie
de resposta

Ap6s escolher o melhor surfactante e o melhor agente carreador,
procedeu-se variando a concentragdo do composto ativo, surfactante
lipofilico e volume de o6leo para otimizar as formulagdes das
nanocapsulas. Para isso, a metodologia de superficie de resposta foi
utilizada. Avaliou-se a influéncia das varidveis independentes
concentracdo de [-caroteno (Xpc), volume de triglicerideos de ac.
caprico/caprilico (Xmcr) € concentragdo de lecitina de soja (Xis) sobre
as propriedades das nanocapsulas como tamanho de particula, potencial
zeta, indice de polidispersdo, rendimento e eficiéncia de encapsulacio
do B-caroteno. O planejamento Box-Behnken com trés variaveis
independentes, foi utilizado conforme planejamento exposto na Tabela
1.

Tabela 1 - Variaveis independentes codificadas e ndo-codificadas usadas no
planejamento MSR*.

Variavel Independente Caédigo Nivel de Variagao

-1 0 +1
B-caroteno (mg/ml) X 0,1 0,2 0,3
MCT** (ul) X 150 250 350
Lecitina de soja S75 X, 2.0 2.5 3.0
(mg/ml)

*MSR = Metodologia Superficie de Resposta
**MCT = Triglicerideos de acidos caprico/caprilico

Os dados foram ajustados a uma equacdo de segunda ordem (Eq.
(1)), como uma fungdo das variaveis independentes.
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Y, = b, +b X, +b,X, +b X, +b,X, X, + b X X, + b X, X, + b, X} + b, X; + b, X} )

onde bn sdo os coeficientes de regressdo constantes, Yi varidveis
dependentes (tamanho de particula, indice de polidispersdo, potencia
zeta, recuperacdo e eficiéncia de encapsulacdo) e X, X, e X3 sdo as
varidveis codificadas independentes, concentracdo de B-caroteno,
volume de MCT e concentracdo de lecitina de soja, respectivamente.

Todas as andlises estatisticas, incluindo a andlise de variancia
(ANOVA) e os testes de comparagdo multipla, foram realizadas
utilizando o software STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc., EUA).

Solugdes de poli-e-caprolactona 30 mg/mL, e solucdes de f-
caroteno 0,1, 0,2 ¢ 0,3 mg/mL, foram solubilizadas utilizando-se acetona
como solvente. As solugdes de lecitina de soja 2,0, 2,5 ¢ 3,0 mg/mL,
foram dissolvidas em uma mistura de acetona:etanol (60:40), com
auxilio de ultra-som. Os experimentos foram executados aleatoriamente.

A otimizagdo das formulagdes foi determinada pela medida do
tamanho médio, indice de polidispersdo, distribuicdo de tamanho,
potencial zeta, eficiéncia de encapsulagdo e recuperacao.

2.2.5 Determinac¢io do didmetro médio, distribuicao de tamanho de
particula e potencial zeta por espectroscopia de correlagio de
fotons

O tamanho médio das particulas e a distribui¢do de tamanho das
suspensdes de nanocéapsulas contendo B-caroteno foram determinados
por espectroscopia de correlacdo de fotons usando Nano-Zetasizer
(Malvern Instruments S.A.,Worcestershire, UK). As medidas foram
realizadas a um angulo fixo de 173° e temperatura 25 °C. As amostras
foram diluidas (1:100) em agua MilliQ® e, filtradas através de um
filtro de 0,8 um (Millex AA. Millipore, France). O tamanho de
particula das emulsdes foi descrito pelo didmetro médio e a
distribui¢do de tamanho foi descrita pelo grafico de distribuicdo de
tamanho e pelo indice de polidispersdo (PdI). O potencial zeta foi
medido através da equacdo de Smoluchowski para mobilidade
eletroforética das nanocapsulas. Cada medida foi realizada em
triplicata, e os resultados foram processados com o software DTS
versao 6.3.

81



Capitulo 2

2.2.6 Determinacgio da eficiéncia de encapsulacio e recuperacio de
p-caroteno nas suspensdes de nanocapsulas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A eficiéncia de encapsulagdo foi determinada seguindo método
utilizado por Khayata e colaboradores (2012), com pequenas
modificagdes.

A concentracdo total de [-caroteno na suspensdo de
nanocapsulas (Ct) foi determinada apds preparo das nanocapsulas e
completa dissolugdo de 1,0 mL da solugdo de nanocapsulas, em
acetona até volume de 10,0 mL. E, no sobrenadante obtido apds
separacdo das nanoparticulas por ultrafiltragdo/centrifugacao,
empregando-se unidades de ultrafiltracio de celulose regenerada
(Amicon Ultra 0,5/30 kDa. Millipore, Irlanda), a 4500 rpm por 30
minutos (concentracdo do sobrenadante - Cs), obteve-se a
concentracdo de f-caroteno que ndo foi encapsulado.

As analises foram realizadas em cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia constituido por um modulo de separagdo, equipado com uma
bomba quaternaria e um degaseificador (LC-20AT), um injetor
automatico (SIL-10A), um forno de coluna (CTO-20A) e um detector
UV-visivel a 450nm (SPD-M20A), controlados por uma estacdo de
trabalho (CBM-20A), todos fabricados pela Shimadzu Corporation
(Kyoto, Japao). Utilizou-se coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS (5
um x 4,6 mm x 150 mm) com fase estacionaria octadecil e uma coluna
de guarda CLC-GODS com fase estacionaria de superficie octadecil,
ambas acondicionadas em forno a 25°C (Waters Spherisorb®,
Wilmington, EUA). A quantificacdo foi efetuada, conforme método
descrito por Rodriguez-Amaya (2001), modificado por Zambiazi
(1997) e Tiecher (2010), utilizando um sistema de eluicdo por
gradiente de metanol, acetonitrila e acetato de etila, a uma taxa de
vazdo de 1,0 mL/min, conforme descrito na Tabela 2. Utilizou-se
temperatura da coluna: minima 25°C e maxima 35°C; volume de
inje¢do: 25ul e, tempo de corrida 40 minutos.
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Tabela 2 - Condi¢des cromatograficas para analise de f3-caroteno.

Tempo Fase Movel* %
0 B 30
0 C 70
0 D 0
10 B 10
10 C 80
10 D 10
35 B 5
35 C 80
35 D 15
40 B 30
40 C 70
40 D 0

*B:Metanol; C:Acetonitrila; D:Acetato de Etila. Fonte: Tiecher, 2010.

O pico foi identificado por comparacdo com o tempo de
retencdo do padrdo e quantificado por comparacdo com a curva de
calibracdo externa para o padriao B-caroteno, Equacgéo (2):

y=4,4075¢"%x+2,8316¢""°x*  (R*=0,9983) 2)

A eficiéncia de encapsulagdo (%) foi estimada como sendo a
diferenca percentual entre a quantidade de substancia ativa presente na
suspensdo apos dissolucdo das particulas (Ct) e aquela encontrada no
sobrenadante (Cs). A recuperacdo (%) de B-caroteno foi calculada
como sendo a diferenca percentual entre a quantidade inicialmente
adicionada e aquela encontrada nas suspensdes, conforme Equagoes 3
e4.

Eficiéncia de encapsulagdo (%) ~Ct-Gs %

Ct

100 3)
Recuperacio (%) = ci-¢ x 100 S

Ci

onde,
Ct é a concentragdo total de P-caroteno nas suspensdes de
nanocapsulas;
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Cs ¢ a concentragdo do sobrenadante;
Ci ¢ a concentragdo inicial de [B-caroteno adicionado as
formulagdes de nanocapsulas.

2.2.7 Avaliacio morfolégica das nanoparticulas

As suspensoes de nanoparticulas foram caracterizadas quanto a
forma das particulas e homogeneidade da suspensdo, através da
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET). O microscopio
utilizado foi o modelo JEOL JEM-1011 TEM, operando a voltagem de
80 kV e ampliagdo de 20.000 vezes. Uma gota da suspensdo de
nanoparticulas (10ul) foi aplicada em um grid de carbono 200-mesh e
secas a temperatura ambiente, para entdo serem analisadas no MET.

2.2.8 Analises estatisticas

Analises de variancia (ANOVA) foram realizadas para avaliar
diferengas significativas entre varidveis independentes. Para visualizar
as relacGes entre as variaveis resposta e as variaveis independentes, o
planejamento experimental superficie de resposta e os graficos de
contorno das equagdes de regressdo polinomial ajustados foram gerados
usando STATISTICA 7.0 .
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Determinacdo do tamanho médio de particula, indice de
polidispersio e potencial zeta para escolha do melhor agente
carreador do B-caroteno e melhor surfactante lipofilico

As analises de tamanho médio de particula, indice de
polidispersdo e potencial zeta, foram executadas em cinco tempos
diferentes, 1, 7, 14, 28 e¢ 90 dias, sendo possivel assim avaliar a
estabilidade das suspensdes de nanocapsulas ao longo do tempo.

Os resultados da analise de tamanho de
particula por espectroscopia de correlagdo de fotons (PCS), apresentados
na Tabela 3, indicam que o tamanho médio de particula obtido para
todos os sistemas desenvolvidos encontra-se entre 177,0 e 358,0 nm.

Os dados da analise ANOVA indicaram que nanoparticulas
formuladas com lecitina de soja apresentaram tamanhos de particulas
significantemente (P < 0,05) menores, quando comparado as particulas
formuladas com Tween 20 e Span 80, independente do tipo de
carreador utilizado. Corroborando com os resultados encontrados por
Tan e Nakajima (2005) e Yuan et al. (2008), que atribuiram a variagdo
de tamanho das particulas formuladas com diferentes surfactantes a
diferenca de hidrofilicidade dos surfactantes utilizados, sendo que,
quanto maior a hidrofilicidade do emulsificante maior a area
superficial estabilizada pelo mesmo, devido a sua capacidade de
envolver e estabilizar as particulas em emulsdes do tipo 6leo em agua
(O/A), resultando assim em particulas menores.
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Tabela 3 - Efeito do tipo de surfactante e tipo de agente carreador do composto
ativo sobre o tamanho de particula (D), indice de polidispersdo (PDI) e
potencial zeta, avaliados por espectroscopia de correlagdo de fotons (PCS).

Surfactantes
Agentes Propriedades
Carreadores analisadas

Lecitina de Soja Span 80 Tween 20

214,06+ 290,92+ 332,14+

D (nm) 2,16%% 19,90>* 13,65"

0,141+ 0,293+ 0,298+

PDI 0,010** 0,063>4 0,072>4

MCT C-Potencial —26,40+ —29,02+ ~25,06%

(mV) 1,73%4 2,48%4 2,97%4

233,72+ 3573+ 329,52+

D (nm) 4,41%¢ 21,278 21,338

0,166+ 0,281+ 0,320+

PDI 0,024>4 0,092 4 0,091>4

. . C-Potencial ~33,42+ ~30,82+ ~26,66+

Oleo Girassol (mV) 23;’2& B 2’4éab, " 2,3’53‘ n
177,58+ 302,2+ 200,88+

D (nm) 4,94%* 31,69°% 7,74>4

0,165+ 0,282+ 0,205+

PDI 0,033%4 0,072>4 0,042 4

Glicerol {-Potencial ~29.24+ ~29.26+ ~25.10+

(mV) 2,554 2,834 1,854

* Letras sobrescritas mintsculas diferentes na mesma linha indicam valores
significativamente diferentes (P < 0,05). Letras sobrescritas maiusculas
diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas dos valores.
n=5; SD: desvio padrdo entre as cinco analises. Fonte: Autor, 2012.

Comparando as diferentes formulagoes, pode-se afirmar que o
tipo de agente carreador do composto ativo, possui influéncia
significativa (P < 0,05) sob o tamanho das particulas. Esta influencia
sob o tamanho ¢é atribuida as diferencas de hidrofobicidade,
viscosidade ou tensdo interfacial das substincias empregadas
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(SCHAFFAZICK et al, 2003). Particulas utilizando glicerol
apresentaram menores tamanhos quando comparadas com as particulas
formuladas com MCT e 6leo de girassol como agentes carreadores da
molécula bioativa. Porém, as suspensdes formuladas com glicerol, ndo
foram estaveis ao longo dos 90 dias, além de apresentar separacdo de
fases, observado visualmente.

Os valores do indice de polidispersdo (PDI) encontrados
indicam uma distribui¢do de tamanho de particula estreita e unimodal
(PDI < 0,320) para todas as nanoparticulas formuladas. O indice de
polidispersdo, que varia de 0 a 1, indica a homogeneidade de tamanho
das nanoparticulas nas suspensdes de nanocapsulas, quanto mais
proximos a 0, mais homogénea ¢ a distribuicdo de tamanho das
nanocéapsulas nas suspensdes de nanoparticulas (KHAYATA et al.,
2012). Segundo Byun e colaboradores (2011), valores de PDI abaixo
de 0,5 sdo considerados como uma boa distribui¢do de tamanho. Os
valores de PDI encontrados para as formulagdes utilizando Tween 20 e
Span 80 foram maiores do que os valores para as formulagdes
contendo lecitina de soja. As formulagdes contendo lecitina de soja
como tensoativo, apresentaram valores de PDI muito proximos a zero,
menores que 0,166 e, significantemente (P < 0,05) diferentes dos
valores encontrados para as outras formulagdes desenvolvidas.

Ja a influéncia da natureza do agente carreador sobre o indice de
polidispersdo ndo foi significativo (P < 0,05), independente do tipo de
surfactante utilizado. Assim como o potencial zeta, que também néo
apresentou diferencas significativas (P < 0,05) com a mudanga do tipo
de carreador na formulacdo. Estes resultados estdo de acordo com os
dados obtidos por Mosqueira e colaboradores (2000), que estudaram o
efeito da natureza do 6leo sobre os nanocapsulas de poli(d,l-lactido), e
ndo encontraram diferencas significativas nos valores de potencial
zeta, e atribuiram este comportamento a total encapsulagdo do 6leo
pelo polimero, n3o estando localizado na extremidade das
nanocapsulas formuladas, em consequéncia ndo modificando o
potencial zeta.

Os resultados do potencial zeta (Tabela 3) mostraram que todas as
formulagdes de nanocapsulas exibiram potencial zeta negativo com
valores que variaram entre —25,06 ¢ —33,42 mV. Os valores de potencial
zeta negativos obtidos sdo atribuidos principalmente a composicdo das
formulagdes de nanocapsulas. Formulacdes utilizando lecitina de soja
apresentaram os maiores valores absolutos de potencial zeta, devido a
presenca de fosfolipideos negativamente carregados na molécula, que
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contribuem com uma forte carga negativa na interface. Cargas negativas
também sdo atribuidas a natureza hidrofobica da PCL, pois podem
ocorrer ionizagdes dos grupos carboxilicos na superficie deste poliéster,
conferindo um potencial negativo a interface, corroborando para o
potencial zeta negativo determinado para todas as nanocépsulas
preparadas, independente do tipo de surfactante utilizado. Estes
resultados estdo de acordo com trabalhos descritos na literatura que
afirmam que potencial zeta negativos sdo tipicamente observados nesses
tipos de sistemas compostos por poliésteres (MOSQUEIRA et al., 2000;
SCHAFFAZICK et al., 2003). De acordo com Schaffazick e
colaboradores (2003), valores absolutos altos de potencial zeta sdo
importantes para obter suspensdes coloidais estaveis, pois grandes forgas
repulsivas tendem a evitar a agregacdo das particulas em funcdo das
colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes.

As particulas formuladas utilizando a combinagdo lecitina de
soja e mistura de triglicerideos de dacidos caprico/caprilico,
apresentaram tamanhos médio na faixa de 214,01 nm e distribui¢do de
tamanho unimodal, com os menores valores de PDI (0,141), diferindo
significativamente (P < 0,05) dos valores de PDI encontrado para os
outros sistemas de nanoparticulas testados. Além disso, durante todo o
periodo analisado, estas formula¢des apresentaram menor variagdo nos
valores de tamanho de particula, potencial zeta e PDI. O que conferiu a
estas particulas, ao final dos 90 dias de analise, maior estabilidade, que
também pode ser conferida visualmente, pois estas suspensdes de
nanoparticulas mantiveram a mesma aparéncia apresentada no dia 1,
sem separacdo de fases ou presenca de precipitados. Assim, a partir de
dados de tamanho médio de particula, indice de polidispersdo e
potencial zeta, a formulagdo contendo lecitina de soja e triglicerideos
de 4cidos caprico/caprilico (MCT) foi selecionada para estudos
posteriores.

2.3.2 Planejamento experimental superficie de resposta para
otimizacao das formulac¢des de nanocapsulas

Ap6s a escolha do melhor surfactante e do agente carreador do
composto, a metodologia de superficie de resposta (MSR) foi utilizada
para determinar as formula¢des Otimas para desenvolvimento de
nanoparticulas de PCL/B-caroteno. O planejamento Box-Behnken com
trés variaveis independentes foi empregado. As varidveis independentes
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analisadas foram: concentracdo de B-caroteno, volume de triglicerideos
de acidos caprico e caprilico (MCT) e concentragdo de lecitina de soja.
Os valores das variaveis resposta potencial zeta, tamanho de particula,
indice de polidispersdao (Pdl), eficiéncia de encapsulacdo e recuperagdo
obtidos para todos os experimentos sdo dados nas Tabelas 4 e 5. Os
dados experimentais foram usados para calcular os coeficientes da
equacdo polinomial quadratica, que foram utilizados para predizer os
valores de tamanho de particula, potencial zeta, Pdl, eficiéncia de
encapsulagdo e recuperagdo (Tabelas 4 ¢ 5).

Tabela 4 - Valores experimentais e preditos para as variaveis dependentes
tamanho de particula, potencial zeta, indice de polidispersio (PdI) das
nanoparticulas de B-caroteno obtidos por MSR*.

Valores Tcm’tanho de  Potencial Zeta Pdl
Ensaio Decodificados** | particula (nm) (mV)
Xoe Xuer Xis| E*** P E P E P
1 0,1 150 25| 1953 1928 -389 -39,6 0,099 0,094
2 0,3 150 25| 177,7 178,77 -38,7 -39.8 0,121 0,116
3 0,1 350 25| 2112 2102 -41,9 -40,8 0,080 0,086
4 0,3 350 25| 211,0 2134 -39,1 -384 0,099 0,104
5 0,1 250 2 | 1948 1959 -392 -38,7 0,046 0,052
6 0,3 250 2 | 1947 1924 -39.1 -382 0,094 0,101
7 0,1 250 3 | 1932 1955 -41,1 -42,0 0,097 0,090
8 0,3 250 3 | 1892 188,0 -40,0 -40,5 0,087 0,081
9 02 150 2 | 1859 1872 -393 -39,1 0,118 0116
10 |02 350 2 |2138 213,7 -33,6 -352 0,099 0,087
11 o2 150 3 | 1851 1852 -397 -38,1 0,094 0,106
12 |02 350 3 |2120 2107 -41,5 -41,7 0113 0115
13 02 250 25| 1869 1922 -380 -39,1 0,082 0,087
14 102 250 25| 1945 1922 -39,7 -39,1 0,082 0,087
15 |02 250 25| 1950 1922 -39,7 -39,1 0,096 0,087

*MSR = Metodologia Superficie de Resposta. ** X = concentragdo da solucdo
de pB-caroteno (mg/mL); Xycr = volume de triglicerideos de acidos
caprico/caprilico (puL); X;s = concentragdo da solugdo de lecitina de soja
(mg/mL). *** E = dados experimentais; P = dados preditos. Fonte: Autor, 2012.
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Os valores preditos estdo em concorddncia com os valores
experimentais obtidos a partir do planejamento superficie de resposta
(RSM). Analises de varidancia (ANOVA) mostraram que o modelo
polinomial quadratico representou adequadamente os dados
experimentais com valores de R para as respostas tamanho de particula,
potencial zeta, PdI, eficiéncia de encapsulagdo e recuperacdo de 0,959,
0,747, 0,846, 0,868 ¢ 0,802, respectivamente.

2.3.2.1 Tamanho médio de particula

O tamanho médio das nanocapsulas desenvolvidas variou entre
177,7 e 213,8 nm. A analise de varidncia ANOVA, foi utilizada para
avaliar a significdncia dos coeficientes do modelo polinomial
quadratico. A analise indicou que o tamanho das particulas foi afetado
significantemente (P < 0,05) apenas pelo volume de 6leo, efeito linear
e quadratico.

Para gerar os graficos de superficie de resposta, os efeitos nao-
significativos foram retirados do modelo, assim a equagdo que
descreve o comportamento do tamanho de particula em fungdo das
varidveis independentes ficou:

TP =199,95-0,188X,,., +0,00064X>,., ®)

A Figura 1(a) foi gerada variando a concentragdo de B-caroteno
e o volume de 6leo, mantendo a concentragdo de lecitina de soja
constante a 2,5 mg/mL. Ja, a Figura 1(b) variando a concentracdo de
lecitina de soja e o volume de 6leo. Como pode ser visualizado no
grafico de superficie de resposta, o tamanho de particula aumenta com
o aumento do volume de oleo. Dados concordantes com os
encontrados por Yuan et al. (2008), onde utilizaram B-caroteno ja na
forma oleosa, para formar nanoemulsdes, e 0 aumento da concentracao
de B-caroteno resultou em aumento no tamanho das nanoparticulas
formuladas, neste caso aumentava-se também o volume de 6leo. Os
outros fatores, lecitina de soja e B-caroteno, linear e quadratico, assim
como as interagdes entre os fatores ndo apresentaram efeito
significativo sobre o tamanho de particula, neste sistema e nos niveis
avaliados. Em contraste com os dados obtidos por Yuan e
colaboradores (2008), quando estudaram nanoemulsdes 6leo-em-agua
de B-caroteno (30% em o6leo de girassol) utilizando diferentes tipos de
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Tween como surfactantes, e encontraram que a concentracdo de
surfactantes possui efeito significativo sob o tamanho de particula e, o
aumento da concentracdo de surfactante geralmente resulta na
diminuicdo do tamanho de particula. Isso ocorre porque menores
particulas possuem maiores areas superficiais, o que exige mais
emulsificantes para cobri-las.

Em outro estudo, Hentschel et al. (2008) encontraram, para
nanocépsulas de B-caroteno, que o tamanho de particula é fortemente
afetado pela concentracdo de surfactante, neste caso o comportamento
de distribui¢do de tamanho ndo foi unimodal, ¢ o método de
determinagdo do tamanho foi por difragdo a laser (LD).

Figura 1 Graficos de superficie de resposta para variavel dependente tamanho
de particula, em funcdo das variaveis independentes: concentragdo de lecitina de
soja, concentracdo de [-caroteno e volume de triglicerideos de acidos
caprico/caprilico (MCT).

DV: Tamanho de Particula
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Fonte: Autor, 2012.

2.3.2.2 Potencial zeta

Para o potencial zeta, a andlise de variancia revelou que a
varidvel lecitina de soja apresentou-se marginalmente significante (P =
0,0572) sob esta resposta, assim como a interacdo linear da
concentracdo de lecitina de soja e o volume de 6leo (P = 0,065).

Utilizando os efeitos marginalmente significativos e ignorando

os demais efeitos, a equagdo do modelo que descreve o potencial zeta,
fica:
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PZ =55,96-0,944X,,., —6,60X  +0,0375X 0, X (6)

Pode-se visualizar a partir da Figura 2(a) que tanto para a
combinacdo de niveis altos de Lecitina de soja ¢ MCT, assim como
para niveis baixos, maiores valores de potencial zeta sdo obtidos. Este
comportamento pode estar relacionado com o aumento da area
superficial, quando aumenta-se o conteudo de 6leo, devido ao aumento
no tamanho da particula, requerendo assim maior quantidade de
surfactante para exercer a mesma forg¢a repulsiva, quando comparado a
particulas menores.

O aumento da concentracdo de lecitina de soja resultou em
maiores valores de potencial zeta, regido vermelha como pode ser
observado na Figura 2(b). Este comportamento pode ser atribuido a
localizacdo do surfactante na interface, ¢ quando aumentamos a
quantidade de lecitina de soja no sistema, estamos aumentando a
quantidade de fosfolipideos negativamente carregados em solugdo,
assim a intensidade das forgas repulsivas aumenta, refletindo o
aumento no potencial zeta.

Ja a concentragdo de B-C ndo apresentarou efeito significativo
(P > 0,05) sob o potencial zeta, podendo-se atribuir este
comportamento a total encapsulagdio do B-C pelo polimero,
concordando com os dados encontrado por Mosqueira e colaboradores
(2000).

Figura 2 Graficos de superficie de resposta apresentando o comportamento do
potencial zeta das nanocéapsulas de B-caroteno quando submetidas a diferentes:
(a) concentragdes de lecitina de soja e volume de triglicerideos de acidos
caprico/caprilico (MCT) e (b) concentragdes de lecitina de soja e B-caroteno.
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Fonte: Autor, 2012.
2.3.2.3 Indice de Polidispersio

O indice de polidispersdo das suspensdes foi influenciado
significantemente pelo termo quadratico do 6leo (P < 0,05), enquanto
os outros termos foram nao-significativos (P > 0,05) sob o PdI.

Este comportamento pode ser explicado, fazendo-se uma
analogia aos dados de tamanho de particula, que também sio
influenciados pelo tipo de 6leo, e quando altera-se o tamanho das
particulas nas suspensdes de nanocapsulas, a distribuicdo de tamanho
também ¢ alterada. Observa-se através dos graficos de contorno e de
superficie de resposta, Figura 3, que menores valores de PdI foram
encontrados quando utilizou-se volume de o6leo entre 230 e 290 uL,
regido verde escuro. Nesta faixa de volume de 6leo, onde encontram-
se os menores valores de PDI, também obtém-se menores tamanhos de
particulas nas suspensoes.

A equacdo de segunda ordem, ignorando os efeitos ndo
significativos, para a variavel dependente PDI ¢ a seguinte:

PDI =0,218-0,010X,,.,, +0,0000019X,, %

Figura 3 Gréficos de superficie de resposta para a variavel dependente indice de
polidispersao (PDI) para nanocapsulas formuladas com (a) diferentes volumes
de triglicerideos de acidos caprico/caprilico (MCT) e diferentes concentragdes
de P-caroteno, (b) diferentes concentragdes de lecitina de soja e diferentes
volumes de triglicerideos de acidos caprico/caprilico (MCT).
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O diametro médio das particulas nas nanoemulsdes variou entre
177,68 e 213,8 nm, com os indices de polidispersdo (PDI) variando no
intervalo de 0,046 - 0,121. Dados similares foram encontrados por
Yuan e colaboradores (2008), para nanoemulsdes de [-caroteno
utilizando o6leo de girassol e Tween 20, onde o tamanho médio de
particula variou entre 132 e 184 nm, com PDI aproximadamente no
intervalo de 0,181 — 0,360.

Todas as formula¢des desenvolvidas apresentaram distribuigdo
de tamanho das particulas unimodal e tipicamente extendido entre 30 e
300 (r.nm), como pode ser visualizado na Figura 4, perfil tipico de

distribui¢do de tamanho encontrado para as nanoparticulas de [-
caroteno.

Figura 4 Perfil unimodal tipico de distribui¢do de tamanho das nanoparticulas
de B-caroteno formuladas com 2,5 mg/mL de lecitina de soja, 250 pL de
triglicerideos de ac. caprico e caprilico e 0,2 mg/mL de B-caroteno.
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Fonte: Autor, 2012.
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2.3.2.4 Eficiéncia de encapsulacio

Todas as formulagdes testadas apresentaram alta eficiéncia de
encapsulagdo, acima de 95%, como pode ser visualizado na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores experimentais e preditos para as variaveis dependentes
eficiéncia de encapsulagdo e recuperagdo de [P-caroteno nas suspensdes de
nanocapsulas.

. DecZ(?ilf(;ZZiios* eng;i)ilszgzaiod; %) LG (40)
Ensaio
Xsc  Xyer Xis| E** P E P

1 0,1 150 2,5 | 99,03 98,8 45,00 41,53
2 03 150 25 100 100,06 32,00 32,00
3 0,1 350 25 100 99,94 41,36 41,37
4 0,3 350 25 100 100,04 26,88 30,36
5 0,1 250 2 95,71 96,32 28,00 32,27
6 03 250 2 98,89 99,4 23,04 23,84
7 0,1 250 3 100 99,49 36,80 36,00
8 03 250 3 98,18 97,57 28,16 23,89
9 02 150 2 100 99,43 28,80 28,01
10 02 350 2 100 99,45 26,88 22,61
11 02 150 3 99,09 99,64 21,12 25,39
12 02 350 3 100 100,57 28,20 29,00
13 0,2 250 25 100 100 23,04 25,89
14 0,2 250 25 100 100 30,00 25,89
15 0,2 250 25 100 100 24,64 25,89

*Xpc = concentragdo da solugdo de B-caroteno (mg/mL); Xycr = volume de
triglicerideos de acidos caprico/caprilico (uL); X;s = concentragdo da solugdo de
lecitina de soja (mg/mL). ** E = dados experimentais; P = dados preditos.
Fonte: Autor, 2012.

Os valores obtidos neste trabalho concordam com a literatura,
onde eficiéncias de encapsulacdo acima de 80% s@o esperados para
nanoparticulas desenvolvidas pelo método de nanoprecipitagdo (Mora-
Huertas, et al., 2010).

O efeito da interacdo lecitina de soja e P-caroteno foi
significativo (P = 0,017) sob a variavel dependente eficiéncia de
encapsulacdo.
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Quanto mais proéximos aos pontos centrais de lecitina de soja
(2,5 mg/ml) e B-caroteno (0,2 mg/ml), maiores valores de eficiéncia de
encapsulacdo foram obtidas, como pode ser visualizado nos graficos
de contorno e de superficie de resposta, Figuras 5 e 6.

Paz e colaboradores (2012) também encontraram, para
formulagdes de P-caroteno utilizando amido modificado como
surfactante, que maiores concentragdes de surfactante (100 g/L) foram
requeridas para obter alta porcentagem de B-caroteno encapsulado.

No entanto, a concentragdo de O6leo ndo apresentou efeito
significativo sob a eficiéncia de encapsula¢do. Assim, a equagdo do
modelo para %EE ignorando os efeitos ndo-significativos (P > 0,05),
fica:

EE = 58,19 +103,74X . ~96.05X;. +24,58X,, - 378K} ~24.96X, X,y o)

Figura 5 Grafico de contorno apresentando o efeito das interacdes lecitina de
soja e J-caroteno sobre a variavel dependente eficiéncia de encapsulagao.

Fitted Surface; Variable: Eficiéncia de encapsulacéao
3 3-evel factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Residual=,5073568
DV: Eficiéncia de encapsulacao
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Fonte: Autor, 2012.
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Figura 6 Graficos de superficie de resposta para as variaveis (a) lecitina de soja
e B-caroteno, (b) triglicerideos de acidos caprico/caprilico (MCT) e lecitina de

soja e (c) triglicerideos de acidos caprico/caprilico (MCT) e B-caroteno sob a
variavel dependente eficiéncia de encapsulagao.
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Fonte: Autor, 2012.

2.3.2.5 Recuperacio

Para a varidvel dependente recuperacdo, tanto o 6leo quanto a
lecitina de soja, ndo foram fatores significativos, ao passo que a
interagdo P-caroteno quadratico foi marginalmente significativo (P =

0,053). Assim, mantém-se no modelo os efeitos lineares e quadraticos
do B-caroteno, conforme Equagdo 9:
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%R = 62,60 -313,66X . +655,78X .. )

A Figura 7(a) foi gerada variando a concentragdo de B-caroteno e
o volume de 6leo, mantendo-se a concentracdo de surfactante constante.
Mesmo comporatamento foi apresentado quando se variou a
concentracdo de B-caroteno e Lecitina de soja, mantendo-se o volume do
oleo constante. Para niveis baixos de B-caroteno maior foi a recuperagéo
deste composto das suspensdes de nanocapsulas.

Para escolha da melhor formulagdo, levou-se em consideracio as
formulagdes que apresentaram maior recuperagdo do B-caroteno,
maiores valores de eficiéncia de encapsulagdo, maior potencial zeta e
baixos indices de polidispersdo. Assim as condi¢des 6timas obtidas para
concentracdo de B-caroteno, volume de triglicerideos de acido caprico e
caprilico e lecitina de soja foram, 0,2160 mg/ml, 232,42 pL e 2,59
mg/ml, respectivamente. Procedeu-se novamente a formagdo das
nanocapsulas, conforme método descrito em 2.2, utilizando as condigdes
otimas obtidas. Estas novas formula¢des foram utilizadas para avaliacdo
morfologica e utilizagdo em trabalhos posteriores.

Figura 7 (a) Graficos de superficie de resposta para a varidvel dependente
recuperagdo para nanocapsulas formuladas com diferentes concentragdes de -

caroteno e triglicerideos de acidos caprico/caprilico (MCT); (b) nanocéapsulas
formuladas com diferentes concentrac¢des de lecitina de soja e B-caroteno.
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Fonte: Autor, 2012.
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2.3.3 Avaliacdo morfologica das nanoparticulas otimizadas

Através das imagens obtidas por microscopia eletronica de
transmissdo (MET), foi possivel afirmar que a formulagdo o6tima
desenvolvida foi capaz de formar nanocépsulas e ndo nanoesferas.
Pode-se evidenciar, nitidamente, a presenga de nanoparticulas
redondas, com um nucleo oleoso bem definido, circundado pela parede
polimérica de poli-e-caprolactona, como pode ser visualizado na
Figura 8.

Figura 8 Micrografias de microscopia eletronica de transmissao (MET)
obtidas para a formulagdo 6tima de nanocapsulas de B-caroteno.
: ' SRRy

S0nm

Fonte: Autor, 2012.

A distribuicdo das nanocépsulas na suspensdo de
nanoparticulas, sem formagdo de aglomerados, também pode ser
demonstrada. As imagens obtidas neste estudo foram muito
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semelhantes as imagens obtidas por Khayata e colaboradores (2012),
quando estudaram nanocapsulas de a-tocoferol/PCL.

Por meio das imagens anteriores, também se pode confirmar, que
a distribuicdo de tamanho das nanocapsulas ndo ¢ muito homogénea,
diversos tamanhos de nanocapsulas podem ser verificadas, porém todas
na faixa nanométrica, abaixo de 1um.
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2.4 CONCLUSAO

As analises realizadas demonstraram que as formulagdes
contendo lecitina de soja e triglicerideos de acido caprico e caprilico
foram mais estdveis quanto ao tamanho de particula, indice de
polidispersdo e potencial zeta. A partir da metodologia de superficie de
resposta, pode-se obter as melhores formula¢des de nanoparticulas,
neste trabalho desejava-se obter formulagdes com alta eficiéncia de
encapsulagdo, baixo PDI e altos valores de potencial zeta. Assim, a
formulagdo otima escolhida para B-caroteno, volume de triglicerideo
de acido caprico e caprilico e lecitina de soja foi, 0,2160 mg/ml,
232,42 pL e 2,59 mg/ml, respectivamente.
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3 Desenvolvimento e caracterizacio de filmes de metilcelulose
contendo nanoparticulas de poli(e-caprolactona) e p-caroteno
incorporados na matriz filmogénica.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar filmes
ativos de metilcelulose utilizando diferentes concentragdes de
nanoparticulas de B-caroteno. Avaliou-se o efeito da incorporagdo de
nanoparticulas sobre as propriedades reoldgicas da solugdo filmogénica
assim como, o efeito da incorporacdo de nanoparticulas sobre as
propriedades dos filmes como: propriedades mecéanicas, oOpticas,
atividade antioxidante, liberagdo do B-caroteno da matriz polimérica,
solubilidade em agua e angulo de contato. Resultados apontam que as
propriedades mecanicas sdo altamente afetadas pela adicdo de
nanoparticulas a solu¢do dos filmes, sendo que o aumento da
concentracdo de nanoparticulas diminuiu o Mddulo de Young, porém
elevou-se a elongacdo dos filmes, mesmo assim, os valores obtidos para
as propriedades mecanicas sdo satisfatorios. Com relagdo a transmissao
da luz, a incorporacdo das nanoparticulas de B-caroteno promoveu uma
diminuicdo na porcentagem de transmitancia dos raios ultravioleta
através da matriz dos filmes, assim como da luz visivel, com o aumento
de nanoparticulas incorporados aos filmes. E, a incorporagdo das
nanoparticulas acarretou a desativagdo dos radicais ABTS,
demonstrando um aumento da atividade antioxidante com o aumento da
concentracdo de nanoparticulas. Estes resultados mostram que os filmes
desenvolvidos podem ser utilizados como barreira protetora a oxidagao.

Palavras-chave: Casting, Atividade antioxidante, Solubilidade,
Propriedades opticas; Propriedades mecanicas.
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3.1 INTRODUCAO

Pesquisas utilizando biopolimeros como matéria prima para
desenvolvimento de embalagens biodegradaveis vem ganhando atengéo
recentemente devido as preocupacdes a cerca dos problemas ambientais
gerados pelos materiais derivados de petroleo (Gounga, Xu & Wang,
2007; Ahmadi, Sareminezhad & Azizi, 2011; Kokoszka, Debeaufort,
Hambleton, Lenart & Voilley, 2010; Salgado, Ortiz, Petruccelli &
Mauri, 2010; Siripatrawan & Harte, 2010; Akhtar et al., 2012; Martins,
Cerqueira & Vicente, 2012; Reddy, Jiang & Yang, 2012). As principais
macromoléculas usadas na elaboragdo de biofilmes sdo proteinas
lipideos e polissacarideos, como metilcelulose, quitosana e
hidroxipropilmetilcelulose (Gounga et al., 2007; Rotta et al., 2009;
Ahmadi et al.,, 2011; Kokoszka et al., 2010; Salgado et al., 2010;
Siripatrawan et al., 2010; Akhtar et al., 2012; Martins et al., 2012;
Reddy et al., 2012). Estas biomoléculas se apresentam promissoras, em
razdo de serem abundantes, oriundas de fontes renovéaveis,
biodegradaveis, apresentarem baixo custo e serem capazes de formar
uma matriz continua.

Filmes de ésteres de celulose, como metilcelulose (MC) sdo
geralmente flexiveis, transparentes, soluveis em agua, inodoro, insipido
e resistentes a 6leos e gorduras (Kester & Fennema, 1986; Ahmadi, et
al., 2011). Além da sua barreira protetora, recentemente estes filmes tem
sido utilizados para fornecer um mecanismo de contengdo e liberagdo de
compostos ativos (Lacroix & Le Tien, 2005; Beaulieu, Park, Ballew
Mims & Kuk 2009).

A incorporagdo de antioxidantes em materiais para embalagens
tem se tornado notorio, pois a oxida¢do ¢ um dos principais problemas
que afetam a qualidade dos alimentos. Porém, os antioxidantes mais
frequentemente utilizados em alimentos e em embalagens ativas sdo
sintéticos, devido a sua alta eficiéncia, estabilidade e baixo custo.
Embora estes antioxidantes possam ser efetivamente utilizados em
embalagens para alimentos, existem preocupagdes quanto aos aspectos
toxicologicos (Jongjareonrak, Benjakul, Visessaguan, & Tanaka, 2008;
Siripatrawan & Noipha, 2012). Devido a estes aspectos, intmeras
pesquisas estdo sendo conduzidas empregando antioxidantes naturais
como alternativa aos antioxidantes sintéticos, como incorporacdo de a-
tocoferol em filmes de quitosana, uso de extrato de cha verde em filmes
de quitosana e extrato natural de beterraba e cenoura em filmes de

109



Capitulo 3

hidroxipropilmetilcelulose (Graciano-Verdugo et al., 2010; Siripatrawan
et al., 2010; Martins et al., 2012; Akhtar et al., 2012).

O P-caroteno tem recebido consideravel atengdo, ndo s6 por ser
precursor de vitamina A, mas também pelo seu papel como antioxidante
(Lopez-Rubio & Lagaron, 2011). No entanto, a utilizag@o industrial do
B-caroteno torna-se dificil devido & sua instabilidade sob calor, luz e
oxigénio, sendo sua degradacdo muito rdapida em condigdes ambientes,
apresentando assim baixa estabilidade quando comparado aos
antioxidantes sintéticos. (Mattea, Martin, Matias-Gago, & Cocero, 2009;
Hou et al., 2012). A fim de melhorar a estabilidade e solubilidade em
agua, os carotenoides podem ser dissolvidos na fase de oleosa de
nanoemulsdes 6leo-em-agua podendo ser facilmente incorporados nos
produtos alimentares (Tan & Nakajima, 2005; Hou et al., 2012).

As nanoparticulas quando adicionados a filmes e revestimentos
para alimentos, podem ter outras fungdes, como veiculos para diferentes
substancias, particularmente aditivos e suplementos alimentares, como
flavorizantes, pigmentos, antimicrobianos e antioxidantes. Sendo
utilizados também para estabilizar a qualidade dos produtos durante o
armazenamento, aumentando sua vida de prateleira (Lacroix et al., 2005;
Zambrano-Zaragoza, Mercado-Silva, Gutiérrez-Cortez, Castafio-Tostado
& Quintanar-Guerrero, 2011).

Neste contexto, buscou-se desenvolver filmes biodegradaveis
ativos de metilcelulose incorporados por nanoparticulas de B-caroteno e
avaliar suas propriedades mecéanicas, Oticas, antioxidantes, estabilidade,
etc., quando formulados com diferentes concentragdes de
nanoparticulas.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Material

Metilcelulose (MM = 88.000. Celulose, com substituicdo de
metoxilas entre 27,5-31,5% (peso), P-caroteno sintético (trans-P-
Caroteno - MM 536.87 g/mol), com pureza de 95%, Tipo I e o polimero
poli-g-caprolactona (PCL - MM 70.000-90.000) foram obtidos da
empresa Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO. USA). O surfactante aquoso
Pluronic” F68 Pastille, copolimero condensado de éxido de etileno e
oxido de propileno, da marca BASF Corporation, foi gentilmente doado
pela empresa Foscher Solutions Provider (Sdo Paulo, BR). O ¢6leo
utilizado como agente carreador do composto ativo foi a mistura de
triglicerideos de 4cido céaprico e caprilico (Palm-Oleo - Malasya).
Lecitina de Soja livre de gordura, com 70% de Fosfatidilcolina, grau
alimenticio (LIPOID S75), foi adquirida da empresa Lipoid GmbH
(Ludwigshafen, Germany). Acetona, etanol e todos os outros reagentes
utilizados foram de grau analitico (VETEC).

3.2.2 Desenvolvimento dos filmes de metilcelulose incorporados
por nanoparticulas de p-caroteno/PCL.

Nanocparticulas de B-caroteno foram preparadas pelo método
de nanoprecipitagdo, seguindo procedimento desenvolvido por Fessi,
Puisieux, Devissaguet, Ammoury and Benita (1989) e usando
concentragdes sugeridas por Mora-Huertas, Fessi & Elaissari (2010).
Solugdes de poli-g-caprolactona 30mg/mL, e solugdes de B-Caroteno
0,216 mg/mL foram solubilizadas utilizando acetona como solvente,
com auxilio de banho ultrassonico (Maxi Clean 1650 A- UNIQUE).
Lecitina de soja 2,59 mg/mL, foi dissolvida em uma mistura de
acetona:etanol (60:40), com ajuda de ultra-som. Um volume de 232,42
pL de oleo, triglicerideos de acido caprico e caprilico (MCT), foi
utilizado e todos estes componentes foram misturados e, a esta fase
organica foi adicionada lentamente, com ajuda de uma pipeta de Pasteur,
a fase aquosa contendo 1,0% (m/m) de Pluronic® F68 em agua Milli—Q®,
sob moderada agitacdo magnética, a 25°C, com formacdo instantanea
das nanoparticulas. A acetona, que rapidamente ¢ difundida para a fase
aquosa, ¢ entdo removida por agitagdo sob auséncia de luz, a
temperatura ambiente (25°C), “overnight” para total evaporagdo do
solvente organico. Apds total evaporagdo do solvente e concentracdo da
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solucdo até volume final desejado (25ml), as solu¢des foram filtradas,
utilizando filtro qualitativo (Whatman N°1), para eliminar particulas
maiores, como aglomerados e precipitados, que podem se formar na
solucdo. Apos a filtragdo, as formulagdes foram armazenadas em frasco
ambar e acondicionadas sob refrigeracdo (T = 5°C) para adicdo as
solugdes filmogénicas.

Para desenvolvimento dos filmes pelo método de casting,
utilizou-se solucdes aquosas de metilcelulose (2% m/v) e solugdes de
nanoparticulas de B-Caroteno nas propor¢des de 100/0 (metilcelulose
pura); 70/30; 50/50 e 30/70 (v/v) respectivamente. As solucdes
filmogénicas foram mantidas sob agitagdo magnética por 5 horas a
20°C, para perfeita homogeneizagdo. Os filmes foram preparados
colocando-se 10mL das soluc¢des filmogénicas em placas de Petri de
poliestireno até completa evaporagdo do solvente, em capela quimica
fechada, sob abrigo da luz, a temperatura ambiente (25°C). Apos esta
etapa, os filmes foram armazenados no escuro para analises posteriores.

3.2.3 Comportamento reolégico das solucoes filmogénicas

As medidas reolégicas das solugdes filmogénicas de
metilcelulose incorporadas por nanocéapsulas, assim como das solugdes
de metilcelulose pura foram realizadas em diferentes temperaturas,
20°C, 25°C, 30°C e 35°C em um Reometro Brookfield RVDV-IIICP, do
tipo cilindros concéntricos, com modelo de spindle do tipo SSA, SC4-
27. Utilizou-se redmetro equipado com um banho termoestatizado para
controle da temperatura e acoplado a um computador para utilizagdo do
Software Rheocalc 32. Para cada medida 5 ml de solugdo foi
cuidadosamente depositada no porta amostras do redmetro. Todas as
amostras foram deixadas descansar por 10 min depois de colocadas no
porta amostras para equilibrar a temperatura e induzir o stress de
relaxamento. Medicdes de fluxo em estado estaciondrio foram realizadas
para cada amostra em cada temperatura durante 20 min e os parametros
reolégicos (tensdo de cisalhamento, a taxa de cisalhamento, a
viscosidade aparente) foram obtidos a partir do software. As curvas de
fluxo experimentais foram ajustados para o modelo de Lei da Poténcia,
dado pela Equacéo 1:

T=k(y)" 6))
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onde 7 € a tensdo de cisalhamento (Pa), k é o indice consisténcia (Pa.s"),
y é a taxa de deformagdo e n é o indice de comportamento do fluxo
(adimensional). A influéncia da temperatura sobre a viscosidade das
solugdes, pode ser expressa por uma equacdo do tipo Arrhenius,
envolvendo a temperatura absoluta (7), a constante universal dos gases
(R) e a energia de ativagdo para a viscosidade (Ea):

Ea

k =k exp A )

onde k, = ¢, b = coeficiente linear; Ea/R = a, a = coeficiente angular da
equacdo da reta obtida do grafico In(k) vs. (1/T). O efeito da temperatura
e da taxa de deformagdo sobre a viscosidade pode ser combinada em
uma simples equa¢do (HARPER E EL SAHRIGI, 1965; apud STEFF,
1996):

Ea, .

. (=L _
o=f(T,y)=k.exp " (y) 3)

onde n ¢ o valor médio do indice de comportamento de fluxo em todas
as temperaturas.

3.2.4 Propriedades mecanicas dos filmes

Avaliou-se as propriedades mecanicas dos filmes de
metilcelulose com diferentes concentragdes de nanoparticulas de B-
caroteno (30, 50 e 70%, v/v), comparando-os aos filmes de metilcelulose
pura (MC). As propriedades mecanicas determinadas foram tensdo na
ruptura, deformacdo na ruptura e médulo de elasticidade (modulo de
Young). Os testes foram realizados usando um texturémetro TA.TX2-
Plus (Stable Micro Systems - Inglaterra), conforme o método ASTM
D882-95a (ASTM, 1995) que compreende a determinagdo das
propriedades de tensdo ou tragdo de plasticos em forma de folhas
delgadas, incluindo filmes, com espessura menor que 1,0 mm. A forga
maxima de ruptura (N), deformagdo na ruptura (extensdo no momento
da ruptura, mm), e modulo de elasticidade (N/mm) foram calculadas
através das curvas de forca (N) vs deformagdo (mm) que foram
registradas pelo software Expert®.
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Foram efetuadas 10 repeticdes de cada amostra, de dimensdes:
50 mm de comprimento e 25 mm de largura. A espessura dos filmes foi
medida com o auxilio de um micrémetro de méo eletronico (Digimess,
110.284) com divisdes de 0,01 mm e capacidade de leitura de 0 — 25
mm. A separacdo inicial das garras e sua velocidade de afastamento
foram de 50mm e 10mm/min, respectivamente. Antes das leituras, as
amostras foram equilibradas durante uma semana a umidade relativa de
75 £ 10 %, em dessecador com solugdo saturada de NaCl a 25 + 2°C,
estas mesmas condi¢gdes foram mantidas durante a realizacdo dos testes.
As medidas foram efetuadas dentro de um tempo médio de 5 minutos
para que as condigdes de temperatura e umidade relativa do ar ndo
interferissem nos resultados experimentais.

3.2.5 Avaliacao da cor dos filmes

Os parametros de cor dos filmes foram determinados através do
sistema CIELAB, utilizando um colorimetro Minolta (CR 400; Osaka,
Japan). No sistema CIELAB o pardmetro L* ¢ relatado como a
luminosidade da amostra e varia de 0 (preto) a 100 (branco), a*
representa as variagcdes da cor entre o (-) verde e o (+) vermelho e b*
representa as variagdes da cor entre (-) azul e (+) amarelo. Amostras
circulares, com 2 cm de didmetro, foram utilizadas para determinar os
pardmetros de cor L* a* e b* uma placa de porcelana branca foi
tomada como padrdo de calibragdo e como fundo para as medidas de cor
dos filmes. Além do padrdo branco, os filmes foram comparados com
uma amostra de policloreto de vinila (PVC) transparente (Royal Pack®)
¢ com polietileno de baixa densidade (PEBD) (Royal Pack™). No
entanto, para avaliar as variagdes de cor entre os filmes e os padrdes,
utilizou-se a Equagao 4.

AE = J(AL¥)? +(Aa®)* + (Ab*)? @)

onde: AL* = L* — Ly* Aa* = a* - ap*; Ab* = b* - by*, sendo e L* a* e
b* os valores de cor das amostras e Ly* ap* e bp* os valores de cor do
padrao metilcelulose pura, do PVC e do PEBD, cujos respectivos
valores estdo listados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Valores de Lyo* ay* e by* para os padrdes: cloreto de
polivinila (PVC) e polietileno de baixa densidade (PEBD).

Padrio Ly* ap* bo*
PVC 97,53 0,13 1,78
PEBD 97,66 0,11 1,99

Fonte: Autor, 2012.

3.2.6 Transmissao da luz

As medidas das propriedades de barreira dos filmes de
metilcelulose (padrao) e metilcelulose incorporados por nanoparticulas
de B-caroteno, contra a luz visivel e a radia¢do ultravioleta (UV), foram
realizadas no comprimento de onda de 210 nm (regido ultravioleta) e
500 nm (regido visivel), utilizando o espectrofotdometro modelo U-2010
(Hitachi UV-Visivel), segundo método proposto por Tang, Jiang, Wen e
Yang (2005) e modificado por Rotta, Ozoério, Kehrwald, Barra, Amboni
e Barreto (2009). Os filmes foram cortadas de forma retangular (0,7 x
1,5 cm) e colocadas em uma cubeta de quartzo. A transparéncia relativa
foi medida pela % de transmitancia a 210 nm e 500 nm, enquanto a
cubeta de quartzo vazia foi utilizada como controle. As medidas foram
realizadas em triplicata.

3.2.7 Capacidade antioxidante de desativacio dos radicais ABTS
dos filmes nanoestruturados

A atividade antioxidante dos filmes foi determinada pelo ensaio
de descoloragdo do radical ABTS. A técnica para geracdo do radical
ABTS (ABTS™) envolve a produgio direta do croméforo azul/verde
ABTS'" através da reagdo entre persulfato de potassio e ABTS. A
metodologia avalia a diminui¢io da absorbancia do radical ABTS™" a
734nm na presenga de espécies antioxidantes.

A solugio de ABTS™" foi diluida com etanol para obter uma
absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734nm (AKHTAR et al.,, 2012). Um
volume de 60uL da solucdo contendo os filmes, 0,1g de filme em 4ml de
etanol (95%), foram adicionadas a 2940 uL. da solugdo hidro-alcoolica
de ABTS', vortexadas por 30s e, depois de 7 min no escuro, a
absorbancia a 734nm foi lida, em espectrofotometro SP-2000UV da
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marca BEL Photonics®. A porcentagem de inibicdo do radical foi
calculada pela seguinte formula:

%l =(1-A, | A4))x100 )

onde, Ay é a absorbancia inicial e A; é a absorbancia final.

Os resultados foram expressos como atividade sequestradora de
radicais livres do Trolox (umol TEAC (Trolox equivalent)/g), onde os
valores TEAC foram definidos como a razdo entre as inclinagdes das
retas, onde % I (porcentagem de inibicdo) versus concentragdo das
amostras e Trolox foram plotados (MARTINI et al., 2010). Trolox foi
usado como padrdo (15 uM =0.13209 g/500 mL).

3.2.8 Liberacido do p-Caroteno a partir dos filmes de
metilcelulose

Para estudar a liberacdo de B-C dos filmes para o alimento,
seguiu-se o  Acordo  Europeu 82/711/EEC  (EUROPEAN
COMMUNITIES, 1982) e metodologia utilizada por Manzanarez-Lopez
e colaboradores (2011), onde o etanol puro pode ser utilizado como
simulante da matriz alimentar. Cada filme foi cortado retangularmente
(3 x 2 cm) e imerso em um frasco de vidro dmbar contendo 30 mL de
etanol, durante 10 dias, sendo que no primeiro dia a concentracdo do
composto ativo liberado foi analisada a cada hora, durante 10 horas, a
temperatura ambiente de 25°C. As analises do B-C foram executadas
utilizando um espectrofotometro SP-2000UV, marca BEL Photonics, no
comprimento de onda de 450 nm (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).
Curvas de calibracdo do B-caroteno em etanol, entre 0,5 a 6,0 ug/ml,
foram necessarias para a quantificacdo. No grafico plotou-se a
Absorbancia vs. Concentragdo conhecida de B-C. O grafico foi
linearizado e a equagdo da reta utilizada para determinar a concentragdo
de B-C, para cada solu¢do em que o filme foi imerso. Os experimentos
foram executados em triplicata.

3.2.9  Angulo de contato e energia livre superficial

O método utilizado para medir o dngulo de contato dos filmes de
metilcelulose puro e metilcelulose incorporado por nanoparticulas com
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os liquidos padroes (agua deionizada e diiodometano) foi o da gota
séssil, onde, através de uma seringa, uma gota do liquido padrio ¢
aplicada sobre a superficie dos filmes a ser caracterizada. O angulo
estatico que esta gota realiza com a superficie, através da inclinagdo da
tangente, ¢ calculado. A média dos angulos esquerdo e direito de cada
gota ¢ obtida para o valor do angulo de contato. O equipamento utilizado
foi o OCA 15EC (Filderstadt, Germany) com sistema processador de
imagem de alta resolugdo Data Physics Instruments.

Uma gota de cada liquidos padrdo, agua deionizada (yT =728
mN/m, v = 21,8 mN/m, y* = 51,0 mN/m) e diiodometano (y" = 50,8
mN/m, ¢ = 50,8 mN/m, y* = 0 mN/m), com 5 puL e 0,8 pL,
respectivamente foram utilizadas. A temperatura dos ensaios foi de 25°C
e o tempo para as medidas do angulo foi de 30 segundos apds a gota ser
depositada. A energia livre superficial e suas componentes (polar e
dispersiva) foram calculadas pelo modelo de Owens-Wendt, conforme
equacdo 6. Os ensaios foram feitos em triplicata.

v, (1+cos8) = 2Jy! Jy! +2fy2 vt 6)

onde: ySd e yLd componente dispersiva (interagdes Lifshitz-Van der
Waals) e, vs" € y.” componente ndo dispersiva (intera¢des polares, dcido-
base de Lewis).

3.2.10 Solubilidade em agua dos filmes

A medida da solubilidade em agua dos filmes foi realizada em
triplicata e determinada segundo método proposto por Gontard, Guilbert
e Cuq (1992) e modificado por Rotta e colaboradores (2009). Utilizou-se
amostras na forma de disco com 8,0 cm de diametro. As amostras foram
secas em estufa a 105°C, até peso seco constante, para retirada da
umidade. Em seguida, foram imersas em 100 mL de agua destilada. O
sistema foi agitado lenta e periodicamente por um periodo de 24 horas, a
25°C. Apos este periodo, as amostras foram armazenadas em estufa, a
105°C, até peso constante, para se determinar a massa seca final da
amostra (my). A solubilidade foi expressa em termos de massa
solubilizada (MS), de acordo com a Equagdo 7.

%MS = ((massajyicial - MaSSAfing])/MASSAjnicia) X 100 (7
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Reologia das solucdes

Os parametros reologicos obtidos para as solugdes filmogénicas
com diferentes concentragdes de nanoparticulas, avaliados a diferentes
temperaturas, sdo apresentados na Tabela 2.

A temperatura de 20°C as solugdes de metilcelulose pura
apresentaram menor valor de indice de consisténcia, observa-se que o
indice de consisténcia, representado por CI ou k, aumenta com o
aumento da concentragdo de nanoparticulas de B-caroteno as solugdes
dos filmes. Os valores de indice de consisténcia para as formulacdes
contendo concentracdes de 30 e 50% de nanoparticulas, nao
apresentaram diferengas significativas (P < 0,05). J& o comportamento
do fluxo a 20°C, tendeu a se afastar do comportamento Newtoniano (n =
1) com o aumento de nanoparticulas a solu¢ao de metilcelulose.

Tabela 2 - Parametros reoldgicos do modelo Lei da poténcia, a diferentes
temperaturas, para solugdes de filmes com diferentes concentragdes de
nanoparticulas, mantendo constante a concentracdo de metilcelulose (2%) em
todas as solugdes.

Solugdes

MC 30% 50% 70%

OT K* k k , k .
(°C)  (mPa.s") " (mPas’) " (mPa.s") (mPa.s")
646,75+ 767,45+ 800,20+ 888,65+

20 23,41° 0.7 16,40 0.7 0,57 0.7 26,23° 0.7
628,65+ 628,55+ 5853+ 668,45+

25 70,92° 0.7 18,60° 0.7 34,22° 0.7 4.450° 0.7
431,10+ 578,90+ 395,85+ 485,35+

30 28,99° 0.8 17,25° 0.7 7,99° 0.8 12,37° 0.7
353,25+ 482,65+ 304,75+ 339,85+

35 18,74¢ 0.8 10,82¢ 0.7 1,48° 0.8 7,280° 0.8

*k ou CI é o indice de consisténcia do fluido e n o indice de comportamento do
escoamento do modelo Power Law, t = k.D" Diferentes letras sobrescritas na
mesma coluna indicam diferenca significativa entre os valores (P < 0,05); MC=
solugdes de metilcelulose sem adi¢do de nanoparticulas. Fonte: Autor, 2012.

O aumento na temperatura, diminuiu o indice de consisténcia das
solucdes filmogénicas, independente da concentragdo de nanoparticulas
adicionadas. Todas as solugdes apresentaram comportamento
pseudoplastico, independente da concentracdo de nanoparticulas e da
temperatura estudada, pois apresentaram indice de escoamento do fluido
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menor que a unidade (n < 1). O comportamento encontrado ¢
caracteristico de fluidos pseudoplasticos, onde o valor de n decresce
com o aumento do conteudo de soélidos, sendo pouco afetado pela
temperatura. O indice de consisténcia (k) aumenta com o contetido de
solidos e geralmente decresce com o aumento da temperatura.

A partir da aplicagdo do modelo da Lei da poténcia, obteve-se os
dados de /n (k) e n para cada temperatura (Tabela 3), e plotou-se
graficos (In (k)) vs. (1/T), conforme Figura 1.

Tabela 3 - Dados de In(k) e indice de comportamento do escoamento para cada
solucdo filmogénica a diferentes temperaturas.

_ o In (k)

VT=1K TCO) MC 30% 50% 70%
0,00341 20 6,47 6,64 6,68 6,79
0,00336 25 6,44 6,44 6,37 6,51
0,00330 30 6,07 6,36 5,98 6,19
0,00325 35 5,87 6,18 5,72 5,83

n(t) 0,755 0,726 0,758 0,731

MC= solugdes de metilcelulose sem adigdo de nanoparticulas. Fonte: Autor,
2012.
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Figura 1 Graficos da variagdo do indice de consisténcia com a temperatura para
as solugdes de metilcelulose pura (MC), 30%, 50% e 70% de suspensoes de
nanoparticulas.

7.0
6.8 A
66
6.4
= - In (Cl) MC= 3944,48*x - 6,92
62 In (CI) 30 = 2660,42*x - 2,45
’ 8 In (CI) 50 = 5935,03" - 13,57
In (Cl) 70 = 5777,01% - 12,90
6,0
) 1/T:In (Cl) MC: *=0,9139
. ) 1/T:In (CI) 30: #=0,9787
2 S/ 1/T:In(Cl) 50: 2= 0,9956
58 y L2
1/TIn(Cl) 70: r?=0,9958
Y
/ e, In (ClyMC
56 “0. In (Cl) 30
0,00324 000328 000332  0,00336 000340 o jn(ciy 50
1T (1K) . In(Cl) 70

Fonte: Autor, 2012.

Estes graficos (Figura 2) foram plotados para todas as solugdes, e
a partir deles foi possivel obter os coeficientes angulares (a) e
coeficientes lineares (b), para construir as equagdes que descrevem a
viscosidade das solugdes filmogénicas, incorporadas por nanoparticulas,
em fungdo do tempo e da taxa de deformag@o.

As equacgdes sdo apresentadas na Tabela 4. Estas equagdes nos
permitem prever o comportamento de fluxo dos sistemas em diferentes
condigdes de tensdo de cisalhamento e taxa de deformagfoo em
diferentes temperaturas.

A energia de ativagdo de fluxo (Ea) nos permite distinguir as
solu¢des que sofrem maior variagdo da viscosidade aparente com a
temperatura, assim, nas solugdes filmogénicas contendo 70% e 50% de
dispersdo de nanoparticulas ocorre uma maior variagdo da viscosidade
com o aumento da temperatura, pois apresentaram os maiores valores de
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Ea. Tal fato, deve-se, provavelmente ao maior teor de lipideos (-
caroteno) nestes sistemas.

Tabela 4 - Equagdes que descrevem o comportamento reoldgico, das solugdes
filmogénicas, dependentes da temperatura.

Solugdes Equacdo do modelo para viscosidade aparente R
MC* o =0,989E-03.e%*D 50753 0,914
30% o =90,88E-03.e204D 0726 0,979
50% o =1,390E-06.¢"7>D 4073 0,996
70% 0 =2,450E-06."77D 50! 0,996

*MC: solug@o de metilcelulose sem adi¢do de nanoparticulas.
Fonte: Autor, 2012.

3.3.2 Propriedades mecanicas dos filmes

As propriedades mecanicas refletem a habilidade dos filmes em
proteger a integridade dos alimentos. A informagdo quantitativa dos
parametros mecanicos dos biofilmes € essencial para seu adequado
desenvolvimento. A resisténcia a tragdo (ou, tensdo na ruptura) ¢ a
tensdo maxima que o filme pode suportar antes de romper. A elongagéo
¢ geralmente determinada no ponto de ruptura, por isso também
chamada de elongagdo na quebra, e ¢ expressa como a medida da
porcentagem de variacdo do comprimento original do corpo de prova.
Modulo de elasticidade ou moédulo de Young, que mede a rigidez
intrinseca dos filmes, ¢ a razdo entre a tensdo e elongagdo na regido
linear (MURILLO-MARTINEZ et al., 2011).

A inclusdo de aditivos pode modificar as propriedades mecanicas
de filmes comestiveis e coberturas, devido as mudangas fisicas
induzidas na estrutura da rede, resultante das alteracGes fisico-quimicas
das interagdes polimero-polimero (EMBUSCADO e HUBER, 2009) .

A espessura dos filmes é considerada um importante parametro,
pois pode influenciar as propriedades de barreira dos filmes (AKHTAR
et al, 2012). A natureza (hidrofilica ou hidrofébica) da matriz polimérica
e seus componentes afetam a espessura dos filmes através das interagdes
quimicas e fisicas entre si. (SALMIERI e LACROIX, 2006; SEBTI et
al., 2007).

A Tabela 5 mostra o efeito do aumento da concentracdo de
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nanoparticulas de P-caroteno nos filmes de metilcelulose, sobre os
valores de espessura (mm), modulo de Young ou modulo de elasticidade
(EM), tensdo na ruptura (TS) e elongacdo na quebra (E, %) para os
filmes equilibrados a 75 £ 10% UR e 25 = 2°C.

Os valores de espessura variaram entre 0,0270 = 0,0040 (MC) e
0,0557 + 0,0061 (50%), conforme Tabela 5. Diferencas significativas (
P < 0,05) foram observadas entre os filmes de metilcelulose, que
apresentaram a menor espessura, ¢ os filmes contendo as nanoparticulas.
A espessura aumentou com o aumento da propor¢do de nanoparticulas
presentes nos filmes, isto ¢, os filmes com maior teor de nanoparticulas
apresentaram maior espessura, embora ndo tenha havido diferenca
estatistica entre os filmes com 50% e 70% de nanoparticulas. Além
disso, os valores pequenos para os devios padrdes indicam uma
excelente homogeneidade dos filmes. Park e Zhao (2004) também
observaram que a espessura dos filmes aumentava com o aumento da
concentracdo de solidos (minerais e vitamina E) em filmes de quitosana.
O aumento da espessura dos filmes pode ser um efeito combinado da
presenca de nanoparticulas e dos surfactantes na matriz polimérica, que
acarreta uma menor densidade de interagdes polimero-polimero, como
se percebe na avaliagdo da tensdo de ruptura, deformagdo na ruptura e
modulo de Young.

Tabela 5 - Dados espessura e propriedades mecanicas dos filmes de
metilcelulose puro (MC) e contendo nanoparticulas de [-caroteno, nas
proporgdes de 30, 50 e 70% de nanoparticulas adicionadas aos filmes.

Modulo de Tensdo na

. 1 Y
Filmes Espessura (mm) Young (MPa) Elongacao (%) Ruptura (MPa)

MC  0,0270 +0,0040° 134932 £83,99" 934+517"  41,18+8,74°
30%  0,0455+0,0051" 556,49 +89,20° 13,76+7,24"  19,49+5,02°
50% 0,0557+0,0061° 34840+70,71° 23.47+9,29"  1430+4,70"
70%  0,0545+0,0066° 286,01 + 44465 29,24+6,28"  13,64+229"

Valores sdo dados como média + desvio padrdo. Letras sobrescritas diferentes
na mesma coluna indicam diferencas significativas (P < 0,05) quando analisadas
por Tukey. Fonte: Autor, 2012.

A partir da Tabela 5, pode-se observar que o modulo de Young
(EM) dos filmes de MC diminuiu significantemente (P < 0,05) de
1349,32 para 556,49 MPa depois da adi¢do de 30% nanoparticulas de B-
caroteno. A tensdo na ruptura dos filmes de metilcelulose pura (MC) ¢
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significantemente (P < 0,05) maior do que valores encontrados para os
filmes adicionados de nanoparticulas. Porém, independente da
concentracdo de nanoparticulas adicionada, a tensdo na ruptura dos
filmes ndo apresentou alterag¢des significativas (P < 0,05).

Os resultados encontrados para os filmes de metilcelulose pura
estdo de acordo com a literatura. Pastor e colaboradores (2013)
encontraram para filmes contendo apenas metilcelulose (2%) valores de
1604,0 MPa para o modulo de elasticidade, 66,0 MPa para tensdo na
ruptura e 15% de elongagdo (E%), quando analisados a condi¢des de
75% UR e 25°C.

Observou-se um significante aumento da deformagdo na ruptura
dos filmes (E%), partindo de 9,34% para filmes de MC, chegando a
29,24 % de elongagdo quando adicionou-se 70% de nanoparticulas f-
caroteno, tornando os filmes mais elongdveis antes da ruptura. Este
comportamento pode ser explicado, provavelmente, pela presenca de
surfactantes nas suspensdes de nanoparticulas, onde estes podem estar
exercendo um papel plastificante entre as cadeias poliméricas, e o
aumento das suspensdes de nanoparticulas aumenta a quantidade de
surfactantes nas solucdes filmogénicas, aumentando a elongacdo dos
filmes, tornando-os menos quebradigos (menor moédulo de Young) e
com maior extensibilidade, porém com menor resisténcia a ruptura.
Tanto para os valores de espessura como para modulo de Young e
elongacdo, as amostras de filmes contendo 50% e 70% de dispersdo de
nanoparticulas ndo apresentam diferenga estatistica entre si, porém séo
estatisticamente diferentes quando comparadas aos filmes de MC e com
30% de nanoparticulas, embora os filmes com 70% tenham um menor
moddulo de Young e maior elongagdo na ruptura.

A adicdo de uma dispersdo homogénea de nanoparticulas em uma
rede polimérica de metilcelulose pode ter acarretado uma menor
interagdo entre as cadeias poliméricas, aumentando o espago
intercadeias, fato este observado na analise da espessura dos filmes,
induzindo as alteragdes no Modulo de Young e elongacdo. Além disso, a
presenca de moléculas de surfactantes no meio podem ter exercido um
efeito plastificante, aumentando a mobilidade das cadeias poliméricas,
induzindo uma maior elongagdo ¢ menor modulo de Young.

Rodriguez e colaboradores (2006) também encontraram para
filmes de amido utilizando como surfactante lecitina de soja, que o
aumento da concentragdo de lecitina nos filmes diminuiu a for¢a na
ruptura, ao passo que aumentou a elongacdo dos filmes. E atribuiram
este comporamento aos agentes tensoativos contidos nos filmes que
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podem exercer uma agdo plastificante, aumentando a mobilidade do
polimero.

Segundo Garcia (2000), os plastificantes diminuem as atragdes
intermoleculares entre cadeias poliméricas vizinhas e, como resultado,
eles geram maior flexibilidade e mudangas significativas nas
propriedades de barreira dos filmes formulados.

Lopez-Rubio e Lagaron (2010) quando estudaram filmes de PCL
incorporados por B-caroteno, encontraram que a adicdo do antioxidante
ao biopoliéster alterou consideravelmente as propriedades mecanicas
dos filmes formulados. Relataram, que um significativo efeito
plastificante foi observado sobre a incorporagdo do antioxidante.

Lopez-Rubio e Lagaron (2011) também encontraram este
comportamento quando estudaram a adi¢do de glicerol a filmes de
proteina de soja e a filmes de proteina de soja com B-caroteno, onde o
modulo de Young e a tensdo na ruptura dos filmes diminuiram enquanto
a % eclongacdo dos filmes aumentou. Porém, quando utilizaram
concentrado protéico do soro, as propriedades mecanicas dos filmes nio
foi alterada pela adi¢do do antioxidante, indicando que as interagdes
entre o biopoliimero e o B-caroteno foram provavelmente fracas.

3.3.3 Avaliacao da cor dos filmes

O sistema CIELAB foi utilizado para caracterizar as mudangas de
cor dos filmes utilizando diferentes concentragdes de nanoparticulas
antioxidantes. A Tabela 6 apresenta os resultados dos parametros de cor,
assim como a diferenca de cor dos filmes desenvolvidos em relagdo aos
filmes de metilcelulose pura (4Eyc), PVC (4Epyc) e PEBD (4Epgpp).

Quando se aumentou a quantidade de nanoparticulas de pB-
caroteno incorporadas aos filmes de metilcelulose, as coordenadas L* e
a* diminuiram, apresentando diferengas significas (P < 0,05), indicando
a diminui¢do da luminosidade e um ligeiro deslocamento da cor para o
eixo do verde. A coordenada b* aumentou significantemente (P < 0,05)
com o aumento da concentragdo de nanoparticulas de [-caroteno
incorporadas aos filmes, indicando que os filmes tornaram-se amarelos.
Este comportamento ja era esperado, pois os carotenoides sdo
conhecidos por conferir coloragdo que varia do amarelo ao vermelho.
Assim, o aumento na quantidade de nanoparticulas de B-caroteno,
adicionadas as solugdes filmogénicas também aumenta a intensidade da
cor amarela dos filmes. Comportamento similar foi encontrado por
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Lopez-Rubio e colaboradoes (2010) quando estudaram a incorporagdo
de B-caroteno em filmes de PCL e PEBD, onde os filmes tornaram-se
mais laranja-vermelho com a incorporacdo do B-caroteno.

Tabela 6 - CIE L*a*b* valores e variagdo total de cor (AE) para filmes de
metilcelulose puro e adicionados de nanoparticulas de B-caroteno. Filmes de
metilcelulose puro, PVC e PEBD foram usados como referéncia.

Filmes L* a* b* AE**MC AEPVC AEPEBD
97,29+ 0,14+ 1,81+

*MC - . . . 025 | 042
0,02 0,005 0,005
96,42+ —2,52+ 13,78+

30% . . - 1228 | 1233 | 12,14
0,20 0,35 1,82
95,49+ =525+ 31,60+

50% - - | 3033 | 3036 | 30,17
0,05 0,17 1,17
94,77+ —6,35+ 43,09+

70% ) d = | 4186 | 4190 | 41,70
0,26 0,12 2,31

Diferentes letras sobrescritas nas mesmas colunas indicam valores
significativamente diferentes (P < 0,05). Resultados sdo médias + desvio
padrdo, n = 3. *MC = filmes de metilcelulose pura. **AE = ((Aa"‘)2 + (Ab*)2 +
(AL*)*"*_ Fonte: Autor, 2012.

As diferengas de cor entre os filmes de metilcelulose pura e PVC,
assim como para o PEBD, apresentaram-se quase imperceptiveis ao olho
humano. Porém, para os filmes contendo nanoparticulas de B-caroteno,
as diferencas de cor, quando comparados ao PVC e ao PEBD foram
significativas (P < 0,05) e aumentaram com o aumento de
nanoparticulas adicionadas aos filmes.

3.3.4 Transmissao da luz

Filmes de metilcelulose com e sem B-caroteno apresentaram
diferentes perfis de transmissdo da luz visivel (500 nm) e UV (210 nm).
Os filmes contendo somente metilcelulose apresentaram uma alta
transmissdo da luz na regido do visivel e UV, porém com o aumento da
concentragdo de nanoparticulas de B-caroteno a matriz filmogénica,
pode-se verificar que a transmitancia dos filmes diminuiu drasticamente,
aumentando a barreira dos filmes a luz UV e visivel, evidenciando o
carater protetor dos filmes em ambos os comprimentos de onda.
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Diferengas significativas (P < 0,05) foram encontradas quando se
adicionou nanoparticulas de B-caroteno aos filmes. Porém, para os
filmes formulados com 50 e 70% de nanoparticulas n3o houve
diferengas significativas para os valores de transmissdo da luz, tanto na
regido do ultravioleta (500 nm), quanto para o visivel (210 nm), como
pode ser visualizado na Tabela 7.

A adi¢do de 70% de nanoparticulas aos filmes levou ao menor
valor de transmitancia na regido do UV e visivel. Como resultado, o
baixo nivel de transmissdo na regido do UV pode fazer dos filmes
contendo nanoparticulas de B-caroteno uma 6tima barreira para prevenir
a oxidagdo lipidica induzida pela radiacdo ultravioleta, apresentando
assim grande importincia para uso como embalagens para alimentos,
onde as principais fontes de degradagdo sdo foto-oxidativas. Assim, o
uso destes filmes biodegradaveis adicionados por nanoparticulas, por
absorverem esta radiacdo UV, tornam-se uma Otima alternativa para
retardar a oxidagdo dos alimentos.

Tabela 7 - Caracteristicas de transmiss@o de luz para filmes de metilcelulose
puro (MC) e metilcelulose incorporados por nanoparticulas de B-caroteno

Composic¢ao Filmes Transmitancia 210nm Transmitancia 500nm
MC 40,73+0,929° 82,37+0,981°
30% 4,033+1,266" 54,23+1,201°
50% 1,167+0,723¢ 33,77+1,185¢
70% 1,033+0,208° 29,37+5,773¢

*Diferentes letras sobrescritas na mesma coluna representam diferenga
significativa dos valores (P < 0,05).
Resultados sdo médias + desvio padrdo, n = 3. Fonte: Autor, 2012.

Resultados semelhantes foram encontrados por Martins e
colaboradores (2012), onde os baixos niveis de transmissao na regido do
UV, fazem dos filmes de quitosana adicionados por alfa-tocoferol uma
excelente barreira a luz UV.

Tongnuanchan, Benjakul e Prodpran (2012) também ancontraram
para filmes de gelatin de pele de peixe, que a incorporagdo de dleos
essenciais diminuiu a transmissdo da luz na regido do UV e visivel.
Filmes controle, apresentaram transmissao da luz de 55,70% e 85,12%,
na regido do ultravioleta (280 nm) e visivel (500 nm), respectivamente.
A adigdo de dleo essencial de bergamota aumentou a propriedade de
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barreira dos filmes, com valores de transmitancia da luz de 15,17% (280
nm) e 66,98% (500 nm). Os resultados indicaram que todos os 6leos
essenciais adicionados aos filmes foram capazes de impedir a
transmissao da luz.

3.3.5 Capacidade antioxidante de desativacio dos radicais ABTS
dos filmes nanoestruturados

A estabilidade antioxidante dos filmes de metilcelulose
incorporados por diferentes concentragdes de nanoparticulas de f-
caroteno foi avaliada. Todos os filmes desenvolvidos exibiram atividade
antioxidante pois foram capazes de desativar os radicais ABTS™.

Os filmes desenvolvidos com 70% de nanoparticulas de f-
caroteno apresentaram capacidade antioxidante de desativagdo dos
radicais ABTS significativamente (P < 0,05) maior quando comparado
ao tratamento controle, contendo apenas metilcelulose. Os tratamentos
intermediarios contendo 30% e 50% de nanoparticulas ndo apresentaram
diferencas significativas a nivel de 95% de confian¢a com relacdo ao
controle (MC) e ao tratamento utilizando 70% de [-caroteno, como
mostrado na Tabela 8.

Tabela 8 - Atividade antioxidante dos filmes de metilcelulose incorporados por
nanoparticulas de B-caroteno em diferentes concentragdes.

% de Concentragao Cg:?fgrﬁg:o % de ’{:L(I)Ill(()))l(
nanoparticulas  de MC nos o (e (B inibicao TEAC/g de
nos filmes filmes (g/L) s 6o ko) MC/B-C i)
MC 20 0,0000* 5,1240,32°  1,86+0,170°
30% 20 0,0537° 8,00+2,12°  3,38+1,115%
50% 20 0,0904° 8,99+1,65  3,90+0,866™
70% 20 0,1257* 11,11£1,79*  5,01+0,942°

*Diferentes letras sobrescritas na mesma coluna representam diferenga
significativa dos valores (P < 0,05) pelo teste de Tukey. Fonte: Autor, 2012.

Estes baixos valores de inibi¢do dos radicais ABTS podem ser
atribuidos a caracteristica do P-caroteno em regenerar outro
antioxidante, e ndo a fung@o de doar protons como os antioxidantes
primarios. Mesmo assim, todos os filmes desenvolvidos apresentaram
atividade antioxidante, podendo ser utilizados como matéria-prima para
embalagens ativas antioxidantes.
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Tongnuanchan, Benjakul e Prodpran (2012) encontraram
resultados semelhantes quando desenvolveram filmes antioxidantes de
gelatina de pele de peixe incorporados por diferentes 6leos essenciais
citricos. Os filmes controle, sem adicdo dos Oleos essenciais, também
apresentaram atividade desativadora dos radicais ABTS. Os filmes
incorporados por o6leo essencial de bergamota apresentaram maior
atividade desativadora dos radicais ABTS, 4,33 + 0,59 (umol TEAC/g
filme seco), enquanto o valor de atividade antioxidante de desativagdo
dos radicais ABTS para os filmes adicionados de 6leo essencial de liméo
foi 2,54 + 0,33 (umol TEAC/g filme seco).

3.3.6 Liberacio de B-caroteno dos filmes de metilcelulose

A migracdo é um processo de transferéncia de massa através do
qual substincias de baixo peso molecular, inicialmente presentes na
embalagem ou filme, sdo libertados para o produto, como resultado dos
processos de dissolugdo, difusdo e equilibrio (CRANK, 1975;
GRACIANO-VERDUGO et al., 2010). O etanol 95% ¢é usualmente
utilizado como simulante oleoso de alimentos gordurosos, oOleos e
gorduras devido a sua similar hidrofobicidade (AKHTAR et al., 2012).

Os perfis de liberagdo do P-caroteno a partir dos filmes de
metilcelulose, com diferentes proporgdes de nanoparticulas de -
caroteno, para o etanol 95% a 20°C, sdo apresentados na Figura 2, onde
os resultados sdo expressos em funcdo da concentragdo de B-caroteno
liberado por grama de filme. Observa-se, a partir dos resultados obtidos,
que o aumento da concentragdo de nanoparticulas de PB-caroteno nos
filmes, também aumenta a quantidade de B-caroteno liberado. Os valores
maximos de B-caroteno liberados foram de 7,68 pg/ml, 9,31 pg/ml e
10,93 pg/ml por grama de filme, para filmes com 30, 50 e 70% de
nanoparticulas, respectivamente.

Os filmes adicionados de diferentes porcentagens de
nanoparticulas apresentaram o mesmo comportamento de liberagdo do
B-caroteno, com a liberagdo atingindo seu maximo na 10* hora de
contato com o simulante e, a partir de 100 horas de liberagdo, pode-se
observar que a liberacdo atingiu o equilibrio. A liberacdo de altos niveis
de pB-caroteno foi rapida e este comportamento ¢ atribuido a sua
hidrofobicidade e alta afinidade pelo alcool 95%.

Mesmos perfis de liberagdo e graficos de difusdo foram
encontrados por Gemili, Yemenicioglu e Altinkaya (2010) quando
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estudaram a liberagdo de acido ascorbico e tirosina a partir de filmes de
acetato de cellulose durante 300 horas de analise.

Graciano-Verdugo e colaboradores (2010) encontraram
diferengas significativas (P < 0,05) nos resultados de liberagdo de o-
tocoferol dos filmes de PEBD incorporados por diferentes concentragdes
do antioxidante. A quantidade de antioxidante nos filmes diminuiu mais
de 50% depois de 2 horas de contato com o 6leo de milho, para todas as
temperaturas analisadas; porém, no 6leo o aumento da quantidade de
antioxidante ndo foi mais de 10% do que o esperado no mesmo tempo.
Durante a primeira semana, os filmes de PEBD ocorreu uma redugio de
90% do conteido de a-tocoferol dos filmes, quando submetidos a
temperatura de 20°C. Porém, o aumento maximo de a-tocoferol no 6leo
foi de 63% e 70%, para filmes incorporados por 19,07 £ 0,55 ¢ 30,18 +
0,39 mg de a-tocoferol por grama de filme, respectivamente. Atribuiram
esta diferenca a degradacdo do a-tocoferol quando em contato com os
radicais livres presentes no 6leo insaturado.

Figura 2: Concentragdo de B-caroteno liberada dos filmes para etanol (95%) a
20°C.
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3.3.7 Angulo de contato e energia livre superficial

O angulo de contato ¢ um indicador das propriedades
hidrofilicas/hidrofobicas dos filmes. Os dngulos de contato assim como
a energia livre superficial para todos os filmes de metilcelulose e
metilcelulose incorporados por nanoparticulas de PCL/B-caroteno, estdo
listados na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de angulo de contato e energia livre superficial dos filmes de
metilcelulose pura (MC) e metilcelulose incorporados por 30, 50 e 70% de
nanoparticulas de B-caroteno.

Angulo de contato (°) Modelo Owens-Wendt
- Agua Energig X ]
ilmes Diiodometano ~ Superficial v ¥
deionizada Total (mN/M) (mN/M)
(mN/M)

67,08+ 54,90+

MC 1,66" 1,03* 43,15 11,64 31,50
51,64+ 35,42+

30% 3,65° 1,65 58,09 16,25 41,83
45,36+ 31,99+

50% 2,50° 0,43°¢ 62,50 19,12 43,38
37,24+ 24,79+

70% 0,72° 2,51° 68,41 22,18 46,23

y"*= componente polar e yd = componente dispersiva. Valores sdo dados como
média + desvio padrdo. Diferentes letras sobrescritas indicam diferengas
significativas (P < 0,05) quando analisados pelo teste de Tukey. Fonte: Autor,
2012.

A energia superficial total aumentou com o aumento da
propor¢do de nanosuspensdes na formulagdo dos filmes, mantendo-se
constante a concentragdo de polimero. Tanto a energia superficial
dispersiva (yd) como polar (y*) também aumentaram, em funcdo da
maior concentracdo de surfactantes na matriz do filme, devido a sua
caracteristica anfifilica apresentando grupos polares e apolares,
contribuiu para um efeito de maior molhabilidade, tanto de liquidos
polares, como a agua, como de liquidos apolares (dispersivos) como o
diiodometano.

No que diz respeito ao angulo de contato, quando em contato com
a agua deionizada, os filmes de MC puro apresentaram-se mais
hidrofobicos do que os filmes incorporados por nanoparticulas, e o
aumento de suspensdes de nanocapsulas nos filmes diminuiu o angulo
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de contato, tornando a gota de agua mais espalhdvel, ou seja, filmes
mais hidrofilicos.

No entanto, quando em contato com o diiodometano, os filmes de
MC puros apresentaram o maior angulo de contato, e quando adicionou-
se nanosuspensdes aos filmes o 4angulo de contato diminuiu,
confirmando o aumento da molhabilidade dos filmes também com
solventes apolares, como pode ser visualizado na Figura 4.

De acordo com Rodriguez e colaboradores (2006) quando
estudaram filmes de amido incorporados por diversos tipos de
surfactantes, Tween 20, Span 80 e Lecitina de soja, os surfactantes
aumentaram a propriedade de molhabilidade dos filmes por diminuir a
tensao superficial.

3.3.8 Solubilidade em agua dos filmes

A solubilidade em agua dos filmes pode fornecer indicagdes sobre o
comportamento de um filme em um meio aquoso, incluindo a sua
resisténcia ou degradabilidade sob essas condi¢cdoes (NUNES et al.,
2013).

A analise de solubilidade dos filmes foi realizada em um periodo de
24h. Durante este periodo foi acompanhado o comportamento dos filmes
com diferentes proporg¢des de nanoparticulas de B-caroteno. Apds 24h,
todos os filmes analisados apresentaram-se totalmente soliveis, este
comportamento pode ser atribuido a alta hidrofilicidade da
metilcelulose. Estes resultados sdo desejaveis quando o objetivo € obter
filmes biodegradaveis.
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3.4 CONCLUSAO

Os resultados mostram que a encapsulacdo do B-caroteno foi uma
eficiente ferramenta utilizada para facilitar a solubilizagdo deste
composto ativo na solugdo de metilcelulose. A adi¢do das suspensdes de
nanoparticulas proporcionou melhor homogeneidade da solugéo
filmogénica, quando comparado a solucdo de metilcelulose pura e a
solucdo de metilcelulose adicionada diretamente de -caroteno .

Através do método de casting foi possivel desenvolver filmes de
metilcelulose incorporados por suspensdes de nanoparticulas, em escala
de laboratorio. Os resultados de analise mecanica nos mostraram que 0s
filmes formulados apresentaram uma diminuig@o significativa na Forga
e no modulo de Young, quando se aumentou o conteido de
nanoparticulas em solucdo, porém filmes muito mais elasticos foram
obtidos. Quanto aos pardmetros de cor, os filmes incorporados por
nanoparticulas de [B-caroteno apresentaram colora¢do amarela. Com
relagdo a transmissdo da luz, pode-se inferir a partir dos dados que os
filmes incorporados por nanoparticulas de B-caroteno, apresentaram-se
como uma efetiva barreira a radia¢do da luz UV.

Estes resultados nos levam a pensar em uma outra forma de
aplicar estes filmes, ndo apenas como filmes para embalagens, devido a
reducdo na resisténcia mecanica pela incorporagdo das nanoparticulas
antioxidantes e alta solubilidade destes filmes, mas também como
coberturas para alimentos. Os filmes desenvolvidos poderiam ser
utilizados como cobertura para oleaginosas, aumentando sua vida de
prateleira, por retardar processos oxidativos, devido a caracteristica de
ser barreira a radiagdo UV e apresentar capacidade de desativacdo dos
radicais ABTS. Assim, estes filmes podem ser promissores materiais
para utilizagdo como embalagens ativas, incluindo a conservacdo e
extensao da vida de prateleira de alimentos.
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