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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes poliméricos a base de
dlcool polivinilico incorporados com nanoparticulas lipidicas sélidas
contendo «-tocoferol e avaliar a possibilidade de seu uso como
embalagens ativas antioxidantes para preservacdo de alimentos. As
nanoparticulas lipidicas contendo a-tocoferol foram preparadas pela
técnica da homogeneizacdo a alta pressdo. A metodologia de superficie
de resposta foi empregada para avaliar a influéncia das concentracdes de
a-tocoferol e dos surfactantes Lipoid S75 e Pluronic F68 sobre a
recuperacdo total do o-tocoferol, didmetro médio de particula e
potencial zeta, a fim de se obter condi¢des Gtimas para o preparo das
nanoparticulas. Foram também avaliadas a estabilidade das dispersdes
através do didmetro médio de particula, potencial zeta, indice de
polidispersdo e recuperagdo total do a-tocoferol pelo periodo de 21 dias
em temperaturas de 6, 20 e 40 °C. A formulacdo 6tima foi caracterizada
quanto a morfologia das particulas e através de anélises de raios-X e
calorimetria exploratéria diferencial. As condigdes O6timas para a
encapsulacdo do o-tocoferol foram obtidas com 1,1% (m/v) de o-
tocoferol, 0,75% (m/v) de Lipoid S75 e 1,3% (m/v) de Pluronic F68,
com valores experimentais de 75,4%, 214,5 nm e -41,9 mV para
recuperacdo total do o-tocoferol, didmetro médio de particula e
potencial zeta, respectivamente. Esta preparacdo foi estdvel durante 21
dias de estocagem a 6 C°. O lipideo sélido (behenato de glicerila)
modificou sua natureza cristalina da forma [’ polimérfica em sua forma
pura para o ¢ B’ polimorfica na forma de nanoparticula. Os filmes de
dlcool polivinilico foram desenvolvidos pela técnica de casting com a
adicdo de trés diferentes proporcdes de nanoparticulas e foram
caracterizados através de analise de fluorescéncia, transmissio de luz e
opacidade, atividade antioxidante, liberacdo do o-tocoferol em etanol
95%, bem como morfologia, espectroscopia no infravermelho, raios-X,
propriedades térmicas, propriedades mecanicas e dngulo de contato. A
adi¢do de nanoparticulas nos filmes de dlcool polivinilico diminuiu
significativamente a tensdo na ruptura, o modulo de elasticidade e a
elonga¢do e aumentou a espessura dos mesmos, tornando os filmes
menos rigidos e eldsticos. Os filmes com nanoparticulas se apresentaram
mais hidrofilicos quando comparados com o filme controle. Foram
observadas alta atividade antioxidante e propriedades de barreira contra
a luz UV e visivel. Além disso, houve uma liberacdo rdpida e



sustendada do o-tocoferol para o simulador de alimentos. O espectro no
infravermelho e as andlises térmicas dos filmes mostraram que a
incorporagdo das nanoparticulas com antioxidante afetou a estrutura
quimica dos filmes com o estabelecimento de novas liga¢des quimicas e
diminuig¢do da cristalinidade.

Palavras-chave: o-Tocoferol. Nanoparticulas lipidicas  sélidas.
Embalagem antioxidante. Alcool polivinilico.



ABSTRACT

The aim of this study was to develop polymeric films based on poly
(vinyl alcohol) incorporated with solid lipid nanoparticles containing o-
tocopherol and evaluate the possibility of their use as antioxidative
packaging in food preservation. Lipid nanoparticles containing o-
tocopherol were prepared by homogenization at high pressure. The
response surface methodology was used to evaluate the influence of the
concentrations of a-tocopherol and of the surfactants Lipoid S75 and
Pluronic F68 on a-tocopherol recovery rate, mean particle size and zeta
potential, in order to obtain optimal conditions for preparation of
nanoparticles. We also assessed the stability of dispersions from through
mean particle size, zeta potential, polydispersity index, and a-tocopherol
recovery rate for 21 days at temperatures of 6, 20 and 40 °C. The
optimal formulation was characterized as the morphology of the
particles and through x-ray analysis and differential scanning
calorimetry. The optimum conditions for the encapsulation of a-
tocopherol were obtained at 1.1% (w/v) of a-tocopherol, 0.75% (w/v) of
Lipoid S75 and 1.3% (w/v) of Pluronic F68, and the experimental values
of 75.4%, 214.5 nm, and -41.9 mV for a-tocopherol recovery rate, mean
particle size, and zeta potential, respectively. This preparation was
stable during 21 days of storage at 6 ° C. The solid lipid (glyceryl
behenate) changed its crystalline nature of the 8 'polymorphic form in its
pure form for a and B' polymorphic form when nanoparticle. The poly
(vinyl alcohol) films were developed by "casting" with the addition of
three different ratios and the nanoparticles were characterized by
fluorescence analysis, light transmission and opacity, antioxidant
activity, o-tocopherol release in fat food simulant, as well as
morphology, infrared spectroscopy, X-ray, thermal properties,
mechanical properties and contact angle. The addition of nanoparticles
into films of poly (vinyl alcohol) significantly reduced stress, elastic
modulus, and elongation and increased the thickness, making the films
less rigid and elastic. Films with nanoparticles showed more hydrophilic
compared to the control film. We observed a high antioxidant activity
and barrier properties against UV and visible light. In addition, there
was a burst and sustained release of a-tocopherol in the food simulant.
The infrared spectrum and thermal analysis of the films showed that
incorporation of nanoparticles with antioxidant affected the chemical
structure of the films with the establishment of new chemical bonds and
decreased crystallinity.



Keywords: o-tocopherol. Solid lipid nanoparticles. Antioxidant
packaging. Polyvinyl alcohol.
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INTRODUCAO

A propriedade mais importante das embalagens destinadas para
alimentos € a protecdo efetiva do produto alimenticio contra fatores
externos até o momento do seu consumo. A preocupagdo dos
consumidores e das inddstrias com a qualidade e seguranca dos
alimentos levou ao desenvolvimento das embalagens ativas, as quais
podem carrear compostos bioativos, que sdo liberados com a finalidade
de proteger os alimentos das degradacdes quimicas e microbioldgicas
(HAN, 2005; ROONEY, 2005).

No caso das embalagens adicionadas de antioxidantes, a liberagdo
destes compostos nos alimentos tem a finalidade de prevenir e/ou
retardar o processo de oxidagdo (HAN, 2005; LEE, 2005; WESSLING
et al., 1999). O processo de oxidagdo, a principal causa de deterioracio
em alimentos a base de lipideos, tem como consequéncia o
desenvolvimento da rancidez oxidativa, caracterizada por modifica¢des
na cor, sabor e aroma do alimento, que levam geralmente a rejei¢do do
produto, além da diminuicio da qualidade nutricional com
consequéncias importantes para a saide (BREWER, 2011; NDHLALA;
MOYO; VAN STADEN, 2010; SHAHIDI; ZHONG, 2010;
MOZAFARI et al., 2006; VAN AARDT et al., 2004; TUCKER, 2003).
A oxidacdo pode ser retardada através da adicdo de antioxidantes
naturais ou sintéticos, seja como aditivo alimentar, ou indiretamente
pela difusdo através do material da embalagem (TUCKER, 2003; VAN
AARDT et al., 2004).

Os antioxidantes sintéticos e os naturais s@o amplamente
utilizados em produtos alimenticios, no entanto, alguns antioxidantes
sintéticos tornaram seu uso controverso devido aos potenciais efeitos
adversos sobre a saude humana. As fontes naturais de antioxidantes, tais
como os tocoferdis, tém sido aplicadas extensivamente na inddstria de
alimentos (SHAHIDI; ZHONG, 2010; MOZAFARI et al., 2006), uma
vez que sdo substancias geralmente reconhecidas como seguras para os
produtos alimentares (VERMEIREN et al,. 1999; SOZER; KOKINI,
2009).

A vitamina E € um nutriente e antioxidante lipossoliivel que pode
efetivamente eliminar os radicais peroxil lipidicos e atuar como
sinergista com outros antioxidantes, tais como &cido ascérbico e
carotendéides (BREWER, 2011; NDHLALA; MOYO; VAN STADEN,
2010; SHAHIDI; ZHONG, 2010). A vitamina E possui vérios isdmeros,
incluindo o a-tocoferol (a-TC), que é a forma mais abundante na
natureza (MARTINS; CERQUEIRA; VICENTE, 2012; BYUN et al.,
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2011; GONNET; LETHUAUT; BOURY, 2010; HATANAKA et al,,
2010). Esta forma é amplamente utilizada na suplementagdo de vitamina
E e como um antioxidante pelas inddstrias alimenticias, cosméticas e
farmacéuticas (GONNET; LETHUAUT; BOURY, 2010; HATANAKA
et al., 2010; YOO et al., 2006). No entanto, além de termolabeis e
sensiveis a presenga de oxigénio, o fato desses compostos serem
insoliveis em &dgua torna seu uso problemdtico nas formulagdes de
alimentos e filmes para embalagens (CHEONG et al., 2008; WEISS et
al., 2008; YOO et al., 2006; TAN; NAKAJIMA, 2005).

Neste contexto, a nanotecnologia oferece potencial para protecdo
de algumas propriedades dos compostos bioativos (KHAYATA et al.,
2012; ZIANI; FANG; MCCLEMENTS, 2012; SOZER; KOKINI,
2009; CHEONG et al., 2008; WEISS et al., 2008; MOZAFARI et al.,
2006; DINGLER et al., 1999). As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS)
sdo particulas constituidas de lipideos no estado sélido com didmetro
entre 50-1000 nm, as quais sdo dispersas em dgua ou solugcdes aquosas
com surfactantes (MEHNERT; MADER, 2012).

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) aumentam o potencial
de aplicacdo dos compostos pelo aumento na biodisponibilidade dos
mesmos e prote¢do as reacdes de degradacdo quimica e representam
uma alternativa aos carreadores coloidais tradicionais para encapsulagdo
de vitaminas, antioxidantes e outros compostos ativos lipossoliiveis
(SWATHI et al., 2010; TRUJILLO; WRIGHT, 2010; CHEONG et al.,
2008; WEISS et al., 2008; MOZAFARI et al., 2006; SAUPE; RADES,
2006; MULLER; MADER; GOHLA, 2000; DINGLER et al., 1999). De
acordo com o acima exposto, o a-TC pode ser um candidato para o
encapsulamento em sistemas de NLS.

A produgdo de NLS é mais comumente realizada pelo método de
homogeneizacdo a alta pressdo (HAP). HAP tem emergido como um
método eficiente para a preparacdo de NLS e tem sido utilizado para
emulsionar, dispersar, misturar e processar os produtos em vdrias dreas
industriais, tais como produtos quimicos e farmacéuticos, alimenticios e
biotecnologicos (MEHNERT; MADER, 2012; SAUPE; RADES, 2006;
MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

As propriedades fisico-quimicas das NLS s3o controladas por
muitos fatores, tais como a natureza e concentracdo dos lipideos e
surfactantes e concentracdo do composto ativo (SOUTO et al., 2011).
Nestas situagdes, em que diversas varidveis podem influenciar as
propriedades do sistema, a metodologia de superficie de resposta (RSM)
se torna uma ferramenta adequada para avaliar as relagGes entre estas
varidveis (fatores) e as propriedades (respostas), tornando possivel
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alcancar uma formulacdo adequada para preparacdo das particulas
(CALADO; MONTGOMERY, 2003; BAS; BOYACI, 2007).

O composto ativo encapsulado na prépria embalagem parece uma
abordagem promissora, pela possibilidade de maior protecio e liberagio
dos mesmos de forma mais controlada (SOZER; KOKINI, 2009). As
tendéncias atuais indicam crescimento na utilizacdo de plasticos
biodegraddveis com o aumento da disponibilidade de materiais
adequados e pela demanda social e legislativa (MARTINS;
CERQUEIRA; VICENTE, 2012; TANG; ALAVI, 2011;
SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010). No entanto, polimeros
biodegraddveis a partir de fontes fosseis sdo comumente usados para
aplicacdes em embalagens. Um exemplo deste tipo de polimero é o
alcool polivinilico (PVA), um polimero solivel em dgua que tem atraido
o interesse para a producdo de materiais plasticos ecoldgicos e tem sido
utilizado em uma grande gama de aplicacdes industriais, comerciais, de
alimentos e farmacéutica (TANG; ALAVI, 2011).

O objetivo do presente estudo foi determinar as condicdes ideais
para producdo das NLS contendo o-tocoferol e incorpord-las em filmes
de PVA, avaliando a influéncia da adi¢do de diferentes propor¢des das
NLS nas propriedades dos filmes. Primeiramente, o delineamento
composto central (CCD) foi utilizado para investigar a influéncia da
concentracdo dos surfactantes hidrofilico e lipofilico e da concentragio
de oa-tocoferol sobre o didmetro médio das particulas, potencial zeta e
taxa de recuperagdo de o-tocoferol. A formulagdo escolhida como ideal
foi avaliada por calorimetria exploratdria diferencial (DSC), difragdo de
raios-x, microscopia eletronica de transmissdo (TEM) e estudo de
estabilidade. Em seguida, as NLS contendo o antioxidante foram
adicionadas em diferentes proporcdes a filmes de PVA e caracterizadas
por diferentes técnicas, a fim de avaliar a influéncia das nanoparticulas
sobre as propriedades térmicas, estruturais e mecénicas dos filmes, bem
como avaliar sua capacidade antioxidante e perfil de liberacdo do o-
tocoferol.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar
nanoparticulas lipidicas sélidas contendo a-tocoferol e incorpora-las em
filmes de dlcool polivinilico.

Objetivos especificos

» Desenvolver nanoparticulas lipidicas sélidas contendo o-tocoferol
pelo método de homogenizacio a alta pressdo;

» Utilizar o planejamento composto central para avaliar o efeito da
concentragdo dos surfactantes lecitina de soja e poloxamer 188 e do
composto ativo sobre as respostas: didmetro médio de particula,
potencial zeta e taxa de recuperacio do o-tocoferol;

» Caracterizar a formulagdo com melhor combinagdo das respostas
através das determinacdes do didmetro de particula, indice de
polidispersdo, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacdo, taxa de
recuperacdo do o-tocoferol, bem como das andises de calorimetria
exploratéria diferencial, difracdo de raios-X e microscopia eletronica
de transmissio;

» Avaliar a estabilidade das nanoparticulas lipidicas sélidas contendo
o-TC, bem como da formulag¢do controle (sem incorporagdo de o-
TC), através das determinagdes do didmetro de particula, indice de
polidispersdo, potencial zeta e taxa de recuperacdo do o-tocoferol
durante 21 dias em trés diferentes temperaturas (6, 20 e 40 °C);

» Desenvolver filmes de dlcool polivinilico utilizando diferentes
propor¢des de nanoparticulas lipidicas sdlidas contendo o-tocoferol,
pelo método de casting;

» Avaliar a influéncia das diferentes concentracdes de nanoparticulas
lipidicas solidas contendo o-tocoferol sobre a capacidade
antioxidante, perfil de liberacdo do o-tocoferol no simulante de
alimentos e propriedades opticas dos filmes de dlcool polivinilico;
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Avaliar a estabilidade do a-tocoferol nos diferentes filmes através da
analise de fluorescéncia;

Avaliar a influéncia das diferentes concentracdes de nanoparticulas
lipidicas so6lidas contendo o-tocoferol sobre as propriedades
estruturais dos filmes, através da microscopia eletronica de
varredura, espectroscopia de infravermelho, difracdo de raios-X,
angulo de contato e energia livre superficial;

Avaliar as propriedades térmicas dos diferentes filmes através da
andlise termogravimétrica e da andlise de calorimetria exploratdria

diferencial;

Caracterizar os filmes quanto as propriedades mecanicas.






CAPITULO 1
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1.1  EMBALAGENS ATIVAS

A evolugdo qualitativa da embalagem estd diretamente
relacionada com a evolug@o dos alimentos embalados e dos materiais
utilizados para este fim. Nos paises industrializados, a embalagem
alimentar é responsavel por metade do total de embalagens produzidas,
0 que se deve ao crescente aumento de alimentos pré-preparados e
conservados, favorecendo a sua distribuicdo a distdncias maiores, bem
como para exportacio (ANDRADE, 2003).

As alteragdes quimicas e microbioldgicas na composi¢do dos
alimentos durante o transporte e armazenamento geralmente ocasionam
uma diminui¢do da qualidade do produto (JONGJAREONRAK et al.,
2008). A propriedade mais importante das embalagens € a protecdo
efetiva contra agdes exteriores, fornecendo ao consumidor um alimento
de qualidade igual aos produtos frescos ou mantendo a qualidade dos
alimentos ao final do seu processamento (JONGJAREONRAK et al.,
2008; ROONEY, 2005; ANDRADE, 2003; VERMEIREN;
DEVLIEGHERE; DEVEBERE, 2002; AZEREDO; FARIA;
AZEREDO, 2000). Desse modo, uma embalagem aumenta a seguranca
do alimento, servindo como barreira as contaminagdes microbioldgicas
e quimicas (AZEREDO; FARIA; AZEREDO, 2000) e, além disso,
cumpre importante papel de contencio, conveniéncia e comunicag¢do aos
consumidores (JAMSHIDIAN; TEHRANY; DESOBRY, 2012;
ROBERTSON, 2010).

Nas embalagens convencionais, o material de embalagem deve
ser compativel com o produto alimentar (ANDRADE, 2003) ¢
selecionado de modo a possuir uma interagdo minima com o alimento
que acondiciona, constituindo barreiras inertes entre o alimento e o
ambiente (AZEREDO; FARIA; AZEREDQO; 2000); a embalagem ndo
deve transmitir aromas ou odores, assegurando as caracteristicas
sensoriais do alimento e nem possuir substincias soliveis com efeitos
toxicos (ANDRADE, 2003). Entretanto, diversos sistemas de
embalagem vém sendo desenvolvidos visando a interacdo desejavel com
o alimento. Estes novos sistemas de embalagem foram denominados de
“embalagens ativas”, termo aplicado pela primeira vez por Labuza
(1987) (ROONEY, 2005) e definido por Rooney (1995) como uma
embalagem inovadora que realiza algumas funcdes desejadas na
preservacdo dos alimentos além de fornecer uma barreira contra o
ambiente externo (SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010;
JONGJAREONRAK et al.,, 2008; ROONEY, 2005; AZEREDO;
FARIA; AZEREDO; 2000). Entretanto, este termo nao deve ser
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confundido com "embalagens inteligentes", as quais informam ou
comunicam ao consumidor as atuais condi¢des dos alimentos ou
registros de sua histéria (ROONEY, 2005). A pesquisa e
desenvolvimento de embalagens ativas foram consolidados por Rooney
(1995) e tem por objetivo aumentar a vida Util dos produtos embalados
mantendo a sua qualidade, segurangca e propriedades sensoriais, sem
adicdo direta dos componentes ativos ao produto (CAMO et al., 2011;
BYUN; KIM; WHITESIDE, 2010; ROONEY, 2005; VERMEIREN;
DEVLIEGHERE; DEVEBERE, 2002). Isto reflete a preocupacdo dos
consumidores pela qualidade e seguranca dos alimentos
(SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010; AZEREDO; FARIA; AZEREDO,
2000; ROONEY, 1995), os quais demonstram interesse crescente por
produtos minimamente processados e sensorialmente similares aos
alimentos in natura (AZEREDO; FARIA; AZEREDO, 2000).

As embalagens ativas possuem vdrias fungdes adicionais, entre as
quais estd a absor¢do de compostos que favorecem a deterioracdo; a
liberagdo de compostos, tais como antimicrobianos, antioxidantes,
enzimas, aromatizantes, corantes, condimentos e nutracéuticos, para o
produto alimenticio; e o monitoramento da vida util (JAMSHIDIAN;
TEHRANY; DESOBRY, 2012; CAMO et al., 2011; NORAIJIT; KIM;
RYU, 2010; AZEREDO; FARIA; AZEREDO, 2000). A propriedade
escolhida para a embalagem ativa é aquela mais critica de determinado
alimento, ou seja; que se constitui no fator limitante mais relevante para
a qualidade e vida util do mesmo, buscando ajustar as propriedades da
embalagem para satisfazer as exigéncias do alimento (ROONEY, 2005).

As embalagens ativas estdo ganhando o interesse de
pesquisadores e da inddstria devido ao seu potencial para fornecer e
manter a qualidade dos alimentos, com os beneficios de seguranca.
Porém, de acordo com Camo et al. (2011) e Cooksey (2010) a evolugdo
da embalagem ativa antimicrobiana tem sido amplamente relatada, mas
estudos sobre embalagens ativas antioxidantes sdo mais raros.

1.2 EMBALAGENS ANTIOXIDANTES

O processo de oxidacdo representa a principal causa de
deterioracdo em alimentos lipidicos, especialmente os que contém
dcidos graxos poli-insaturados, e tem como consequéncia o
desenvolvimento da rancidez oxidativa, caracterizada pela diminui¢io
da qualidade dos alimentos pelo aumento do desenvolvimento de ranco
com a formagdo de sabores e odores estranhos (off-flavors),
polimerizacdo e outras reagdes que reduzem a vida qtil, o valor nutritivo
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e a qualidade sensorial do produto alimentar. Além disso, a oxidagéo
estd associada na patogénese de numerosas doengas e outras
implicacdes, tais como cancer, doengas cardiovasculares, inflamatdrias,
processo de envelhecimento, entre outros (BREWER, 2011;
NDHLALA; MOYO; VAN STADEN, 2010; SHAHIDI; ZHONG,
2010; MOZAFARI et al., 2006; VAN AARDT et al., 2004; TUCKER,
2003; YOSHIDA; NIKI; NOGUCHI, 2003).

A rancidez oxidativa pode ser induzida por sistemas cataliticos
como luz, temperatura, enzimas e metais, envolvendo a reacdo entre as
cadeias insaturadas dos acidos graxos presentes nos alimentos lipidicos
com o oxigénio molecular via mecanismo autocatalitico, fomando os
produtos primdrios da oxidag@o, os hidroperéxidos, que ndo possuem
sabores nem odores. Posteriormente, a degradacdo dos hidroperéxidos
originam compostos carbonilados de massa molecular mais baixa, tais
como os aldeidos, cetonas e dlcoois, os quais apresentam limites de
percep¢do muito baixos, responsdveis pelo odor desagradavel dos
produtos rancosos (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008; SHAHIDI; ZHONG,
2005; NOGALA-KALUCKA et al., 2005; HRAS et al., 2000).

A oxidagdo pode ser retardada através do controle da
temperatura, luz, oxigénio, utilizacdo de embalagens adequadas
(MOZAFARI et al., 2006; GUPTA, 2000; HRAS et al., 2000) e a adicdo
de antioxidantes naturais ou sintéticos (BREWER, 2011; NDHLALA;
MOYO; VAN STADEN, 2010; SHAHIDI; ZHONG, 2010;
MOZAFARI et al., 2006; GUPTA, 2000; HRAS et al., 2000), seja como
aditivo direto, ou indiretamente pela difusdo através do material da
embalagem (VAN AARDT et al., 2004; TUCKER, 2003). Com base
neste conceito, os antioxidantes podem ser incorporados em filmes de
embalagem e serem liberados para prevenir e/ou retardar o processo de
oxidag¢do em alimentos, contribuindo para a preservacdo da qualidade
dos mesmos (BYUN; KIM; WHITESIDE, 2010; SIRIPATRAWAN;
HARTE, 2010; LEE, 2005; HAN, 2005; VERMEIREN et al., 1999;
WESSLING et al., 1999), sendo este o principio bdsico do conceito de
embalagem ativa antioxidante.

Uma vez que a oxidacdo é frequentemente iniciada na superficie
do alimento, a embalagem antioxidante ¢ um meio promissor para
proteger a superficie deste da rancidez e prolongar a vida util do produto
alimenticio (JONGJAREONRAK et al., 2008; LEE et al., 2004). O
mecanismo proposto para atividade antioxidante a partir da embalagem
ativa envolve, em um primeiro momento, a difusdo do composto ativo
através da matriz polimérica até sua sorcdo na superficie do produto
embalado (LEE et al., 2004).
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Os antioxidantes também tém sido usados nas dreas relacionadas
a saude, devido a sua habilidade em proteger os sistemas bioldgicos
contra os danos causados pelos radicais livres, atuando na prevencio
e/ou tratamento de diversas doengas cronicas, como diferentes tipos de
cancer, doengas cardiovasculares ateroscleréticas, obesidade, diabetes e
disfun¢éo cerebral (SHAHIDI; ZHONG, 2010; CASTRO et al., 2005).

Os antioxidantes podem ser classificados, de acordo com seu
mecanismo de acdo, em antioxidantes primdrios, os quais podem inibir
ou interromper a reagdo em cadeia da oxidacdo pela doacdo de elétrons
ou dtomo de hidrogénio aos radicais livres, produzindo produtos
estdveis; e antioxidantes secunddrios, os quais retardam o processo de
oxidagdo por mecanismos diversos (MOZAFARI et al., 2006;
SHAHIDI; ZHONG 2005).

Os antioxidantes primdrios incluem compostos fendlicos, tais
como os tocoferdis, butilhidroxitolueno (BHT); butilhidroxianisol
(BHA); galato de propila, de octila e de dodecila; #-butilhidroquinona
(TBHQ). Os antioxidantes secunddrios atuam por uma variedade de
mecanismos, tais como agentes quelantes de metais (dcidos citrico,
malico e tartdrico), removedores de oxigénio (dcido ascdrbico, palmitato
de ascorbila), conversdo de hidroper6xidos em espécies ndo radicais
(fosfolipidios), absor¢@o por radiacdo UV ou desativagdo do oxigénio
singlete (carotendides) (SHAHIDI; ZHONG 2010; MOZAFARI et al.,
2006; SHAHIDI; ZHONG 2005).

Os antioxidantes sintéticos e os naturais sio amplamente
utilizados em produtos alimenticios; no entanto, alguns antioxidantes
sintéticos tornaram seu uso controverso devido aos potenciais efeitos
adversos sobre a saude humana. Assim, antioxidantes sintéticos como o
BHA, BHT e TBHQ estao sendo substituidos extensivamente na
industria de alimentos por fontes naturais de antioxidantes (GARGIULO
et al, 2013;. SHAHIDI; ZHONG, 2010; JONGJAREONRAK et al.,
2008; YEN; YANG; MAU, 2008; MOZAFARI et al, 2006;. HAN,
2005), que sdo reconhecidos como substancia segura para os produtos
alimentares (SOZER; KOKINI, 2009; VERMEIREN et al, 1999).

1.3 a-TOCOFEROL

Evans e Bishop (1922) descreveram a vitamina E como um fator
essencial para a reprodugdo normal em ratos. Em 1936 dois compostos
ativos da vitamina E foram isolados de Oleo de gérmen de trigo,
designados o € B-tocoferol, termo derivado das palavras gregas “tocos”
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(parto), “phorein” (conceber) e “ol” (dlcool). Mais tarde, dois tocoferdis,
Y e &-tocoferol bem como os tocotriendis foram isolados de dSleos
vegetais comestiveis (BRAMLEY et al.,, 2000; KAMAL-ELDIN;
APPELQVIST, 1996), e hoje sdao conhecidos oito diferentes isdmeros,
sendo quatro tocoferdis e quatro tocotriendis (ZIANI; FANG;
MCCLEMENTS, 2012; GONNET; LETHUAUT; BOURY, 2010;
HATANAKA et al., 2010; SHAHIDI; ZHONG, 2005; YOSHIDA,;
NIKI; NOGUCHI, 2003; BRAMLEY et al., 2000).

A molécula de vitamina E pode ser dividida em duas partes, um
sistema aromatico hidroxilado - um anel fendlico e um heterociclico,
chamado de anel cromanol - responsdvel por suas propriedades
antioxidantes, e também uma cadeia lateral ramificada saturada com 16
carbonos (tocoferol) ou insaturada com trés duplas ligacdes na cadeia
lateral (tocotrienol), para a orientacdo da vitamina E na membrana
lipidica. Os quatro tocoferdis e tocotriendis diferem no nimero de
grupamentos metila junto ao anel heterociclico e sdo designados o (5, 7,
8-trimetil), B (5, 7-dimetil), ¥ (7, 8-dimetil) e & (8-metil) (Figura 1)
(GONNET; LETHUAUT; BOURY, 2010; SHAHIDI; ZHONG, 2005;
MOORE et al., 2003; YOSHIDA; NIKI; NOGUCHI, 2003; KAMAL-
ELDIN; APPELQVIST, 1996). A atividade e biodisponibilidade dos
isdbmeros variam de acordo com suas estruturas e propriedades fisico-
quimicas (HATANAKA et al., 2010).
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Figural Estruturas dos tocoferdis (A) e tocotriendis (B).
Ry

HO
HsC CHs CHs

CH; CH; CH; o-tocoferol
CH; H CH; B-tocoferol
H CH; CH; y-tocoferol
H H CH;  6-tocoferol

(A)

R; R, R;

CH; CH; CH; a-tocotrienol
CH; H CH;  B-tocotrienol
H CH; CH; vy-tocotrienol
H H CH;  d-tocotrienol

(B)
Fonte Shahidi e Zhong (2005).

A vitamina E é um nutriente que ocorre naturalmente em 6leo de
soja, outros 6leos vegetais e destilados do processo de desodoriza¢do
(SHAHIDI; ZHONG, 2010; SHAHIDI; ZHONG, 2005; EVANS;
KODALI; ADDIS, 2002). Os tocoferdis estdo presentes nos Oleos
vegetais poli-insaturados na forma livre (DIAZ et al, 2004; SANCHEZ-
PEREZ et al., 2000), nas oleaginosas, carnes e partes verdes dos
vegetais superiores, enquanto os tocotriendis sdo encontrados no gérmen
e farelo de sementes e cereais e no 6leo de palma (JAMSHIDIAN et al.,
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2012; YOSHIDA; NIKI; NOGUCHI, 2003). Os o, B-, Y- € 8-tocoferdis
ocorrem como misturas em Oleos vegetais e sdo os antioxidantes
naturais mais importantes presentes nas gorduras (HRAS et al., 2000).

A atividade antioxidante dos tocoferdis é devida, principalmente,
a sua capacidade de doar seus hidrogé€nios fendlicos aos radicais livres
lipidicos, interrompendo a etapa de propagacdo da reacdo em cadeia
(JAMSHIDIAN et al., 2012; SHAHIDI; ZHONG, 2010; BRAMLEY et
al., 2000). Estes compostos previnem o desenvolvimento de doengas tais
como: cardiovasculares, canceres, processos inflamatérios, desordens
neuroldgicas, degeneragdo macular relacionada com a idade, catarata,
entre outras, além de possuir papel importante na manutengdo do
sistema imune (GAMBOA; GONCALVES; GROSSO, 2011;
SHUKAT; RELKIN, 2011; BRAMLEY et al., 2000), protecao das
células da pele na prevengdo contra o envelhecimento, tratamento de
psoriase e dermatoses (BORODINA; GRIGORIEV; MARKVICHEVA,
2011).

Os tocoferdis sdo liquidos viscosos de cor geralmente amarela
claro (sintéticos) ou marrom (concentrado natural). Sdo soliveis em
6leo e, portanto, totalmente soldveis em solventes lipofilicos e
insoldveis em dgua (SHUKAT; RELKIN, 2011; SHAHIDI; ZHONG,
2005). O o-TC é um composto lipossolivel e o isdmero mais abundante
encontrado na natureza (BARBOSA-PEREIRA et al, 2013;
JAMSHIDIAN et al., 2012; ZIANI; FANG; MCCLEMENTS, 2012;
BYUN et al., 2011; MANZANAREZ-LOPEZ et al., 2011; GONNET;
LETHUAUT; BOURY, 2010; SHAHIDI; ZHONG, 2010; YOSHIDA;
NIKI; NOGUCHI, 2003; BRAMLEY et al., 2000), sendo amplamente
utilizado como suplemento de vitamina E e como antioxidante pelas
inddstrias  alimenticia, cosmética e farmacéutica (MARTINS;
CERQUEIRA; VICENTE, 2012; GAMBOA; GONCALVES;
GROSSO, 2011; GONNET; LETHUAUT; BOURY, 2010;
HATANAKA et al., 2010; YOO et al., 2006).

Martins, Cerqueira e Vicente (2012) avaliaram os efeitos da
adicdo de a-tocoferol (a-TC) em filmes a base de quitosana e
observaram um aumento da atividade antioxidante dos mesmos com
uma inibi¢do do radical DPPH de aproximadamente 97%, além de
outros efeitos positivos nas propriedades do filme.

Manzanarez-Lopez et al. (2011) reportaram que a difusdo de a-
TC através do filme de 4cido polildtico (PLA) para o 6leo de soja foi
capaz de retardar a indugdo da oxidagdo do mesmo quando estocado a
20 e 30 °C. Os autores sugeriram que o sistema PLA/a-TC pode ser
usado para protecdo de 6leos armazenados a temperatura ambiente.
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Byun et al. (2010) também adicionaram o-TC ao filme de PLA e
obtiveram atividade de inibi¢cdo do radical DPPH de 90,4%.

Graciano-Verdugo et al. (2010) determinaram a migracdo do o-
TC, adicionado a filme de polietileno de baixa densidade (PEBD), para
0 6leo de milho. Através do monitoramento do conteido de hexanal no
6leo os pesquisadores observaram que os filmes adicionados de a-TC se
mantiveram estdveis pelo periodo aproximado de 16 semanas a 30 °C.

Granda-Restrepo et al. (2009) mostraram que a migrac¢do de a-TC
a partir de um filme multicamada (polietileno de alta densidade, etileno
vinil dlcool e polietileno de baixa densidade) foi capaz de retardar a
oxidagdo lipidica de leite em pé integral, especialmente nas
temperaturas de 30 e 40 °C.

Jongjareonrak et al. (2008) observaram que a oxidacdo de banha
de porco foi prevenida de maneira eficaz quando coberta com filme de
gelatina incorporado com BHT e a-TC. De acordo com Wessling,
Nielsen e Leufven (2000) a incorporacdo de alta concentragdo de o-TC
em filmes de LDPE foi necessdria para inibir a oxida¢do de uma
emulsdo de 4cido linoleico armazenada a 6 °C em contato com o filme.

Entretanto, o fato de estes compostos serem insoliveis em dgua
torna seu uso problemdtico em formulagdes alimenticias (WEISS et al.,
2008; YOO et al., 2006; TAN; NAKAJIMA, 2005), podendo acarretar
em biodisponibilidade insuficiente (CHEONG et al., 2008). Além disso,
0 o-TC € lentamente oxidado na presenca de oxigénio, luz, temperaturas
elevadas e metais, como a prata e ferro (GAMBOA; GONCALVES;
GROSSO, 2011).

Para contornar esta limitacdo, a nanotecnologia oferece para a
industria alimenticia o potencial para proteger e melhorar a solubilidade
e biodisponibilidade de compostos bioativos e lipofilicos, como o o-
tocoferol, através da nanoencapsulacdo dos mesmos (KHAYATA et al.
2012; ZIANI, FANG, MCCLEMENTS, 2012; SOZER; KOKINI, 2009;
CHEONG et al., 2008; WEISS et al., 2008; MOZAFARI et al., 2006;
DINGLER et al., 1999).

1.4 NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

Os compostos com pouca ou nenhuma solubilidade em agua
apresentam desafios relacionados com suas tendéncias a agregacdo em
ambientes  aquosos, ocasionando limitada  biodisponibilidade
(TRUJILLO; WRIGHT, 2010). A nanotecnologia refere-se a pesquisa e
desenvolvimento tecnolégico em niveis atdmicos, moleculares e
macromoleculares com a finalidade de produzir e utilizar estruturas,
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dispositivos e sistemas que tenham novas propriedades e fungdes devido
ao seu tamanho em escala nanométrica (FARHANG, 2007).

Muitos métodos de encapsulagdo sdo utilizados para proteger os
antioxidantes nos alimentos e a nanoencapsulacdo envolve a
incorporagdo destes em pequenas cdpsulas com didmetros
submicrométricos. Os sistemas de nanoencapsulacdo baseados em
lipideos estdo entre as tecnologias de encapsulacdo mais promissoras em
desenvolvimento na d4rea de nanotecnologia e tém se mostrado
adequados para a encapsula¢do de antioxidantes lipofilicos como os
tocoferdis (MOZAFARI et al., 2006).

Dentre os sistemas carreadores coloidais tradicionais —
nanoemulsdes, nanosuspensdes, lipossomas € micro- e nanoparticulas
poliméricas — as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) representam
uma alternativa (HAO et al., 2011; SWATHI et al. 2010; MARCATO,
2009; SAUPE; RADES, 2006; FREITAS; MULLER, 1999;
SCHWARZ; MEHNERT, 1997) para encapsulagdo de vitaminas,
antioxidantes e outros compostos bioativos, uma vez que melhoram o
potencial de aplicacdo dos compostos pelo aumento na
biodisponibilidade dos mesmos e prote¢do das reacdes de degradacéo
quimica (SWATHI et al., 2010; TRUJILLO; WRIGHT, 2010;
CHEONG et al., 2008; WEISS et al., 2008; MOZAFARI et al., 2006;
SAUPE; RADES, 2006; MULLER; MADER; GOHLA, 2000;
DINGLER et al., 1999).

As NLS foram introduzidas no inicio da década de 90 (HAO et
al., 2011; NANJWADE et al., 2011; SWATHI et al. 2010; MULLER;
MADER; GOHLA, 2000; SCHWARZ; MEHNERT, 1997) e tiveram a
primeira formulacdo patenteada por Miiller e Lucks em 1996 (SAUPE;
RADES, 2006), quando estes pesquisadores desenvolveram um método
de producdo de NLS por homogeneizacdo a alta pressdo para
encapsular, proteger e liberar componentes lipofilicos funcionais
(HELGASON et al., 2009).

Estes sistemas de particulas, tipicamente com dimensdes na faixa
de 50-1000 nm (NANJWADE et al., 2011; VITORINO et al., 2011;
KHERADMANDNIA et al., 2010; SINHA et al., 2010; MULLER;
MADER; GOHLA, 2000; ZUR MUHLEN; SCHWARZ; MEHNERT,
1998), sdo constituidos basicamente de uma matriz lipidica sdlida
(lipideo sélido a temperatura ambiente), na qual o composto ativo estd
incorporado, de surfactante (s) e de dgua. Estes componentes sdo
considerados biodegraddveis, fisiolégicos e geralmente reconhecidos
como seguros (GRAS - generally recognized as safe), o que diminui o
risco de citotoxicidade (MEHNERT; MADER, 2012; SEVERINO;
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ANDREANI; SANTANA, 2012; NANJWADE et al, 2011;
VITORINO et al, 2011; KHERADMANDNIA et al, 2010;
TRUJILLO; WRIGHT, 2010; SINHA et al., 2010; SWATHI et al. 2010;
LOVEDAY; SINGH, 2008; WEISS et al., 2008; LAI et al., 2006;
SAUPE; RADES, 2006; JENNING; LIPPACHER; GOHLA, 2002;
ZUR MUHLEN; SCHWARZ; MEHNERT, 1998). Apresentam cerca de
10-100 vezes menos toxicidade do que as particulas poliméricas
(MARCATO, 2009), permitindo seu uso através de diversas vias de
administragdo, como oral, parentérica, dérmica, transdérmica, ocular,
pulmonar e retal (WANG et al., 2012; FARBOUD; NASROLLAHTI;
TABBAKH, 2011; HAO et al., 2011; FANGUEIRO et al., 2012;
VITORINO et al., 2011; KHERADMANDNIA et al., 2010; SINHA et
al., 2010; SWATHI et al. 2010; SAUPE; RADES, 2006; WISSING;
MULLER, 2003; DINGLER et al., 1999). O estudo como potenciais
carreadores de pesticidas ecoldgicos para uso na agricultura também ja
foi reportado (LAI et al., 2006).

Segundo Mehnert e Mider (2012), compostos ativos e fairmacos
com diferentes graus de lipofilicidade e estrutura geral t€ém sido
estudados para incorporacdo em NLS, entre os quais estdo oxazepam,
diazepam, cortisona, betametasona, retinol, prednisolona, timolol,
pilocarpina, progesterona, hidrocortisona, camptotecina, aciclovir,
ciclosporina, vitamina E, tetracaina, entre outros.

Além da excelente tolerabilidade e encapsulacdo de compostos
ativos lipofilicos, outras vantagens das NLS frente a outros sistemas
carreadores coloidais incluem encapsulagdo de compostos hidrofilicos
(GHADIRI et al., 2011); protecdo de ativos ldbeis frente a degradagio;
estabilidade fisica, possibilidade de melhorar a eficiéncia de
encapsulacdo e controlar a liberacdo do principio ativo; capacidade de
producdo e esterilizacdo das formulagdes em larga escala; a ndo
utilizacdo de solventes organicos dependente do método de escolha
(FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012; MEHNERT; MADER, 2012;
VITORINO et al., 2011; SINHA et al., 2010; SWATHI et al., 2010;
TRUJILLO; WRIGHT, 2010; SAUPE; RADES, 2006) e matérias-
primas e custos de produgdo relativamente baixos (NANJWADE et al.,
2011; SINHA et al., 2010; SWATHI et al. 2010).

Na preparacdo das NLS, os parametros que influenciam nas
caracteristicas fisico-quimicas das particulas sdo tipo e concentra¢do do
lipideo, tipo e concentragdo dos surfactantes hidrofilicos e lipofilicos,
método utilizado para produgdo das mesmas e concentragcdo do principio
ativo (SOUTO et al., 2011). Além disso, a capacidade desses sistemas
de incorporar o ativo depende das caracteristicas de solubilidade, da sua
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miscibilidade no lipideo fundido, estrutura quimica do lipideo e das
propriedades cristalinas lipidicas (Figura 2) (MULLER; MADER;
GOHLA, 2000).

Muitos métodos de preparacdo das NLS estdo descritos na
literatura, incluindo microemulsificacio, emulsificacdo e evaporagido de
solvente, difusdo de solvente, homogeneiza¢do a alta pressdo, entre
outros. Entretanto, o método mais vidvel para uma produgdo em larga
escala é o método de homogeneizacdo a alta pressao (HAP) (FATHI;
MOZAFARI; MOHEBBI, 2012; SWATHI et al., 2010; MARCATO,
2009; SAUPE; RADES, 2006; MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

Figura 2 Estrutura das nanoemulsdes liquidas (a esquerda) e nanoparticulas de
lipidicas so6lidos (a direita) carreando um composto bioativo lipofilico,
estabilizadas por uma camada de surfactante.

Nanoemulsiao NLS
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Fonte Weiss et al. (2008).

Este método tem emergido como uma técnica eficiente para a
preparagdo de NLS e tem sido utilizado para emulsionar, dispersar,
misturar e processar produtos em vdrias dareas da inddstria, tais como
quimica, farmacéutica, alimenticia e biotecnoldgica. HAP pode ser
realizada em temperaturas elevadas, denominada HAP a quente, ou em
temperaturas abaixo da ambiente, HAP a frio (MEHNERT; MADER,
2012; SAUPE; RADES, 2006; MULLER; MADER; GOHLA, 2000)

O método de homogeneizacdo a alta pressdo, a quente, proposto
por Miiller e Lucks (1996) constitui em um dos métodos para
preparagdo de NLS por fusdo-emulsificagdo, no qual ocorre a fusdo
prévia do lipideo e a incorporag¢do do principio ativo por dissolu¢do ou
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por dispersdo, formando a fase organica. Nesta fase € frequente
incorporar fosfolipideos, como a lecitina. A fase organica é entdo
dispersa em uma fase aquosa contendo surfactante (s) do tipo O/A,
formando uma pré-emulsdo, que serd transferida ao homogenizador de
alta pressdo. No homogenizador a pré-emulsdo é submetida a uma
pressdo elevada (100-2000 bar) e forcada através de uma cavidade
estreita (25-30 um), sendo acelerada com alta velocidade (cerca de 1000
km.h'l) a uma distancia muito curta, ocorrendo colisdes que formardo as
nanoparticulas. A nanodispersdo obtida € resfriada a temperatura
ambiente para cristalizacido do lipideo e formagdo das particulas. Cada
homogeneizacdo corresponde a um ciclo e, na maioria dos casos, sdo
suficientes entre 3 e 5 ciclos para alcancar o didmetro desejado das
particulas (FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012; MEHNERT;
MADER, 2012; SINHA et al., 2010; SWATHI et al., 2010; WEISS et
al., 2008; SOUTO et al., 2011; MARCATO, 2009; SAUPE; RADES,
2006). Na Figura 3 pode ser observado o homogenizador de alta pressido
APLAB-10 (Artepecas, Brasil).

Figura 3 Homogenizador de alta pressio APLAB-10 (Artepecas, Brasil).

‘\\

Fonte autor (2013).

Alguns dos principais inconvenientes das NLS sdo as transi¢des
polimérficas que os lipideos sélidos podem sofrer durante o
armazenamento, uma vez que possuem estutura cristalina, levando a
formacdo de cristais perfeitos e expulsdo do composto ativo, ou seja,
limitando a capacidade de incorporagdo e induzindo a liberagdo
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imprevisivel do composto encapsulado que, em geral, situa-se no espaco
entre as cadeias dos lipideos. Para aplicacdo das NLS pela industria
torna-se necessario o controle do polimorfismo (SWATHI et al., 2010;
HELGASON et al., 2009; PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009;
HEURTAULT et al., 2003; MULLER; RADTKE; WISSING, 2002;
FREITAS; MULLER, 1999).

O polimorfismo lipidico acontece devido aos numerosos graus de
empacotamentos das cadeias laterais dos 4cidos graxos em uma
determinada organizacdo das cadeias de hidrocarbonetos (SINHA et al.,
2010; BUNIJES; UNRUH, 2007; TEERANACHAIDEEKUL,;
MULLER; JUNYAPRASERT, 2007; MCGAULEY; MARANGONI,
2002). Os 4cidos graxos de cadeia longa sdo os que frequentemente
apresentam comportamento polimérfico e tendem a cristalizar em duas
ou trés diferentes formas, a. e B’, ou o, B’ e B, respectivamente. A forma
o (hexagonal) é a mais desordenada e menos estivel e a forma 3
(triciclica) € a mais organizada e mais estdvel. As transformacdes de o
para B’ (ortorrdmbica) e desta para [ ocorrem nesta ordem e sdo
irreversiveis (SOUTO et al.,, 2011; MARCATO, 2009; BUNIES;
UNRUH, 2007; LONG et al., 2006; SOUTO; MEHNERT; MULLER,
2006). Quanto mais estavel a forma polimoérfica (B) adquirida pela
dispersdo durante a armazenagem, menor serd sua estabilidade e a
incorporagdo do principio ativo (SOUTO et al., 2011).

O behenato de glicerila, uma mistura atomizada de mono-, di- e
tribehenato de glicerila (18, 53 e 27% em peso, respectivamente),
apresenta um ponto de fusdo entre 69 e 74 °C (BRUBACH et al., 2007)
e exibe polimorfismo complexo e dependente de diversos parametros,
como taxa de cristaliza¢do e temperatura de estocagem. Compritol® 888
CG ATO (behenato de glicerila) ¢ um produto comercial formado
principalmente por ésteres de acido behénico (C22) (> 83%), porém,
outros dcidos graxos estdo presentes (C16 < 3,0%, C18 < 5,0%, C20 <
10,0%, C22:1 < 1,0%, and C24 < 3,0%). Por serem lipideos de
composicdo mais complexa, sua forma polimérfica mais estdvel € a B’
(desordem intermedidria) o que confere grau de empacotamento lipidico
menor, formagdo de cristais com mais imperfeicdes, e assim, com mais
espago para acomodar as moléculas do principio ativo, impedindo que o
mesmo seja expulso da particula (PARASHAR et al., 2011; SOUTO et
al.,, 2011; HEURTAULT; SCHUBER; FRISCH, 2010; SWATHI et al.
2010).

O tipo e a concentragdo de surfactantes presentes na formulagao
possuem papel importante nas caracteristicas das NLS. Existe uma
grande variedade de surfactantes i0nicos e  ndo-idnicos
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(estereoquimicos), com diferentes massas moleculares, que tem sido
utilizada para estabilizar as NLS. Entre os anidnicos estdo os
fosfolipideos, tais como as lecitinas de soja e de ovo e a fosfatidilcolina.
Os ndo-idnicos incluem os diferentes tipos de poloxamers (188, 182,
407, 908) e os polissorbatos (20, 60 e 80), e os anfifilicos, os sais
biliares ou colatos (colato de sédio, glicocolato de sddio, taurocolato de
sodio, desoxitaurocolato de sédio) (SWATHI et al. 2010; SAUPE;
RADES, 2006; MUHLEN; SCHWARZ; MEHNERT, 1998); estes
compostos influenciam no didmetro da particula e na estabilidade das
dispersdes alcancados ao final do processo de homogeneizacgdo.
Concentracdes suficientes de surfactantes atuam na diminui¢do da
tensdo interfacial e estabilizam superficies formadas durante a
homogeneizagdo, levando a menores diametros de particula (SOUTO et
al., 2011; SWATHI et al. 2010; WEISS et al., 2008; BUNJES; KOCH;
WESTESEN, 2000).

De acordo com Mehnert e Mider (2012), as NLS estabilizadas
com misturas de agentes tensoativos como Lipoid S75
(lecitina)/poloxamer 188 ou tyloxapol/lecitina tém mostrado menores
diametros de particulas e maior estabilidade durante o armazenamento
em comparagdo com as formulacdes contendo apenas um surfactante.
Isto se deve as forgas de interagdo repulsivas que os surfactantes idnicos
(lecitina) fornecem - as cargas elétricas na superficie das particulas - que
impedem a aproximagdo das particulas e consequente agregacio,
floculagdo e coalescéncia, mantendo o sistema num estado
termodindmico mais estdvel. Além disso, a escolha apropriada do
surfactante ou combinagdo de surfactantes e a concentracdo adequada
destes podem controlar o processo de cristalizacdo (SOUTO et al., 2011;
SWATHI et al. 2010; WEISS et al, 2008; BUNIJES; KOCH;
WESTESEN, 2000).

As NLS s@o um sistema complexo devido ao estado fisico dos
lipideos. A caracterizagdo apropriada das NLS se torna necessdria para
controle da qualidade do produto. A estabilidade das dispersdes tem sido
investigada intensivamente através da determinacdo do diadmetro das
particulas, por espectroscopia de correlagdo de fétons (PCS), difracdo a
laser (DLS) e microscopia eletronica; da carga elétrica, pela medida do
potencial zeta (PCS); do grau de cristalinidade e modificacdo lipidica,
por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e difracdo de raios-X
(DRX); coexisténcia de estruturas coloidais como micelas e lipossomas,
por ressonincia magnética nuclear (RMN) (MEHNERT; MADER,
2012; PARASHAR et al., 2011; SINHA et al., 2010; SWATHI et al.
2010; SAUPE; RADES, 2006; MULLER; MADER; GOHLA, 2000)
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A espectroscopia de correlagio de fétons (PCS), também
denominada como espalhamento dindmico de luz, mede a flutuacdo de
intensidade do espalhamento de luz causado pelo movimento das
particulas. Este método é uma boa ferramenta para caracterizacdo das
nanoparticulas, mas nao é adequado para detec¢do de particulas maiores
que 3 my, as quais podem ser detectadas por difracdo a laser (DLS). A
microscopia eletrdnica fornece informagdo direta sobre a forma das
particulas; no entanto, algumas modificacdes podem ocorrer nas
particulas em decorréncia da preparacdo da amostra para andlise
morfolégica (MEHNERT; MADER, 2012; SAUPE; RADES, 2006;
MULLER; MADER; GOHLA, 2000). O aumento do didmetro das
particulas estd diretamente relacionado com o indice de recristalizagdo
do lipideo (MARCATO, 2009).

A medida do potencial zeta é um indicativo da estabilidade das
dispersdes coloidais durante a estocagem. Os valores de potencial zeta
maiores do que +30 mV indicam particulas altamente carregadas
(negativa ou positivamente), proporcionando dispersdes fisicamente
estiveis devido a repulsdo eletrostitica imposta pelas cargas
(MEHNERT; MADER, 2012; SAUPE; RADES, 2006; FREITAS;
MULLER, 1999). Porém, este conceito nio se aplica a sistemas que
contém estabilizantes estéricos, pois a adsor¢do dos mesmos diminui a
valor de potencial zeta devido a modificagdes no plano de cisalhamento
da particula (MEHNERT; MADER, 2012; SWATHI et al. 2010;
MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

As medidas de cristalinidade e modificagdo lipidica sdo
necessdrias, pois estdo intimamente relacionadas com a incorporagio do
composto ativo e sua taxa de liberacio (MEHNERT; MADER, 2012;
SAUPE; RADES, 2006). DSC e DRX sdo técnicas amplamente usadas
para investigar o estado sdlido dos lipideos. DSC oferece informacdes
sobre comportamento de fusdo e cristalizacdo dos constituintes sélidos e
liquidos das particulas, e utiliza o fato de que diferentes modifica¢des
lipidicas possuem pontos de fus@o e entalpias de fusdo diferentes. Por
meio da DRX podemos identificar compostos cristalinos especificos
através da avaliacdo do comprimento dos espacamentos curtos e longos
dos cristais lipidicos (MEHNERT; MADER, 2012; DAS;
CHAUDHURY, 2010; SWATHI et al. 2010; SAUPE; RADES, 2006;
MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

1.5 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA A PARTIR
DAS NLS
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Sistemas de liberacdo controlada foram primeiramente
desenvolvidos e extensivamente utilizados em aplicagdes farmacéuticas
e posteriormente em alimentos e embalagens (HWANG et al., 2013;
GEMILI; YEMENICIOGLU; ALTINKAYA, 2010). A liberagdo
controlada pode ser definida como um método pelo qual farmacos,
nutrientes e outros compostos ativos sdo disponibilizados, a partir da
matriz encapsulante, em local e por periodos especificos, com uma taxa
controlada de liberagdo, evitando a utiliza¢do ndo eficaz e a perda de
compostos ativos durante as etapas de processamento. Quando
realizados com sucesso, estes sistemas se constituem em uma das
principais vantagens de sistemas micro e nanoparticulados
(POTHAKAMURY; BARBOSA-CANOVAS, 1995; WEISS et al.,
2008; AZEREDO, 2005).

Geralmente, a liberacdo de substincias ativas a partir da matriz
pode ser baseada em um ou em uma combinacdo de trés diferentes
mecanismos, a difusdo, a erosfio e o intumescimento; entretanto, os dois
ultimos ocorrem com mais frequéncia em carreadores hidrofilicos, tais
como carboidratos e protefnas. Sendo assim, os modelos matemdticos
com base no mecanismo de difus@o sdo os discutidos para carreadores
baseados em lipideos (FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012). Na
liberacdo controlada por difusdo o composto ativo € liberado por difusio
através do polimero (sistema carreador), ou através dos poros pré-
existentes na matriz (POTHAKAMURY; BARBOSA-CANOVAS,
1995).

O mecanismo de liberacdo por difusdio pode ocorrer como
transporte Fickiano, ndo Fickiano ou andmalo e transporte do tipo II
(ordem zero). A equagdo simplificada (Equacido 1), descrita por Higuchi
(1961), é a forma mais conhecida para descrever a liberacdo de um
composto ativo a partir de uma matriz.

M
M—g = K.¢1/? (1)

onde, Mt é a quantidade absoluta do composto ativo liberado por drea no
tempo t, e K € uma constante (FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012).

Muitas varidveis podem influenciar a liberacdo do bioativo a
partir do material encapsulante. Em geral, a taxa de liberacdo do
composto ativo depende principalmente das interacdes entre o ativo € o
material encapsulante. Porém, outras varidveis que podem influencir na
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liberagdo incluem a solubilidade e difusdo do composto ativo no
encapsulante, a degradacdo/erosdo da matriz da nanoparticula, o
polimorfismo do lipideo, a geometria e o didmetro das particulas, entre
outros (WEISS et al., 2008; MOHANRAJ; CHEN, 2006; AZEREDO,
2005). A liberagio pode ocorrer subitamente ou pode ser controlada por
modificacdes nos pardmetros do processo que regulam o didmetro das
particulas, o volume ou didmetro dos poros ou a drea de superficie da
nanoparticula (AZEREDO, 2005). Em muitos casos é observada a
rdpida liberagdo do composto ativo a partir das NLS.

Zur Miihlen, Schwarz e Mehnert (1998) incorporaram os
farmacos tetracaina, etomidato e prednisolina em sistemas de NLS pelo
método de HAP e avaliaram o perfil e o mecanismo de liberacdo dos
ativos a partir deste nanocarreador. Os pesquisadores observaram uma
rdpida liberacdo inicial (100% em menos de 1 minuto) da tetracaina e
etomidato, a qual foi atribuida ao aumento da superficie de contato das
nanoparticulas e a incorporagdo dos farmacos na parede das paticulas.
Por outro lado, a prednisolona mostrou uma liberagdo prolongada a
partir das NLS (5 semanas). Estes dados demonstram que as NLS
podem ser adequadas para formulagdes com liberagdo prolongada de
ativos.

Kheradmandnia et al. (2010) incorporaram cetoprofeno em NLS
utilizando cera de abelha e de carnatiba e investigaram o comportamento
da liberacdo do farmaco neste sistema. Os autores observaram uma
liberacdo rdpida inicial durante a primeira hora seguida por uma
liberacdo sustentada. A liberac¢do inicial também foi justificada pelo
diametro das nanoparticulas, o qual aumentou a superficie de contato.
Hao et al. (2011) avaliaram o comportamento de liberacdo in vitro de
uma formulagdo de NLS incorporada com cloranfenicol, para uso
oftdlmico, e observaram também uma rdpida liberacdo inicial do
farmaco seguida por uma liberacdo prolongada (mais de 48 h).

1.6 ALCOOL POLIVINILICO

Os polimeros sintéticos derivados do petrdleo, tais como o
poliestireno, polipropileno e polietileno, sdo amplamente utilizados nas
inddstrias alimenticia e farmacéutica, na darea biomédica e na
agricultura. Porém, o fato de ndo serem degradaveis torna sua utilizacao
critica devido a poluicdo ambiental originada pela escassez de aterros,
emissdes durante a incineracio e problemas relacionados ao ambiente
marinho. Desta forma, nas ultimas duas décadas tém sido estudadas e
aplicadas alternativas para reduzir os residuos sdlidos produzidos pelos
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plasticos derivados do petréleo. As tendéncias indicam um aumento na
utilizacdo dos materiais biodegraddveis, indicado pelo aumento da
disponibilidade de materiais adequados e pela demanda social e
legislativa (KUCHAIYAPHUM et al., 2013; THELLEN; CHENEY;
RATTO, 2013; FARIA; VERCELHEZE; MALI, 2012; MARTINS,
CERQUEIRA, VICENTE, 2012; TANG, ALAVI, 2011;
SIRIPATRAWAN, HARTE, 2010). No entanto, alguns polimeros
biodegraddveis podem ser provenientes de fontes fosseis e utilizados
como materiais de embalagem biodegraddveis. Um exemplo deste tipo
de polimero é o dlcool polivinilico (THELLEN; CHENEY; RATTO,
2013; TANG; ALAVI, 2011; SIN et al., 2010).

O élcool polivinilico ou poli (dlcool vinilico), PVA, é um
polimero hidrofilico sintético reconhecido como biodegraddvel desde
1930 (KUCHAIYAPHUM et al, 2013; FARIA; VERCELHEZE;
MALI 2012; SILVA et al., 2013; ZHU et al., 2013; VERCELHEZE,;
MALI 2012; TANG, ALAVI, 2011; SIN et al. 2010; ARANHA;
LUCAS, 2001). O PVA foi sintetizado pela primeira vez por Herrman e
Haehnel em 1924 através da hidrélise do poli (acetato de vinila)
(THELLEN; CHENEY; RATTO, 2013; ARANHA; LUCAS, 2001). A
preparacdo do PVA nio € possivel através da polimerizagdo do dlcool
vinilico (mondmero), pois este € um composto instdvel que se rearranja
espontaneamente em acetaldeido (TANG; ALAVI, 2011; SOLOMONS;
FRYHLE, 2001). Estd disponivel em grande variedade de graus de
hidrélise (YAO et al., 2003), resultado da reacdo de hidrdlise ndo
completa, que depende da extensdo da reacdo, sendo o PVA sempre um
copolimero (Figura 4) (KUCHAIYAPHUM et al., 2013; TANG;
ALAVI, 2011).

Figura 4 Estrutura quimica do PVA (A) parcialmente hidrolisado, (B)
completamente hidrolisado.

(A) (B)

Fonte DeMerlis; Schoneker (2003).
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As propriedades dos materiais a base de PVA dependem do grau
de hidrdlise e da massa molecular do mesmo, por exemplo, PVA
parcialmente hidrolisado contém grupos acetato residuais que reduzem
os grau de cristalinidade e o ponto de fusdo das formulacdes, tornando o
processamento mais facil, com menor resisténcia e dissolu¢do em dgua
em menores temperaturas do que aqueles com base em PVA totalmente
hidrolisado (TANG; ALAVI, 2011; ARANHA; LUCAS, 2001).

O PVA possui ampla aplicagdo na inddstria devido as suas
propriedades fisicas e quimicas, sendo considerado um polimero
biocompativel, bioadesivo, ndo carcinogénico, ndo téxico, com boa
biodegrabilidade, (GUPTA; AGARWAL,; ALAM, 2013;
KUCHAIYAPHUM et al., 2013; SILVA et al., 2013; ZHU et al., 2013;
FARIA; VERCELHEZE; MALI, 2012; TANG; ALAVI, 2011; CHEN
et al.,, 2008a; CHEN et al., 2008b; IBRAHIM; EL-ZAWAWY;
NASSAR, 2004; MANSUR; OREFICE; MANSUR, 2004), boa
formagdo de filmes e fibras, resisténcia quimica, boas propriedades
fisicas e mecanicas, estabilidade térmica e facil preparacio (GUPTA;
AGARWAL; ALAM, 2013; KUCHAIYAPHUM et al., 2013; SILVA et
al., 2013; ZHU et al., 2013; FARIA; VERCELHEZE; MALI, 2012;
TANG; ALAVI, 2011; SIN et al., 2010; CHEN et al., 2008a; CHEN et
al.,, 2008b; IBRAHIM, EL-ZAWAWY; NASSAR, 2004). Estas
caracteristicas tornam o PVA adequado para utilizacdes nas dreas
biomédica, farmacéutica, t€xtil, de papel e alimentar, para producio de
filmes para embalagem, de lentes de contato, revestimento de Orgaos
artificiais, carreador de farmacos, hidrogéis, processamento de papel e
fibras e como estabilizante de emulsao (ZHU et al., 2013; SILVA et al.,
2013; TANG; ALAVI, 2011; SIN et al., 2010; MANSUR; OREFICE;
MANSUR, 2004; ARANHA; LUCAS, 2001).

A biodegradacdo envolve a degradacdo quimica e enzimatica
promovida por micro-organismos vivos (TUDORACHI et al., 2000).
Apesar de ser um plastico biodegraddvel, o ndmero de micro-
organismos que degradam o PVA com eficiéncia é bastante limitado em
comparagdo as espécies capazes de degradar poliésteres aliféticos, tais
como PHA e PLA (THELLEN; CHENEY; RATTO, 2013; TANG;
ALAVI, 2011; CHEN et al., 2008b). Além disso, o PVA possui custo
superior quando comparado a outros polimeros. Para reduzir o custo e
aumentar sua biodegradabilidade e desempenho, o PVA € muitas vezes
modificado por combinagdo com outros polimeros (amido) ou
preenchedores com dimensdes nanométricas (nanoparticulas) (TANG;
ALAVI, 2011; IBRAHIM, EL-ZAWAWY; NASSAR, 2004).
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1.7 NANOCOMPOSITOS

A mistura de polimeros com preenchedores inorginicos ou
organicos com determinada geometria (fibras, flocos, esferas, particulas)
sdo conhecidos como compdsitos poliméricos. O PVA vem sendo
adicionado na forma de blendas a polimeros naturais, especialmente o
amido e a quitosana, com a finalidade de melhorar as propriedades
destes e de melhorar a biodegrabilidade do PVA (PALMA-
RODRIGUEZ et al., 2012; TANG; ALAVI, 2011; SIN et al., 2010;
CHEN et al., 2008a; JAYASEKARA et al., 2004; TUDORACHI et al.,
2000).

O uso de preenchedores com dimensdes nanométricas
(nanotubos, nanofibras de celulose, nanoesferas, mnanocdpsulas)
produzem os denominados nanocompdsitos poliméricos, os quais
deverdo exibir propriedades unicas. Os nanocompositos poliméricos
combinam propriedades dependentes do didmetro das nanoparticulas
com as propriedades dos polimeros, tais como possibilidade de projecdo
em diferentes formas, estabilidade a longo prazo e processabilidade
(AZEREDO, 2009; KULJANIN; DJOKOVIC; NEDELJKOVIC, 2006).

Uma dispersdo uniforme de nanoparticulas leva a um aumento da
area interfacial e pode favorecer as intera¢des entre a matriz polimérica
e as nanoparticulas. Sendo assim, a incorporagdo de nanoparticulas com
antioxidantes nas embalagens, além proteger os alimentos da
degradacdo durante armazenamento, pode alterar a mobilidade das
moléculas, o comportamento de relaxamento e modificar as
propriedades mecanicas, térmicas e de barreira da embalagem e, assim,
o desempenho do material resultante (ASSIS, 2012; AZEREDO, 2009;
SOZER; KOKINI, 2009; FARHANG, 2007).

Muitos estudos de nanocompdsitos utilizando PVA como matriz
vém sendo realizados. Os agentes de reforco variam entre nano-cristais
(CHEN et al., 2008b), nanotubos de carbono (PROBST et al., 2004),
montmorilonita (FARIA; VERCELHEZE; MALI, 2012), nano-
particulas de prata (MBHELE et al., 2003) e de celulose (IBRAHIM;
EL-ZAWAWY; NASSAR, 2010).

A influéncia das nanoparticulas de prata sobre as propriedades do
PVA foi estudada por Mbhele et al. (2003) e foi observado um aumento
na estabilidade térmica, no modulo de elasticidade e na resisténcia do
nanocompdsito com o aumento no teor das nano-particulas, indicando
refor¢o da matriz.

Chen et al. (2008b) reportaram a preparagdo e caracterizacdo de
nanocompdsitos de nano-cristais de amido e PVA, mostrando
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alteracdes nas propriedades fisicas nas concentragdes de 5 e 10% de
nano-cristais.

Ibrahim, El-Zawawy e Nassar (2010) avaliaram o efeito de
nanoesferas de celulose sobre as propriedades dos filmes de PVA e
reportaram que a presenga de 20% de nano-celulose na matriz de PVA
aumentou a tensdo de ruptura e a percentagem de elongagdo na ruptura,
enquanto maior percentagem de nano-celulose diminuiu estes
pardmetros, devido a alteracdo na estrutura morfolégica do filme de
PVA.

As propriedades fisicas de biodegrabilidade de filmes baseados
em amido de mandioca, montmorilonita e PVA foram estudadas por
Faria, Vercelheze e Mali (2012), os quais concluiram que a adi¢do da
nano-argila esfoliada resultou em melhora na estabilidade em diferentes
umidades, menor permeabilidade ao vapor de 4gua, maior resisténcia e
menor flexibilidade.
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RESUMO

Sistemas de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) foram desenvolvidos
utilizando a metodologia de superficie de resposta para otimizar o
didmetro médio das particulas, a taxa de recuperacdo do a-tocoferol e o
potencial zeta das NLS contendo o-tocoferol. A formulagdo 6tima de
NLS contendo a-tocoferol foi caracterizada através da difracdo de raios-
X, da calorimetria exploratéria diferencial, da morfologia e da
estabilidade fisica. As condi¢des ideais para preparagdo de NLS
contendo a-tocoferol forneceram didmetro médio das particulas, taxa de
recuperacdo do a-tocoferol e potencial zeta de 214,5 nm, 75,4% e -41,9
mV, respectivamente; esta formulacdo foi estdvel durante o
armazenamento a 6 °C por 21 dias. Além disso, o lipideo sélido
(behenato de glicerila) alterou a sua natureza cristalina da forma
polimérfica B' do seu estado puro para as formas polimérficas a e ' nas
NLS.

Palavras-chave: metodologia de superficie de resposta; nanoparticulas
lipidicas s6lidas; antioxidante; homogeneizagao a alta pressao.



ABSTRACT
Solid lipid nanoparticle (SLN) systems were developed using response
surface methodology to optimize the mean particle size, a-tocopherol
recovery rate and zeta potential of SLNs containing a-tocopherol. The
optimization of a-tocopherol-loaded SLNs was characterized by x-ray
diffraction analysis, differential scanning calorimetry, and the analysis
of morphology and physical stability. The optimal conditions for an a-
tocopherol-loaded SLN preparation were the mean particle size, o-
tocopherol recovery rate and zeta potential of 214.5 nm, 75.4% and -
41.9 mV, respectively; this preparation was stable during storage at 6°C
for 21 days. Furthermore, the solid lipid (glyceryl behenate) changed its
crystalline nature from the ’polymorphic form in the pure formulation
to the a and ’polymorphic forms in SLNs.

Keywords: surface response design; solid lipid nanoparticle;
antioxidant; high-pressure homogenization.
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1 Introduction

Oxidation processes are the major cause of deterioration in lipid-
based foods, especially those containing polyunsaturated fats. This
process decreases food quality by increasing the development of
rancidity, off-flavor compounds, polymerization, reversion and other
reactions that reduce the shelf life, nutritive value and sensory quality of
the food product. In addition, oxidation is implicated in the pathogenesis
of numerous chronic diseases. A method of protection against oxidation
is the addition of antioxidants (Brewer, 2011; Ndhlala, et al., 2010;
Shahidi and Zhong, 2010; Mozafari et al., 2006), either as direct
additives or indirectly through diffusion from packaging material (van
Aardt et al.,, 2004). Antioxidants play a major role in preventing or
delaying oxidation of a substrate when present in low concentrations
compared with an oxidizable substrate. Both synthetic and natural
antioxidants are widely used in food products; however, some synthetic
antioxidants have become controversial due to their potential adverse
effects on human health. Natural sources of antioxidants, such as
tocopherols and other compounds, have been extensively applied in the
food industry (Shahidi and Zhong, 2010; Mozafari et al., 2006).

Vitamin E is a nutrient that occurs naturally in vegetable oils or in
deodorizer distillates (Shahidi and Zhong, 2010; Evans et al., 2002).
This fat-soluble antioxidant can effectively scavenge lipid peroxyl
radicals and act as a synergist with many other antioxidants (Byun et al,
2011; Ndhlala et al., 2010; Shahidi and Zhong, 2010; Yenilmez and
Yazan, 2010). Vitamin E has several isomers, including a-tocopherol,
which is the most abundant form in nature (Byun et al, 2011; Gonnet et
al., 2010; Hatanaka et al., 2010)." This form is widely used in vitamin
supplementation and as an antioxidant in the food, cosmetic, and
pharmaceutical industries (Gonnet et al., 2010; Hatanaka et al., 2010;
Yoo et al., 2006). However, the fact that these compounds are
insoluble in water has made their use problematic in food formulation
(Weiss et al., 2008; Yoo et al., 2006; Tan and Nakajima, 2005); vitamin
E is often present in food at levels below the therapeutic threshold and
in forms with reduced or insufficient bioavailability (Cheong et al.,
2008).

To overcome this limitation, nanotechnology offers the food
industry the potential to significantly improve the solubility and
bioavailability of many functional ingredients, including carotenoids,
polyunsaturated fatty acids and numerous other compounds, such as a-
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tocopherol (Cheong et al., 2008; Mozafari et al., 2006; Weiss et al.,
2008; Dingler et al., 1999).

Solid lipid nanoparticle (SLN) systems, introduced in 1991, are
one of the most promising encapsulation technologies employed in the
rapidly developing field of nanotechnology (Mozafari et al., 2006) and
represent an alternative carrier system to traditional colloidal carriers,
such as emulsions, liposomes, and polymeric micro- and nano-particles
(Freitas and Miiller, 1999).

The physicochemical properties of SLNs are controlled by many
factors, such as the nature and relative amount of lipids and surfactants
and the ratio of solid lipids to drugs in the formulation. Because the
ingredients significantly affect the physicochemical properties and drug-
release profiles of the nanoparticles, the design of an optimized
formulation is an important aspect of SLN production (Mehnert and
Mider, 2012; Hao et al., 2011; Karn-orachai et al., 2012).

In these situations, where several variables may influence the
system properties, response surface methodology (RSM) is an
appropriate technique to evaluate the relationships between the response
and independent variables and to optimize the processes or products
(Calado and Montgomery, 2003; Bas and Boyaci, 2007); RSM requires
less experimentation and provides estimates of the relative significance
of different variables (Hao et al., 2011).

The purpose of this research was to determine the optimal
conditions for a-tocopherol-loaded SLNs produced by the high pressure
homogenization (HPH). Central composite design (CCD) was used to
investigate the influence of the surfactant concentrations and o-
tocopherol amount on the mean particle size, zeta potential, and -
tocopherol recovery rate. Additionally, the optimized o-tocopherol-
loaded SLNs and the control formulation (¢t-tocopherol-free SLN) were
evaluated by differential scanning calorimetry (DSC), X-ray diffraction,
transmission electron microscopy (TEM) analysis, and analysis of the
physical stability to characterize the systems. The «-tocopherol
entrapment efficiency was determined for the optimized o-tocopherol-
loaded SLN formulation.

2 Materials and Methods
2.1 Materials

The solid lipid glyceryl behenate (Compritol® 888 CG ATO,
melting point ~73 °C) was obtained from Gateffossé (Saint-Priest,
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France). a-Tocopherol (98% purity HPLC grade) and methanol (HPLC
grade) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).
Soya lecithin (LIPOID S 75, 68-73% phosphatidylcholine) was supplied
by Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Germany). Poloxamer 188 (Pluronic
F68, 1800g/mol and 80% PEO) was kindly donated by BASF AG
(Ludwigshafen, Germany). All others chemical reagents and solvents
were of analytical grade and were used as received.

2.2 Preparation of a-tocopherol-loaded SLNs

a-Tocopherol-loaded SLNs (a-TC-loaded SLNs) were prepared
by the hot high homogenization technique (Miiller et al., 2000) with a
high-pressure homogenizer (APLAB-10, Artepecas, Brazil) at 500 bar.
Compritol® 888 CG ATO (5.0%) was heated to 80-85 °C, and a-
tocopherol and soya lecithin were dispersed in the molten lipid to form
the lipid phase (LP). The LP was dispersed in the hot surfactant
(Pluronic F68) solution of distilled water and water phase (WP) using an
Ultra-Turrax T25 (IKA, Germany) at 9000 rpm for 1 min. This pre-
emulsion underwent seven high-pressure homogenization cycles. The
dispersion obtained was cooled to 20 °C, filtered through an 8 um filter
paper, and stored in dark bottles. The homogenization circuit was
maintained at 85 °C by a water bath coupled to the machine, and the
duration of the seven cycles was approximately 5 min. The different
formulations produced are shown in Table 1.

2.3 Experimental design optimization

A resolution III 2" fractional factorial design was previously
employed to select the most important independent variables (factors)
that can influence the physicochemical properties of the SLNs. Next,
response surface methodology using central composite design (CCD)
with three independent variables was applied to determine the optimal
levels for the mean particle size (Y1), a-tocopherol recovery rate (Y2),
and zeta potential (Y3).

The selected factors were the active compound concentration (o-
tocopherol, %, X1), lipophilic surfactant concentration (soya lecithin, %,
X2), and hydrophilic surfactant concentration (poloxamer 188, %, X3),
which were studied at five different concentration levels: one central
point (X1: 0.75%, X2 and X3: 1.0%), level 1 (X1: 1.0%, X2 and X3:
1.5%), level -1 (X1, X2 and X3: 0.50%), level o (X1: 1.17%, X2 and
X3: 1.84%), and level -a (X1: 0.33%, X2 and X3: 0.16%). The alpha
value (1.682) was obtained from the equation + V3 for k=3 (three
independent variables).
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According to the CCD generated by the STATISTICA software
(version 7.0, 2004 StatSoft, Inc., EUA), a total of 18 experiments,
including 8 factorial points (levels -1 and +1), 6 axial points (levels + a),
and 4 replicates at the central point for estimation of pure error, were
performed (Table 1). All experiments were performed randomly and in
blocks (two days) to minimize the effects of variability of the responses
observed due to systematic errors.

A second-order polynomial equation was used to express the
mean particle size (Y1), a-tocopherol recovery rate (Y2), and zeta
potential (Y3) of the SLNs as a function of the assigned independent
variables as follows (Eq. (1)):

Y=By + B;X; + ByX; + B3X; + B1 ;1 X, + ByXy? + B33Xs” + B1oX X +
B13X1X3 +B23X2X3 + € (1)

were Y represents the response variables, By is a constant, B;
represents the linear terms, By represent the quadratic terms for one
variable, B;j represents the interaction terms (i=1, 2,and 3 and j = 1, 2,
and 3), and ¢ is the random error.

2.4 Statistical analysis

The statistical data analysis was performed by the STATISTICA
software (version 7.0, 2004 StatSoft, Inc., EUA). To fit the second order
polynomial equation, the experimental data were analyzed by multiple
linear regression using the analysis of variance (ANOVA) approach, and
the statistical significance of each regression term was evaluated using
the t-value from the pure error obtained from replicates at the central
point. The p-values less than 0.05 were considered to be statistically
significant. After determining the fit of the models, optimal conditions
for the preparation of the SLNs were determined by solving the equation
derived from the final quadratic model and by evaluating the RSM plots
with restrictions on the responses of a minimum value of mean particle
size and a maximum value of a-tocopherol recovery and zeta potential.
In addition, three optimized formulations were prepared to verify the
response predicted by the equation, therefore evaluating the accuracy of
the model.
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2.5 Physical-chemical evaluations

2.5.1 Particle size, polydispersity index and zeta potential determination

The mean particle size (Z-ave), polydisperity index (PI), and zeta
potential () of the prepared SLNs were obtained by the photon
correlation spectroscopy technique (PCS) using Zetasizer Nano Series
equipment (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Samples were
diluted appropriately with filtered Milli-Q® water, and the
measurements were conducted at 25 °C and at a fixed angle of 173°. For
the measurements of zeta potential, the diluted samples were placed in
an electrophoretic cell.

2.5.2 Transmission electron microscopy (TEM)

The morphology of the optimized o-TC-loaded SLNs and the
control sample (o-TC-free SLN) was investigated by TEM. The samples
were diluted in ultrapure Milli-Q® water (1:2), and approximately 5 uL
of each sample was deposited on carbon-coated copper grids (200
mesh). After drying at room temperature, the grids were observed using
a JEOL JEM-1011 microscope (Tokyo, Japan) operating at 80 kV.

2.5.3 Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC thermograms were produced using a differential scanning
calorimeter model DSC-50 (Shimadzu, Japan). Lyophilized a-TC-
loaded SLN optimized and o-TC-free SLNs (4.7-5.3 mg) were weighed
separately in aluminum pans and hermetically sealed. The individual
components of the SLNs were analyzed as raw materials. Empty pans
were used as a reference. The analysis was conducted under an inert
nitrogen atmosphere at a flow rate of 50 mL.min"', a temperature range
of -50 to 120 °C, and a scanning rate of 5 °C.min".

2.5.4 X-ray diffraction

X-ray diffraction patterns were obtained using a Philips X Pert
X-ray diffractometer with a copper anode (Cu-Ko radiation, A =
0.15418 nm) equipped with a sample spinner operating at a current of 30
mA and a voltage of 40 kV. The measurements were performed at room
temperature, scanning at 26 from 1° to 100°, with a 0.05° step size and
1.00 s step time.
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2.5.5 Determination of a-tocopherol content, recovery, and entrapment
efficiency

The o-tocopherol content in the o-TC-loaded SLNs was
determined after complete dissolution of 1.0 mL of the dispersion in
10.0 mL methanol. The mixture was sonicated for 30 min to extract the
a-tocopherol into the organic solution. Then, the dispersion was filtered,
and the o-tocopherol content of the solution was analyzed by HPLC
(LC-20AT, Shimadzu, Tokyo, Japan). The o-tocopherol content was
expressed in mg of o-tocopherol/mL of dispersion. The o-tocopherol
recovery rate (%) was estimated by comparing the total content of o-
tocopherol found in the o-TC-loaded SLNs with the initial content
added to the formulations, as shown in Eq. (2):

Recovery (%)
=10 ( Inicial content of aTC - Total content of aTC

Inicial content of aTC ) x 100 @

The entrapment efficiency (EE) was calculated as the difference
between the total o-tocopherol content in the «-TC-loaded SLN
dispersion and the free «-tocopherol content obtained after the
separation of the a-TC-loaded SLNs from the aqueous medium by a
dispersion-ultrafiltration/centrifugation procedure using Amicon Ultra
Centrifugal Filters with an Ultracel 30k membrane (Millipore, Ireland).
The free o-tocopherol concentration was then determined by HPLC
(LC-20AT, Shimadzu, Tokyo, Japan) analysis. The entrapment
efficiency was calculated using the following Equation:

Total content of aTC -Free content of «TC

Entrapment efficiency (%) = ( x 100) 3)

Total content of aTC

2.5.6 Chromatographic Analysis

HPLC separation was performed with a Shimadzu Liquid
Chromatographer (Tokyo, Japan) equipped with a CBM-20A system
controller, an LC-20AT pump system, an SPD-M20A photodiode array
detector, a CTO-20A oven, and an SIL-20A auto sampler. The analysis
was conducted using a Shim-pack CLC-ODS (M) column (250 mm x
4.6 mm, L.D.; 5 um particle size; Shimadzu, Kyoto, Japan) protected by
a guard cartridge system (Shim-pack CLC G-ODS; 12.5 x 4.6 mm; 5
pum particle size; Shimadzu, Tokyo, Japan). The quantitative
measurement of a-tocopherol content was performed at A = 292 nm with
a mobile phase of methanol:water (99:1) (v/v) at a flow rate of 1.0 mL
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min~'. The analytical column was kept at 50 °C, and the injection
volume was 20 pL. The data were stored and processed by a
Workstation LC system (Tokyo, Japan).

The calibration curves of the peak area versus the o-tocopherol
concentration were linear in the concentration range of 0.2-1.0 mg/mL.
The regression equation of the media calibration graph (n=3) was as
follows: y = 8.10°x + 44542 (R=0.9998).

2.5.7 Stability studies

The physicochemical stability of the optimized SLN formulation
(0-TC-loaded SL.Ns) and control formulation (a-TC-free SLNs) was
studied at different temperatures (6, 20 and 40 °C) for a period of 21
days. The samples were prepared, placed into 30 mL brown bottles,
sealed, and stored. The mean particle size (Z-ave), the polydisperity
index (PI), and zeta potential ({) of the samples were measured after 1,
7, 14 and 21 days. The o-tocopherol recovery rate (%) was measured
after 1 and 21 days.

3 Results and discussion

3.1 Optimization of conditions for preparing o-tocopherol-loaded SLNs

The three significant independent variables selected from the
results obtained by fractional factorial design, a-tocopherol
concentration (%, X1), soya lecithin (%, X2) and poloxamer 188 (%,
X3), were used to minimize the mean particle size response (Y1) and
maximize the a-tocopherol recovery rate (Y2) and zeta potential (Y3)
responses of the a-TC-loaded SLNs using the CCD.

As shown in Table 1, the values of the Y1, Y2 and Y3 responses
were in the range of 171-615 nm, 58.5-82.1%, and -30.2 to -54.3 mV,
respectively. The experimental data were used to calculate the
regression coefficients of the quadratic polynomial equations, and the
significance of each regression coefficient was statistically evaluated by
analysis of variance (ANOVA). To develop the model, the coefficients
related to the independent variables with significant f-values (p < 0.05)
were used. A lower p-value indicates a higher significant effect of the
independent variables on the responses. The calculated regression
coefficients, standard errors, t-values and p-values for the Yl, Y2 and
Y3 responses are shown in Table 2.
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The adjusted model that describes the relationship between the
independent variables and the mean particle size can be represented by

Eq. (4):

Y;=210.46 - 14.27X, + 0.21X, - 95.75X;5 + 65.5X5> + 16.37X,X, +
19.62X,X;5 + 30.62X,X; “)

where Y1 is the mean particle size response, and X1, X2, and X3
represent the a-tocopherol, soya lecithin and poloxamer 188
concentrations, respectively. Although the soya lecithin concentration
(X2) had no significant effect (p > 0.05, Table 2) on Y1, it was included
in the model to ensure that the interactions with o-tocopherol and
poloxamer 188 concentrations (X1 and X3) were significant (p < 0.05,
Table 2). The poloxamer 188 concentration (X3) had a greater effect on
the response variable Y1. The negative coefficients of X1 and X3
indicate that the particle size decreased with increasing levels o-
tocopherol and poloxamer 188.

Table 2

Analysis of variance of the regression coefficients of the fitted quadratic
equations for the particle size (Y1), a-tocopherol recovery rate (Y2), and zeta
potential (Y3) as a function of the independent variables.

Block
Bo
B:X,
B X/
B2X,
BxXy'
B3X;
B3Xs’

Y1 Y2 Y3

Coef. SE t p Coef. SE t p Coef. SE t p
734 196 3.74 0.06438 -1.99 029 -6.95 0.02009 0.94 0.27 353 0.07183
21046 4.10 51.34 0.00038 73.63 0.60 122.33 0.00007 46.37 0.56 83.21 0.00014
-1427 222 -643 0.02334 223 033 6.83 0.02074 -0.65 0.30 -2.15 0.16466
1.16 231 050 0.66659 0.76 034 223 0.15567 -0.40 0.31 -1.26 0.33408
021 222 009 093336 -2.01 033 -6.18 0.02516 7.00 0.30 23.21 0.00185
6.81 231 294 0.09849 -1.75 034 -5.16 0.03553 -1.83 0.31 -5.82 0.02831
-95.75 222 -43.15 0.00054 0.27 033 0.82 049689 -2.93 0.30 -9.73 0.01040
6550 231 2832 0.00124 0.14 034 041 0.72367 -0.29 031 -0.92 0.45259
BipXiX, 1638 290 5.65 0.02995 -1.02 043 -241 0.13775 0.09 039 022 0.84494
BisXX; 19.63 290 6.77 0.02114 1.17 043 276 0.11003 -0.79 0.39 -1.99 0.18381
B;XoX; 30.62 290 10.56 0.00884 -0.20 043 -0.47 0.68476 -0.39 039 -0.98 0.42924

SE = standart error

By = constant, B; = Linear coefficient, B;; = Quadratic coefficients and

Bjj = interaction coefficients (i= 1, 2, and 3 and j = 1, 2, and 3),
X1 = a-tocopherol concentration, X2 soya lecithin concentration,
X3 = poloxamer 188 concentration.

Values at p < 0.05 were considered to be significant.
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The adjusted model for o-tocopherol recovery rate response
variable (Y2) is represented by Eq. (5):

Y,=73.63 +2.23X, - 2.01X, - 1.75X,” 5)

where Y2 is the o-tocopherol recovery rate response and X1 and
X2 represent the o-tocopherol and soya lecithin concentrations,
respectively. As can be observed in Eq. (5), the soya lecithin
concentration (X2) had a negative coefficient, i.e., a higher soya lecithin
concentration led to a lower a-tocopherol recovery rate, while a higher
a-tocopherol concentration (X1) led to a higher o-tocopherol recovery
rate. Poloxamer 188 concentration (X3) had not effect on Y2 response
(p > 0.05, Table 2).

According to the regression coefficients calculated for the zeta
potential response (Y3) (Table 2), the model can be represented by Eq.
(6):

Y3=46.37 + 7.00X; - 1.83X,%- 2.93X; (6)

where Y3 is the zeta potential response and X2 and X3 represent
the soya lecithin and poloxamer 188 concentrations, respectively. The
linear term soya lecithin (X2) most influenced the response variable Y3
(p < 0,002), and the positive coefficient of these variables indicate that a
linear increase in X2 concentration is directly proportional to an
increase of the zeta potential. On the other hand, the poloxamer 188
concentration (X3) had a negative effect, i.e., the zeta potential value
decreased linearly —with increasing concentrations. Lecithin
(phospholipids) and poloxamers have been shown to be the main
components in formulations that can influence the zeta potential. The
first factor provides a negative potential for interface because it is an
anionic surfactant (Schaffazick et al., 2003), leading to electrostatic
repulsion between particles and, thus, reducing the aggregation
(Schaffazick et al., 2003; Miiller et al., 2000). Poloxamers, which are
non-ionic surfactants, tend to reduce the absolute value of this parameter
(Schaffazick et al., 2003). However, all of the SLNs evaluated showed
values above of 30 mV (in module), which is the minimum value
necessary to ensure the stability of the particles (Marcato, 2009;
Teeranachaideekul et al., 2007).

The coefficients of determination (RZ) and adjusted R? for Y1,
Y2, and Y3 were calculated to be 0.94 and 0.88; 0.65 and 0.55; and 0.97
and 0.96, respectively, and the lack of fit was considered to be
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marginally non-significant (p = 0.035) for Y1 and was non-significant
for Y2 (p = 0.118) and Y3 (p = 0.414), indicating that models
appropriately explains the variability of the observed responses.

After finding the model that best represents each response,
optimal conditions for the preparation of o-TC-loaded SLNs were
obtained by solving the equations, analyzing RSM plot analysis (data
not shown), and improving or maintaining each response within the
desired ranges. The optimum levels for the a-tocopherol, soya lecithin,
and poloxamer 188 concentrations were determined to be 1.1%, 0.75%
and 1.3%, respectively. At these levels of independent variables, the
predicted mean particle size, a-tocopherol recovery rate, and zeta
potential were calculated to be 165.8 nm, 78.0%, and -41 mV,
respectively. To validate the experimental models, the optimized
formulation was prepared in triplicate. The practical responses to mean
particle size, o-tocopherol recovery rate, and zeta potential were 214.5 +
3.2nm,75.4+2.5 % and - 41.9 £ 1.1 mV, respectively. The entrapment
efficiency for the a-TC-loaded SLNs in the optimal formulation was
determined to be 98.0 + 1.4%.

3.2 X-ray diffraction analysis

Glyceryl behenate is a mixture of mono-, di- and tri-behenates of
glycerol (18 wt%, 53 wt% and 27 wt% in weight, respectively) that
exhibits a complex polymorphism depending on many parameters, such
as the crystallization rate or the temperature of storage. Compritol® 888
CG ATO is a solid lipid based mainly on glycerol esters of behenic acid
(C22) (> 83%). However, other fatty acids (C16-C20) are also present
(C16 < 3.0%, C18 < 5.0%, C20 < 10.0%, C22:1 < 1.0%, and C24 <
3.0%). Lipid polymorphism is due to the numerous possible lateral
packing patterns of fatty acid chains in a particular organization of
hydrocarbon chains (Sinha et al., 2010; Bunjes and Unruh, 2007
Teeranachaideekul et al., 2007; McGauley and Marangoni, 2002).
Polymorphic behavior is often displayed by long-chain compounds; in
general, those compounds crystallize in two or three different phases, o
and B’, or a, B’ and B, respectively (Marcato, 2009; Bunjes and Unruh,
2007; Long et al., 2006; Jores et al., 2003; Freitas and Miiller, 1999).
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Fig. 1 X-ray diffraction patterns of bulk Compritol® 888 CG ATO (A), lecithin
(B), o-TC-loaded SLN (C), and o-TC-free SLN (D).

The diffractograms of the bulk lipid, soya lecithin, a-TC-loaded
SLNs and a-TC-free SLNs are shown in Figure 1. The o-TC-free SLNs
revealed a diffraction pattern very similar to bulk lipid, showing the
sharp peaks at 26 of 21.23° and 23.30°. These peaks correspond to short
spacings of the chains at 0.42 and 0.38 nm, respectively, which is
attributed to the B’ polymorphic form of the solid lipid (Jores et al.,
2003). The only differences between both curves are the intensity and
the width of the peaks (resolution of the peaks), which depend on
different factors, such as the amount of sample used and the particle size
(Souto et al., 2006). For the a-TC-loaded SLNs, the sharp peaks at 20
were at 21.38° and 23.48°, which correspond to short spacings at 0.415
and 0.38 nm representing o and B’ polymorphic forms, respectively
(Sato, 1988; Chapman, 1962; Lutton, 1950). Moreover, the first sharp
peak in the o-TC-loaded SLNs also had a slightly reduced intensity
when compared to the a-TC-free SLNs. These characteristics may be
attributed to the incorporation of the active compound (¢t-tocopherol)
between parts of the crystal lattice of the lipid, leading to more
imperfections in the crystals and making it more likely that the active
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compound will remain entrapped in the lipid matrix during the shelf life
(Gonzalez-Mira et al., 2011; Miiller et al., 2002).

As shown in the X-ray analysis, measurements of crystallinity
and lipid modification are necessary because these parameters are
strongly correlated with drug incorporation and release rates (Saupe and
Rades, 2006).

3.3 Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC is widely used to investigate the solid state of a lipid; the
basis of this method is the fact that different lipid modifications possess
different melting points and melting enthalpies (Saupe and Rades, 2006;
Mehnert and Mider, 2001). DSC thermograms and endothermic events
of the main raw materials used to formulate SLNs (glyceryl behenate
and poloxamer 188), the a-TC-loaded SLNs and the o-TC-free SLN
samples are shown in Fig. 2 and Table 3.

Table 3
DSC parameters of bulk Compritol® 888 CG ATO, a-TC-loaded SLNs, and o~
TC-free SLNs.

Sample Melting point Onset Endset Enthalpy CD
9] 4] 4] dghH (%)

Compritol® CG 888 73.38 68.45 78.77 74.37 100

ATO

o-TC-free SLNs 71.01 68.07 74.46 64.46 86.67

0-TC-loaded SLNs 67.00 59.13 73.25 53.85 72.41

CD (%): crystallinity degree

The Compritol® 888 ATO has a melting point ranging from 69 to
74 °C (Brubach et al., 2007). As shown in Fig. 2 (curve C), the bulk
Compritol® 888 CG ATO exhibited a sharp endothermic event, related
to the melting point, at 73.38 °C. Long et al. (2006), Souto et al.
(2006), Freitas and Miiller (1999), and zur Miihlen et al. (1998) reported
the melting point of glyceryl behenate to be 71.6°C; 71.7°C; 72.2°C and
71.1°C, respectively; these temperatures are characteristic of the [’
polymorphic form, which is considered to be the most stable form.
These results are in agreement with those obtained with X-ray
diffraction, which indicated the presence of the B’ polymorphic form.
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Fig. 2 DSC analysis of Compritol® 888 CG ATO (C), poloxamer 188 (D), and
a-TC-free SLN (B) and a-TC-loaded SLN (A).

The production of SLNs composed of glycerides with a
heterogeneous composition, such as Compritol® 888 CG ATO, is
associated with a melting point depression (zur Miihlen et al., 1998). -
TC-free SLN and a-TC-loaded SLN formulations using 5.0% (w/w) of
Compritol® 888 CG ATO, 1.3% (w/w) of poloxamer 188, 0.75% (w/w)
of soya lecithin and 1.1% (w/w) of a-tocopherol led to a melting point
depression, as shown in Table 3 and Fig. 2. a-TC-free SLN and a-TC-
loaded SLN formulations showed two endothermic peaks at 50.9 and
71.01 °C (Fig. 2, curve B) and at 48.55 and 67.00 °C (Fig. 2, curve A),
respectively. An increase in crystal order disturbance (lattice defects)
led to a reduction of the onset, endset and melting temperatures. While
the pure Compritol® CG 888 ATO exhibited the B’ form, the addition
of a-tocopherol and surfactants led to a decrease in the crystallinity of
the lipid nanoparticles (Table 3). The melting points (the latter
endothermic peaks) observed for o-TC-free SLNs and «-TC-loaded
SLNs were associated with the B’ and o melting forms, although the
recorded melting point of the SLNs was slightly decreased in
comparison to the one obtained for the bulk lipid (73.38 °C). In addition,
the peaks of SLNs, mainly the o-TC-loaded SLNs, were broader and
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shifted to the left when compared to the bulk Compritol® 888 CG ATO
peak. The endothermic peaks at 50.9 °C (o-TC-free SLNs) and 48.55 °C
(a-TC-loaded SLNs) are similar to the peaks of poloxamer 188.

A melting depression and broadening peaks are observed when
transforming a bulk lipid into nanoparticle form because of the high
specific surface area (the lower the particle size, the lower the melting
point) or when interactions between solid lipid and liquid lipid and/or
surfactants (Aradjo et al., 2010; Han et al., 2008; zur Miihlen et al.,
1998) occur during the production process, which can distort
crystallization and result in a lower melting enthalpy (Sinha et al.,
2010). Table 3 shows the enthalpy values for bulk Compritol® 888 CG
ATO (74.37 J/g), o-TC-free SLNs (64.46 J/g) and a-TC-loaded SLNs
(53.85J/g). The addition of a-tocopherol to SLNs (o-TC-loaded SLNs)
reduced the enthalpy required to melt the lipid, and the crystallinity
degree determined from the enthalpy of melting was as follows:

DC = AH,,/ AH',,

where AH,, and AH’,, are the experimentally measured enthalpy
of melting and the bulk enthalpy of melting, respectively (Chen and
Hwang, 1995). The o-TC-free SLNs (64.46 J/g) and a-TC-loaded SLNs
(53.85 J/g) showed a crystallinity degree of 86.67% and 72.41%,
respectively. This energy reduction indicates an interaction of o-
tocopherol with the crystalline lipid matrix, which creates a more
massive crystal order disturbance (lattice defects) and a decreased
crystallinity degree that could allow enough space to accommodate .-
tocopherol molecules (Aradjo et al., 2010; Fang et al., 2008; Long et al.,
2006).

3.4 Particle morphology

TEM analysis was performed for the optimized formulation (o
TC-loaded SLNs) and the control (a-TC-free SLNs). The micrographs
for the o-TC-loaded SLNs and o-TC-free SLNs are shown in Fig. 3.
The mean size of the a-TC-loaded SLN (Fig. 3, left) and o-TC-free
SLN (Fig. 3, right) (215 and 297 nm, respectively) indicates that the
particles had a nanometer size, similar to the sizes measured by photon
correlation spectroscopy; furthermore, both SLNs had a similar
spherical or near-spherical morphology. However, as can be observed in
Fig. 3, both a-TC-loaded SLNs (left, middle and bottom) and a-TC-free
SLNs (right, middle and bottom) displayed some agglomerations and
crystallization of the lipid as evidenced by the presence of some lipid
crystals, mainly in the o-TC-free SLNs. As discussed by other
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researchers, the shape change of SLNs is related to the crystal structure
of the lipid matrix. Polymorphic transitions from a to 3’ to B result in a
transformation of the spherical shaped lipid crystals to elongated, needle
shaped crystals (Helgason et al., 2009a, b). The presence of a-TC
appears to decrease the crystal formation, which is in agreement with
the DSC and X-ray analysis discussed previously in this manuscript.

Moreover, the sample preparation for the TEM analyses,
including sample drying for solvent removal, may cause modifications
that can influence the particle shape (Miiller et al., 2000), which may
also explain the agglomeration present in the sample. The values of zeta
potential for the freshly dispersed o-TC-loaded SLNs and o-TC-free
SLNs were -41.9 and -46.9 mV, respectively. These values indicate
appropriate electrostatic repulsion between the particles, which would
prevent the agglomeration observed (Marcato, 2009; Teeranachaideekul
et al., 2007; Schaffazick et al., 2003; Miiller et al., 2000).
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Fig. 3 Transmission electron microscopy (TEM) of an a-TC-loaded SLN (left)
and an o-TC-free SLN (right).
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3.5 Stability studies

The mean particle size, polydispersity index (PI), zeta potential,
and o-tocopherol recovery rate were selected as reference parameters to
evaluate the physicochemical stability of optimized a-TC-loaded SLNs
exposed to different temperatures (6, 20 and 40 °C) for 21 days (Table
4). The a-TC-free SLN formulation was also studied to evaluate the
effect of the addition of a-tocopherol into the lipid matrix.

After production and during the cooling step, the SLNs were
milky dispersions. o- TC-loaded SLNs (freshly prepared, first day) had
a smaller mean particle size and polydispersity index than the control
sample (o-TC-free SLNs), indicating a decrease in these parameters
(Table 4) after the incorporation of a-tocopherol into the solid matrix. o.-
TC-free SLNs had a mean particle size of 297 nm; the mean diameter
for the a-TC-loaded SLNs was 214.5 nm (first day). The polydispersity
index was 0.5 (max. acceptable size distribution) for the o-TC-free
SLNs and 0.25 (narrow size distribution) for the o-TC-loaded SLNs.
The zeta potential was lower when a-tocopherol was added into the
solid matrix and was -41.9 mV for the a-TC-loaded SLNs and -47.3 mV
for the a-TC-free SLNs. These values for the zeta potential were higher
than 30 mV (in module), suggesting that these particles were likely to be
electrochemically stable (Marcato, 2009; Teeranachaideekul et al.,
2007).

Regarding the physical stability of SLN dispersions, the mean
size of the a-TC-free SLN formulation remained between 297 and 359
nm for the 21 days of the shelf life at 6 and 20 °C. The mean particle
size increased slightly over time, and the PI values remained similar to
the values from the first day (~0.5) for most samples, indicating a size
distribution similar to the polydispersion distribution (Wu et al., 2011).
For the a-TC-loaded SLN formulation, the mean size ranged from 215
and 266 nm during the 21 days of shelf life at 6 and 20°C (unstable at
40°C), indicating only a slight particle size increase. The PI values were
between 0.25 and 0.38 and did not exceed 0.28 for the samples stored at
6 °C.
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Table 4

PCS diameters (Z-ave), polydispersity index and zeta potential of developed a-
TC-free SLN and a-TC-loaded-SLN formulations obtained on days 1, 7, 14 and
21 of storage at different temperatures (6, 20 and 40 °C).

Sample/Day Z-ave (nm) PI Zeta potential (mV)
o-TC-free SLN

Day 1 297 £10.5 0.50 £0.03 -47.3+£0.72
Day 7

6°C 3109+£2.3 0.46 £0.05 -439+1.48
20°C 316.7+17.8 0.62 £0.04 -419+0.35
40°C * * -31.6 £0.71
Day 14

6°C 314.7£4.5 0.46 £0.01 -44.2 +0.64
20°C 337+£94 0.47 £0.01 -41.3+£2.05
40°C * * -24.9 +£0.49
Day 21

6°C 329.5+0.8 0.45 +£0.04 -41.6 £1.98
20°C 3593 +£2.12 0.52 £0.02 -32.8+£2.76
40°C * * -23.5+3.68
o-TC-loaded-SLN

Day 1 2145+32 0.25+£0.01 -41.9 £1.07
Day 7

6°C 2199 £3.7 0.26 £0.02 -36.6 £0.28
20°C 223.1+13.0 0.26 £0.01 -30.1+£0.14
40°C wok wE -32.0+0.85
Day 14

6°C 241.8 £6.6 0.26 £0.01 -37.1 £0.07
20°C 253.5+7.6 0.37 £0.02 -31.8 £0.64
40°C ok ok -32.2+£0.99
Day 21

6°C 257.7+£5.94 0.28 £0.01 -37.7£0.01
20°C 2659 +£10.6 0.38 £0.01 -31.0+£0.92
40°C ok ok -32.7+0.78

*: unstable; **: unstable and yellow supernatant.

Changes in the zeta potential were found over time during storage
and at different temperatures for both investigated formulations. The
high negative electrical charge (> 40 mV, in module) detected for the o-
TC-free SLN formulation remained until day 21 only for the samples
stored at 6 °C. However, a more accentuated decrease in the zeta
potential (-31.6 to -23.5 mV) was found for the a-TC-free SLNs stored
at 40 °C after 21 days. Freitas and Miiller (1998) evaluated the effects of
temperature on Compritol® 888 CG ATO SLNs stored at 8, 20 and 50
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°C in the dark, and reported that storage at 50 °C induced rapid particle
growth within 3 days. For the a-TC-loaded SLNs, the zeta potential
value ranged between -41.9 and -32.7 mV during the 21 days at
different temperatures; the change in the values was smaller for the
samples stored at 6 °C after 21 days (-41.9 to -36.6 mV). These results
suggest that these dispersions were physically stable under storage
temperature conditions of 6 and 20 °C. Thus, the presence of o-
tocopherol appeared to prevent agregation at high temperatures until day
21; this finding is in agreement with the DSC and x-ray results, which
indicated a crystallinity degree that decreased with the addition of -
tocopherol.

The a-tocopherol recovery rate (%) was determined for the
optimized SLN formulation (a-TC-loaded SLN) after 1 and 21 days. On
the first day, the recovery of a-tocopherol was 75.4 £ 2.5 %. After 21
days, the recoveries were 75.3 £ 1.9, 659 + 2.7 and 42 + 2.8% to
samples storage at 6 °C, 20 °C and 40 °C, respectively. The samples
storage at 40 °C showed intense yellow color after 7 days, probably due
to a-tocopherol degradation, explained to lower recovery of a-
tocopherol found in this temperature. Agreement with results of mean
particle size, PI, zeta potential, and a-tocopherol recovery rate (%), the
best temperature of storage for a-TC-loaded SLN optimized was at 6
°C.

4 Conclusion

Solid lipid nanoparticles containing a-tocopherol as a free radical
scavenger prepared by the hot high homogenization technique were
optimized and characterized. The lecithin concentration did not affect
the mean particle size, a-tocopherol recovery rate was not affected by
the poloxamer concentration, and the zeta potential was not affected by
the a-tocopherol concentration. Models were developed and statistically
analyzed to optimize the parameters of the solid lipid nanoparticle
loaded with a-tocopherol by the method used in the present study. The
optimal conditions of 1.1% of a-tocopherol, 0.75% of soy lecithin and
1.3% of poloxamer 188 were determined for the o-TC-loaded SLN
formulation with a mean particle size, a-tocopherol recovery rate and
zeta potential of 214.5 nm, 75.4 %, and - 41.9 mV, respectively. The x-
ray diffraction analysis showed that a-TC-loaded SLNs existed in both
o and B’ polymorphic forms, while the a-TC-free SLNs existed only in
the B’ polymorphic form. DSC thermograms revealed a melting point of
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67°C for o-TC-loaded SLNs and 71°C for a-TC-free SLNs; the values
could be attributed to compritol. This finding is in agreement with the
X-ray diffraction analysis regarding the lipid matrix polymorphism of
SLNs. The a-TC-loaded SLLNs were physically stable during storage at
6 and 20°C for 21 days and were physically unstable at 40°C. The a-
tocopherol recovery rate for o-TC-loaded SLNs was significantly (p <
0.05) reduced after 21 days of storage at temperatures of 20 and 40 °C;
no changes were observed at a temperature of 6 °C. Based on these
results, the storage of the a-TC-loaded SLN formulation at 6 °C was
selected for further research on future applications for food systems
and/or active packaging.
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CAPITULO 3
ESTUDO DAS PROPRIEDADES DE LIBERACAO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE FILMES DE PVA
INCORPORADOS COM NANOPARTICULAS LIPIDICAS
SOLIDAS CONTENDO a-TOCOFEROL






RESUMO

Foram desenvolvidos filmes com capacidade antioxidante baseados em
poli (alcool vinilico) (PVA) e nanoparticulas lipidicas sélidas contendo
a-tocoferol (a-TC-NLS). Os filmes de PVA incorporados com o-TC-
NLS em trés diferentes propor¢des (30, 50 e 70%) foram preparados
pelo método de casting. As propriedades de emissdo de fluorescéncia,
de transmissdo de luz e opacidade, a atividade antioxidante e a liberacdo
do a-tocoferol dos filmes foram estudadas. Os filmes de PVA
adicionados de o-TC-NLS mostraram atividade antioxidante elevada,
excelentes propriedades de barreira contra a luz UV e visivel e
intensidade de fluorescéncia estavel durante 12 semanas de estudo. Foi
observada uma liberacdo rdpida de a-TC para o simulador de alimentos
lipidicos.

Palavras-chave: Embalagem ativa. Nanoencapsulagdo. Polimero
biodegradédvel. Antioxidante natural.



ABSTRACT

Antioxidant films based in poly (vinyl alcohol) (PVA) and o-
tocopherol-loaded SLN (o-TC-loaded SLN) were developed. PVA and
0-TC-loaded SLN films in three different proportions were prepared by
casting method. The fluorescence analysis, light transmission and
opacity, antioxidant activity and release of a-tocopherol of the films
were studied. PVA films added o-TC-loaded SLN showed a great
antioxidant activity and excellent barrier properties against UV and
visible light. The PVA films showing similar emission of fluorescence
intensity and good stability during the 12 weeks of study. In addition, it
was observed a burst release of a-TC to food simulant.

Keywords: Active package. Nanoencapsulation. Biodegradable
polymer. Natural antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A embalagem, além de sua fungfo primdria, servindo como
barreira ao ambiente externo até o consumo do produto alimenticio,
pode desempenhar outras funcdes importantes, tais como prevenciao
e/ou inibicdo do processo de oxidacdo dos alimentos embalados,
atuando como embalagem ativa com propriedades antioxidantes. Neste
conceito, antioxidantes podem ser incorporados na embalagem e serem
liberados para cumprir esta fun¢do (SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010;
SOZER; KOKINI, 2009; LEE, 2005; HAN, 2005; WESSLING et al.,
1999). O processo de oxidacdo, a principal causa de deterioracdo em
alimentos a base de lipideos, reduz a qualidade dos alimentos pelo
desenvolvimento da rancidez oxidativa, formagcdo de compostos que
modificam o sabor, o aroma e a cor dos alimentos, polimerizacdo e
outras reacdes que reduzem a vida util, o valor nutritivo e a qualidade
sensorial do produto alimentar (BREWER, 2011; NDHLALA; MOYO;
VAN STADEN, 2010; SHAHIDI; ZHONG, 2010; MOZAFARI et al.,
2006; VAN AARDT et al., 2004; TUCKER, 2003).

Os antioxidantes sintéticos e os naturais s@o amplamente
utilizados em produtos alimenticios; entretanto, alguns antioxidantes
sintéticos tornaram seu uso controverso devido aos potenciais efeitos
adversos sobre a saude humana. As fontes naturais de antioxidantes, tais
como os tocoferdis, tém sido aplicadas extensivamente na inddstria de
alimenticia (SHAHIDI; ZHONG, 2010; MOZAFARI et al., 2006), uma
vez que sdo substancias reconhecidas como seguras para os alimentos
(VERMEIREN et al,. 1999; SOZER; KOKINI, 2009).

A vitamina E possui vdrios isdmeros, incluindo o a-tocoferol, que
¢ a forma mais abundante e biologicamente ativa na natureza
(MARTINS; CERQUEIRA; VICENTE, 2012; BYUN et al., 2011;
GONNET; LETHUAUT; BOURY, 2010; HATANAKA et al., 2010). o-
Tocoferol é um antioxidante lipossolivel que atua efetivamente no
sequestro de radicais lipidicos e podem atuar como sinergistas com
outros antioxidantes (BYUN et al.,, 2011; GONNET; LETHUAUT;
BOURY, 2010; NDHLALA; MOYO; VAN STADEN, 2010;
SHAHIDI; ZHONG, 2010; YENILMEZ; YAZAN, 2010). No entanto, o
fato desses compostos serem insoliveis em dgua torna seu uso
problemdtico nas formulag¢des de alimentos e filmes para embalagens
(WEISS et al., 2008; YOO et al., 2006; TAN; NAKAJIMA, 2005).
Desta forma, a nanotecnologia oferece a possibilidade de melhorar as
propriedades dos compostos bioativos, tais como liberacdo, solubilidade
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e biodisponibilidade (SOZER; KOKINI, 2009; CHEONG et al., 2008;
WEISS et al., 2008; MOZAFARI et al., 2006).

Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), introduzidas em 1991,
sdo uma das mais promissoras tecnologias de encapsulamento em
crescente desenvolvimento na drea de nanotecnologia; possuem nicleo
composto por lipideo sélido a temperatura ambiente, no qual o
composto bioativo estd integrado (MEHNERT; MADER, 2012;
KHERADMANDNIA et al., 2010; SINHA et al., 2010; SWATHI et al.,
2010), e os lipideos e as substincias que estabilizam as NLS sao
fisiolégicos, biodegraddveis e geralmente reconhecidas como seguras
(GRAS) (MEHNERT; MADER, 2012; SAUPE; RADES, 2006). O o-
tocoferol € um composto lipofilico e, por isso, um candidato adequado
para o encapsulamento em sistemas de NLS (FANGUEIRO et al., 2012;
YENILMEZ; YAZAN, 2010; CHEONG et al., 2008).

O uso de compostos ativos encapsulados e incorporados na
propria embalagem parece uma abordagem promissora, pela
possibilidade de maior protecdo e liberacio dos mesmos (SOZER;
KOKINI, 2009). A liberagdo do a-tocopherol a partir da embalagem
depende de diversos fatores. Wessling et al. (1999) reportaram que a
retencdo do a-tocoferol foi influenciada pelo tipo de polimero bem
como teor de gordura, dlcoois e dcidos organicos no produto alimentar.

As tendéncias atuais indicam um crescimento na utilizacdo de
plasticos biodegradaveis em decorréncia do aumento da disponibilidade
de materiais adequados e pela pressao da sociedade e da legislacdo
(KUCHAIYAPHUM et al., 2013; THELLEN; CHENEY; RATTO,
2013; FARIA; VERCELHEZE; MALIL, 2012; MARTINS,
CERQUEIRA, VICENTE, 2012; TANG, ALAVI, 2011;
SIRIPATRAWAN, HARTE, 2010). Polimeros biodegraddveis a partir
de fontes fésseis sdo comumente usados para aplicagbes em
embalagens. Um exemplo deste tipo de polimero é o dlcool polivinilico
(PVA) (TANG; ALAVI, 2011), um polimero soldvel em dgua que tem
atraido interesse para a producio de materiais plasticos ecoldgicos e tem
sido utilizado em grande variedade de aplicagdes nas dreas biomédica,
farmaceéutica, téxtil, de papel e alimentar (ZHU et al., 2013; SILVA et
al.,, 2013; TANG; ALAVI, 2011; SIN et al., 2010; MANSUR;
OREFICE; MANSUR, 2004; ARANHA; LUCAS, 2001).

O objetivo deste estudo foi desenvolver filmes de PVA
incorporados com nanoparticulas lipidicas sélidas contendo a-tocoferol
e caracterizd-los quanto a estabilidade, transparéncia, capacidade
antioxidante e propriedades de liberagdo em simulador de alimentos
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lipidicos em fungdo das diferentes propor¢des de nanoparticulas
adicionadas aos filmes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matérias-primas

O élcool polivinilico (PVA) (grau de hidrdlise entre 86,5-89,5% e
ponto de fusdo entre 160-240 °C) foi obtido da Vetec Quimica Fina
LTDA (Rio de Janeiro, Brasil). O lipideo sélido behenato de glicerila
(Compritol® 888 CG ATO, ponto de fusdo de 73 °C ) foi obtido da
Gateffossé (Saint-Priest, Franca). O oa-tocoferol (98%, grau de pureza
HPLC), o metanol (grau de pureza HPLC), o radical DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazila) e o radical ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-
6-dcido sulfonico)] foram obtidos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO,
USA). A lecitina de soja (LIPOID S75, 68-73% de fosfatidilcolina,
marca Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Alemanha) foi adquirida da
empresa Lipid Ingredients & Technologies (Sdo Paulo, Brasil). O
poloxamer 188 (Pluronic® F68 Pastille - BASF AG, Ludwigshafen,
Alemanha) foi gentilmente doado pela empresa Foscher Solutions
Provider (Sao Paulo, Brasil). Todos os outros reagentes utilizados foram
de grau analitico e usados como recebido.

2.2 Preparagcdo das nanoparticulas lipidicas sdlidas contendo o-
tocopherol

As nanoparticulas lipidicas sélidas incorporadas com a-tocoferol
(a-TC-NLS) foram preparadas pela técnica de homogenizacdo a alta
pressdo, a quente (MULLER; MADER; GOHLA, 2000), de acordo com
de Carvalho et al. (2013). O lipideo sélido Compritol ® 888 CG ATO
(5,0% m/m), foi aquecido a 80-85 °C para ocasionar sua completa fusao;
0 a-TC (1,1% m/m) e a lecitina de soja (0,75% m/m) foram dissolvidos
no lipideo fundido para formar a fase lipidica (FL). A fase aquosa (FA),
consistindo em uma solugcdo de Poloxamer 188 (1,3% m/m), a quente,
foi vertida sobre a FL sob agitacdo de 9000 rpm, usando Ultra-Turrax
T25 (IKA, Alemanha), durante 1 minuto, formando a pré-emulsdo. A
pré-emulsdo foi adicionada ao homogeneizador (APLAB-10, Artepegas,
Brasil), aplicando a pressdo de 500 bar. Apés 7 ciclos de
homogeneizagado (cinco minutos), a dispersao foi resfriada a 20 °C, para
formacdo das nanoparticulas lipidicas sélidas, filtrada através de um
papel de filtro de 8 pm e transferida para frascos ambar. A temperatura
do sistema de homogeneizagdo foi mantida a 85 °C, através de banho
termoestabilizado.
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2.3 Caracterizagdo das nanoparticulas lipidicas solidas contendo o-
tocopherol

O diametro médio (Z-ave), o indice de polidirpersdo (IP) e o
potencial zeta ({) das a-TC-NLS foram determinados através da técnica
de espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS, Photon Correlation
Spectroscopy), utilizando o equipamento Zetasizer Nano Series
(Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As amostras foram
apropriadamente  diluidas em dgua Milli-Q®% as medidas foram
realizadas na temperatura de 25 °C, com um angulo de deteccdo de
173°. O contetido total de a-tocopherol nas NLS foi determinado apds
completa dissolugdo de 1,0 mL das dispersdes em 10,0 mL de metanol.
A mistura foi submetida durante 30 minutos ao banho ultrassom para a
extragdo do o-tocopherol das NLS. Apds, a solucdo foi filtrada e o o-
tocopherol foi quantificado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE, LC-20AT, Shimadzu, Quioto, Japao). O rendimento
de o-tocoferol (%) foi estimado comparando o contetido total de o-
tocopherol encontrado na dispersdo com o conteddo inicial adicionado a
formulagdo, de acordo com a Equagdo 1. O conteddo de a-tocoferol foi
expresso em mg de a-tocoferol.mL™ de dispersdo.

Recuperacio(%)
—1 ( concentragdo total de o — TC - concentragio initial of a — TC

) @

concentragdo initial of a — TC

2.4 Preparagao dos filmes

Para o desenvolvimento dos filmes pelo método de casting, as
solucdes formadoras de filmes foram preparadas pela dissolugdo de
PVA em 4gua na temperatura de 97 + 3,0 °C. As solugdes de PVA
foram resfriadas a temperatura ambiente e as o-TC-NLS foram
incorporadas para obter as concentragdes finais de 0, 30, 50, e 70%
(w/w) de o-TC-NLS e 1,5% (w/v) de PVA. O filme controle (sem
adi¢do de a-TC-NLS) e os filmes adicionados de a-TC-NLS (PV/TC-
NL 30, 50 e 70) foram preparados a 20 + 2 °C, sob agitacdo magnética.
Em seguida, uma quantidade de 12 g das solugdes filmogénicas foram
espalhadas e moldadas em placas de Petri de poliestireno (90 mm de
diametro). As placas foram armazenadas a temperatura de 20 + 2 °C,
sobre superficie nivelada, em capela de exaustdo, até completa secagem.
Os filmes secos foram removidos manualmente das placas com a ajuda
de espatula e armazenados em dessecador (0% umidade relativa) para
posterior caracterizagao.



104

2.5 Andlise de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram realizados através do
espectrometro de fluorescéncia Hitachi modelo F-4500 (Téquio, Japdo).
Os filmes de PVA puro e os PV/TC-NL30, 50 e 70 foram recortados em
tamanhos retangulares de 2,0 x 3,5 cm para que encaixassem no porta
amostra. As fendas de excitacdo e emissdo do monocromador foram
ajustadas para 2,5 nm. As amostras foram excitadas em 290 nm e os
espectros de emissdo foram obtidos de 300 to 450 nm. As medidas
foram realizadas com trés replicatas durante 90 dias.

2.6 Transmissdo de luz e opacidade

Para as medidas de transmissdo de luz e opacidade, os filmes
controle e os PV/TC-NL30, 50 e 70 foram recortados, em triplicata, em
tamanhos retangulares para que encaixassem na cubeta de quartzo. A
transmissdo de luz através dos filmes foi medida pela exposi¢do dos
filmes contra a radiacdo ultravioleta (UV) e a luz visivel nos
comprimentos de onda de 210 e 320 nm (regido ultravioleta) e 500 e 620
nm (regido visivel), utilizando o espectrofotometro UV-visivel Hitachi
modelo U-1800 (Toéquio, Japdo). A opacidade dos filmes foi
determinada de acordo com o método usado por Park, Je e Kim (2004),
através da leitura da absorbancia dos filmes no comprimento de onda de
600 nm usando espectrofotometro UV-visivel Hitachi modelo U-1800
(Téquio, Japao). A opacidade foi calculada através da Equagao 2.

Abs600
0 =
X

(2)
onde Absgy representa o valor da absorbancia em 600 nm e x a
espessura dos filmes (mm). De acordo com esta equagdo, valores altos
de O indicam menos transparéncia e maior o grau de opacidade. Uma
cubeta vazia (controle) foi utilizada como referéncia. A espessura dos
filmes foi medida utilizando o micrometro digital DIGIMESS 110.284
(Sao Paulo, Brazil) com divisdes de 0,01 mm e capacidade de leitura de
0-25 mm.

2.7 Determinagdo da atividade antioxidante

A capacidade dos filmes de inibir radicais livres foi avaliada
através dos ensaios de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) ¢ ABTS
[2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]. As amostras de
filmes foram preparadas da mesma forma para os dois ensaios.
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Aproximadamente 100 mg de cada filme (controle e PV/TC-NLS 30, 50
e 70) foram recortados em pequenas pecas e agitados em vortex durante
3 minutos com 5 mL de etanol 95%. A mistura ficou em repouso
durante 3 h a 25 °C para extracdo do antioxidante e entdo novamente
agitada por outros trés minutos.

2.7.1 Método DPPH

O ensaio utilizando o radical DPPH foi realizado de acordo com
Byun, Kim e Whiteside (2010), com algumas modificagdes. Apds a
preparagdo do radical (0,1 mM DPPH em etanol 80%) foi realizada a
leitura inicial (controle) no comprimento de onda de 515 nm. Em
seguida, uma aliquota da solucdo etandlica contendo os filmes (100 pL
da dilui¢do 1:20), foi misturada com 2,9 mL do radical DPPH. A
mistura foi agitada e as amostras foram mantidas ao abrigo de luz por 30
minutos. Apds, a absorbancia das amostras foi medida a 515 nm usando
o espectrofotometro UV-visivel Hitachi modelo U-1800 (Téquio,
Japdo). O ensaio foi realizado em triplicata e a atividade antioxidante
dos filmes foi expressa em percentagem de inibi¢do do radical DPPH
(RSA %) para 1 mg de filme e foi calculado de acordo com a Equagao
3.

RSA (%) = (1 - AI'”Lt) x 100 3)

Abscontrole

onde Absonmole Tepresenta a absorbancia do radical DPPH e AbSymosira
representa a absorbancia da amostra.

2.7.2 Método ABTS

O ensaio usando o radical (ABTS.") foi realizado de acordo
com Re et al. (1999). O radical ABTS™™* foi preparado pela reacdo da
solugdo estoque de ABTS™™ (7 mM ABTS) com a solugio de persulfato
de potdssio (2,45 mM), seguida do armazenamento desta por 12-16 h
antes do uso. Apés, a solugio de radical ABTS ™ foi diluida com etanol
(96°) para obter uma absorbancia de 0,70 = 0,02 a 734 nm. Uma aliquota
de 60uL (dilui¢do 1:20) da solugdo contendo os filmes foi adicionada a
2940 uL da solugdo radical de ABTS ™ e agitadas em vortex por 30
segundos e, apds 7 minutos no escuro, a absorbancia a 754 nm foi lida
usando o espectrofotdometro UV-visivel Hitachi modelo U-1800
(Téquio, Japdo). O ensaio foi realizado em triplicata e a atividade
antioxidante dos filmes foi expressa como atividade sequestradora de
radicais livres do Trolox [umol TEAC (Trolox equivalent).g'], onde os
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valores TEAC foram definidos como a razdo entre as inclina¢des das
retas, onde % 1 (percentagem de inibicdo) versus concentracdo das
amostras e Trolox foram plotados. Trolox foi usado como padriao (15
uM = 0,13209 g/500 mL).

2.8 Liberagdo do o-TC a partir dos filmes de PVA incorporados com a-
TC-NLS

As condig¢des do ensaio da liberagdo do a-TC a partir dos filmes
PV/TC-NL foram baseadas na Diretiva 82/711/CEE (European
Communities, 1982). Neste estudo, o etanol a 95% foi utilizado como
simulador de alimentos lipidicos (simulador D), uma vez que o o-
tocoferol é um antioxidante com caracteristicas hidrofébicas.

O ensaio foi realizado diariamente durante 10 dias. As amostras
de cada filme (20 pegas de 2 x 2,5 cm) foram pesadas previamente e
colocadas em frascos de vidro dmbar contendo 30 mL de etanol a 95%.
Os frascos foram hermeticamente selados e aliquotas de 20 pL foram
injetados na coluna de HPLC (Shimadzu Liquid chromatographer,
Toéquio, Japdo) para medir a liberacio de o-TC no tempo. Estas
medidas foram realizadas em duplicata. O grafico de liberacdo foi
expresso como concentra¢io de o-TC em um tempo particular.

2.9 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As andlises foram realizadas em cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu (Téquio, Japdo) equipado por um sistema
controlador (CBM-20A), um sistema de bomba e um degaseificador
(LC-20AT), um detector de arranjo de diiodos (SPD-M20A), um forno
(CTO-20A) e um injetor automatico (SIL-20A). A fase estaciondria
consistiu de uma coluna C;g3 monomérica CLC-ODS (5 pm x 250mm x
4,6 mm) (Shim-pack, Shimadzu, Quioto, Japdo) protegida por uma pré-
coluna CLC G-ODS (5 pym x 12,5 mm x 4,6 mm) (Shim-pack,
Shimadzu, Téquio, Japdo).

A determinagdo quantitativa do oa-tocoferol foi realizada em A =
292 nm utilizando como fase mével a metanol:agua (99:1) (v/v) em uma
taxa de fluxo de 1,0 mL.min"". A coluna analitica foi mantida a 50 °C e
o volume de injecdo foi de 20 pL. Os dados foram armazenados e
processados por Workstation LC system (Téquio, Japdo). As curvas de
calibracdo da drea do pico versus a concentracio de a-tocoferol foram
lineares na faixa entre 0,2-1,0 mg.mL". A equagdo de regressio do
grifico de calibracio (n = 3) foi: y = 8,10% + 44542 (R*=0,9998).



107

2.10 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software
STATISTICA (versdo 7.0, 2004 StatSoft Inc. EUA). Analise de
varidncia e o teste de Tukey foram realizados para determinar as
diferencas significativas. Os dados foram apresentados como a média +
desvio padrdo de cada tratamento. Os valores de p menores que 0.05
foram considerados significativamente diferentes estatisticamente.

3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo das a-TC-NLS

As propriedades fisico-quimicas das NLS s3o controladas por
muitos fatores, tais como natureza e quantidade dos lipideos e
surfactantes e concentracio do composto ativo na formulagdo
(MEHNERT; MADER, 2012). Os valores médios de didmetro de
particula (Z-ave), indice de polidispersdo (IP) e potencial zeta () para
as o-TC-NLS foram 214,5 + 3,2 nm; 0,25 + 0,01 and -41,9 + 1,1 mV,
respectivamente. Fangueiro et al. (2011) reportaram valores de Z-ave, IP
e £ de 303,8 nm; 0,094 e -42,3 mV, respectivamente, para NLS
incorporadas com o-TC pelo método de HAP. Dingler et al. (1999)
também encontraram a mesma faixa de Z-ave (235 nm) para NLS
contendo a-TC produzidas por HAP. O valor de IP foi de 0,25,
indicando uma distribui¢io de tamanho estreita. O valor do potencial
zeta foi maior do que 30 mV (em mddulo), sugerindo que esta dispersdo
foi eletroquimicamente estavel (MARCATO, 2009;
TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007). A taxa de recuperacdo do a-
TC foi de 75.4 + 2.5% da massa adicionada inicialmente as NLS (1.1%
m/v), isto €, a concentragdo final de a-TC nas NLS foi de 0,83%.

3.2 Andlise de fluorescéncia

A andlise de fluorescéncia foi realizada para avaliar a estabilidade
do a-TC encapsulado e incorporado nos filmes durante 12 semanas. A
Figura 1 ilustra os espectros de fluorescéncia do filme de PVA puro e
dos filmes PV/TC-LN 30, 50 e 70 apdés o armazenamento por 90 dias.
Uma solucdo com a-TC degradado (Figura 1A) foi usada para mostrar a
mudanga da curva de fluorescéncia apds a degradagdo. Um pico em 326
nm foi observado em todos os filmes adicionados de o-TC-NLS (Figura
1 C, D e E), o qual representa a emissdo de fluorescéncia maxima do a-
TC (KAGAN; QUINN, 1988), e ndo se parece com a curva de
fluorescéncia do o-TC degradado, mostrando que o o-TC ndo sofreu
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degradacdo quando encapsulado nas NLS e incorporado na matriz de
PVA. Nenhum fendmeno de fluorescéncia foi observado no filme de
PVA puro (Figura 1B) nos comprimentos de onda observados (300 a
450 nm), indicando que o PVA nio teve influéncia na intensidade de
fluorescéncia do o-TC.

Figura 1 Espectros de fluorescéncia. A) Tocoferol degradado; B) filme de PVA
controle, C) PV/TC-NL30, D) PV/TC-NL50 e E) PV/TC-NL70.
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A Figura 2 ilustra o grafico da emissdo maxima em 326 nm em
funcdo do tempo, a fim de verificar a estabilidade do a-TC (a-TC-NLS)
adicionado aos filmes de PVA em diferentes concentragdes. Os filmes
de PVA incorporados com 30, 50 e 70% de o-TC-NLS (Figura 1B, C e
D) apresentaram faixa de intensidade de fluorescéncia semelhante e
constante durante as 12 semanas do estudo. A diferenca de concentragdo
de o-TC nos filmes PV/TC-NL 30, 50 e 70 ndo afetou os resultados da
intensidade de fluorescéncia. Esses resultados demonstram que o a-TC
nanoencapsulado e incorporado na matriz polimérica se manteve estdvel
nas condicdes de armazenamento durante 12 semanas.
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Figura 2 Griéfico da emissdo maxima em 326 nm. A) filme de PVA controle, B)
PV/TC-NL30, C) PV/TC-NL50 e D) PV/TC-NL70.
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3.3 Transmissdo de luz e opacidade

Os filmes adicionados de o-TC-NLS apresentaram coloragdo
ligeiramente amarelada (aspecto visual), diferentemente do filme de
PVA puro (transparente) e esta caracteristica estd relacionda com uma
modificacdo da propriedade de barreira a luz. Para confirmar isso, a
andlise espectroscopica dos filmes nos comprimentos de onda de 210,
320, 500 e 620 nm foi realizada (Tabela 1).

Todos os filmes PV/TC-NL exibiram uma reducdo na
transmissdo da radiacdo UV, especialmente no comprimento de onda de
210 nm. Nos filmes PV/TC-NL (30, 50 e 70) houve redugdo
significativa (p < 0,05) no percentual da transmitiancia em comparagao
ao filme controle (PVA puro), porém nao houve diferenga significativa
(p > 0,05) entre os filmes PV/TC-NL30, 50 e 70 neste comprimento de
onda. Em 320 nm a transmissdo da radiacdo UV diminuiu de forma
significativa (p < 0,05) com o aumento da concentragcdo de a-TC-NLS
nos filmes PV/TC-NL e destes em relacio ao filme controle. Nos
comprimentos de onda do visivel (500 e 620 nm), todos os filmes PV/
TC-LN mostraram niveis de transmissdo de luz significativamente
menores (p < 0,05) do que o filme de PVA puro, ocorrendo diminui¢io
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da transmissdo da luz visivel quando a concentracdo de a-TC-NLS foi
adicionada ao filme de PVA.

Tabela 1 Caracteristicas de transmissdo de luz e opacidade para filmes controle
e PV/TC-LN.

Transmissao de Luz

Filme Opacidade (%)
Transmitincia (%)
210 nm 320 nm 500 nm 620 nm
PVA
(controle) 24,6+0,30* 859+098* 91,10+1,75* 89,7+085" 1,20+0,07°

PV/TC-NL30  0,5+0,00° 353+091° 6506+095° 71,3+£056" 1,82+0,07°"
PV/TC-NL50  0,5+0,00° 11,2+042¢ 4880+3,39¢ 458+042° 243+040°
PV/TC-NL70  0,5+0,00° 58+056Y 31,40+1,08¢ 369+052¢ 3,09+0,02¢

Valores apresentados como média + desvio-padrio. Diferentes letras sobrescritas na mesma coluna
representam diferenga significativa dos valores (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Como pode ser observado na Tabela 1, a adi¢do de a-TC-NLS
aumentou significativamente (p < 0,05) a opacidade dos filmes PV/TC-
LN, especialmente na concentra¢do de 70%. O filme de PVA perdeu a
sua aparéncia transparente e incolor quando foi incorporado com a-TC-
NLS; no entanto, os filmes resultantes adquiriram melhora das
propriedades de barreira a luz UV e visivel, o que poderia ser uma
maneira de proteger os produtos alimentares, evitando a oxidag@do
lipidica do alimento induzida pela luz (NUNEZ-FLORES et al., 2013).
Estes resultados indicam que os filmes PV/TC-NL sdo adequados para
serem usados como material de embalagem.

Martins, Cerqueira e Vicente (2012) relataram que um aumento
da concentracdo de a-TC em filme levou a uma melhora da barreira a
luz UV e visivel. Wessling, Nielsen e Leufvén (2000) mostraram que o
filme de polietileno de baixa densidade (PEBD) contendo o-TC
ofereceu protecdo UV em relacdo ao filme sem o-TC. Manzanarez-
Lopez et al. (2011) também reportaram que os filmes de 4cido polildtico
(PLA) com adi¢do de a-TC poderiam proteger os produtos alimentares
contra a luz UV.

3.4 Atividade antioxidante

Os radicais DPPH e ABTS tém sido amplamente utilizados para
avaliar a capacidade dos compostos ativos como desativadores de
radicais livres ou doadores de hidrogénio. A capacidade de desativacio
destes radicais pelos filmes de PVA puro e incorporados com a-TC-
NLS foi determinada por métodos de DPPH e ABTS e estd apresentada
nas Figuras 3 e 4.
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O filme de PVA controle apresentou atividade desativadora de
radicais de 2,2 + 1,0% e 4,9 + 4,4 TEAC ]JMOl.g_l para os ensaios de
DPPH e ABTS, respectivamente. Como esperado, a incorporagdo de o-
TC-NLSs nos filmes ocasionou um aumento significativo (p < 0,05) da
atividade antioxidante dos filmes de PVA. Para o ensaio DPPH os
filmes PV/TC-NL exibiram capacidade de desativacido do radical, com
valores de 31,8 £0,2; 35,8 £ 1,4 ¢ 39,8 + 0,4% em 1 mg de filme para as
amostras PV/TC-NL 30, 50 e 70, respectivamente. O mesmo pode ser
observado para o ensaio de ABTS, em que os filmes PV/TC-NL 30, 50 e
70 obtiveram os valores de capacidade antioxidante de 278,4 + 6,0;
337,4 £ 6,7 e 401,1 + 19,0 TEAC pMol.g’l, respectivamente, em 1 mg
de filme. Estes resultados mostraram que a atividade desativadora dos
radicais DPPH e ABTS pelos filmes aumentou significativamente (p <
0,05) com o aumento da concentra¢do de o-TC-NLS, uma vez que o
filme PV/TC-NL 70 exibiu a atividade antioxidante mais elevada para
ambos os métodos.

Figura 3 Atividade desativadora (%) do radical DPPH (%) para 1mg de filmes
de PVA controle e PV/TC-NL 30, 50 e 70. Valores apresentados como média +
desvio-padrdo (teste de Tukey).
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Figura 4 Atividade desativadora (%) do radical ABTS (%) para 1 mg de filmes
de PVA controle e PV/TC-NL 30, 50 e 70. Valores apresentados como média +
desvio-padrao (teste de Tukey).

[=]
% 350
= ——
)
é 300
e ——
w
@ 250
2
o 200
=]
s
S 150
<
=
g 100
o
Q
2 50
=]
>
=]
< 0 ’ag‘

50

PVA PV/TC-NL30 PV/TC-NL50 PV/TC-NL70
Filme

Fonte autor (2013).

No estudo realizado por Graciano-Verdugo et al. (2010), a
estabilidade oxidativa do 6leo de milho foi mantida pela migra¢do a-TC
através do filme de PEBD, quando avaliada pelo teor de hexanal.
Manzanarez-Lopez et al. (2011) relataram que a difusdo de a-TC para o
6leo de soja foi capaz de diminuir o periodo de indugéo da oxidacdo no
filme de acido polildtico (PLA). Martins, Cerqueira e Vicente (2012)
avaliaram os efeitos da incorporacdo de a-TC em filmes a base de
quitosana e reportaram que a capacidade antioxidante foi maior quando
o o-TC estava presente nos filmes, os quais exibiram valores de
atividade de desativacdo de radicais de cerca de 97,0%. Byun et al.
(2010) obtiveram o valor de atividade desativadora do radical DPPH de
90,4% em filmes de PLA adicionados com a-TC. Nestes dois dltimos
trabalhos, a massa do filme utilizada no ensaio foi de 100 mg, ou seja,
uma massa de 100 vezes maior do que a utilizada no presente trabalho, o
que demonstra que os filmes PV/TC-NL possuem atividade antioxidante
superior em comparacdo com os trabalhos relatados. Isto pode ser
devido ao fato de o o-TC ser um antioxidante hidrofébico encapsulado
em uma matriz hidrofébica (behenato de glicerila), ou seja, possui uma
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maior afinidade pelo etanol (usado na preparacdo da amostra) do que
pela matriz polimérica (PVA), uma vez que esta ¢ hidrofilica.

3.5 Teste de liberagcdo

A Figura 5 ilustra o perfil de liberacdo do a-TC a partir dos
filmes PV/TC-NL para o etanol 95% durante 10 dias. No primeiro dia
foram liberados 95,3 +0,71; 76,4 + 3,9 e 58,8 +2,7% do total de a-TC a
partir dos filmes PV/TC-NL 30, 50 e 70, respectivamente. Nos dias
posteriores, ndo houve aumento na concentracio do o-TC liberado pelos
filmes PV/TC-NL 50 e 70, ou seja, a concentracdo total de a-TC
inicialmente adicionada a estes filmes nao foi liberada até o final de 10
dias de contato destes com a solu¢do de etanol a 95%. Para o filme
PV/TC-NL 30 houve uma liberacdo de 98,4 + 1,1% no segundo dia,
préoximo do total adicionado inicialmente. No entanto, a taxa de
liberagdo do a-TC aumentou com o aumento da percentagem de a-TC-
NLS adicionado aos filmes PV/TC-NL, o que explica a maior atividade
antioxidante do filme PV/TC-NL 70 (Figura 3 e 4).

O etanol 95% ¢é recomendado pela Comissdo Européia (Diretiva
82/711/CEE, European Communities, 1982) como simulador de
gorduras, 6leos e outros alimentos lipidicos; o etanol 95% ¢ totalmente
solivel em 4dgua, porém proporciona um ambiente hidrofébico. O fato
de o 0-TC também possuir caracteristicas hidrofébicas sugere que a taxa
de liberacdo do mesmo para este simulador pode ocorrer rapidamente.

Um estado estaciondrio parece ter sido desenvolvido entre o a-TC
transferido através do filme para o etanol a 95% e a migracdo natural do
a-TC a partir do etanol 95% para o filme (WESSLING et al., 1998).
Como a solubilidade do a-TC em etanol 95% foi maior do que a sua
liberacdo total, pode ser sugerido que houve uma mobilidade restrita do
o-TC através da matriz de PVA, limitando a sua liberagdo total no filme
com maior concentracdo de a-TC-NLS (50 e 70%). Outra possivel
explicagdo para este comportamento pode estar relacionada com um
efeito pré-oxidante do a-TC em concentracdes elevadas (GRACIANO-
VERDUGO et al., 2010).
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Figura 5 Concentragdo de a-Tocoferol liberada em etanol 95% a temperatura
ambiente em func@o do tempo.
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Wessling et al. (1998, 1999) também observaram uma ripida
perda de a-TC a partir do filme de LDPE em contato com etanol 95%.
Yenilmez e Yazan (2010) reportaram que 99,99% de vitamina E foi
liberada a partir do sistema de NLS apdés 240 minutos, utilizando
behenato de glicerila como encapsulante e etanol como solugio
simuladora. Manzanarez-Lopez et al. (2011) avaliaram a liberacdo de o-
TC a partir de filmes de PLA em etanol e observaram um
comportamento de Fick, com equilibrio alcangado em cerca de 5 dias,
com uma liberacdo de 26,9% a 23 ° C.

Por outro lado, Gargiulo et al. (2013) investigaram o efeito da
adsorcio de o-TC no filme de LDPE funcionalizado e ndo
funcionalizado com silica no controle da liberagdo do a-TC para o
etanol 96% a 25 ° C e relataram que para o filme funcionalizado com
silica a difus@o do o-TC diminuiu significativamente. Nesse caso, a
difusdo do etanol para dentro dos poros do sistema modificado levou
mais tempo. Sird et al. (2006) avaliaram a liberacdo de o-TC a partir de
duas formulac¢des de filmes de PEBD - com e sem a complexacdo com
beta-ciclodextrina - e mostraram que a complexacdo com beta-
ciclodextrina foi uma ferramenta eficaz para controlar a liberagcdo de a-
TC.
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Para as aplicacbes em embalagem de alimentos, a rdpida
velocidade inicial de liberagdo do antioxidante, como no presente
estudo, pode inibir o periodo de indu¢do da oxidagdo na fase inicial do
armazenamento. A elevada quantidade de antioxidante na superficie do
alimento pode resultar num aumento da taxa de difusdo para os
alimentos, devido a elevada concentragio (SIRO et al., 2006)

4 CONCLUSAO

Filmes de PVA incorporados com concentra¢des diferentes de o-
TC-NLS (30, 50 e 70%) foram produzidos, sendo que o ao-TC
apresentou boa estabilidade durante 12 semanas através da andlise de
fluorescéncia. O filme de PVA puro se mostrou totalmente transparente;
esta transparéncia diminuiu enquanto a colora¢do amarela aparente
aumentou com o aumento da concentracdo de a-TC-NLS nos filmes.
Estas caracteristicas refletiram nos parimetros de transmissdo de luz
(UV/visivel), opacidade e atividade antioxidante, uma vez que quanto
maior a concentracdo de a-TC-NLS nos filmes menor foi a transmissao
de luz e maiores foram a opacidade e a atividade antioxidante dos filmes
(p <0,05). Sendo assim, além do efeito antioxidante do a-tocoferol
nanoencapsulado (Figuras 3 e 4), este efeito pode ser potencializado
pela propriedade de barreira a luz, tanto no comprimento de onda do
ultravioleta como na regifo do visivel nos filmes PV/TC-NL.

Todos os filmes PV/TC-NL mostraram uma liberacdo rdpida
inicial e, apds, um estado de equilibrio foi desenvolvido. Apenas no
filme PV/TC-NL 30 liberou quase todo o conteido do o-TC
inicialmente adicionado (98,4 + 1,1%). A mobilidade restrita do a-TC
na matriz de PVA ou um efeito pré-oxidante do a-TC em concentracdes
elevadas pode ter limitado a liberacdo total de a-TC nos filmes com uma
maior teor de a-TC-NLS (50 e 70). A liberacdo rdpida inicial do
antioxidante ndo era o resultado esperado, contudo pode contribuir para
a inibicdo da etapa de iniciacdo da oxidagdo que ocorre na fase inicial do
armazenamento.
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CAPITULO 4
CARACTERIZACAO ESTRUTURAL, MECANICA E TERMICA
DE FILMES DE PVA INCORPORADOS COM
NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS CONTENDO a-
TOCOFEROL






RESUMO

Nanoparticulas lipidicas sélidas contendo a-tocoferol (o-TC-NLS)
foram incorporadas em filmes de édlcool polivinilico (PVA) nas
concentra¢des de 30, 50 e 70%, para investigar os seus efeitos sobre as
propriedades estruturais, mecanicas e térmicas do PVA. A adicdo de a-
TC-NLS aumentou o angulo de contato do filme de PVA até a
concentracdo de 50% e reduziu a polaridade do filme. A microscopia
eletronica de varredura confirmou que a morfologia da superficie e da
secdo transversal do filme de PVA foi influenciada pela adi¢do de a-TC-
NLS nos paradmetros rugosidade e volume. A incorporacdo de o-TC-
NLS diminuiu o grau de cristalinidade e aumentou a estabilidade
térmica dos filmes de PVA. Além disso, reduziu o médulo de Young, a
tensdo na ruptura e a elongacdo na ruptura, devido ao efeito plastificante
das NLS nos filmes, ocasionado pela presence de surfctantes na
formulacdo. Os espectros de infravermelho mostraram que a
incorporacdo de o-TC-NLS afetou a estrutura quimica de filmes de PVA
com o estabelecimento de novas ligacdes quimicas.

Palavras-chave: = Embalagem  antioxidante. = Nanoencapsulagao.
Polimero biodegradavel. Nanocompdsito. Propriedades fisico-quimicas.



ABSTRACT

Solid lipid nanoparticles containing o-tocopherol (o-TC-loaded SLN)
were added to poly (vinyl alcohol) (PVA) film at concentrations of 30,
50, and 70% to investigate their effects on the structural, mechanical,
and thermal properties of PVA. Up to a 50% concentration of a-TC-
loaded SLN increased the contact angle of the PVA film and decreased
the film polarity. Scanning electronic microscopy confirmed that the
PVA film surface and cross-section microstructure were influenced by
the addition of o-TC-loaded SLN in terms of roughness and volume
parameters. The addition of o-TC-loaded SLN decreased the
crystallinity degree and increased the thermal stability of the PVA film.
Moreover, the a-TC-loaded SLN reduced the Young’s modulus, tensile
strength, and elongation at break of the PVA, due to the plastificant
effect of the a-TC-loaded SLN in the PVA film, caused by surfactants in
the formulation. Infrared spectra showed that the incorporation of a-TC-
loaded SLN affected the chemical structure of PVA-based films through
the establishment of new chemical bonds.

Keywords: Antioxidant package. Nanoencapsulation. Biodegradable
polymer. Nanocomposite. Physicochemical properties.
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1 INTRODUCAO

A deterioracdo em alimentos a base de lipideos, causada pelo
processo de oxidagdo, reduz a qualidade dos alimentos pelo
desenvolvimento da rancidez oxidativa, formagcdo de compostos que
modificam o sabor, o aroma e a cor dos alimentos, polimerizacdo e
outras reacdes que reduzem a vida util, o valor nutritivo e a qualidade
sensorial do produto alimentar (BREWER, 2011; NDHLALA; MOYO;
VAN STADEN, 2010; SHAHIDI; ZHONG, 2010; MOZAFARI et al.,
2006; VAN AARDT et al., 2004; TUCKER, 2003).

A prevencdo do processo de oxidagdo através da adi¢do de
antioxidantes, seja como aditivo direto, ou indiretamente através da
difusdo a partir da embalagem, € amplamente utilizada na industria
alimentar (SHAHIDI; ZHONG, 2010; TUCKER, 2003; VAN AARDT
et al., 2004). Neste contexto, os antioxidantes podem ser incorporados
em filmes para embalagens, denominadas embalagens ativas, sendo
liberados para prevenir e/ou retardar a formacdo de compostos
indesejdveis nos alimentos (SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010; SOZER;
KOKINI, 2009; LEE, 2005; HAN, 2005; VERMEIREN et al., 1999;
WESSLING et al., 1999), além da funcdo primdria da embalagem de
atuar na protecdo do produto alimenticio, servindo como barreira ao
ambiente externo, até o momento de seu consumo (HAN, 2005).

Devido ao recente conceito de que a embalagem de alimentos
deve ser de origem natural e, portanto, ecoldgica, a substituicio dos
componentes quimicos sintéticos adicionados as mesmas pelos naturais
€ esperada pelos consumidores. Assim, antioxidantes sintéticos, tais
como BHA, BHT e TBHQ, foram substituidos por misturas de
tocoferdis, acido ascérbico (GARGIULO et al., 2013; SHAHIDI;
ZHONG, 2010; MOZAFARI et al., 2006; HAN, 2005), entre outras
substincias geralmente reconhecidas como seguras (GRAS) para os
produtos alimenticios (SOZER; KOKINI, 2009; VERMEIREN et al.,
1999). O a-tocoferol é o isdmero mais abundante e biologicamente ativo
da vitamina E (MARTINS; CERQUEIRA; VICENTE, 2012; BYUN et
al., 2011; GONNET; LETHUAUT; BOURY, 2010; HATANAKA et al.,
2010). No entanto, o fato deste composto ser pouco solivel ou insolivel
em dgua torna seu uso problemdtico em formulacdes para alimentos
e/ou filmes para embalagem (WEISS et al., 2008; YOO et al., 2006;
TAN; NAKAJIMA, 2005). Para superar esta limitacdo, a
nanotecnologia oferece potencial para melhorar as propriedades deste
composto bioativo, tais como as propriedades de liberagdo, de
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solubilidade e de biodisponibilidade (SOZER; KOKINI, 2009;
CHEONG et al., 2008; WEISS et al., 2008; MOZAFARI et al., 2006).

Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), introduzidas em 1991,
sdo uma das mais promissoras tecnologias de encapsulamento em
crescente desenvolvimento na drea de nanotecnologia; possuem nicleo
composto por lipideo sélido a temperatura ambiente, no qual o
composto bioativo estd integrado (MEHNERT; MADER, 2012;
KHERADMANDNIA et al., 2010; SINHA et al., 2010; SWATHI et al.,
2010) e, os lipideos e as substincias que estabilizam as NLS sao
fisiolégicas, biodegraddveis e geralmente reconhecidas como seguras
(GRAS) (MEHNERT; MADER, 2012; SAUPE; RADES, 2006). O o-
tocoferol € um composto lipofilico e, por isso, um candidato adequado
para o encapsulamento em sistemas de NLS (FANGUEIRO et al., 2012;
YENILMEZ; YAZAN, 2010; CHEONG et al., 2008).

Além disso, as pesquisas sobre embalagens ativas tem-se
concentrado na adi¢do destes compostos naturais aos materiais de
embalagem biodegraddveis (SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010). As
tendéncias atuais indicam um crescimento na utilizacdo de pldsticos
biodegraddveis em decorréncia do aumento da disponibilidade de
materiais adequados e pela pressio da sociedade e da legislacdo
(KUCHAIYAPHUM et al., 2013; THELLEN; CHENEY; RATTO,
2013; FARIA; VERCELHEZE; MALI, 2012; MARTINS;
CERQUEIRA;  VICENTE, 2012; TANG; ALAVI, 2011;
SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010).

Os polimeros biodegraddveis a partir de fontes fdsseis sao
comumente usados para aplicacdes em embalagens. Um exemplo deste
tipo de polimero € o dlcool polivinilico (PVA) (TANG; ALAVI, 2011),
um polimero soldvel em dgua que tem atraido renovado interesse para a
producdo de materiais plasticos ecoldgicos e tem sido utilizado em
grande variedade de aplicacdes nas dreas biomédica, farmacéutica,
téxtil, de papel e alimentar (ZHU et al., 2013; SILVA et al., 2013;
TANG; ALAVI, 2011; SIN et al., 2010; MANSUR; OREFICE;
MANSUR, 2004; ARANHA; LUCAS, 2001). A incorporagio de
nanoparticulas com antioxidantes, além de proteger o alimento na
embalagem, deverd modificar as propriedades dos filmes, uma vez que o
uso de dimensdes nanométricas podem favorecer as interacdes do
preenchedor com a matriz € o desempenho do material resultante
(AZEREDO, 2009; SOZER; KOKINI, 2009).

O objetivo deste estudo foi desenvolver filmes de PVA
incorporados com diferentes concentra¢des de nanoparticulas lipidicas
solidas contendo o-tocoferol para serem utilizados em embalagens
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ativas e avaliar a influéncia dessas nanoparticulas nas propriedades
mecanicas, térmicas e estruturais dos filmes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matérias-primas

O élcool polivinilico (PVA) (grau de hidrélise entre 86,5 e 89,5%
e ponto de fusdo entre 160-240 °C) foi obtido da Vetec Quimica Fina
LTDA (Rio de Janeiro, Brasil). O lipideo sélido behenato de glicerila
(Compritol® 888 CG ATO, ponto de fusdo de ~ 73 °C ) foi obtido da
Gateffossé (Saint-Priest, Franca). O oa-tocoferol (98%, grau de pureza
HPLC) e o metanol (grau de pureza HPLC) foram obtidos da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, USA). A lecitina de soja (LIPOID S75, 68-
73% de fosfatidilcolina, marca Lipoid GmbH, Ludwigshafen,
Alemanha) foi adquirida da empresa Lipid Ingredients & Technologies
(Sao Paulo, Brasil). O Poloxamer 188 (Pluronic® F68 Pastille - BASF
AG, Ludwigshafen, Alemanha) foi gentilmente doado pela empresa
Foscher Solutions Provider (Sdo Paulo, Brasil). Todos os outros
reagentes utilizados foram de grau analitico e usados como recebido.

2.2 Preparagdo das nanoparticulas lipidicas sdlidas contendo o-

tocopherol

As nanoparticulas lipidicas sélidas incorporadas com a-tocoferol
(0-TC-NLS) foram preparadas pela técnica de homogenizacdo em alta
pressdo, a quente (MULLER; MADER; GOHLA, 2000). O lipideo
s6lido, Compritol ® 888 CG ATO, foi aquecido a 80-85 °C para
ocasionar sua completa fusdo, e o o-TC (1,1%) e a lecitina de soja
(0,75%) foram dissolvidos no lipideo fundido para formar a fase lipidica
(FL). A fase aquosa (FA), consistindo em uma solucdo de poloxamer
188 (1,3%), a quente, foi vertida sobre a FL sob agitacdo de 9000 rpm,
usando Ultra-Turrax  T25 (IKA, Alemanha), durante 1 minuto,
formando a pré-emulsdo. A pré-emulsio foi adicionada ao
homogeneizador (APLAB-10, Artepecas, Brasil), aplicando a pressdo de
500 bar. Apéds 7 ciclos de homogeneizagdo, a dispersdo foi resfriada a
20 °C, para formacdo das nanoparticulas lipidicas soélidas, filtrada
através de um papel de filtro de 8 um e transferida para frascos ambar.
O homogenizador encamisado foi aquecido previamente através de
banho-maria acoplado ao mesmo. A duragdo dos 7 ciclos foi de
aproximadamente 5 minutos.
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2.3 Caracterizagdo das nanoparticulas lipidicas solidas contendo a-

tocopherol

O diametro médio (Z-ave), o indice de polidirpersdo (IP) e o
potencial zeta ({) das o-TC-NLS foram determinados através da técnica
de espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS, Photon Correlation
Spectroscopy), utilizando o equipamento Zetasizer Nano Series
(Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As amostras foram
apropriadamente diluidas em 4gua Milli-Q®% as medidas foram
realizadas na temperatura de 25 °C, com um angulo de deteccdo de 173
°. O conteddo total de a-tocopherol nas NLS foi determinado apds
completa dissolugdo de 1,0 mL das dispersdes em 10,0 mL de metanol.
A mistura foi submetida durante 30 minutos ao banho ultrassom para a
extracdo do a-tocopherol das NLS. Apds, a solugdo foi filtrada e o -
tocopherol foi quantificado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE, LC-20AT, Shimadzu, Quioto, Japao). O rendimento
de o-tocoferol (%) foi estimado comparando o contetido total de o-
tocopherol encontrado na dispersdo com o conteddo inicial adicionado a
formulacdo, de acordo com a Equacéo 1. O contetddo de a-tocoferol foi
expresso em mg de o-tocoferol.mL™ de dispersio.

concentracdo inicial de «TC -concentragdo total de aTC

Recuperagio(%) = 1.0 — (

)x 100(1)

concentragdo initial de aTC

2.4 Preparagao dos filmes

Para o desenvolvimento dos filmes pelo método de casting, as
solucdes formadoras de filmes foram preparadas pela dissolu¢do de uma
quantidade especifica de PVA em 4dgua na temperatura de 97 + 3,0 °C.
As solugdes foram resfriadas a temperatura ambiente e as o-TC-NLS
foram incorporadas para obter as concentragdes finais de 0, 30, 50, and
70% (w/w) de a-TC-NLS e 1,5% (w/v) de PVA. O filme controle (sem
adicdo de a-TC-NLS) e os filmes adicionados de a-TC-NLS (PV/TC-
NL 30, 50, and 70) foram preparados a 20 = 2 °C, sob agitacdo
magnética. Apds, uma quantidade de 12 g das soluc¢des filmogénicas
foram espalhadas e moldadas em placas de petri de poliestireno (90 mm
de didmetro). As placas foram armazenadas a temperatura de 20 £ 2 °C,
sobre superficie nivelada, até completa secagem. Os filmes secos foram
removidos manualmente das placas com a ajuda de espitula e
armazenados em dessecador (0% UR) para posterior caracterizacao.
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2.5 Andlises estruturais dos filmes

2.5.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A andlise microestrutural da superficie e da secdo transversal dos
filmes foi realizada usando o microscépio eletronico JEOL JSM-
6390LV (Téquio, Japdo). As amostras dos filmes foram fixadas em
suportes de cobre (stubs) usando fita dupla-face e entdo recobertas com
uma fina camada de ouro de 30 nm em recobridora a vicuo Leica EM
SCDS500 (Leica, EUA). Para as observacdes da secdo transversal, os
filmes foram previamente fraturados por imersdo em nitrogénio liquido.
As amostras foram observadas usando uma voltagem de 10 kV. Este
estudo foi realizado em parceria com o Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa
Catarina.

2.5.2 Determinacao do angulo de contato

O angulo de contato dos filmes controle e PV/TC/NL 30, 50 e 70
foi obtido a 25 °C utilizando o equipamento OCA 15EC (Filderstadt,
Alemanha), com sistema processador de imagem de alta resolucdo Data
Physics Instruments. A temperatura dos ensaios foi ambiente e o volume
dos liquidos depositados sobre a superficie de cada filme foi de 5 pL, 4
pL e 0,8 pL para dgua deionizada, formamida e diiodometano,
respectivamente. As medidas do angulo estdtico foram automatizadas e
os dados apresentados correspondem ao valor da média final.

2.5.3 Determinacdo da energia livre superficial

A energia livre superficial e seus componentes (polar e
dispersivo) nos filmes controle e PV/TC/NL 30, 50 e 70 foram
calculadas pelo modelo de Owens-Wendt, geralmente utilizado para
s6lidos com baixa energia superficial, tais como os polimeros. Esses
pesquisadores provaram que a energia livre superficial total de um
s6lido, ys, pode ser expressa como a soma do componente dispersivo,
yf, e polar, pr , (Equacdo 2). A equacdo de Owens-Wendt (Equacdo 3)
aplica os dados dos liquidos polares e ndo polares, com componentes
dispersivos, y, e polares pr conhecidos, da energia livre superficial
total e do angulo de contacto ,6 (JAMSHIDIAN et al., 2012).
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vEi=vi+y% (2)

n+cos) =2yt + ) 3

onde y; € a tensdo superficial do liquido.

Para esta medida, trés diferentes liquidos, dgua deionizada (yT =
72.8 mN/m, v = 21.8 mN/m, yP = 51.0 mN/m), diiodometano (y1=50.8
mN/m, y9=50.8 mN/m, yP=0 mN/m) e formamida (y1 = 58.0 mN/m, y9
=39.0 mN/m, yp = 19.0 mN/m) foram testados para cada filme.

2.5.4 Especroscopia no infravermelho

A especroscopia no infravermelho (IR) foi realizada para
observar as intera¢des estruturais dos filmes de PVA incorporados com
a-TC-NLS. Os espectros no infravermelho foram obtidos na regido entre
4500 e 500 cm™ com resolucdo de 1 cm™ utilizando o método 166 KBr
e o espectrofotdmetro Shimadzu IR Prestige 21, com 40 varreduras e
precisdo de 4 cm’'. Todas as leituras foram realizadas a temperatura
ambiente.

2.5.5 Difratometria de raios-X

As andlises de difratomeria de raios-X foram obtidas usando o
difratdmetro Philips modelo X Pert , com anodo de cobre (radiagdo Cu-
Ka, A = 0.15418 nm) equipado com um porta- amostra giratério e
operando a uma corrente de 30 mA e voltagem de 40 kV. As medidas
foram realizadas a temperatura ambiente, no angulo 26, entre 2 ° e 120 °,
em intervalos de 0,02 ° a cada 1,00 s.
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2.6 Andlises térmicas

2.6.1 Andlise termogravimétrica

A andlise termogravimética (TGA) foi usada para avaliar a
estabilidade térmica e a degradacdo dos filmes de PVA puro e PV/TC-
NL 30, 50 e 70 utilizando o equipamento TGA-50 (Shimadzu
Corporation, Quioto, Japao). As amostras de filmes (5 - 16 mg) foram
aquecidas com taxa de 10 °C.min" de 20 a 700 °C, em atmosfera de
nitrogénio e fluxo 50 mL.min™".

2.6.2 Calorimetria exploratdria diferencial

Os termogramas da andlise de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) foram obtidos usando o equipamento DSC-50
(Shimadzu Corporation, Quioto, Japdo). O filme controle e todos os
PV/TC-NL foram pesados (5 - 10 mg) separadamente em cdpsulas de
aluminio e hermeticamente selados. As andlises foram conduzidas sob
atmosfera de nitrogénio a um fluxo de 50 mL.min"', nas temperaturas
entre -15 e 250 °C, com uma razio de aquecimento de 5 °C.min”,
Cépsulas vazias foram usadas como referéncia. O grau de cristalinidade
(GC) foi determinado a partir do valor de entalpia de fusdo (Equacgéo 4).

GC (%) = AH’; x 100 4)
AH]

onde AH; and AH’: sdo as medidas experimentais de entalpia de fusdo
e a entalpia de fusio do PVA 100% cristalino (138.6 J.g™),
respectivamente (BAHETI; MILITKI, 2013; YAO et al, 2003;
PEPPAS; MONGIA, 1997).

2.7 Medidas de espessura dos filmes

A espessura dos filmes foi medida utilizando o micrometro
digital DIGIMESS 110.284 (Sao Paulo, Brazil) com divisdes de 0,01
mm e capacidade de leitura de 0-25 mm. As medidas de espessura foram
conduzidas em 10 replicatas de cada tipo de filme e foram tomadas
aleatoriamente 5 medidas de cada replicata.

2.8 Propriedades mecdnicas

As propriedades mecanicas dos filmes, incluindo tensdo na
ruptura (TS), deformacdo na ruptura (% E) e médulo de elasticidade ou
médulo de Young (EM) foram obtidos usando o texturdmetro TA.TX2-
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Plus (Stable Micro Systems - Inglaterra), controlado pelo software
Exponent Stable Micro System, com célula de carga de 50 kgf,
conforme o método ASTM D882-95a (ASTM, 1995), que compreende a
determinacio das propriedades de tensdo ou tracdo de pldsticos em
forma de folhas delgadas, incluindo filmes, com espessura menor que
1,0 mm. As dimensdes dos corpos de prova foram de 50 mm de
comprimento e 25,4 mm de largura e foram efetuadas aproximadamente
10 repeticdes de cada amostra. Antes das leituras, as amostras foram
equilibradas durante uma semana a umidade relativa de 57 %, em
dessecador com solugfo saturada de brometo de sédio (NaBr) a 25 + 2
°C. As medidas foram efetuadas dentro de um tempo médio de 5
minutos para que as condi¢des de temperatura e umidade relativa do ar
ndo interferissem nos resultados experimentais.

2.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software
STATISTICA (versdo 7.0, 2004 StatSoft Inc. EUA). Analise de
varidncia e o teste de Tukey foram realizados para determinar as
diferencas significativas. Os dados foram apresentados como a média +
desvio padrdo de cada tratamento. Os valores de p menores que 0.05
foram considerados significativamente diferentes estatisticamente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo das a-TC-NLS

As propriedades fisico-quimicas das NLS s@o controladas por
muitos fatores, tais como natureza e quantidade dos lipideos e
surfactantes e concentracio do composto ativo na formulagdo
(MEHNERT; MADER, 2012). Os valores de didmetro de particula, (Z-
ave), indice de polidispersdo (IP) e potencial zeta () para as a-TC-NLS
foram 214,5 + 3,2 nm; 0,25 + 0,01 and -41,9 £ 1,1 mV, respectivamente.
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3.2 Andlise morfologica

As micrografias eletronicas de varredura (Figura 1) mostram a
morfologia da superficie e da secdo transversal dos filmes de PVA puro
e adicionados de concentragdes diferentes de a-TC-NLS (PV/NL TC 30,
50, e 70). O filme controle, somente com PVA, mostra matriz mais
homogénea e compacta (a esquerda, A) do que os filmes PV/TC NL 30
(a esquerda, B), PV/TC NL 50 (a esquerda, C) e PV/TC NL 70 (a
esquerda, D). No entanto, ndo foram observadas agregacdes e
separacdes de fase na superficie dos mesmos (a esquerda, B-D). Estes
resultados parecem indicar que as o-TC-NLS dispersaram
homogeneamente na matriz de PVA. Entre os filmes PV/TC-NL, o
PV/TC-NL 50 parece apresentar superficie mais homogénea enquanto o
PV/TC-NL 70 apresenta maior rugosidade e alguns glébulos pequenos.

A secdo transversal (Figura 1) do filme de PVA puro (a direita,
A) se mostrou mais suave e compacta e menos espessa do que os filmes
PV/TC-NL (a direita, B-D), os quais apresentaram matriz menos coesa,
aumento de volume e zonas descontinuas. O aumento no volume dos
filmes adicionados de a-TC-NLS se refletiu nos valores das medidas da
espessura  dos mesmos (Tabela 4), os quais aumentaram
significativamente (p < 0,05) com o aumento da concentracio de a-TC-
NLS nos filmes. Estas observa¢des nos filmes PV/TC-NL foram
maiores para o filme PV/TC-NL 70 e podem ser explicadas pela maior
quantidade de surfactante no mesmo, uma vez que possui a maior
concentra¢do de a-TC-NLS. No estudo realizado por Andreuccetti et al.
(2011), filmes de gelatina contendo lecitina apresentaram caracteristicas
semelhantes na secdo transversal, o que foi relacionado com a
distribui¢do e agregac¢do molecular das moléculas hidrofébicas durante o
processo de secagem do filme.
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Figura 1 Micrografias da superficie (coluna da esquerda) e se¢do transversal
(coluna da direita) dos filmes: A) filme de PVA puro, B) PV/TC-NL 30, C)
PV/TC-NL 50, D) PV/TC-NL 70.

Fonte autor (2013).
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3.3 Determinacdo do dngulo de contato e da energia livre superficial

A medida do angulo de contato de liquidos com diferentes
polaridades e a superficie da amostra pode indicar a hidrofilicidade ou
hidrofobicidade dos filmes. Para valores do angulo de contato com a
dgua inferiores a 90 °C, a superficie € considerada hidrofilica e
superiores a 90 °C, hidrofébica (FENG et al., 2003). A Tabela 1 mostra
angulos de contato com a dgua, o diiodometano e a formamida, a
energia livre superficial total e os componentes polar e dispersivo dos
filmes de PVA puro e PV/TC-NLS.

Tabela 1 Angulo de contato (°), energia livre superficial (y) dos filmes
incorporados com a-TC-NLS para os trés diferentes liquidos.

) Angulo de contato (°) Owens-Wendt
Filme Agua Diiodometano Formamida yT(mN/m) y"(mN/m) yd(mN/m)

PVA 73,8+2,09* 352 +3,04° 65,2+0,40* 40,78 5,48 35,30
(controle)

PV/TC-NL 96,2+1,06° 56,0+ 1,98" 78,31,79" 29,35 0,88 28,48
30

PV/TC-NL 88,2+2,28° 69,9 +1,47°¢ 73,4+1,48° 26,47 4,57 21,89
50

PV/TC-NL 65,9+4,02° 82,8 +0,01¢ 67,9+1,84% 34,89 21,04 13,85
70

y': energia livre superficial total; y*: componente dispersivo; j°: componente polar. Valores apresentados
como média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05) quando analisados
pelo teste de Tukey.

De acordo com Feng et al. (2003), o PVA é uma molécula
anfifilica composta por grupamentos hidrofilicos ¢OH) e hidrofébicos
¢ CH2-), apresentando angulo de contato com a dgua de apenas 72,1 +
1,1 ° nos filmes com superficies lisas. Angulo de contato com a dgua
semelhante foi encontrado em 73,8 + 2,09 ° para o filme de PVA puro
(Tabela 1). A adicdo de a-TC-NLS aumentou significativamente (p <
0,05) este valor para os filmes PV/TC-NL 30 e 50 (96,2 + 1,06 ° e 88,2 °
+ 2,28, respectivamente), indicando que as superficies desses dois filmes
foram mais hidrofdbicas, especialmente no filme PV/TC-NL 30, no qual
o angulo de contato com a dgua foi superior a 90 °. No entanto, o valor
do angulo de contato com a dgua no filme PV/TC-NL 70 (65,9 + 4,02 °)
ndo foi significativamente diferente (p > 0,05) do filme controle, ou
seja, quando a concentra¢do de a-TC-NLS aumenta nos filmes de PVA
o angulo de contato com a dgua aumenta e, em seguida, diminui. Os
resultados indicam que existiu um angulo de contato mdximo com a
dgua com a adicdo de 30 e 50% de a-TC-NLS nos filmes de PVA. A
diminuicdo do angulo de contato com a dgua do filme PV/TC-NL 70
pode ser o resultado da reorientacdo de grupos funcionais polares em
relacdo a superficie, o que implica neste filme ser mais hidrofilico que
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os demais (CHEN et al., 2008a). O surfactante hidrofilico (Pluronic®
F68) estd presente nas o-TC-NLS e uma maior propor¢cdo desta
formulacdo estd presente no filme PV/TC-NL 70, o que pode ter
contribuido para estas caracteristicas.

Qiu, Rahman e Matsuyama (2008) avaliaram os angulos de
contato com a dgua na superficie de membranas feitas com blendas
poliméricas de poli (vinil butiral) (PVB) e PVB/Pluronic FI127 e
observaram que a adi¢do de Pluronic F127 a membrana de PVB fez com
que o angulo de contato se tornasse menor. Quando a concentracdo de
Pluronic F127 foi de 5% m/v, o angulo de contato com a dgua foi de
cerca de 10 ° menor do que sem a adi¢do Pluronic F127, nas mesmas
condi¢des de preparacdo, tornando a membrana mais hidrofilica.
Segundo Qiu, Rahman e Matsuyama (2008), o angulo de contato
também pode ser afetado por diferentes porosidades e pela rugosidade.
Como pode ser visto na andlise da superficie e da se¢do transversal dos
filmes (Figura 1), realizada por MEV, o filme PV/TC-NL 70 (Figura 1-
D) apresenta matriz mais descontinua e porosa do que as outras
amostras de filmes, refletida pela maior espessura em relacdo aos
demais (0,149 mm, Tabela 4). A maior concentracdo de surfactante
presente neste filme pode ter contribuido para a formagdo destas
caracteristicas microscOpicas e macroscopicas, uma vez que a mistura
de PVA e a-TC-NLS, durante a preparacio das solugdes filmogénicas,
foi realizada por meio de agitacdo, o que sugere que a possivel
incorporagdo de ar pode ter sido estabilizada com mais eficiéncia no
filme PV/TC- NL 70 do que nos demais.

O angulo de contato que o filme de PVA formou com o
diiodometano (Tabela 1) foi de 35,2 £ 3,04 °. O filme de PVA puro
mostrou seu cardter anfifilico, se apresentando mais hidrofébico que os
filmes PV/TC-NL. Para formamida, um liquido de polaridade
intermedidria, os angulos de contato de todos os filmes se situaram entre
os valores encontrados para a dgua e para o diiodometano (Tabela 1).

Em relacdo a energia livre superficial total, os valores seguiram o
mesmo padrido dos angulos de contato com a dgua, ou seja, os filmes
controle de PVA e PV/TC-NL 70 se mostraram semelhantes e diferiram
dos filmes PV/TC-NL 30 e 50. O PVA, sendo anfifilico, apresentou os
maiores valores de energia livre superficial total e de componente
dispersivo em comparagdo com os filmes PV/TC-NL. O filme PV/TC-
NL 70 se mostrou mais hidrofilico do que os filmes PV/TC-NL 30 e 50,
mostrando maior energia livre superficial total e componente polar
(FENG et al., 2003). Os filmes PV/TC-NL 30 e 50 revelaram valores
menores para o componente polar e valores maiores para o componente
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dispersivo do que o filme PV/TC-NL 70.

3.4 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho dos filmes controle de PVA e dos
adicionados de diferentes concentracdes de o-TC-NLS (PV/TC-NL 30,
50 e 70) estdo apresentados na Figura 2.

O espectro do filme de PVA puro (Figura 2-A) mostra uma banda
larga de absor¢do caracteristica em 3294 cm’ referente 2 presenga de
dgua no filme e ao estiramento —OH, atribuida as ligacdes de hidrogénio
dos grupamentos hidroxila do PVA (GUPTA; AGARWAL; ALAM,
2013; SEMSARZADEH; GHALEI 2013; IBRAHIM; EL-ZAWAWY;
NASSAR, 2010; SUO et al., 2010; CHEN et al., 2008b; MANSUR;
OREFICE; MANSUR, 2004). Para os filmes PV/TC-NL 30, 50, 70
(Figuras 2 B, C e D, respectivamente) a banda que representa o
estiramento —OH apareceu em 3301 cm’ e parece ser menos ampla do
que no filme de PVA puro, o que pode ser devido a interacdo entre as o-
TC-NLS e os grupamentos —OH do PVA.

Bandas caracteristicas foram observadas para o filme de PVA
puro em 2916 e 2850 cm’ correspondentes ao estiramento C—H dos
alcanos (SEMSARZADEH; GHALEI, 2013; GUPTA; AGARWAL,;
ALAM, 2013; IBRAHIM; EL-ZAWAWY; NASSAR, 2010; SUO et al.,
2010; JAYASEKARA et al., 2004; MANSUR; OREFICE; MANSUR,
2004). Os filmes PV/TC-NL 30, 50 e 70 mostraram bandas mais
intensas em 2916 e 2850 cm™' do que as observadas no filme de PVA
puro. Este aumento da intensidade das bandas com a adicao a-TC-NLS
pode ser atribuido a composi¢do das particulas, o que proporcionou um
maior nimero de grupamentos C—H, presentes nas cadeias alifaticas dos
dcidos graxos. Além disso, Kuligowski et al. (2008) reportaram no
espectro de lecitina (presente na formulacido das a-TC-NLS) uma banda
caracteristica para alcano correspondente a vibragdo simétrica CH, em
2854 cm™, 0 que também pode ter contribuido para estes aumentos nos
picos.
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Figura 2 Espectro no infravermelho dos filmes controle de PVA (A), PV/TC-
NL 30 @B), PV/TC-NL 50 (C) e PV/TC-NL 70 (D).
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Fonte autor (2013).

Segundo Ibrahim, El-Zawawy e Nassar (2010) a banda em 1428
cm'l, observada no filme de PVA, também pode ser devida ao
estiramento C—H e Semsarzadeh e Ghalei (2013) atribuem a banda em
1375 cm’ aos grupamentos CH,. Como pode ser observado nos
espectros dos filmes PV/TC-NL, existem bandas relacionadas em 1469
cm’ e em torno de 1380 cm-1. No entanto, Gargiulo et al. (2013)
relataram que a presenga de a-TC em filmes apresentou uma banda
adicional em 1465 cm™ relacionada 2 deformacdo angular simétrica no
plano de grupos fenil, metilénicos e cadeia alquilica ¢ uma banda em
1388 cm associada com a deformacdo simétrica de grupamento metila
do a-TC. Além disso, Brubach et al. (2007) encontraram no espectro do
lipideo behenato de glicerila (presente na formulagao das a-TC-NLS) as
bandas em 1464 e 1472 cm’™ atribuidas a deformacio angular simétrica
de grupos CHj,.

As bandas de absorcdo em 1732 e 1714, e 1093 cem” no espectro
do PV A puro podem ser atribuidas a vibragdo de estiramento C = O e C—
O dos grupos acetato residuais da fabricacdo do PVA a partir de
hidrélise do poli (acetato de vinila) (SEMSARZADEH; GHALEI, 2013;
GUPTA; AGARWAL; ALAM, 2013; CHEN et al, 2008b;
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JAYASEKARA et al., 2004). Um aumento na intensidade foi observado
no pico de absor¢do em 1732 cm’' (C = O de éster) nos filmes PV/TC-
NL 30, 50, e 70. Nos espectros de lecitina a vibragdo do estiramento da
carbonila ocorre entre 1400 e 1800 cm’ (1736 cm'l)
(ANDREUCCETTT et al., 2011;. KULIGOWSKI et al., 2008), o que
pode ter contribuido o aumento deste picos nos filmes PV/TC-NL. O
pico em 1714 cm’' ndo estd presente nos filmes PV/TC-NL. De acordo
com Gupta, Agarwal e Alam (2013) e Mansur, Oréfice e Mansur (2004),
a banda em 1093 cm’ (1090-1150 cm™) se deve a matriz cristalina do
PVA ¢ tem sido utilizada como uma ferramenta para avaliacdo da
estrutura deste, uma vez que o PVA é um polimero semi-cristalino
sintético capaz de formar alguns dominios dependendo dos parimetros
de processamento. Os filmes PV/TC-NL 30, 50 e 70 revelaram um pico
relacionado em 1103 cm™, com uma ligeira diminui¢do da intensidade
da banda, o que indica que os filmes de PVA adicionados a-TC-NLS
apresentaram diminuicéo da matriz cristalina
(SIRIWATCHARAPIBOON; TINNARAT; SUPAPHOL, 2013).

Uma banda intensa em 1253 cm’' corresponde ao grupamento
acetila (C = O) presente na cadeia principal do PVA (IBRAHIM; EL-
ZAWAWY; NASSAR, 2010) e foi representado por uma banda menos
intensa em 1255 cm™ nos espectros dos filmes PV/TC-NL. O pico
relacionado ao estiramento C—O em 848 cm™' se mostrou mais intenso
para o PVA puro do que para os filmes PV/TC-NL 30, 50 e 70 (SUO e
al., 2010).

Os filmes de PVA incorporados com a-TC-NLS mostraram um
novo pico intenso em 1178 cm’. Segundo Martins, Cerqueira e Vicente
(2012) e Graciano-Verdugo et al. (2006), bandas entre 800 e 1600 cm’
aparecem quando o o-TC € adicionado ao filme e pode estar relacionado
com a vibragdo dos grupos OH do grupo fenol presente na estrutura do
o-TC. Uma vez que o grupo fenol estd presente apenas nas moléculas o-
TC, a presenca deste pico € uma evidéncia clara da incorporagdo de o-
TC na matriz do filme de PVA. Um aumento proporcional na
absorbancia desta banda foi observado quando a concentragdo de a-TC
aumentou nos filmes (GRACIANO-VERDUGO et al.,, 2006); no
entanto, a intensidade destas bandas nos filmes com 50 e 70% de a-TC-
NLS nio diferiram entre si, mas se mostraram mais intensas do que no
filme PV/TC-NL 30. Novos picos com pouca intensidade entre 1240 e
2260 cm’ e em torno de 1050 cm’ podem ser também devido as
vibracdes caracteristicas dos espectros nos infravermelhos dos grupos
PO, e P- O— C da Ilecitina (ANDREUCCETTI et al., 2011;
KULIGOWSKI et al., 2008).
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3.5 Difratometria de raios-X

Os difratogramas dos filmes de PVA puro e dos filmes
adicionados de diferentes concentragdes de o-TC-NLS estdo
apresentados na Figura 3. Para o filme de PVA puro (Figura 3-A) o
principal pico de difratometria foi em 26 = 19,35°, o qual ¢
caracteristico de dominios cristalinos do PVA (FARIA et al., 2012;
CHEN et al.,, 2008a; JAYASEKARA et al., 2004; MANSUR;
OREFICE; MANSUR, 2004) e corresponde a distincia interplanar de
0.46 nm.

PV/TC-NL 30, 50 e 70 revelaram um padrdo de difragdo com trés
picos caracteristicos em 26 = 19,31, 21,49 e 23,85 °; 19,53, 21,67 e
23,75 °; 19,45, 21,47 e 23,95 °, respectivamente. O primeiro pico, para
todos os filmes PV/TC-NL, se mostrou semelhante ao pico encontrado
para o filme de PVA controle e corresponde as distancias interplanares
de 0,46 nm para os filmes PV/TC-NL 30 e 70 e 0,45 nm para o filme
PV/TC-NL 50. O segundo e terceiro picos correspondem aos
observados em prévio estudo publicado pelo nosso grupo de pesquisa
para as a-TC-NLS, os quais foram 26 = 21,38 ° e 23,48 ° (Figura 3,
dentro) (DE CARVALHO et al., 2013) e correspondem as distancias
interplanares de 0,415 e 0,38 nm, representando as formas o e B’
polmorficas do behenato de glicerila, respectivamente (SATO, 1988;
CHAPMAN, 1962; LUTTON, 1950). Para todos os filmes PV/TC-NL
(30, 50 e 70) as distancias interplanares para o segundo e terceiro picos
foram de 0,4le 0,37 nm, indicando deslocamentos dos angulos e
modificacdes na estrutura cristalina em relagdo as o-TC-NLS.
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Figura 3 Difratogramas dos filmes PVA controle (A), PV/TC-NL 30 (B),
PV/TC-NL 50 (C), PV/TC-NL 70 (D) e o-TC-NLS (dentro).
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Fonte autor (2013).

Sendo assim, foram encontradas altera¢des na intensidade e na
largura dos picos, especialmente no filme PV/TC-NL 50, o qual mostrou
picos com menor intensidade do que os filmes PV/TC-NL 30 e 70,
indicando melhor miscibilidade entre o PVA e o-TC-NLS e
caracteristicas amorfas do filme 50, como também demonstrado na
andlise morfoldgica dos filmes (item 3.2).

3.6 Andlise termogravimétrica

A analise termogravimétrica permite avaliar as modifica¢oes
ocorridas nas massas dos filmes com o aumento da temperatura
(MARTINS; CERQUEIRA; VICENTE, 2012). A TGA foi realizada
para determinar a estabilidade térmica do filme de PVA puro e dos
filmes adicionados de o-TC-NLS, considerando a possibilidade de
utilizd-los como embalagens para alimentos, uma vez que 0s mesmos
podem ser submetidos a processos térmicos durante a preparagio e/ou
processamento (BARRETO, 2003). A Tabela 2 mostra as temperaturas
dos eventos e as perdas de massa correspondentes e a Figura 4 apresenta
as curvas termogravimétricas para todos os filmes.
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Tabela 2 Parametros termogravimétricos dos fimes de PVA.

PVA (controle) PV/TC-NL 30 PV/TC-NL 50 PV/TC-NL 70

T (°C) PM (%) T (°C) PM T (°C) PM T (°C) PM

(%) (%) (%)

101,68 1,30 71,51 0,279 73,98 0,551 79,87 0,383

344,66 72,40 334,13 19,52 330,86 1720 34782 2133

463,52 18,54 431,68 77,04 43040 7930 42551 74,64
MR

(700 °C) 7,69 % 3,11% 2,91% 3,68%

MR: Massa fesidual; PM (%): perda de massa; T (°C): temperatura.

O filme de PVA puro (Tabela 2, Figura 4-A) apresentou trés
eventos térmicos e, consequentemente, trés estdgios de decomposigao.
O primeiro estagio ocorreu em torno de 75-125 °C (101,68 °C) e pode
ser atribuido a evaporacdo da dgua presente no filme (até 100 °C) ou
associado com a perda das ligacdes intra- e intermoleculares da 4agua
(acima de 100 °C) (BAHETI; MILITKI, 2013; CHEN et al., 2008a;
SREEDHAR et al., 2005) relacionados com a natureza hidrofilica do
PVA. O segundo estiagio de decomposi¢cdo em torno de 300-380 °C
(344.66 °C) estd relacionado a degradacao térmica da molécula de PVA,
a qual envolve reacOes para eliminar os grupamentos O—H dos grupos
laterais e a cisdo das principais cadeias. O terceiro estagio, entre 430-
500 °C (463.52 °C) € devido aos subprodutos gerados pelo PVA durante
o processo de degradacio térmica (SIRIWATCHARAPIBOON;
TINNARAT; SUPAPHOL, 2013; CHEN et al., 2008a). Resultados
semelhantes foram encontrados por Chen et al. (2008a) e
Siriwatcharapiboon, Tinnarat e Supaphol (2013), os quais também
reportaram trés estagios de perda de massa para o PVA, sendo a
primeira, segunda e terceira regides em torno de 50-150 °C, 200-350 °C
e 400-500 °C, respectivamente. Por outro lado, Baheti e Militki (2013) e
Sreedhar et al. (2005) reportaram somente duas regides de perda de
massa entre 80-140 °C e entre 260-350 °C, e em 200 °C e em 382 °C,
respectivamente, associando a regido em torno de 300 °C com a
degradacido térmica total do PVA.
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Figura 4 Curvas termogravimétricas dos filmes de PVA controle, PV/TC-NL
30, PV/TC-NL 50 e PV/TC-NL 70.
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Fonte autor (2013).

Os filmes PV/TC-NL 30, 50 e 70 também apresentaram trés
estdgios de perda de massa (Tabela 1, Figura 4 B-C). O primeiro estagio
ocorreu em 71,51 °C (64-84 °C), 73,98 °C (55-91 °C) e 79,87 °C (67-
130 °C), respectivamente, resultado do processo de evaporacdo. O
segundo estagio estd associado com a principal perda de massa do PVA,
entretanto, os filmes PV/TC-NL mostraram um pico com menor perda
de massa, como pode ser visto na Tabela 1 e na Figura 4, os quais
parecem fundir com o terceiro estdgio. O terceiro estdgio ocorreu nas
temperaturas de 431,68 °C (320-470 °C), 430,40 °C (350-465 °C) e
42591 °C (350-463 °C) para os filmes PV/TC-NL 30, 50 e 70,
respectivamente, os quais estdo associados com o terceiro estagio de
degradacio do PVA. A presenca das o-TC-NLS influenciou o
comportamento térmico dos filmes de PVA. A maior temperatura de
degradacdo do filme de PVA puro foi em cerca de 350 °C, na qual a
perda de massa do mesmo foi de 72,4%, enquanto para os filmes
PV/TC-NL 30, 50 e 70 a maior temperatura de degradagio foi em torno
de 430 °C com uma perda de massa em torno de 75%. Esta acentuagdo
na estabilidade térmica pode ser devido as fortes ligacdes de hidrogé€nio
entre as o-TC-NLS e a matriz de PVA. Martins, Cerqueira, Vicente
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(2012) reportaram um pico de perda de massa acima de 380 °C em
filmes contendo a-TC, associado com a decomposicdo das estruturas
aromaticas deste.

A percentagem de massa residual na temperatura de 700 °C do
filme de PVA controle foi de 7,69 %. O PVA ¢ preparado pela hidrélise
parcial ou completa do poli (acetato de vinila) para remocao dos grupos
acetato (TANG; ALAVI, 2011). Assim, de acordo com Sreedhar et al.
(2005) os residuos sdo macromoléculas da estrutura de polieno e
Holland e Hay (2001) reportaram que existe a formagdo de vinil éster
pelo rearranjo durante a degradacdo térmica.

Para os filmes de PV/TC/LN 30, 50 e 70 as massas residuais em
700 °C foram de 3,11; 2,91 e 3,68 %, respectivamente. Estes resultados
indicam que os filmes PV/TC-NL perderam de duas a trés vezes mais
massa do que o filme de PVA puro. Por outro lado, a principal perda de
massa do PVA puro ocorreu em torno de 350 °C enquanto a principal
perda de massa dos filmes PV/TC-NL ocorreu em torno de 430 °C,
indicando que a mistura de PV/TC-NL é termicamente mais estavel.

3.6 Calorimetria exploratoria diferencial

A andlise de calorimetria exploratéria diferencial foi usada para
medir a entalpia de fusdo (4H)) e a temperatura de fusdo (Ty) dos filmes.
AH; e Ty podem estar associados com a cristalinidade dos filmes
(MARTINS; CERQUEIRA; VICENTE, 2012). Os termogramas € 0s
eventos endotéricos do filme de PVA puro e dos filmes incorporados
com o-TC-NLS em diferentes concentracdes podem ser viasualizados
na Figura 5 e Tabela 3.
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Figura 5 Curvas de DSC dos filmes de PVA controle (A), PV/TC-NL 30 (B),
PV/TC-NL 50 (C), PV/TC-NL 70 (D) e o-TC-NLS (dentro).
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O filme de PVA puro mostrou um pico endotérmico, relacionado
com a temperatura de fusdo em 188,95 °C. Baheti e Militki (2013),
Palma-Rodriguez et al. (2012), Sreedhar et al. (2005) e Peppas e Mongia
(1997) reportaram em estudos prévios T, do PVA em 218,91 °C, 215,9
°C, 194,6 °C e 180,44 °C, respectivamente. Uma temperatura de
transicdo foi encontrada para o filme de PVA em 52,11 °C, a qual pode
estar relacionada com a regido de transicéo vitrea.

Os filmes PV/TC-NL 30, 50 e 70 mostraram trés picos
endotérmicos em 46,94; 68,12 e 190,37 °C (Figura 5-B); 47,09; 68,24 ¢
190,44 °C (Figura 5-C) e 46,75; 68,41 e 189,47 °C (Figura 5-D),
respectivamente. O primeiro e o segundo evento endotérmico de cada
filme estdo associados aos eventos endotérmicos das a-TC-NLS (Figura
5, dentro), os quais foram em 48,55 and 67,00 °C, de acordo com estudo
prévio. Os primeiros picos sdo similares ao pico do surfactante
Poloxamer 188 presente na formulacdo das o-TC-NLS. Entretanto, a
temperatura de transi¢do do PVA pode ter contribuido também para
estes eventos. O segundo pico apresentado pelos filmes PV/TC-NL
foram associados ao ponto de fusdo do Compritol® 888 CG ATO (73,38
°C), componente também presente na formulacdo das a-TC-NLS (DE
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CARVALHO et al., 2013). O terceiro evento nos filmes PV/TC-NL esta
relacionado com a temperatura de fusdo do PVA. As temperaturas
iniciais (onset) e finais (endset) e a temperatura de fusdo ndo

apresentaram muitas modificagdes entre os filmes, mas a 4H; do PVA
modificou em todos os filmes PV/TC-NL (Tabela 3).

Tabela 3 Eventos endotérmicos dos filmes de PVA e PV/TC-NL.

Filme T;(°C) Onset (°C)  Endset (°C) AH (g GC(%)
PVA (controle) 188,95 168,76 200,98 29,13 21,01
PV/TC-NL 30 190,37 168,45 202,48 11,16 8,05
PV/TC-NL 50 190,44 171,39 202,58 8,56 6,18
PV/TC-NL 70 189,47 153,49 202,99 8,49 6,12

GC (%): grau de cristalinidade

A Tabela 3 apresenta a AH; do filme de PVA controle (29,13 Jg'
", PV/TC-NL 30 (11,16 Jg'), PV/TC-NL 50 (8,56 Jg'') e PV/TC-NL 70
(8,49 Jg'") e pode ser observado que a incorporacio de a-TC-NLS nos
filmes (PV/TC-LN) levou a diminui¢do da AH;. O filme somente de
PVA mostrou maior valor de AH;, o que pode ser em decorréncia da
estrutura cristalina rigida do PVA puro devido as ligacbes —OH
intramoleculares, sendo necessdria maior energia para vibrar e rompé-
las (LEE et al., 2010). O menor valor de AH;com a adi¢do de o-TC-
NLS ao filme de PVA sugere uma descontinuidade nos filmes
(PALMA-RODRIGUEZ et al., 2012), o que pode ser observado na
andlise morfoldgica da secdo transversal dos filmes (Figura 1, B-C ). Os
filmes de PVA puro (29,13 Jg), PV/TC-NL 30 (11,16 Jg'"), PV/TC-NL
50 (8,56 Jg') e PV/TC-NL 70 (8.49 Jg') apresentaram graus de
cristalinidade de 21,01%, 8,05%; 6,18% e 6,12%, respectivamente.
Peppas e Mongia (1997) reportaram grau de cristalinidade similar, em
torno de 19,3%, para PVA puro.

3.8 Propriedades mecdnicas

A influéncia da incorporagdo das o-TC-NLS sobre a espessura
dos filmes de PVA, o médulo de elasticidade (EM), a tensdo na ruptura
(TS) e a elongacdo na ruptura (%E) pode ser observada na Tabela 4. O
filme de PVA puro mostrou maior tensdo na ruptura (34,90 £ 2,2 MPa)
em comparacio com os filmes PV/NL-TC 30 (6,51 + 0,3 MPa), 50 (2,93
+ 0,3 MPa) e 70 (2,26 = 0,4 MPa), isto é, o filme de PVA puro
apresentou uma maior capacidade de resisténcia a ruptura quando
submetido & tensdo do que os filmes incorporados com a-TC-NLS. O
filme de PVA puro, como observado na andlise morfolégica (Figura 1-

A), apresenta interior e superficie mais compactos, enquanto os filmes
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PV/TC-NL (Figura 1 B-D) mostram zonas descontinuas, com a
incorporagdo de ar e presenga de poros, o que indica uma menor
aderéncia entre os componentes (TOH; LAI; RAHMAN, 2011), o que
pode ter reduzido a resisténcia dos filmes a ruptura (SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2009).

A elongacdo na ruptura (Tabela 4) estd relacionada com a
elasticidade de um material, uma vez que é medida através da extensdo
no ensaio de tragdo (SILVA et al., 2013). A percentagem de elongacio
(%E) foi maior para o filme de PVA puro (120,13%) e diminuiu
significativamente (p < 0,05) com o aumento da adi¢do de o-TC-NLS
nos filmes, sendo de 85,51; 24,69 e 8,44% para os filmes PV/TC-NL 30,
50 e 70, respectivamente, isto €, aumentou a rigidez dos filmes,
ocasionando menor deformacfo plastica em comparacido com o filme de
PVA puro. Tendéncias semelhantes foram verificadas por Martins,
Cerqueira e Vicente (2012) e Jongjareonrak et al. (2008), os quais
encontraram que a %E diminuiu com a adi¢@o de vitamina E em filmes
de quitosana e de gelatina, respectivamente. Mais uma vez, a estrutura
descontinua apresentada pela adi¢do o-TC-NLS aos filmes pode ter
influenciado, contribuindo para a reducdo da mobilidade das cadeias e
da flexibilidade dos filmes PV/TC-LN; no entanto PV/TC-NL 30
preservou um certo grau de flexibilidade das cadeias.

O moédulo de elasticidade ou médulo de Young (Tabela 4)
observado para o filme de PVA controle foi em torno de 500 MPa e este
resultado estd de acordo com estudos prévios (KULJANIN et al., 2006;
MBHELE et al., 2003). Este valor teve diminui¢do significativa (p <
0,05) com a incorporagdo de a-TC-NLS nos filmes de PVA; entretanto,
ndo houve diferenca significativa (p > 0.05) entre os filmes PV/TC-NL.

Tabela 4 Medidas de espessura, médulo de Young (EM), tensdo na ruptura
(TS) e elongagdo na ruptura (%E) dos filmes de PVA puro e incorporados com
diferentes concentragdes de a-TC-NLS.

Filme Espessura (mm) EM (Mpa) TS (Mpa) 9%E
PVA(controle) 0,024+0,012° 501,16+68,74*  34,90+2,2°  120,13+11,34"
PV/TC-NL 30 0,091+0,010° 176,73£21,37°  6,51+0,30°  85,51+9,47°
PV/TC-NL 50 0,125+0,015¢ 160,17£19,31°  2,93+0,31°  24,69+4,00°
PV/TC-NL 70 0,149+0,035¢ 147,43£19,52°  2,26+0,38° 8,44+2,00°

Valores apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p <
0,05) quando analisados pelo teste de Tukey.

A influéncia das nanoparticulas de prata sobre as propriedades
mecanicas do PVA foi estudada por Mbhele et al. (2003) e foi
observado um aumento no médulo de elasticidade e na resisténcia do
nanocompdsito com um aumento no teor de Ag, indicando refor¢o da
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matriz na presenca de nanoparticulas. Ibrahim, El-Zawawy e Nassar
(2010) avaliaram o efeito de nano-celulose sobre as propriedades dos
filmes de PVA e reportaram que a presenca de 20% de nanoparticulas
de celulose na matriz de PVA aumentou a tensdo na ruptura e a
percentagem de elongacdo na ruptura, enquanto maior percentagem de
particulas de nano-celulose diminuiram estes parametros, devido a
alteracdo na estrutura morfolégica dos filmes de PVA. No presente
estudo, a incorporac@o de o-TC-NLS nos filmes de PVA nio melhorou
as propriedades mecéinicas. Uma das diferencas entre 0S nossos
resultados e dos reportados por Mbhele et al. (2003) e Ibrahim, El-
Zawawy e Nassar (2010) foi o didmetro médio das particulas de Ag (5
nm) e de nano-celulose (5,9-10,9 nm), respectivamente, ou seja, muito
menores do que as nanoparticulas obtidas no presente estudo, em torno
215 nm, o que pode ter contribuido para a formacdo das zonas
descontinuas e presenca de poros observados na andlise de microscopia
eletronica (MEV) e, assim, para a reducdo da tensdo na ruptura,
elongacdo na ruptura e do médulo de Young.

4 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que as nanoparticulas lipidicas
solidas contendo a-tocoferol podem ser incorporadas em filmes de PVA
(FTIR, difratometria de raios-X, e andlise de DSC). A incorporacio de
a-TC-NLS foi homogénea e resultou em uma matriz com superficie
rugosa e de se¢do transversal menos coesa. Devido a sua natureza
anfifilica, o filme de PVA apresentou maior energia livre superficial
total, seguido por PV/TC-LN 70, PV/TC-LN 30 e PV/TC-LN 50;
entretanto, os filmes de PVA e PV/TC-LN 70 mostraram o maior € o
menor componente dispersivo, respectivamente. A maior concentragdo
de surfactantes nos filmes de PVA com maior concentracdo de a-TC-
NLS foi responsdvel por estes comportamentos. A andlise
termogravimétrica mostrou trés estdgios de decomposic¢io térmica tanto
para os filmes de PVA puro quanto para os filmes PV/TC-LN. Os filmes
PV/TC-LN mostraram estabilidade térmica mais elevada do que os
filmes de PVA puro. A inclusio o-TC-NLS exerceu um efeito
plastificante nos filmes de PVA, reduzindo o mddulo de elasticidade e a
tensdo na ruptura. A percentagem de elongacdo também sofreu uma
queda com o aumento da concentracdo de a-TC-NLS.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os objetivos propostos e a partir dos resultados obtidos
no presente trabalho, as seguintes consideracdes podem ser feitas:

>

As nanoparticulas lipidicas solidas contendo o-tocoferol (a-TC-
NLS) foram preparadas com sucesso pelo método de homogenizagio
a alta pressdo, a quente.

Os modelos polinomiais quadréticos obtidos através da andlise de
superficie de resposta explicaram apropriadamente a variabilidade
das respostas observadas, apresentando coeficientes de determinacgio
acima de 0,65 e falta de ajuste ndo significativa.

A concentracdo de lecitina de soja ndo afetou o didmetro médio das
particulas; a taxa de recuperagdo de a-tocoferol nio foi afetada pela
concentracdo de Poloxamer 188 e; o potencial zeta ndo foi afetado
pela concentracdo de a-tocoferol.

As condi¢des Otimas de preparacdo das NLS foram determinadas
como sendo 1,1% de a-tocoferol, 0,75% de lecitina de soja e 1,3% de
Poloxamer 188, obtendo-se o diametro médio, taxa de recuperagdo
de o-tocoferol e potencial zeta de 214,5 nm, 754 % e 41,9 mV,
respectivamente.

Através da andlise de raios-X e DSC foi observado que a formulagao
o6tima de o-TC-NLS apresentou as formas polimérficas o e 7,
enquanto a NLS controle, sem adi¢do de o-TC, mostrou apenas a
forma polimorfica .

Através da andlise de microscopia de transmissdo foram observados
didmetros semelhantes aos encontrados por PCS, mostrando
morfologia esférica e alguns cristais lipidicos.

As a-TC-NLS se mostraram estdveis fisicamente durante 21 dias nas
temperaturas de armazenagem em 6 e 20 °C, de acordo com os
valores de diametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta,
mas somente em 6 °C a taxa de recuperacdo de a-tocoferol ndo foi
alterada.

»  Os filmes de alcool polivinilico (PVA) incorporado com o-TC-NLS

foram obtidos com éxito através da técnica de casting.
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» Os filmes de PVA adicionados com concentragdes diferentes (30,
50 e 70%) de a-TC-NLS (PV/TC-NL 30, 50 e 70) apresentaram boa
estabilidade durante 12 semanas através da andlise de fluorescéncia,
indicando a ndo degradacdo do a-TC na matriz polimérica.

» O filme de PVA puro se mostrou totalmente transparente enquanto
os filmes PV/TC-NL apresentaram aparéncia amarelada. Estas
caracteristicas refletiram nos parametros de transmissdo de luz
(UV/visivel), opacidade e atividade antioxidante, uma vez que os
filmes com maior quantidade de a-TC-NLS mostraram transmissao
de luz significativamente menor (p < 0,05) e opacidade e atividade
antioxidante significativamente maior (p < 0,05), demonstrando que
os filmes constituem 6timas barreiras contra a luz UV e visivel para
evitar as degradagdes causadas pela foto-oxidacdo e atividade
antioxidante dependente da concentracdo de a-TC.

» Todos os filmes PV/TC-NL mostraram uma liberacdo rdapida inicial
seguida por um estado de equilibrio entre o a-TC transferido através
do filme para o simulador e a migracdo natural do a-TC a partir do
simulador para o filme. Apenas o filme PV/TC-NL 30 liberou quase
todo o conteddo do a-TC inicialmente adicionado; a mobilidade
restrita do a-TC na matriz de PVA ou um efeito pré-oxidante do a-
TC em concentragdes elevadas pode ter limitado a liberacdo total de
a-TC nos filmes com uma maior quantidade o-TC-NLS (50 e 70).
No entanto, a taxa de liberacdo do a-TC aumentou com o aumento
da percentagem de o-TC-NLS adicionado aos filmes PV/TC-NL,
explicando a maior atividade antioxidante com o aumento da adi¢do
de o-TC-NLS aos filmes.

» A andlise morfolégica mostrou que a incorporagio de a-TC-NLS aos
filmes foi homogénea e resultou em uma matriz com superficie
rugosa e de segdo transversal menos coesa e com maior volume que
o PVA puro; o aumento de volume se refletiu na medida de
espessura dos filmes e se atribuiu a incorporacio de ar estabilizada
pela presenca de surfactantes.

» Devido a sua natureza anfifilica, o filme de PVA apresentou maior
energia livre superficial total e os filmes de PVA e PV/TC-LN 70
mostraram o0 maior € o menor componente dispersivo,
respectivamente. A maior concentracdo de surfactantes nos filmes de
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PVA com maior concentragdo de o-TC-NLS foi responsdvel por
estes comportamentos.

Os espectros de infravermelho mostraram que a incorporagédo de o-
TC-NLS afetou a estrutura quimica de filmes de PVA com o
estabelecimento de novas ligacdes quimicas.

A andlise de raios-X mostrou picos com menor intensidade para o
filme PV/TC-NL 50, indicando melhor miscibilidade entre o PVA e
o-TC-NLS e caracteristicas amorfas nesta concentracdo de
nanoparticulas.

A andlise termogravimétrica mostrou trés estigios de decomposi¢io
térmica tanto para os filmes de PVA puro quanto para os filmes
PV/TC-LN. Os filmes PV/TC-LN mostraram estabilidade térmica
mais elevada do que os filmes de PVA puro. Através da andlise de
DSC se observou que a incorporagdo de a-TC-NLS diminuiu o grau
de cristalinidade dos filmes de PVA.

A inclusdo a-TC-NLS exerceu um efeito plastificante nos filmes de
PVA, reduzindo o médulo de elasticidade e a tensdo na ruptura. A
percentagem de elongacdo também sofreu uma queda com o
aumento da concentracio de a-TC-NLS.
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