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RESUMO

A utilizagao de compostos antioxidantes, como o a-tocoferol, na produgao de embalagens ativas
¢ uma das formas de minimizar ou retardar a oxidagao lipidica, um dos principais fatores que
levam a degradagdo precoce dos alimentos. Os éteres derivados de celulose, como a etil
hidroxietil celulose (EHEC), podem ser uma alternativa para a producdo de filmes poliméricos
biodegradaveis para utilizacdo em liberagao controlada de ativos em alimentos. Assim, o
objetivo deste trabalho foi a obtencao de filmes de EHEC com propriedade antioxidante obtida
pela incorporagdo de a-tocoferol livre e encapsulado em nanoparticulas (NP) de etil hidroxietil
celulose/acido dodecandico (EHEC-C12). As NP foram preparadas por emulsificagdao do tipo
6leo em dgua com a-tocoferol e EHEC-C12 nas propor¢des de 10 e 20% de acido dodecandico
por reacdo de esterificacdo com diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 4-dimetilaminopiridina
(DMAP). O a-tocoferol foi encapsulado nas concentragdes de 5, 10 e 15 mg e as NP foram
incorporadas a filmes de EHEC, bem como o a-tocoferol livre na concentracdo de 10 mg. A
estrutura quimica dos materiais preparados foi avaliada por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
protons ("H RMN). Observaram-se por espalhamento de luz dinAmico (DLS) tamanhos de
particula de 7224209 e 6654213 nm para as NP modificadas com 10 e 20% de acido
dodecandico, respectivamente, e indice de polidispersao menores que 0,30. A incorporacao do
a-tocoferol aos filmes ndo alterou as propriedades de barreira e térmicas da EHEC. Porém, a
temperatura de degradacdo do a-tocoferol aumentou de 200 °C para 263 °C, quando nos filmes,
e a nanoencapsulacdo favoreceu a dispersdo mais homogénea do a-tocoferol na matriz
polimérica influenciando levemente nas propriedades mecanicas. A incorporacao do a-
tocoferol aos filmes também aumentou sua estabilidade em condigdes ambiente por 72 dias e
sob radiacdo UV no comprimento de onda de 254 nm. Observaram-se rapidos perfis de
liberacao do a-tocoferol a partir dos filmes quando imersos em etanol absoluto, sendo que 50%
foram liberados nos primeiros 15 minutos de ensaio. Os filmes de EHEC puros ndo
apresentaram propriedade antioxidante, mas com a incorporagdo das diferentes proporgoes de
NP com a-tocoferol observou-se o aumento da capacidade antioxidante dos filmes, quando

avaliados contra os radicais DPPH e ABTS.

Palavras-chave: Etil hidroxietil celulose, a-tocoferol, Nanoparticulas poliméricas,

Embalagens ativas, Propriedades antioxidantes.



ABSTRACT

The use of antioxidant compounds, such as a-tocopherol, in the production of active packaging
is one of the ways to minimize or delay lipid oxidation, one of the main factors leading to early
food degradation. Cellulose-derived ethers, such as ethyl hydroxyethyl cellulose (EHEC), may
be an alternative for the production of biodegradable polymeric films to be used in the
controlled release of active compounds in food products. Thus, the objective of this work was
to obtain EHEC films with antioxidant properties obtained by the incorporation of nanoparticles
(NP) of ethyl hydroxyethyl cellulose/dodecanoic acid (EHEC-C12) containing a-tocopherol.
NPs were prepared by oil-in-water emulsification with a-tocopherol and EHEC-C12 in
proportions of 10 and 20% dodecanoic acid by esterification reaction with
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and 4-dimethylaminopyridine (DMAP). a-tocopherol was
encapsulated at concentrations of 5, 10 and 15 mg, and the NPs were incorporated into EHEC
films, as well as 10 mg of non-encapsulated a-tocopherol. The chemical structure of the
prepared materials was evaluated by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and proton
nuclear magnetic resonance spectroscopy (‘H NMR). Particle sizes of 722+209 and 665+213
nm were observed by dynamic light scattering (DLS) for NPs modified with 10 and 20%
dodecanoic acid, respectively, and polydispersion index lower than 0.30. The incorporation of
a-tocopherol into the films did not change the barrier or thermal properties of EHEC. However,
the degradation temperature of a-tocopherol increased from 200 °C to 263 °C, when in the films.
And the nanoencapsulation favored a more homogeneous dispersion of a-tocopherol in the
polymeric matrix sightly influencing the mechanical properties. The incorporation of a-
tocopherol into the films also increased its stability under ambient conditions for 72 days, and
under UV radiation at a wavelength of 254 nm. Fast a-tocopherol release profiles were observed
from the films when immersed in absolute ethanol, with 50% being released in the first 15
minutes of the assay. Pure EHEC films did not show antioxidant properties, but with the
incorporation of different proportions of NP, an increase in the antioxidant capacity of the films

was observed, when evaluated against DPPH and ABTS radicals.

Keywords: Ethyl hydroxyethyl cellulose, a-tocopherol, Polymeric nanoparticles, Active

packages, Antioxidant properties.
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1 INTRODUCAO

Em 2014 a Comissao Europeia apontou que cerca de 25% dos alimentos comprados
pelos consumidores sdo descartados e aproximadamente 5% ¢é desperdicado na cadeia de
distribui¢do (EUROPEAN COMISSION, 2014). A oxidagdo lipidica ¢ um dos principais
fatores que favorecem a reducgdo da vida de prateleira dos alimentos (AMARAL; SOLVA;
LANNES, 2018). Esse processo pode alterar varias caracteristicas como a textura, valor
nutricional, gosto, aroma e também a aparéncia do alimento. Essas mudangas indesejadas
acabam levando a uma rejeicdo desses produtos por parte dos consumidores visto que sua
qualidade foi alterada. Estes alimentos acabam, frequentemente, sendo descartados, seja em
casa ou pelos estabelecimentos comerciais, por serem considerados improprios para o
consumo (RAAK et al., 2017).

Alimentos produzidos e ndo consumidos sdo responsaveis por um aumento anual de
cerca de 3,3 gigatoneladas em equivalentes de didxido de carbono, impactando em mudangas
climaticas e no aquecimento global, expondo o planeta a ameagas existenciais (HELLER;
SELKE; KEOLEIAN, 2019; NGUYEN; HUYNH; NASIR, 2021). Entretanto, ndo sdo apenas
os alimentos desperdigados que causam impacto ambiental, as embalagens que também
demandam gasto de energia e dinheiro para producao sao descartadas. Apesar de a reciclagem
ser um dos mecanismos para reduzir os problemas associados ao descarte de embalagens,
principalmente plasticas, cerca de 30% destas ndo sdo elegiveis para o reuso, seja por descarte
inadequado, tamanho muito pequeno ou contamina¢do com residuos organicos e quimicos
(DILKES-HOFFMAN et al., 2018).

Embalagens ativas biodegradaveis tém sido consideradas promissoras para aumentar
a vida de prateleira dos alimentos, tanto quanto para diminuirem os efeitos adversos ao meio
ambiente que as embalagens plasticas tradicionais causam. Substancias como as presentes em
o0leos essenciais (OE) e também vitaminas podem atuar como antioxidantes e na preven¢do do
crescimento microbiano em alimentos (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017). No entanto, hd um
obstaculo no uso de 6leos essenciais devido a baixa reprodutibilidade de sua atividade, visto
que a composi¢do de um mesmo 6leo pode variar pela influéncia de inimeros fatores, como
os ambientais, por exemplo. Além disso, os aromas exalados por esses Oleos acabam
restringindo sua aplica¢do. Com isto, vitaminas como a C e a E, que sdo substincias isoladas,

recebem destaque e sobressaem-se sobre os OE ja que ndo apresentam estes problemas
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(NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2021a, 2021b).
O uso de vitaminas em embalagens ativas biodegraddveis ¢ um campo bastante

promissor para a preservagao de alimentos por periodos de tempo mais longos. O a-tocoferol

¢ uma das vitaminas que ¢ comumente utilizada na induastria alimenticia e cosmética, porém
possui baixa estabilidade na presenga de luz e oxigénio e também ¢ pouco soluvel em agua
(DEY; NEOGI, 2019; LI et al.,, 2016). A encapsulacdo dessa classe de substancias e
incorporagdo em filmes poliméricos pode melhorar a estabilidade, pela diminuig¢do dos fatores
que levam a sua degradagdo e consequentemente aumentar sua atividade antioxidante, além de

permitir um controle maior na velocidade de liberagdao (DEY; NEOGI, 2019).

A celulose ¢ uma das matérias primas mais abundantes do planeta e tem sido utilizada
como tal ha milhares de anos (DOUGLASS et al., 2018). A etil hidroxietil celulose (EHEC) ¢
um polimero derivado da celulose, formado a partir da modificagdo quimica da celulose pela
incorporagao de grupos laterais mais hidrofilicos, como grupos 6xido de etileno (AGRAWAL
et al., 2020). A presenca desses grupos laterais confere maior solubilidade a EHEC
aumentando a possibilidade de aplicacdes deste polimero. Geralmente associa-se a EHEC a
surfactantes para a formagao de geis termo-reversiveis, para aplicagdes na area biomédica ou
para a formacdo de filmes por meio de ligagcdes cruzadas no desenvolvimento de sensores e

na engenharia de tecidos (CALEJO et al., 2013; HEDIN et al., 2009; WALI et al., 2018).

A grande maioria dos trabalhos, contudo, limita-se a aplicagao da EHEC para a area
biomédica ou no estudo de sua interacdo com diferentes surfactantes, mas nao fornece
informacdes de sua aplicagdo como filmes para liberacao controlada de agentes antioxidantes
ou antimicrobianos, para a utilizacdo como embalagens, por exemplo. Ja tendo sido estudada
para a aplicagdo in sifu em humanos, seja para a liberagdo controlada de farmacos ou na
regeneragdo de tecidos, a EHEC mostra-se ndo toxica e biocompativel e consequentemente
apresenta potencial para aplicacdo em outras areas, como a alimenticia (CALEJO et al., 2013;

HEDIN et al., 2009; WALI et al., 2018).

Desta forma, este trabalho teve como proposta principal a incorporagao de a-tocoferol
de maneira livre e encapsulado em filmes de EHEC. Para tal, realizou-se a modificagdo
hidrofobica da EHEC com 4cido dodecanoico para favorecer a interacao polimero/a-tocoferol
e com isso encapsular a vitamina. Essa modificacdo foi realizada em porcentagens distintas

para avaliar o comportamento do a-tocoferol quando submetido a aquecimento, luz UV ou
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condi¢des ambientes como temperatura e presenca de oxigénio. Esse sistema de capsulas foi
entdo incorporado em EHEC para preparacao de filmes com diferentes concentracdes de o-
tocoferol. Estes filmes foram caracterizados a fim de avaliar a influéncia do a-tocoferol
encapsulado ou livre sobre as propriedades térmicas e mecanicas, e também a capacidade
antioxidante do filme e o perfil de liberacdo da vitamina em sistema similar ao de alimentos

ricos em lipidios.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Incorporar a-tocoferol de maneira livre e nanoencapsulado em etil hidroxietil celulose
(EHEC) hidrofobicamente modificada com &4cido dodecandico em filmes poliméricos de

EHEC, visando obter materiais para embalagens de alimentos com propriedades antioxidantes.

2.1.1 Objetivos especificos

e Modificar hidrofobicamente a EHEC utilizando acido dodecandico para
favorecer a interagdo EHEC/a-tocoferol;

e Avaliar a modificacdo hidrofébica da EHEC por ressonancia magnética nuclear
de proton ("H RMN) e espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR);

e  Obter e caracterizar as nanoparticulas de EHEC-4cido dodecandico (EHEC-C12)
contendo a-tocoferol quanto ao seu tamanho e indice de polidispersao utilizando
a técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS);

e Avaliar a estabilidade do a-tocoferol quando incorporado aos filmes de EHEC
de maneira livre e encapsulado em NP de EHEC modificada (EHEC-C12 nas
proporcdes de 10 e 20%) por espectrofotometria UV-Vis e por termogravimetria
(TGA);

e Caracterizar a morfologia dos filmes de EHEC com nanoparticulas por
microscopia eletronica de varredura (MEV);

e Avaliar a cinética de liberagao de a-tocoferol dos filmes de EHEC em etanol
absoluto;

e  Avaliar a propriedade antioxidante dos filmes de EHEC contra os radicais DPPH

e ABTS.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 EVOLUCAO E PERSPECTIVAS NO MERCADO DE EMBALAGENS
ALIMENTICIAS

As embalagens alimenticias tém como fungdo principal proteger os alimentos de
contaminagdes provenientes do ambiente como odores e poeiras € também de danos fisicos,
da luz, umidade, temperatura e microrganismos (HAN et al., 2018). Isso permite a garantia da
qualidade e seguranga dos alimentos, além de minimizar as perdas nas cadeias produtivas, de
transporte e distribui¢do aos consumidores finais. Com o passar dos anos, as embalagens tém
adquirido novas funcionalidades. Além do acondicionamento seguro dos alimentos, permitem
facilitar o transporte e armazenamento de produtos, e apresentam design atrativo e informativo
aos consumidores (BERGER, 2002; HAN et al., 2018). De forma objetiva uma embalagem
alimenticia deve armazenar os alimentos de maneira econdmica, satisfazendo tanto os
requisitos da indudstria quanto os desejos do consumidor, mantendo a segurancga do alimento
sem causar grandes danos ambientais (MARSH, 2007).

O mercado de embalagens alimenticias no ano de 2019 atingiu um valor de mercado
de 304,98 bilhdes de ddlares e projeta-se um crescimento anual de 5,9% até o ano de 2027 em
que estima-se atingir os 463,65 bilhdes de ddlares, segundo dados apresentados pela revista
Market Research Report (2020). Segundo a World Packaging Organization (WPO) este setor
apresenta uma receita anual de mais de 500 bilhdes de dolares e este valor também deve
aumentar com a maior procura dos consumidores por embalagens de facil uso, de alta
performance e sustentaveis (MARKET ANALYSIS REPORT, 2020; MARKET RESEARCH
REPORT, 2020).

O crescimento deste mercado ampara-se também no aumento das inovacdes em
embalagens que incluem embalagens inteligentes, ativas e biodegradaveis, nanocompositos e
diferentes designs (MARKET RESEARCH REPORT, 2020). Dentre os varios tipos de
embalagens, as sustentaveis e os filmes poliméricos sao os que tém moldado o mercado. Para
conseguir atender as demandas de aumentar a vida util de prateleira dos alimentos e
consequentemente reduzir o desperdicio, a nanotecnologia tém sido uma das abordagens
adotadas. Nanocompdsitos poliméricos e bio-nanocompdsitos sdo exemplos desta tecnologia

que visa melhorar a performance do material e aumentar o tempo de prateleira dos produtos;
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além de fornecer outras caracteristicas especiais como a¢do antimicrobiana e permeabilidade
controlada (ALOJALY; BENYOUNIS, 2020).

No decorrer da historia muitos materiais tém sido utilizados para prote¢ao e cobertura
de bens alimenticios, principalmente papel e vidro (TAJEDDIN; ARABKHEDRI, 2020).
Contudo, estes materiais possuem suas limitagdes assim como qualquer outro material. Com
o progresso da ciéncia novos materiais comecaram entdo a serem estudados, como os
polimeros sintéticos. Estes tém sido utilizados em larga escala desde entdo devido a sua
abundancia, excelentes propriedades de barreira ao oxigénio e propriedades Opticas e
mecanicas. Dentre os polimeros de origem petroquimica (fonte ndo renovavel) o polietileno
(PE) ¢ um dos mais utilizados, pois além de apresentar as caracteristicas ja citadas
anteriormente este pode ser facilmente moldado em diferentes formatos, o que o torna uma
excelente opcdo para inumeras aplicagdes. Juntamente com o polipropileno (PP),
poli(tereftalato de etileno) (PET), poli(cloreto de vinila) (PVC) e poliestireno (PS), compde
mais de 90% do volume total de plésticos utilizados em embalagens (ALOJALY;
BENYOUNIS, 2020).

Entretanto, o uso de polimeros de origem petroquimica também tem suas
desvantagens, sendo sua contribuicdo, de grande impacto, ao aquecimento global e poluigao
ambiental as maiores delas (TAJEDDIN; ARABKHEDRI, 2020). Com isto, associado ao
aumento no consumo de produtos industrializados, surgiu a preocupacdo com 0 UsO € O
descarte desenfreado de embalagens poliméricas (DESSBESELL et al., 2020).

Porém, com o sucessivo aumento da populagdo mundial, atingindo agora quase 8
bilhdes de pessoas, a substituicdo de embalagens poliméricas por outros materias € irrealistica
do ponto de vista social, em que isto afetaria os mais vulneraveis economicamente, e também
do ponto de vista ambiental (PEREIRA, 2022). Estudos realizados para o American Chemistry
Council mostraram que para substituir completamente as embalagens plésticas nos Estados
Unidos haveria um impacto de alto nivel no consumo de energia, dgua, acidificacdo e
eutrofizacdo, aumento potencial do aquecimento global e destrui¢do da camada de ozonio,
além de um aumento em massa e volume dos residuos sélidos produzidos (FRANKLIN
ASSOCIATES, 2018).

Assim, hoje a reciclagem ainda € vista como o principal mecanismo para reduzir os
impactos ambientais causados pelo descarte de embalagens, entretanto, boa parte destas nao

sao elegiveis (DILKES-HOFFMAN et al., 2018). Além dos problemas como contaminagao e
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tamanho destes materiais, hd também o custo de processamento e a tecnologia necessaria
para separar e transformar a matéria (DILKES-HOFFMAN et al., 2018; GEUEKE; GROH;
MUNCKE, 2018). Outro fator a ser considerado ¢ que alguns materiais ndo podem ser
repetidamente reciclados ou reutilizados (GEUEKE; GROH; MUNCKE, 2018). Com isso,
existe a necessidade de utilizacdo de materiais alternativos, que permitam uma degradacgdo
mais rapida e diminuam os impactos ambientais causados pelo seu descarte (DILKES-
HOFFMAN et al., 2018).

Neste sentido, novos materiais vém sendo estudados, testados, ¢ implementados como
substitutos aos derivados de petroleo, como é o caso dos biopolimeros (BROCKHAUS;
PETERSEN; KERSTEN, 2016; GARRISON; MURAWSKI; QUIRINO, 2016). Os
biopolimeros sdo polimeros provenientes de plantas ou animais sendo em sua maioria
biocompativeis, biodegradaveis e considerados seguros (ROSTAMI et al., 2019). Apesar de
grande parte dos polimeros sintéticos também serem produzidos a partir de fontes naturais,
esses materiais ndo sdo, em sua maioria, biodegraddveis, nem, portanto, considerados
sustentaveis (TAJEDDIN; ARABKHEDRI, 2020). E por isso, h4 alguns anos, polimeros
compostaveis e biodegradaveis tém ganhado notoriedade como uma alternativa aos plasticos
convencionais (RYDZ et al., 2018).

Atualmente, os bioplasticos ainda representam menos de 1% dos mais de 367 milhdes
de toneladas de plastico produzidos anualmente (EUROPEAN BIOPLASTICS, 2021). Mesmo
com o crescimento do mercado de embalagens a producgdo global de pléstico apresentou queda;
mas na contramdo disto o mercado de bioplésticos t€ém apresentado continuo crescimento.
Segundo dados da European Bioplastics estima-se atingir os 7,59 milhdes de toneladas de
bioplasticos produzidos no ano de 2026, um crescimento de cerca de 315% em comparagdo a
producao de 2021, de 2,41 milhdes de toneladas. Destes 7,59 milhdes cerca de 70% serdao
bioplasticos biodegradaveis. Essa estimativa indica que pela primeira vez na historia a producao
de biopolimeros ird ultrapassar a marca de 2%.

E interessante observar que hoje a capacidade de produgio do mercado de bioplasticos
¢ na verdade governada majoritariamente por bioplasticos biodegradaveis, cerca de 64%,
compostos por polidcido latico (PLA), polihidroxialcanoatos (PHA), blendas de amido e outros
(EUROPEAN BIOPLASTICS, 2021). Dentre este grupo tém-se ainda em destaque a celulose,
utilizada principalmente na producdo de filmes e embalagens flexiveis, se apresentando como

uma das maiores candidatas a substituir o petréleo como fonte de matéria prima para a produgao
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de embalagens (EUROPEAN BIOPLASTICS, 2021; GHADERI et al., 2014). Inumeros
compositos vém sendo preparados utilizando compostos modificados de celulose, devido as

suas excelentes propriedades mecanicas e de reforgo, por sua grande biodisponibilidade e

biodegradabilidade (SHAGHALEH; XU; WANG, 2018).

3.2 CELULOSE

A celulose ¢ o biopolimero mais abundante e de facil obtenc¢do entre as biomassas
disponiveis (GHADERI et al., 2014). Além de poder ser obtida diretamente da madeira, a
celulose e seus derivados podem ser obtidos de residuos da agricultura, como os bagagos de
cana de aglcar, que ndo possuem valor de mercado, mas contém uma porcentagem
consideravel de celulose (40-50%).

A celulose ¢ um homopolimero linear e bastante rigido formado por ligagdes [3-1,4-
glicosidicas entre os carbonos de unidades D-anidroglucopiranose (JAIN et al., 2013). A
presenca de grupos OH em sua estrutura € responsavel, ndo apenas por reagdes tipicas de
alcoois primarios e secundérios, mas tém também papel importante em sua solubilidade
(GRANSTROM, 2009). A celulose é insolivel em 4gua e em solventes orginicos mais
comuns, devido as ligagdes de hidrogénio intra (Figura 1a) e intermoleculares (Figura 1b) que
se formam em sua estrutura, sendo que para dissolvé-la é necessario a quebra das ligagdes
intermoleculares. A rigidez na estrutura também ¢ conferida, em parte, pelas ligacdes de
hidrogénio levando a alta viscosidade em solucdo e alta tendéncia a cristalizar, associada a
conformagcio piranose do anel (GRANSTROM, 2009). Estas propriedades entretanto acabam
dificultando sua utilizagdo como embalagem (RYDZ et al., 2018). Portanto, pesquisas recentes
tém se concentrado na utilizacdo de derivados da celulose para a produgdo de embalagens
alimenticias.

A modifica¢do dos grupos OH das unidades anidroglucose da celulose (Figura 1c)
por reacdes de formacao de éteres permite a producdo de derivados soluveis em agua como
a metil celulose (MC), hidroxipropil celulose (HPC), hidroxietil celulose (HEC) e etil
hidroxietil celulose (EHEC) (JAIN et al., 2013).



Figura 1 - Estruturas de celulose; a) ligacoes de hidrogénio intramolecular; b)
ligacoes de hidrogénio intermoleculares e c) estrutura genérica de um éter de
celulose em que R = H ou R = CH3; CH2CH2CH:0H; CH:2CH(OH)CH3;
CH:CH:0H; ou C:Hs.

c)

HO ()w

OH

Fonte: Adaptado de GRANSTROM, 2009 e JAIN et al., 2013.
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Entre as varias rotas de sintese dos éteres de celulose, duas sdo as que possuem maior

relevancia comercial: a reacdo dos grupos hidroxila da celulose com um cloreto de alquila na

presenca de um forte hidroxido metalico e a reagdo dos grupos hidroxila com um 6xido de

alquileno pela abertura de anel (KLEMM et al., 1998).

3.2.1 Obtencao de hidroxialquil éteres de celulose

A alquilacdo da celulose leva a formagdao de éteres de celulose, muitos destes

comercialmente importantes por sua solubilidade em agua, o que favorece sua utilizacdo em

formulacdes a base desta (MAJEWICZ; PODLAS, 2000). Dentre as principais propriedades

que estes fornecem as formulagdes tém-se o controle reoldgico (controle da espessura e

escoamento da formulagdo), capacidade de absorcdo e retencdo de agua, estabilizacdo de

coloides e supensoes e formagdo de filmes. Estas propriedades permitem sua aplicacdo em

inimeras areas da industria, como coberturas, impressao, ceramica e materiais de construgao,

papel, agricultura, cosmética, farmacéutica e alimenticia (ARCA et al., 2018; GAWADE;
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CHINKE; ALEGAONKAR, 2020; MAJEWICZ; PODLAS, 2000; PATURAL et al., 2011).

A hidroxietil celulose (HEC) e a hidroxipropil celulose (HPC) sdo os éteres derivados
de celulose de maior relevancia comercial € podem ser obtidos por meio da reagdo da celulose
com Oxido de etileno e 6xido de propileno, respectivamente (KLEMM et al., 1998). A Figura
2a apresenta a reagdo para o preparo da hidroxietil celulose em que se utiliza um epdxido (neste
caso oxido de etileno) com a adicdo de um catalisador alcalino, que fornece os ions HO"
necessarios para a clivagem do anel epdxi e a formagao da ligacdo C-O do 6xido adicionado
e do alcool proveniente da celulose (KLEMM et al., 1998). A base, juntamente com a agua,
leva a ruptura das ligacdes de hidrogénio nos dominios cristalinos da celulose, o que permite
maior acessibilidade ao reagente alquil (MAJEWICZ; PODLAS, 2000).

Um fator importante a ser considerado nos éteres de celulose ¢ a extensdo da
substitui¢do, isto porque uma unidade anidroglucose apresenta trés grupos hidroxila, sendo
estes os centros ativos de formacgao das ligagdes éter (MAJEWICZ; PODLAS, 2000). A reagdo
com os grupos hidroxila, contudo, ndo ¢ limitada aos presentes inicialmente na estrutura da
celulose (KLEMM et al., 1998). As novas hidroxilas terminais podem seguir reagindo de
modo a aumentar o tamanho dos grupos laterais, conforme Figura 2c. No caso desta estrutura
apresentada a molécula possui um grau de substitui¢do (DS) igual a 3, pois todos os grupos
hidroxilas disponiveis originalmente na unidade anidroglucose, proveniente da celulose,
foram substituidos por grupos hidroxietil (KLEMM et al., 1998; MAJEWICZ; PODLAS,
2000).

Figura 2 - a) e b) Esquema de reacoes de hidroxialquil celuloses em meio alcalino c)
representacio da estrutura quimica da hidroxietil celulose.
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Fonte: Adaptado de KLEMM et al., 1998.
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A sequéncia de reacdes de alquilagdo em uma cadeia € caracterizada por substituicdo
molar (MS), ou seja, o numero de mol de reagente combinado por mol de unidades
anidroglucose (MAJEWICZ; PODLAS, 2000). A substituicdo molar e¢ o grau de substitui¢ao,
contudo, ndo informam a distribui¢do dos substituintes ao longo da cadeia polimérica. Fator
este de extrema importancia para a reologia da solucdo e nas propriedades de relevancia ao uso
do produto final. A hidroxietil celulose com MS variando entre 0,05 e 0,5, por exemplo, ¢
soluvel apenas em solugdo aquosa alcalina (MAJEWICZ; PODLAS, 2000). Com o aumento
das substitui¢cdes (MS > 1,5) a HEC torna-se soluvel em 4gua, e esta ¢ a sua forma comercial

mais comum.

3.2.2 Etil hidroxietil celulose

A etil hidroxietil celulose (EHEC) ¢ um polissacarideo anfifilico ndo-idnico, derivado
da celulose, modificada pela adi¢gdo de unidades hidrofobicas e hidrofilicas a cadeia
polimérica, por grupos etil e cadeias de 6xido de etileno, sendo que este Gltimo proporciona
maior solubilidade em agua (AGRAWAL et al., 2020; DJUVE et al., 2002; MALMSTEN et
al., 1990). Estas unidades estdo distribuidas normalmente de maneira irregular ou na forma de
blocos, o que leva a um arranjo estrutural complexo em que surgem microdominios
hidrofébicos (KIONIKSEN; KNUDSEN; NYSTROM, 2005).

O grau de substituicao da EHEC tem uma influéncia significativa na sua solubilidade.
Na Figura 3 € possivel observar a estrutura quimica da EHEC. As moléculas de dgua interagem
mais fortemente com os grupos hidrofilicos ligados a cadeia principal do polimero e o
aumento da quantidade de grupos ¢Oxido de etileno aumenta o grau de hidrata¢do do
polimero, segundo um estudo realizado por Carlsson e colaboradores (1986). Este mesmo
estudo mostrou que estes grupos 6xido de etileno, sejam eles grupos etil ou hidroxietil, geram
uma certa repulsdo entre si pelo favorecimento da interagdo com agua. Isto leva a uma
dificuldade de interacdo entre diferentes cadeias de EHEC favorecendo a formagdo de
estruturas pouco rigidas e com isso ha o favorecimento da interagcdo com 4agua e aumento da

solubilidade do polimero.
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Figura 3 - Estrutura quimica da EHEC.
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Fonte: A autora.

A formacdo dos microdominios hidrofobicos favorece a interacdo da cadeia
polimérica com surfactantes permitindo a formacao de aglomerados tipo micelas, que acabam
por envolver substituintes de uma ou mais partes da cadeia da propria EHEC, resultando em
um estado de transicao do tipo sol-gel (AGRAWAL et al., 2020; KIONIKSEN; KNUDSEN;
NYSTROM, 2005).

Essa caracteristica de formacdo de micro dominios da EHEC levou a inumeros
estudos de sua associagdo com surfactantes i0nicos que permitem que a molécula, que possui
caracteristica ndo idnica, passe a se comportar como um polieletrélito (AGRAWAL et al.,
2020). As interacdes formadas nesse sistema geram um aumento na temperatura do ponto de
nuvem, o que favorece a formacdo de emulsdes e do estado sol-gel (KIONIKSEN;
KNUDSEN; NYSTROM, 2005). O ponto de nuvem da EHEC depende também,
necessariamente, da massa molar e do grau de substituicdo da molécula, mas quando interage
com um surfactante i6nico essa propriedade ¢ alterada, pois formam-se novos pontos de
conexao e ha um fortalecimento das interagdes ja existentes na propria cadeia do polimero. O
comportamento de polieletrélito gera uma repulsdo de cargas na estrutura, permitindo que
haja um inchamento na matriz e a formagao de géis termo reversiveis (CALEJO et al., 2012a;
MALMSTEN et al., 1990). Esta caracteristica de formagao de géis permite que a EHEC seja
utilizada no desenvolvimento de hidrogéis, sistemas de grande interesse para as areas
biomédica e farmacéutica, pois podem ser utilizados em aplicagdes de engenharia de tecidos
e liberacdo controlada de farmacos. Contudo, a biocompatibilidade desses sistemas ¢ um fator

de extrema importancia.

A interagdo EHEC e surfactante i0nico ja foi bastante estudada entre os anos de 1990

e 2000, sendo a associa¢do com o dodecil sulfato de sdédio (SDS) uma das que apresentam a
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maior quantidade de resultados e que permitiu o entendimento de inimeras propriedades e
caracteristicas da EHEC (NILSSON; HOLMBERG; SUNDELOF, 1994; OSTROVSKII et
al., 1999; WANG; OLOFSSON, 1995). Atualmente, entretanto, buscam-se associagdes com
compostos mais biocompativeis e menos prejudiciais ao meio ambiente, o que tem atraido a
atencao para a utilizacdo de surfactantes de base natural, como ¢ o caso dos surfactantes
derivados de aminoacidos (CALEJO et al., 2012b, 2013). Calejo e colaboradores estudaram
surfactantes a base de arginina e lisina e observaram a manutengcdo da propriedade de
gelificagdo termo reversivel mostrando que a associagdo com diferentes moléculas permite o
uso desses sistemas em aplicagdes biomédicas.

Modificacdes na estrutura da EHEC e ligacdes cruzadas com outras moléculas
também permitem a formacao de filmes (HEDIN et al., 2009). A interacdo entre a EHEC e o
alcaloide imidazol permitiu o desenvolvimento de um filme bi-camada para o estudo da
interagdo imidazol-Cu®" por meio do aprisionamento dos ions Cu na estrutura formada, em um
estudo realizado por Hedin e colaboradores. Ja a modificagdo da EHEC com a merocianina de
Brooker permitiu o desenvolvimento de um sensor Optico para a deteccdo de cianeto em agua
(NANDI et al., 2014).

Wali e colaboradores (2018) mostraram que pela associacdo de EHEC com alcool
polivinilico (PVA) foi possivel preparar nanofibras e filmes através da técnica de eletrofiagao,
evidenciando mais uma potencial combinag¢do para o uso na liberagao controlada de farmacos
e na engenharia de tecidos. Um estudo posterior para avaliacdo de viabilidade celular,
crescimento e proliferagdo evidenciou que estas nanofibras de EHEC/PVA, contendo
nanotubos de haloisita e o farmaco sulfato de gentamicina, ndo apresentam toxicidade (WALI
et al., 2019). Ao contrario, elas favorecem o crescimento, fixacao e disseminagao celular ao
longo das fibras, sugerindo boa citocompatibilidade. Além disso, testes in vivo foram
realizados em que os filmes foram aplicados sobre ferimentos e mostraram resultados
favoraveis para cicatrizagdo, evidenciando mais um potencial uso como material curativo.

Além destas aplicagdes voltadas as areas da saude e ambiental, a EHEC ¢ utilizada
como espessante e agente dispersante em tintas, devido a sua 6tima solubilidade em agua e ¢
também adicionada a argamassas a base de cimento, aumentando a capacidade de aderéncia e
de retencdao de agua da argamassa (CARLSSON et al., 1986). A presenga dos grupos etil
diminui a tensdo superficial e interfacial, e também modifica as propriedades de adsor¢do do

polimero aos particulados encontrados nestas formulagdes como argilas, pigmentos e latex
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(MAJEWICZ; PODLAS, 2000).
Diante de toda essa gama distinta de aplicagdes a EHEC mostra-se versatil e

multifuncional, apresentando diferentes propriedades e fungdes de acordo com a aplicagdo.

3.2.3 Modifica¢ao hidrofébica de éteres de celulose por esterificacio

Os éteres de celulose, por possuirem os grupos laterais que conferem maior
solubilidade em 4gua, sdo amplamente utilizados em solu¢des aquosas como as presentes em
tintas latex, na recuperacdo de 6leo ¢ também em produtos de cuidado para a pele
(THURESSON; LINDMAN, 1997). Para estas aplicacdes, frequentemente, utilizam-se éteres
de celulose modificados pela inser¢do de cadeias laterais mais hidrofobicas (HM-Polimeros),
que possuem maior massa molar ¢ uma maior viscosidade em solugdo, associados a
surfactantes. Essa caracteristica mais hidrofobica que o polimero passa a ter aumenta a
habilidade de associacdo hidrofébica com outras moléculas e consequentemente permite uma
nova gama de aplicagdes (THURESSON; LINDMAN, 1997).

A modificagao hidrofobica da hidroxipropil metil celulose pela adigdo de cloreto de
ciclopropil trietil amoénio (ETAC) em diferentes proporcdes, realizada por Wang e
colaboradores (2020), traz grande potencialidade para sua aplicagcdo na exploracao de petroleo,
cuidados com o cabelo e tinturas, por exemplo. Os polimeros catidnicos obtidos apresentaram
caracteristica de sensibilidade a temperatura, e observou-se que com um aumento da
proporcao de agente eterificante a capacidade de retengdo de 4gua do polimero diminui. Neste
caso, o aumento de ETAC na estrutura leva a um aumento da extengdo dos grupos laterais e a
estrutura do polimero se compacta. H4 ainda um momento em que os pontos ativos da celulose
atingem saturagdo, diminuindo as interacdes com agua.

Entre os ésteres de celulose amplamente utilizados na industria em geral, o acetato de
celulose (CA) ¢ o derivado com maior area de aplicagdo (EL IDRISSI et al., 2012). Uma das
principais formas de sintese deste polimero ¢ pela utilizacdo de N,N-dimetilacetamida/cloreto
de litio (DMACc/LiCl) em meio acido ou alcalino, mas problemas com solubilidade sdo
observados. Uma metodologia diferente utilizando tetrahidrofurano e trietilamina
(THF/Trietilamina) foi entdo adotada por Idrissi e colaboradores (2012) para conduzir as
reagOes de esterificacdo. Estes prepararam quatro diferentes filmes poliméricos a partir de

acetato de celulose e hidroxietil celulose com diferentes cloretos, obtendo entdo o éster acetato
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de hidroxietil celulose (HECA) livre de precursores cloreto ndo reagidos e de grupos acido
carboxilico, que podem se formar por saponificacao neste tipo de reagao.

Por serem soluveis em agua, polimeros como a EHEC ¢ HEC podem ser utilizados
para preparar filmes em sistemas aquosos. Ao serem modificados hidrofobicamente, estes
polimeros passam a ter maior resisténcia a umidade e ao vapor de 4gua, porém ainda ha poucas
pesquisas referentes a influéncia da temperatura na formacao de filmes e na liberagao de agua
durante o processo de desidrata¢ao, quando grupos hidrofobicos sao introduzidos na estrutura
do polimero (LYYTIKAINEN et al., 2021).

Uma das formas de incorporagdo de grupos hidrofébicos na cadeia desses éteres de
celulose que possuem grupos OH ¢ por meio de reacdes de esterificagdo com &cidos
carboxilicos de cadeia longa (NANDI, 2011; ORGANIC CHEMISTRY PORTAL, [s.d.]). Os
acidos carboxilicos, entretanto, possuem baixa reatividade sem um catalisador, mas a
utilizagdo de um 4cido forte auxilia na reagao (JIANG; NGALI, 2022). Contudo, catalises
acidas em derivados celuldsicos levam geralmente a degradagao das ligagdes glicosidicas da
estrutura do polimero. Como alternativa pode-se utilizar um cloreto de acila ou um anidrido,
na presenca de uma base terciaria. Utiliza-se, geralmente, para este tipo de reagdo
diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (Figura 4) (NANDI,
2011; ORGANIC CHEMISTRY PORTAL, [s.d.]).

Na Figura 4 est4 representado o mecanismo da reagao de esterificagdo de um alcool e
um acido carboxilico. Em uma primeira etapa reacional o 4cido carboxilico reage com o DCC
formando um intermediario O-acilisoureia bastante reativo (NANDI, 2011; ORGANIC
CHEMISTRY PORTAL, [s.d.]). Em uma segunda etapa, o DMAP, que atua como um
catalisador, por ser um nucledfilo mais forte que o alcool do éter de celulose reage com o
intermediario O-acilisoureia eliminando diciclohexilureia (DHU), levando a formagao de um
novo intermediario que reage rapidamente com dalcoois sem que haja a formagdo de
subprodutos na reacdo. Neste caso, 0 DMAP atua como um reagente de transferéncia de um

grupo acila que leva entdo a formagao do éster.
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Figura 4 - Representacio esquematica do mecanismo de esterificacio de um alcool
genérico com um acido carboxilico.
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Fonte: Adaptado de Nandi (2011) e Organic Chemistry Portal ([s.d.]).

3.3 EMBALAGENS ATIVAS

O mercado de embalagens alimenticias tém apresentado desenvolvimento
exponencial tanto cientifico quanto industrialmente, sendo um dos principais fatores
responsaveis as atualizacdes requeridas para satisfazer novas regulamentagdes de seguranga
alimentar (FIROUZ; MOHI-ALDEN; OMID, 2021). As embalagens, em sua grande maioria,
fornecem uma barreira de protecdo entre o alimento e a atmosfera que o envolve, € 0 ambiente
externo. Entretanto, existem algumas limita¢des nessas embalagens em prolongar a chamada
vida de prateleira desses alimentos (OZDEMIR; FLOROS, 2004; YILDIRIM et al., 2018).

Duas vertentes tecnoldgicas que vém sendo muito estudadas, visando melhorar a vida
util de alimentos, sdo as embalagens inteligentes e embalagens ativas, apesar de ainda nao
serem amplamente empregadas comercialmente (FIROUZ; MOHI-ALDEN; OMID, 2021).
Os sistemas inteligentes visam aumentar a seguranga e exibir avisos sobre potenciais
problemas presentes no alimento embalado (FIROUZ; MOHI-ALDEN; OMID, 2021). Estes
sdao desenvolvidos de modo a detectar as condi¢des de acondicionamento, data de validade,
qualidade e seguranca, além de monitorar crescimento bacteriano no alimento. Ja as
embalagens ativas tém o intuito de prolongar a integridade, qualidade nutricional,
propriedades sensoriais e seguranca dos produtos, mantendo-os como se frescos

(DOMINGUEZ et al., 2018; FIROUZ; MOHI-ALDEN; OMID, 2021; YILDIRIM et al.,
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2018). Para isto inimeras moléculas vém sendo incorporadas as embalagens alimenticias de
modo a funcionaliza-las.

As embalagens ativas podem ser divididas em dois grandes grupos: as de emissdo,
em que a embalagem fornece uma substancia ao alimento, e as de absorc¢ao, onde a embalagem
retira alguma substancia do alimento ou da atmosfera que o envolve (DOMINGUEZ et al.,
2018; YILDIRIM et al., 2018). Dentre estes sistemas tém-se os de remoc¢do de oxigénio,
absorcao de etileno, absor¢do ¢ emissao de didxido de carbono, liberagao ¢ absorcao de sabor,
controladores de umidade, antimicrobianas e antioxidantes (FIROUZ; MOHI-ALDEN;
OMID, 2021).

A adi¢do de substancias ativas as embalagens apresenta uma grande vantagem em
relacdo a adi¢ao da substancia diretamente sobre o alimento, pois a quantidade necessaria para
um mesmo efeito ¢ muito menor. Isto porque hé interagdo entre a substancia adicionada e os
componentes do alimento quando a aplicacdo ¢ feita diretamente em sua superficie, o que
acaba diminuindo ou inibindo sua atua¢ao (YILDIRIM et al., 2018). Além disso, a liberacao
do ativo para o alimento ocorre de maneira controlada quando na embalagem (GOMEZ-

ESTACA et al., 2014).

Entre as tecnologias mais estudadas para a preservacdo dos alimentos estdo as
embalagens antioxidantes, que atuam na inibi¢do ou elimina¢do de oxigénio, ja que este ¢
responsavel pela oxidagdo de compostos lipidicos, proliferacdo de microrganismos, mudancas
de textura e sabor, além de favorecer a perda de propriedades nutricionais do alimento

(AHMED et al., 2017).

3.3.1 Embalagens antioxidantes

Os antioxidantes possuem funcdo vital nas plantas e em organismos humanos, pois
reduzem os processos de oxidagdo e os efeitos adversos causados por espécies oxigenadas
reativas (GULCIN, 2020). Sdo chamadas antioxidantes, as moléculas capazes de impedir a
oxidagdo de outras moléculas pela eliminacao direta de espécies oxigenadas reativas ou que
atuam indiretamente na inibi¢cdo de sua formacao.

Desta forma, a incorporagdo de substancias antioxidantes as embalagens permite o
aumento da estabilidade oxidativa em alimentos, principalmente em carnes e outros derivados

de origem animal que estdo mais suscetiveis a degradacdo por serem ricos em lipidios
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(AHMED etal., 2017; DOMINGUEZ et al., 2018; GOMEZ-ESTACA et al., 2014). O controle
da quantidade de O> na atmosfera que envolve o alimento ¢ importante para minimizar as
reagcoes de deterioragdo. Isto porque o oxigénio molecular reage com os acidos graxos
presentes no alimento por meio de um mecanismo autocatalitico em que ha a formacao de
produtos como 4alcoois, cetonas e aldeidos que conferem odor e gosto desagradavel
(CARVALHO, 2013).

Os processos de oxidagao iniciam-se na superficie dos alimentos, por isso a utilizagao
de embalagens ativas antioxidantes mostra-se promissora para a prote¢ao contra a rancidez,
uma vez que o mecanismo de atuacdo antioxidante envolve as etapas de difusdo do ativo da
embalagem, sua evaporacdo e subsequente sor¢do na superficie do alimento
(JONGJAREONRAK et al., 2008; LEE et al., 2004).

A incorporacao destas substancias as embalagens pode ser realizada tanto fisica como
quimicamente, ¢ como todo método cada um possui suas vantagens ¢ desvantagens (LAI,
2021). Por meios fisicos os antioxidantes podem ser misturados diretamente a solugao de
formagao dos filmes poliméricos, em um processo simples de uma unica etapa. Entretanto, o
antioxidante pode acabar preso na matriz polimérica e ter dificuldade em participar das reagdes
de eliminacao de radicais. Além disso, este processo geralmente leva a perdas excessivas do
ativo durante a aplicacdo e diminui as propriedades fisico-quimicas do material polimérico. O
processo quimico, por outro lado, envolve a ligacdo covalente destes antioxidantes aos agentes
de formagdo do filme. Este processo também pode ser utilizado para realizar a imobilizacao
do antioxidante no filme, o que nao altera as propriedades fisico-quimicas do material
polimérico, mas por outro lado acaba diminuindo a capacidade de liberagdao do antioxidante
da embalagem.

No ano de 2010, o mercado de antioxidantes utilizados em alimentos e bebidas ja
movimentava 500 bilhdes de dolares, seguindo um crescimento de 5-7% ao ano (BERDAHL;
NAHAS; BARREN, 2010). Grande parte destes sdo antioxidantes sintéticos como polifendis,
organofosfatos e tioésteres que tém sido incorporados em embalagens ativas (GOMEZ-
ESTACA et al., 2014). Os mais populares sdao os compostos fendlicos como o
butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA), #-butilhidroquinona (TBHQ), galato de
propila (PG) e octila (OG) (GULCIN, 2020).

A escolha pelo uso de antioxidantes sintéticos ao invés dos naturais da-se

principalmente por sua maior estabilidade e consequentemente melhor performance, baixo
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custo e grande disponibilidade (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019).
Contudo, junto ao seu uso, surgiram também questionamentos quanto a seguranga em sua
utilizacao por apresentarem potencial toxico e carcinogénico, estarem associados a alergias de
pele e problemas no trato gastrointestinal (GOMEZ-ESTACA et al., 2014; GULCIN, 2020;
LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019). Devido a isso, compostos naturais
considerados seguros como aqueles presentes em extratos de plantas, acido ascorbico e
tocoferois tém recebido destaque para esta utilizacdo (AHMED et al., 2017).

As plantas produzem uma vasta quantidade de metabodlitos secundarios como
flavonoides, 6leos essenciais, alcaldides, terpenos, acidos fenolicos, tocoferdis e outros
compostos (GULCIN, 2020). Os antioxidantes sdo, em grande maioria, compostos fenolicos
que estdo presentes nas frutas, vegetais, sementes, nozes, folhas, raizes e nas cascas das
plantas. Dentre esses compostos fendlicos destacam-se com sua propriedade antioxidante os

grupos dos flavonoides, acidos fenolicos e os tocoferois.

3.3.2 a-tocoferol

Os tocoferdis sdo moléculas formadas por dois anéis, chamado de anel cromanol,
(Figura 5a) ligados a uma cadeia carbonica chamada de phytyl (AZZ1, 2018; ENGIN, 2009).
Vitamina E € o nome genérico adotado para essa classe de moléculas naturais. As vitaminas E
sdao conhecidas como a, 3, Y € & de acordo com a posi¢do do proton ou do grupo metil ligado
ao anel aromatico. Apesar de receberem essa denominagdo, apenas o a-tocoferol é realmente
considerado uma vitamina pois € essencial para o funcionamento fisiolégico normal dos
organismos humanos (AZZI, 2018).

O o-tocoferol ¢ o mais comum e biologicamente ativo entre os oito isdbmeros da
vitamina E, sendo muito conhecido por sua propriedade de inibicao de processos de oxidagao
lipidica (ENGIN, 2009). A atividade antioxidante desse grupo de compostos, em especial do
a-tocoferol, € proveniente de sua capacidade de doar o hidrogénio fenolico de sua estrutura
(Figura 5b) para radicais livres, interrompendo as reagdes em cadeia (KAMAL-ELDIN;
APPELQVIST, 1996).
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Figura S - Estrutura quimica do anel cromanol (a) e da molécula a-tocoferol (b). R1 =
CH3 ou H; R2 = CH3 ou H; R3 = CH.
R,
HO.

R, 0" R
R,

(a) Anel cromanol

CH; CH; CH;

CH,
CH, :

CH;
(b) a-tocoferol

Fonte: A autora.

A oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados ocorre por meio de uma sequéncia de
reacdes: a iniciagdo, propagacao e terminacao (WOLF, 2005). A reacdo de iniciagdo ocorre
pela abstragdo de um hidrogénio de um carbono da cadeia do 4cido graxo pela acdo de um
iniciador que pode ser calor, luz ou metais e € considerada uma etapa lenta. Forma-se entdo
um radical alquila, que na presenca de oxigénio molecular d4 sequéncia em reagdes de
propagacdo, formando novos radicais que atacam outras cadeias lipidicas. Se as reagdes
continuarem, em certo momento irdo formar-se produtos estaveis responsaveis pelo gosto,
odor e aparéncia indesejavel nos alimentos, a chamada reag¢ao de terminacao.

Contudo, na presenca de a-tocoferol, essas reagdes de propagacao sao impedidas pela
interrupcao deste processo (WOLF, 2005; YAMAUCHI, 1997). O hidrogénio fendlico do a-
tocoferol ¢ doado para o radical alquila previamente formado e obtém-se um hidroperdxido
organico. Forma-se entdo um radical tocoferoxil muito mais estavel do que os radicais alquila,
provenientes da oxidacao lipidica. Esta estabilidade provém do efeito de ressonancia entre os
elétrons do anel aromatico e o elétron radicalar. O radical tocoferoxil € entdo removido do
ciclo pela rea¢do com outros radicais peroxila, formando produtos ndo radicalares e inativos
ou pela reacdo com outra molécula dele proprio formando dimeros. A Figura 6 apresenta este

esquema de reacao.
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Figura 6 - Esquema de atuacio do a-tocoferol em reacdes de oxidacao lipidica. LH =
Lipidio poli-insaturado; I = Iniciador; Le = Radical alquila; LO* = Radical alcoxila;
LOOH = Hidroperoxido lipidico; LOO* = Radical peroxila.
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Fonte: Adaptado de Yamauchi (1997) e Wolf (2005).

Em um extenso trabalho de revisdo, Azzi (2018) mostra que ha inimeras pesquisas
evidenciando a funcdo do a-tocoferol, como um antioxidante para eliminacdo de radicais
peroxila e inibidor da peroxidagao lipidica em testes in vitro, porém os testes in vivo foram
restritos a evidenciar a prote¢do em ratos intoxicados com tetracloreto de carbono. Este
trabalho ressalta ainda o fato de que os estudos se concentram, basicamente, na propriedade
antioxidante dessa molécula e acabam por excluir sua a¢do por mecanismos adicionais ou
mesmo diferentes.

Uma situacdo em que se observa a atuagdo do a-tocoferol, ndo apenas eliminando
radicais, mas impedindo sua formagao, € no processo de inibi¢dao da proteina quinase C, o que
acaba impedindo a produgdo e atuacao da oxidase de NADPH, consequentemente, evitando
as reagoes radicalares (AZZI, 2018). Quando o a-tocoferol se encontra na forma fosforilada,
este atua na regulagdo da atividade de inimeras enzimas, além de ter mostrado resultados de
prevengdo a aterosclerose em coelhos (GALLI; AZZI, 2010). Também ja se evidenciou a
efetividade do a-tocoferol no tratamento e prevencao de doencas oculares (ENGIN, 2009).

Os tocoferois em geral estdo presentes no 6leo de sementes, folhas e partes verdes

das plantas. O a-tocoferol apresenta-se como um 6leo viscoso de cor amarela e € insolivel em
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agua, porém solivel em solventes organicos, 6leos e gorduras (MOTTA, 2012). Por ser uma
molécula sintetizada apenas nos vegetais, a ingestdo desse tipo de alimento pelos humanos e
animais ¢ de extrema importancia (KAMAL-ELDIN; APPELQVIST, 1996).

Considerado pela US Food and Drug Administration como seguro, a incorporacao de
a-tocoferol em embalagens alimenticias no controle da peroxidacdo lipidica vem sendo
extensivamente estudada (U.S. FOOD & DRUG ADMINISTRATION, 2020). A impregnag¢io
de a-tocoferol com CO; supercritico em filmes de PET e PP permitiu a liberagao de 100% da
concentragdo do antioxidante adicionada em um periodo de 24 h, apresentando um pico de
liberacdo de cerca de 50% nas duas primeiras horas em um trabalho realizado por Franco e
colaboradores (2019). Em um trabalho utilizando nanoparticulas lipidicas para incorporar a-
tocoferol em filmes de PVA, um perfil de liberagdo parecido foi observado, onde houve a
liberagdo de quase 100% em um periodo de 24 h (DE CARVALHO et al., 2019). Essa
liberacdo rapida, permite a formacdo de uma camada protetora sobre o alimento dentro da
embalagem, que pode prevenir a oxidagdo nos primeiros dias de armazenamento. O perfil de
liberagdo, no entanto, deve corresponder a cinética de deterioragdo do alimento (CHEN et al.,
2018). Deve-se, portanto, buscar um perfil de liberagcao condizente com o sistema ao qual sera
aplicado, uma vez que uma taxa de liberacdo muito lenta pode liberar uma quantidade
insuficiente de ativo para retardar a deterioragdo, e uma taxa muito rapida pode resultar em

um excesso de ativo levando a sua perda por degradacao.

3.3.3 Encapsulacio de ativos antioxidantes em matriz polimérica

Parte dos antioxidantes naturais sdo altamente volateis e apresentam baixa
solubilidade em 4gua, além de serem instaveis quando expostos ao ar, luz, diferentes pH, altas
temperaturas e umidade (WU; RICHARDS; UNDELAND, 2022). Dentre as possibilidades de
melhora na eficiéncia de embalagens ativas t€ém-se o processo de encapsulagdo, que permite a
protecdo e liberacao controlada de antioxidantes aos alimentos. Esta técnica pode ser descrita
como um método de aprisionamento de um ingrediente ativo dentro de outra substancia
imiscivel, seja ela sélida ou liquida, levando a formagdo de capsulas que podem variar entre
poucos nanometros de didmetro até alguns milimetros (PORDEVIC et al., 2015; FROIIO et
al., 2019; WU; RICHARDS; UNDELAND, 2022).

Visando a melhoria de embalagens poliméricas com propriedades antimicrobianas
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vém-se utilizando ha algum tempo nanoparticulas metalicas, de 6xidos metalicos e nanotubos
de carbono (SILVESTRE; DURACCIO; CIMMINO, 2011). Com esse mesmo intuito,
desenvolveram-se nanocapsulas poliméricas que permitem encapsulamento de compostos
ativos para liberacao controlada em embalagens. Nanocapsulas poliméricas sao nanoparticulas
vesiculares com tamanho inferior a 1 um, compostas por 6leo em um centro envolto por uma
fina parede polimérica (BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011). A nanoencapsulagdo tem
apresentado resultados mais efetivos em relacdo a microencapsulagdo por apresentar maior
estabilidade e compatibilidade com os alimentos, além de as nanocépsulas apresentarem
maior area de superficie (BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011; FROIIO et al., 2019).
Isto permite melhor distribuigdo pelo alimento e também aumenta 0os mecanismos passivos
de absorc¢do celular, apresentando maior atividade antimicrobiana. Entretanto, os sistemas
microencapsulados ainda apresentam bons resultados de protecao aos ativos.

A presenga de uma parede polimérica ao redor de um ativo tem fungdo importante
nas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de uma nanocapsula, pois atua como uma
barreira para a difusdo (BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011). A cristalinidade do
polimero utilizado para esta funcdo influencia na permeabilidade do ativo, intervindo na
interacdo que o ativo terd com o meio em que ¢ liberado e, consequentemente, alterando a
velocidade de liberacdo deste. Uma das caracteristicas mais importantes na encapsulacio de
ativos antioxidantes em nanocapsulas poliméricas semi-cristalinas ou amorfas ¢ a capacidade
que estas tém de protegé-lo da fotodegradagdo induzida por radiacio UV (BECK;
GUTERRES; POHLMANN, 2011).

Nanocapsulas de caracteristica idnica geralmente sdo as mais utilizadas, porque a
presenca de cargas em sua superficie permite uma maior estabilidade em solugao pela repulsao
gerada entre as particulas (BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011). Contudo,
nanocapsulas ndo-idnicas também podem ser utilizadas e estas sdo constituidas por polimeros
hidrofobicos. Utiliza-se, na maioria dos casos, um surfactante solivel em agua para conferir
estabilidade ao sistema, ou copolimeros em bloco que conferem maior hidrofilicidade a
superficie da nanocapsula para evitar a utilizagdo de surfactantes (BECK; GUTERRES;
POHLMANN, 2011).

Para a utilizagcdo em sistemas de encapsulagdo que serdo aplicados em alimentos estes
polimeros precisam, contudo, satisfazer alguns critérios (FROIIO et al., 2019). E necessario

que sejam seguros, biodegradaveis e biocompativeis, uma vez que serao consumidos.
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Precisam ainda proteger o ativo, garantir uma libera¢ao controlada, serem soluveis em dgua e
de baixo custo. Estas caracteristicas, mantendo as propriedades nutricionais e sensoriais dos
alimentos, permitem que este polimero seja comestivel e portanto elegivel para a encapsulacao
e aplicacdo em alimentos. Estes polimeros sdo geralmente provenientes de polissacarideos,
lipideos e proteinas, pois sdo atdxicos, podem ser ingeridos e possuem propriedades que os
permitem aprisionar diferentes tipos de compostos ativos (CORTES-MORALES; MENDEZ-
MONTEALVO; VELAZQUEZ, 2021; FROIIO et al., 2019).

Existem hoje inumeras técnicas utilizadas para encapsular ativos nas mais diversas
areas da ciéncia (REIS; AMBROSI; LUCCIO, 2022). Estas técnicas sao divididas em dois
grandes grupos, métodos de encapsulagdo quimico e fisico, cada um apresentando suas
vantagens e limitacdes dependendo da aplicacdo. O preparo de nano e microparticulas
poliméricas pode ser feito tanto a partir de polimeros pré-formados quanto por polimerizagao
dos mondmeros, sendo esta a principal diferenga entre os métodos fisico e quimicos (RAO;
GECKELER, 2011; REIS; AMBROSI; LUCCIO, 2022).

Por meio dos métodos quimicos (como coacervagdo, gelificacdo i6nica, lipossomas,
polimerizacdo por miniemulsdo) obtém-se microcapsulas por reagdes de polimerizagdao
utilizando-se os mondmeros, pré-polimeros ou interagdes quimicas (REIS; AMBROSI;
LUCCIO, 2022). Ja os métodos os fisicos (extrusao, fluidizagao, liofilizagdo, remogao de
solvente, spray a seco e fluido supercritico) ndo envolvem reacdes de polimerizagao, neste
caso a encapsulagdo ocorre de maneira mecanica.

Outro método de encapsulagdo ¢ o processo de emulsificacdo, apesar de ser
considerado por alguns pesquisadores apenas como um método de pré-encapsulagdo; pois
requer uma segunda etapa para estabilizacdo das cépsulas formadas (REIS; AMBROSI;
LUCCIO, 2022). Isto porque neste caso a parede polimérica que encapsula o ativo ndo ¢ sdlida,
0 que pode permitir a entrada de pequenas moléculas quando em contato com o alimento ou o
ambiente que o envolve. Apesar desta defini¢do, vista de maneira diferente por diferentes
autores, esta técnica ¢ uma das que podem ser adotadas para a obtencdo de nano e
microparticulas. A maioria dos processos utilizados nesta técnica sdo processos mecanicos €
com a presenca de duas fases imisciveis (RAO; GECKELER, 2011; VAUTHIER;
BOUCHEMAL, 2009). O primeiro método de preparacdo de nanoparticulas por emulsao
desenvolvido e ainda bastante utilizado ¢ o método de evaporagdo de solvente, em que pode-

se trabalhar tanto com emulsdes simples, do tipo 6leo-em-agua (O/A), quanto dupla, do tipo
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(dgua-em-0leo)-em-agua ((A/O)/A). Neste método a formacdo da emulsdo da-se pela
homogeneizagao, em alta velocidade, de um sistema composto pelo polimero, uma fase oleosa,
agua e um solvente organico, ou por ultrassonicacdo (BECK; GUTERRES; POHLMANN,
2011; RAO; GECKELER, 2011). A evaporagdo dos solventes, ao final, permite a obtengado
das nanoparticulas solidificadas.

Este tipo de encapsulacdo requer alta energia, neste caso fornecida pela
homogeneizagao, para que haja a criagdo de uma interface entre as fases imisciveis e criagao
de um sistema estavel (GHAVIDEL; FATEHI, 2021). Para diminuir a tensdo interfacial entre
as duas fases utiliza-se entdo um agente emulsificante. Este adsorve entre a interface 6leo-
agua, diminui a energia livre do sistema, trazendo consequentemente mais estabilidade a
mistura e auxilia na formacao de pequenas goticulas. A formagao das goticulas ocorre quando
o agente emulsificador, que pode ser um surfactante ou polimero, por exemplo, forma uma
camada em volta de goticulas de 6leo, e isto deve manter a estabilidade. Porém, para que o
sistema nao coaleca, forcas de repulsdo sdo necessarias entre as particulas formadas. No caso
de emulsdes estabilizadas por forgas eletrostaticas, como € o caso das formadas por proteinas,
fosfolipidios e surfactantes i6nicos, mudancas de pH e de forca idnica podem desestabilizar a
emulsdo e enfraquecer a floculagdo. Ja as emulsdes estaveis por repulsdo estérica, que utilizam
polissacarideos anfifilicos, por exemplo, ndo sdo afetadas por estas condigdes (GHAVIDEL;
FATEHI, 2021).

Neste sentido, Granata e colaboradores (2018) estudaram o efeito da liberacdo de
Oleos essenciais nanoencapsulados em poli(caprolactona). Os resultados mostraram maior
eficiéncia no combate da atividade microbiana, quando comparado ao uso dos 6leos essenciais
de maneira livre. Nanoparticulas de PVA permitiram o encapsulamento de a-tocoferol e sua
liberagdo total em um periodo de 48 h, sendo que o pico de liberagdo foi observado nas duas
primeiras horas (ZIGONEANU, 2006). Essa liberagdo muito rapida de aproximadamente 90%
do a-tocoferol nanoencapsulado deve-se, possivelmente, a interagao bastante favoravel entre o
a-tocoferol e o meio no qual este estava sendo liberado (SDS 0,1 mol L'/NaCl 0,1 mol L) e
também por uma maior concentracdo de a-tocoferol proxima da superficie das nanoparticulas

formadas.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

A etil hidroxietil celulose (EHEC, grau de substituicdo de grupos etil de 0,9 — 1,0 e
de 1,9 —2,2 de grupos 60xido de etileno por unidade de anidroglucose) utilizada foi proveniente
da Bermocoll E 230FQ, doada pela Akzo Nobel, Surface Chemistry AB, Suécia. A EHEC foi
purificada por dialise (MWCO = 14.000 g mol ') em 4gua destilada durante 7 dias. A N,N’-
Diciclohexilcarbodiimida (DCC) (=99%), 4-Dimetilaminopiridina (DMAP) (>95%), o-
tocoferol (= 96%), 4cido dodecandico (= 98%), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (=97%),
2,2'-azino-bis-(acido 3- etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), sal diamoénio (>98%), dimetil
sulfoxido — d6 (99,9%) foram adiquiridos da Sigma-Aldrich e foram utilizados sem prévia
purificacdo. Dimetil sulféxido (DMSO) (P.A.) e alcool etilico absoluto 99,5% (P.A.) foram

adquiridos da marca Anidrol. Para atmosfera inerte foi utilizado gas argdnio.

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Modificacao hidroféobica da EHEC utilizando acido dodecandico

A modificagdo hidrofobica da EHEC foi realizada por uma reacao de esterificacao
utilizando acido dodecandico, DCC e DMAP em DMSO baseando-se nos métodos utilizados
por Guerra (2011), Hsieh (2008) e colaboradores. A substituicao de grupos OH da EHEC por
acido dodecanoico foi realizada nas propor¢des de 10 e 20%. Essa modificacdo foi realizada
com o intuito de aumentar e melhorar a interagdo da EHEC, polimero bastante polar, com o
a-tocoferol, que possui caracteristica bastante hidrofobica.

Em um frasco reacional solubilizaram-se, aproximadamente, 500 mg (1,77x107 mol
por mondémero) de EHEC em 30 mL de DMSO sob agitacdo constante a 700 rpm por um
periodo de 24 h a temperatura ambiente. Apds, adicionou-se o acido dodecanoico (35,4 mg;
1,77x10"* mol) correspondendo a 10% mol de mondémero de EHEC. Em seguida, ainda sob
agitacdo, adicionou-se DCC (7,3 mg; 3,54x10” mol) e DMAP (4,3 mg; 3,54x10° mol)
correspondendo a 20% em mol do acido dodecandico previamente adicionado. A mistura

reacional foi mantida em agitagao sob atmosfera de nitrogénio por 5 min. Apds, manteve-se o
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sistema vedado e sob agita¢do constante a 700 rpm por 24 h. A mesma reacdo foi conduzida
trabalhando-se com substitui¢dao de 20% de acido dodecanoico em relagao a EHEC.

Ap0s finalizado o tempo de reagdo, a mistura foi dialisada em agua deionizada por 5
dias em uma membrana de dialise (MWCO = 14.000 g mol ™). Em seguida dispds-se a mistura
em placas de Petri de polipropileno e esta foi seca em estufa a 40 °C. Ap6s a secagem os filmes
foram removidos das placas e estocados. Os polimeros modificados foram caracterizados por

FTIR, RMN 'H e tensdo superficial.

4.2.2 Preparaciao de nanoparticulas de EHEC-C12/a-tocoferol

A encapsulac¢do de a-tocoferol em EHEC-C12 foi realizada baseando-se nos métodos
adotados por Yan (2019), Hsieh (2008) e colaboradores. Em um frasco reacional foram
solubilizados 50 mg de EHEC-C12 em 4 mL de agua. Esta suspensao foi mantida sob agitagdo
magnética a 1000 rpm até seu uso. Em outro frasco reacional foram adicionados 5 mg de a-
tocoferol e este foi solubilizado em 1 mL de élcool etilico absoluto 99,5%, sob agitagao de
2500 rpm, a temperatura ambiente. Este frasco foi mantido vedado e ao abrigo de luz para
evitar a degradacao do a-tocoferol. Apds a completa solubilizagdo dos reagentes, a suspensao
de EHEC-C12 foi gotejada sobre a solucdo alcodlica de a-tocoferol sob agitagdo de 2500
rpm. Manteve-se a agitagdo por 10 min, com o sistema fechado, para a formacdo da emulsao
tipo 6leo-em-agua (O/A). Apos obtida, a emulsdo de nanoparticulas (NP) de EHEC-C12/a-
tocoferol foi armazenada em ambiente ao abrigo de luz para posterior caracterizacdo e/ou
mantida sob a agitagdo de 2500 rpm para sequéncia dos experimentos. Este mesmo
procedimento foi realizado utilizando-se a EHEC modificada com 4cido dodecandico nas
proporcdes de 10 e 20% e variagdo da massa de a-tocoferol entre 5, 10 e 15 mg.

Em experimentos preliminares a EHEC sem modificagdo também foi utilizada para
o preparo das NP e 10 mg de a-tocoferol foram encapsulados. Esta emulsdo foi utilizada para
comparagao com uma emulsdo de NP de EHEC-C12 10% com 10 mg de a-tocoferol. Ambas
as emulsdes foram preparadas com um volume final de 15 mL de solvente e avaliadas por
espalhamento de luz dindmico (DLS) logo apds o preparo. Apds, foram armazenadas vedadas
e em local escuro pelo periodo de 1 ano e foram novamente analisadas para verificar sua

estabilidade.



48

4.2.3 Preparacio de filmes de EHEC com incorporacio de nanoparticulas de EHEC

contendo a-tocoferol

A preparacao dos filmes de EHEC e a incorporagdo das nanoparticulas previamente
preparadas foi realizada baseando-se nos métodos adotados por Quero (2011), Yan (2019),
Zhang (2010) e colaboradores. Em um baldo de fundo redondo solubilizaram-se,
aproximadamente, 500 mg de EHEC em 10 mL de agua deionizada. Apods, a temperatura
ambiente e sob agitagdo a 400 rpm, adicionou-se por gotejamento os 5 mL de emulsdo de NP
de EHEC-C12 contendo a-tocoferol previamente preparados conforme descrito no item 4.2.2.
A coleta desta aliquota da emulsdo foi realizada mantendo-a sob agitacdo de 2500 rpm. A
mistura foi mantida sob agitacdo por 30 minutos a 400 rpm. Apds, a solugdo resultante foi
disposta sobre placas de Petri de polipropileno e distribuida de modo a obterem-se filmes de
espessura regular e similar entre si. Em sequéncia, a amostra foi seca a temperatura de 40 °C
por aproximadamente 6 dias para obten¢do do filme seco. Este mesmo processo foi realizado
utilizando-se as NP preparadas a partir de EHEC-C12 10% e 20% com a-tocoferol nas

proporg¢des de 5, 10 e 15 mg (1, 2 e 3% em relagdo a massa de polimero no filme).

Para efeitos de compara¢do com os sistemas nanoencapsulados, uma concentracao
fixa de a-tocoferol foi escolhida para a preparacao de filmes em que este foi incorporado de
forma livre a matriz polimérica. Neste caso, 10 mg de a-tocoferol foram solubilizados com 1
mL de etanol 99,5% (mesma proporg¢ao utilizada no preparo das NP) sob agitacdo de 2500
rpm e cuidadosamente gotejado sobre a EHEC solubilizada. Em seguida os mesmos passos
adotados para os filmes com NP incorporadas foram adotados para a obtengdao dos filmes
secos. Procedimento similar foi adotado preparando-se um filme contendo apenas EHEC para

comparagao com os filmes contendo a-tocoferol.

Ao total, oito diferentes filmes foram preparados e estudados. De modo a facilitar sua
identificacdo ao longo da interpretacdo e discussdo de resultados adiante adotou-se uma
nomenclatura simplificada (F1 a F8). A Tabela 1, a seguir, sumariza a composi¢do de cada

filme e seu codigo de identificacdo.
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Tabela 1 — Composicdo dos filmes de EHEC preparados.
Composicao filme de EHEC

Identificacao EHEC Nanoparticula  Massa de a-tocoferol
(mg) (\NP) (mg)

F1 500 EHEC-C12 10% 5

F2 500 EHEC-C12 10% 10
F3 500 EHEC-C12 10% 15
F4 500 EHEC-C12 20% 5

F5 500 EHEC-C12 20% 10
Fo6 500 EHEC-C12 20% 15
F7 500 - 10
F8 500 - -

Fonte: A autora.

4.3 CARACTERIZACOES

4.3.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier por reflectincia

total atenuada (FTIR-ATR)

As andlises das amostras preparadas foram realizadas no espectrometro FTIR Perkin
Elmer Frontier na UFSC campus Blumenau. A EHEC pura e as modificadas, assim como os
filmes preparados, foram avaliados por Refletdncia Total Atenuada (ATR). Os espectros
foram obtidos na faixa de niimero de onda de 4000 a 450 cm™', com resolugdo 2 cm’! e com

média de 16 varreduras.

4.3.2 Ressonancia magnética nuclear de protons ('H RMN)

Para caracterizagdo estrutural das amostras de EHEC e¢ EHEC modificadas
hidrofobicamente, ensaios de espectrometria de ressonancia magnética nuclear de protons
foram realizados em um espectrometro de ressonincia magnética nuclear de 400MHz da
Varian, modelo NMR AS 400, na Central de Analises do Departamento de Quimica (UFSC-
Florianopolis). As amostras de polimero foram dispersas em DMSO-ds, em tubos de 5 mm,

na concentragio de 30 mg mL™!. Obtiveram-se os espectros de 'H com 256 scans.
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4.3.3 Tensao superficial

As medidas de tensdo superficial foram feitas utilizando um tensiometro da Surface
Electro Optics (SEO), modelo DST30, equipado com um anel de Pt-Ir-20, na UFSC campus
Blumenau. O anel foi lavado com uma solugdo de 4cido cloridrico (3,0 mol L) e enxaguado
com agua deionizada varias vezes antes de cada medicdo. Para as medigdes, solugdes estoques
de cada polimero (2,0 mg mL™) foram preparadas em 4gua deionizada e foram utilizadas para

preparar 10,0 mL de cada solu¢ao mais diluida.

4.3.4 Espalhamento de luz dinimico (DLS)

A determinagdo do diametro médio (Du) e o indice de polidispersao (PDI) das
nanoparticulas foram realizadas por espalhamento de luz dindmico (DLS) utilizando um
equipamento ZetaSizer Nano S, da Malvern, em uma célula de poliestireno (modelo clear
disposable zeta cell) no Departamento de Quimica da Fundagdo Universidade Regional de
Blumenau - FURB (Blumenau-SC). O instrumento ¢ equipado com um laser He-Ne e opera
em comprimento de onda de 633 nm e com angulo de deteccdo de 173°. As solugdes foram

diluidas em 10 vezes. As medidas foram realizadas com temperatura de equilibrio de 25°C.

4.3.5 Analise termogravimétrica (TGA)

O comportamento térmico dos filmes de EHEC foi avaliado por meio de andlise
termogravimétrica, onde submeteram-se as amostras a aquecimento progressivo de 25 a 700
°C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C min™' sob um fluxo de nitrogénio de 50 mL min™' em
um analisador termogravimétrico Shimadzu DTG60-Analyzer. As medidas foram realizadas

no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
4.3.6 Analise de estabilidade do a-tocoferol nos filmes
Dois experimentos foram conduzidos para avaliar a estabilidade do a-tocoferol

incorporado aos filmes. Amostras dos filmes foram dispostas sobre placas de Petri, a condi¢ao

ambiente, e submetidas a radiagdo UV no comprimento de onda de 254 nm por um periodo de
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6 h. a-tocoferol puro foi utilizado como controle e mantido nas mesmas condi¢des. As amostras
foram analisadas utilizando o espectrofotometro de UV-visivel Shimadzu, modelo 1800, na
UFSC campus Blumenau, antes e depois da exposicao a luz UV para acompanhamento do
decaimento da banda de absor¢ao do a-tocoferol em 292 nm.

A estabilidade também foi avaliada por um periodo de 72 dias em que as amostras
foram mantidas em condi¢do ambiente, ao abrigo de luz. Medidas de absorbancia no
comprimento de onda de 292 nm foram realizadas nos dias 7, 14, 21, 28, 35, 42, 56 e 72 dias.
Andlises no espectrometro FTIR Perkin Elmer Frontier também foram realizadas para

acompanhar mudangas em bandas caracteristicas do a-tocoferol no espectro.

4.3.7 Analise morfologica por microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As medidas de MEV para caracterizagdo da morfologia dos filmes foram realizadas
no Microscopio Eletronico de Varredura da marca JEOL JSM- 6390LV, com aceleracdo de
0,5 a 30 kV, magnificagdo de 1.500x no Laboratério Central de Microscopia Eletronica
(LCME) na UFSC campus Florianopolis. Os ensaios morfologicos foram realizados fixando
os filmes em suporte de cobre utilizando fita dupla-face e recobrindo-os com uma camada de
ouro de 30 nm. As observagdes foram realizadas na superficie dos filmes e também na secao
transversal, sendo que para esta tltima os filmes foram previamente fraturados por imersao

em nitrogénio liquido.

4.3.8 Propriedades mecanicas dos filmes

Os ensaios de determinacao das propriedades mecanicas foram realizados por meio
de testes de tracdo em ambiente climatizado (23 °C) utilizando-se um Texturdmetro da marca
Stable Micro Systems, modelo TA.HD Plus (equipado com o software Exponent) a uma
velocidade de estiramento de 1 mm s™' e distAncia entre as garras de 50 mm e célula de carga
de 50 kg, na UFSC campus Floriandpolis.

Os corpos de prova das amostras foram preparados em tamanhos de 10 mm % 60 mm.
Aplicou-se fita adesiva nas extremidades de modo a evitarem-se erros de medida devido a
ruptura causada pela pressdo das garras do equipamento nos filmes poliméricos. A espessura

dos filmes foi mensurada utilizando-se um paquimetro digital e os ensaios foram realizados
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em triplicata.
4.3.9 Angulo de contato e energia de superficie

Os ensaios para determinacdo do angulo de contato e energia de superficie foram
realizados utilizando-se trés diferentes solventes. Agua destilada foi utilizada como solvente
polar, dilodometano como solvente apolar e formamida por apresentar polaridade intermedidria
entre os outros dois solventes. Trés pul. de solvente foram depositados diretamente sobre a
superficie de uma amostra de filme seco ¢ as medidas de angulo de contato foram feitas
utilizando um gonidmetro ramé-Hart, modelo 250, equipado com camera e o software Drop
Image, na UFSC campus Florianopolis.

Com a obten¢do do angulo de contato dos diferentes filmes foi possivel determinar
também a energia total de superficie pela utilizagdo do método Owens-Wendt. Método este
usualmente empregado para solidos que apresentam baixa energia de superficie como ¢ o caso
dos polimeros (JAMSHIDIAN et al., 2012). Este método baseia-se na teoria de que a energia
de superficie se divide em dois diferentes componentes, um devido as interagdes dispersivas,
como ligacoes de van der Waals, e outro associado a interagdes polares do material
(JAMSHIDIAN et al., 2012; MOUTINHO; FIGUEIREDO; FERREIRA, 2007). Desta forma,
a energia total de superficie de um sdlido, ys, € calculada pela soma das contribui¢des dos

componentes polar, j£, e dispersivo, ;f;, conforme Equacdo 1.

Equagdo 1.y, = # + }/Sl

Associando-se entdo o angulo de contato de diferentes liquidos, 6, polares e apolares
e plotando-se um grafico de (3, (1 + cos6))/(2(#) */?) versus (P #1)?; sendo que 7, é a
tensdo superficial de cada liquido; e obtendo-se a inclinacdo da reta e o intercepto, foi possivel
a obteng@o dos componentes polar e dispersivo, respectivamente (JAMSHIDIAN et al., 2012).
Assim, a equagdo final (Equacdo 2) para a obten¢do da energia total de superficie de cada filme

é:

Equacdo 2. (y, (1 + cos8))/(2(v{) /*) = ((ryDY* / GDY® + oHY?
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Estes calculos foram realizados diretamente pelo software Drop Image utilizando os
seguintes valores para a agua destilada (y=72,8 mN m™, y¥=21,8 mN m™, y*=51,0 mN m™);
para o diiodometano (y = 50,8 mN m™, y¢=50,8 mN m™', y» = 0 mN m"); e para a formamida

(y=58,0mNm', y4=39,0 mNm", y*=19,0 mN m™).
4.3.10 Permeabilidade ao vapor de agua

O ensaio de permeabilidade foi realizado baseando-se no método descrito por Mali e
colaboradores (2004). Para este ensaio, foram avaliadas as amostras F2, F5, F7 ¢ F8 em
triplicata. Cada filme foi disposto sobre uma abertura circular de 1,89x107* m? em uma célula
de permeacao contendo cloreto de calcio anidro em seu interior, ¢ armazenado em um
dessecador a 25°C. Para manter a umidade relativa dentro do dessecador em 75% utilizou-se
uma solucao saturada de cloreto de sodio. Apos, acompanhou-se o ganho de massa das células
de permeacdo para a determinacdo da permeabilidade ao vapor de 4gua. As medidas de massa
foram realizadas em 24, 48, 72, 96 ¢ 168 h e foram plotadas em funcao do tempo. O coeficiente
angular de cada grafico foi obtido pela regressio linear (R*>>0,99) da reta. A taxa de transmissdo
do vapor de agua (WVTR) foi calculada a partir do coeficiente angular (g/s) dividido pela area
de transferéncia (m?). Ap6s finalizado o ensaio de permeacio mediu-se a espessura dos filmes
e este valor foi utilizado para calcular a permeabilidade ao vapor de 4gua (WVP) conforme
Equagao 3.

~ _ WVTRxD
Equacao 3. WVR SR-T0)

Em que S ¢ a pressdo de vapor de saturagdao da agua (Pa) a 25 °C. R ¢ a umidade
relativa no dessecador, R, ¢ a umidade relativa na célula de permeagdo e D ¢ a espessura do

filme (m).

4.3.11 Liberacao do a-tocoferol dos filmes

A avaliagdo da liberacao de a-tocoferol foi realizada baseando-se na norma diretiva

82/711/EEC (THE COUNCIL OF THE EUROPEAN COMUNITIES, 1982) que estabelece

regras para a verificagao de migracao de constituintes de materiais poliméricos para os alimentos
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e também pelo método adotado por Motta (2012). O ensaio foi realizado utilizando-se amostras
de 50 mg dos filmes preparados e imergindo-os em 5 mL de etanol absoluto em frascos ambar
de 5 mL, conforme apresenta a Figura 7. As amostras foram armazenadas ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente e avaliadas por um periodo total de 225 minutos. Os ensaios foram
realizados em triplicata. A determinagdo da concentracdo de a-tocoferol liberada foi realizada
por espectroscopia na regido do UV, no espectrofotometro de UV-Vis 1800 da marca
Shimadzu, na UFSC campus Blumenau, no comprimento de onda de 292 nm, com curva
analitica preparada e validada utilizando a-tocoferol como padrdo. Os resultados obtidos foram
expressos como porcentagem de liberacdo em relacdo ao teor tedrico em fungdo do tempo e
avaliados em diferentes modelos matematicos para determinagdo da constante de velocidade de

liberagao.

Figura 7. Esquema representativo do ensaio de liberacio de a-tocoferol dos filmes de
EHEC em etanol absoluto.

Espectrofotometria

de UV-VIS

Concentragio (pg mL")

[ —
Tempo (s)

| | — —
Avaliacio por 225 -
min \ e )
Amostra filme 5 mL EtOH -
50 mg absoluto %292 nm i
<

Concentragio (ug mL ™)

Fonte: A autora.

4.3.12 Determinacao da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada baseando-se nos
procedimentos descritos por Motta (2012) e De Carvalho e colaboradores (2019) em que a
atividade antioxidante ¢ determinada por método colorimétrico por reagdo do a-tocoferol com
os radicais 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH) e 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS). A atividade € observada pelo decaimento na absorbancia do radical em
fun¢ao do aumento da concentragdo do antioxidante em solucgao.

A mesma amostra utilizada para o ensaio de avaliacdao da liberacdo de a-tocoferol
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foi utilizada para a determinagdo da atividade antioxidante e os ensaios foram realizados pelo
mesmo periodo de tempo. Apds, aliquotas da solugdo etanolica resultante foram utilizadas

para reagao com os radicais conforme descrito a seguir.

4.3.12.1 Método DPPH

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos filmes com a-tocoferol contra o radical
DPPH preparou-se uma solu¢io de 1 mmol L' (19,5 mg de DPPH em 50 mL de etanol
absoluto). Esta solug¢do foi diluida na propor¢ao de 1:10 em etanol absoluto resultando em
uma solu¢do de 0,1 mmol L' que foi entdo utilizada nas analises.

Uma aliquota de 50 uL da amostra de liberagdo foi adicionada a 1450 pL da solucao
de 0,1 mmol L' de DPPH em um frasco ambar de 5 mL. O frasco foi mantido vedado ao
abrigo de luz e a amostra deixada reagir por 30 min. Apos, esta foi analisada em um
espectrofotometro de UV-Vis no modo varredura do espectro em que o comprimento de onda
de interesse foi 515 nm, conforme apresenta a Figura 8. Os ensaios foram realizados em
triplicata para cada amostra e a absorbancia méaxima obtida foi utilizada para calcular a

atividade de inibi¢do do radical utilizando a Equagao 4 a seguir:

Equacio 4. % de inibiciao do radical = [(Apppy — Aamostra) /Apppr] X 100

Onde Apprpu representa a absorbancia do radical DPPH e A4mosia representa a absorbancia da

amostra.
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Figura 8. Esquema representativo do ensaio de determinac¢io da atividade antioxidante
dos filmes de EHEC contendo a-tocoferol contra o radical DPPH.
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Fonte: A autora.

4.3.12.2 Método ABTS

Para a determinacgdo da porcentagem de inibi¢do do radical ABTS utilizou-se como
base 0 método descrito por Re e colaboradores (1999) em que uma solu¢do de 7 mmol L' de
ABTS fo1 preparada pela dissolugdo de 53,7 mg de ABTS em 15 mL de 4gua. Uma segunda
solugio de 2,45 mmol L de persulfato de potassio foi preparada pela dissolugdo de 9,9 mg
deste reagente em 15 mL de 4gua. Ambas as solugdes foram misturadas e deixadas reagir por
20 h para a formagdo do cation radical ABTS (ABTS™). Apds a mistura ha a imediata rea¢do
de oxidagdao do ABTS, mas ¢ preciso que todo ele seja oxidado, e conforme isto ocorre €
possivel observar a mudanca de coloragdo da solugdo translicida verde claro para um tom de
verde escuro. Entretanto, apds a completa reacdo foi necessdrio ajustar a concentragdo da
solucao de modo que se obteve uma absorbancia em torno de 0,7. Isto foi feito pela diluicao de
2 mL da solu¢dao de ABTS em 98 mL de etanol absoluto (dilui¢ao de 1:50).

Com a absorbancia ajustada adicionaram-se 980 pL desta solucdo a 20 pL de cada
amostra obtida a partir da liberagdo do a-tocoferol. Apés 10 min, as amostras foram analisadas
por espectrofotometria de UV-Vis no modo varredura de espectro, conforme apresenta a Figura
9. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada amostra e a porcentagem de inibicao do

radical ABTS foi calculada a partir da Equagao 5 utilizando-se o comprimento de onda méaximo

de 734 nm.
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Equacdo 5. % de inibicdo do radical = [(Asprs — Apmostra)/Aaprs] X 100

Onde A4p7s representa a absorbancia do radical ABTS e Aumosira representa a absorbancia da

amostra.

Figura 9. Esquema representativo do ensaio de determinacgio da atividade antioxidante
dos filmes de EHEC contendo a-tocoferol contra o radical ABTS.
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Fonte: A autora.

4.3.13 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o Software Minitab® (versao
20.3, 2021 Minitab LLC, EUA). Para a determinac¢do de diferengas significativas realizou-se
o teste de Tukey e os dados foram apresentados como média = desvio padrdo. Foram
considerados resultados estatisticamente diferentes aqueles que apresentaram valores p

menores que 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 OBTENCAO DA EHEC MODIFICADA HIDROFOBICAMENTE (EHEC-C12)

As modificagdes hidrofobicas da EHEC com o acido dodecanodico (Figura 10) foram
realizadas com o intuito de diminuir a hidrofilicidade do polimero por meio da presenga de um
grupo hidrofobico ligado a cadeia principal, proporcionando maior estabilidade e visando
melhorar a dispersao das emulsdes com o-tocoferol. As reagdes de esterificagdo da EHEC
foram realizadas nas proporgoes de 10% e 20% de acido dodecanodico. Os polimeros
modificados foram caracterizados por FTIR-ATR e '"H RMN para confirmar a modificagdo e a

porcentagem de substitui¢do do polimero.

Figura 10 - Reacao de esterificacio da EHEC utilizando DCC, DMAP e acido
dodecanoico para obtencdo da EHEC-C12, a 25,0°C.
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Fonte: A autora.

5.1.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier — FTIR

Por meio da andlise de espectroscopia de infravermelho foi possivel identificar os
grupos funcionais presentes no polimero. A reacdo de esterificagdo da EHEC com acido
dodecanoico leva a formacdo de uma ligacdo do tipo éster, o que gera um movimento
vibracional diferente dos demais presentes na estrutura do polimero em estudo, permitindo
assim a comprovacdo da modificagdo.

A Figura 11 apresenta os espectros de infravermelho do filme de EHEC e das EHEC
modificadas nas propor¢des de 10% e 20%. As bandas de absorcado caracteristicas da EHEC

podem ser observadas em aproximadamente 3500 cm™' referente a deformagio axial de ligagdes
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O-H, em aproximadamente 1040 cm™ referente & deformacio angular de O—H associado a
banda de deformagao axial C—O (SEN; KAHRAMAN, 2018). Em aproximadamente 1450 cm’
! observam-se as bandas de deformagdo angular de CHz e em aproximadamente 1375 cm™ as
bandas de deformacao angular de CH3 dos grupos 6xido de etileno da EHEC (LANGKILDE;
SVANTESSON, 1995). Diferentemente da EHEC pura, as amostras de EHEC-C12 apresentam
em 1718 cm™ a banda de deformagio axial de C=0, confirmando a formacio da liga¢do tipo
éster na molécula (NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY,
2021). Também ¢ possivel observar a presenca da banda referente a deformacao axial de C—H

em aproximadamente 2900 cm™ caracteristica de alcanos, proveniente da cadeia de 4cido

dodecanoico.

Figura 11 — Espectros de FTIR-ATR dos filmes de EHEC sem modificacio e
modificados com acido dodecandico nas proporcoes de 10% e 20%.
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Fonte: A autora.

5.1.2 Ressonancia magnética nuclear de proton — 'H RMN

As modificacdes da EHEC por esterificagdo foram caracterizadas por RMN de 'H (400
MHz, DMSO-de). A Figura 12A mostra o espectro de RMN de 'H para a EHEC pura, exibindo
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sinais do grupo —CH3 (¢, 6 1,07 ppm), os grupos —CH>— ¢ —OH (m, J 3,0 e 4,0 ppm) ¢ o
hidrogénio anomérico (s, ¢ 4,6 ppm). As Figuras 12B e 12C mostram os espectros de RMN de
'H para as EHEC modificadas em 10% (EHEC-C12-10%) e em 20% (EHEC-C12-20%). Estas
exibem sinais do grupo —CH3s, (dodecanoato) (¢, 6 0,85 ppm), os grupos —CH»— (dodecanoato)
e —CH3 (EHEC) (m, 0 1,00 e 1,10 ppm), ainda sinais dos grupos —CH>— (dodecanoato) (6 1,22-
1,70 e ppm), os grupos —CH>— e —OH (m, ¢ 3,0 — 4,0 ppm) ¢ o hidrogénio anomérico (s, J 4,6
ppm). Os graus de substituigdo foram estimados a partir da integragdo das areas dos sinais
correspondentes aos grupos -H (anomérico) e —CHz (dodecanoato). Obteve-se
aproximadamente 9,0% e 23% de substituicdo, para EHEC-C12-10% ¢ EHEC-C12-20%,

respectivamente.
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Figura 12 - Espectros de 'H RMN de EHEC pura (A), EHEC-C12-10% (B) e EHEC-
C12-20% (C) em DMSO-ds. Estao indicadas as integrais utilizadas para o calculo do
grau de substituicio.
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Fonte: A autora.
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5.1.3 Tensao superficial

A atividade na superficie para a EHEC e as EHECs modificadas foram analisadas
através de um tensidometro de anel, com solugdes aquosas dos polimeros a 25°C. A Figura 13
mostra os valores de tensao superficial para as EHECs em fun¢@o da concentragdo de polimero.
A EHEC pura apresentou uma diminui¢ao da tensao superficial em relacao a dgua pura (72,8
mN m1). Na faixa de concentragdo estudada, a tensdao superficial permaneceu praticamente
constante em aproximadamente 54,5 mN m™'. As EHECs modificadas apresentaram maior
atividade na superficie, o que indica caracteristica tensoativa, causada pela presenga dos grupos
alquilicos adicionados a cadeia do polimero. A tensdo superficial diminui para

aproximadamente 45,0 mN m™! paraa EHEC C12-10% e 43,0 mN m™! paraa EHEC C12-C20%.

Figura 13 — Grafico de variacido da tensiao superficial da EHEC e EHEC modificada em
funcio da concentra¢io em solug¢io aquosa.
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Fonte: A autora.

5.2 OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE EHEC-C12/a-TOCOFEROL
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A metodologia de preparo das nanoparticulas (NP) foi adaptada até chegar-se a
descrita no item 4.2.2, sendo que em um dos ensaios preliminares utilizou-se um volume total
de solvente de 15 mL. Neste ensaio, foi possivel observar a formacdo de uma emulsdo de
coloracdo branco leitosa, quando a EHEC dissolvida foi adicionada sobre a solugdo alcdolica
contendo o a-tocoferol, indicando a possivel formac¢ao das NP. As demais emulsdes foram
sempre preparadas com volume final de 5 mL de solvente, para todas as trés concentracdes de
a-tocoferol utilizadas.

Na Figura 14 ¢ possivel observar a emulsdo formada no dia do preparo e apos sete dias
sob luz fluorescente e sob a incidéncia de luz UV (365 nm). A emissdo de fluorescéncia da
solugdo era esperada, visto que o a-tocoferol possui em sua estrutura um anel aromatico com
um grupo hidroxi (-OH) associado. Quando uma luz UV ¢ incidida sobre esta estrutura a
molécula ¢ eletronicamente excitada pela absor¢do de um foton. Quando os elétrons voltam
para o seu estado fundamental a molécula emite radiacdo no mesmo comprimento de onda de

absorcao, conferindo-lhe entao fluorescéncia.

Figura 14 — Emulsao de NP de EHEC-C12 10%/a-tocoferol por um periodo de oito dias
sob luz fluorescente (A) e sob luz UV com comprimento de onda de excitacio de 365 nm

Fonte: A autora.

Visualmente a emulsdo permaneceu estavel entre os dias 01 e 08, pois ndo foram

observadas mudancas na amostra como coalescéncia, por exemplo, o que seria um indicativo
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de aglomeracao das particulas formadas. Esta mesma emulsdo foi armazenada vedada e mantida

ao abrigo da luz por 8 meses e nao foi observada coalescéncia.

5.2.1 Espalhamento de luz dinimico - DLS

Foram avaliadas pela técnica de espalhamento de luz dindmico quatro diferentes
emusloes de NP. Em um dos ensaios preliminares preparou-se uma emulsao de NP de EHEC
sem modificagdo encapsulando 10 mg de a-tocoferol e outra utilizando EHEC-C12 com 10%
de modificacdo. Ambas as emulsdes foram avaliadas por DLS logo apds o preparo e depois
armazenadas, vedadas e ao abrigo de luz por 1 ano, quando foram entdo avaliadas novamente.
Outras duas emulsdes foram preparadas e avaliadas apds o preparo, uma com EHEC-C12 10%
e outra com EHEC-C12 20% de modificagdo ¢ 10 mg de a-tocoferol. A Tabela 2 apresenta os
resultados de didmetro hidrodinamico (Dn) médio e indice de polidispersao (PDI) das particulas
destas emulsdes.

Para a emulsdo com EHEC ndo modificada obtiveram-se NP com Du médio de
4374189 nm e indice de polidispersdao (PDI) de 0,201. Ja para as NP de EHEC-C12 10% o Dy
médio obtido fo1 737+206 nm, € um PDI de 0,140. O tamanho médio maior das NP de EHEC-
C12 em relagdo as sem modificagdo pode ser explicado pela maior interagao entre o a-tocoferol
e a estrutura mais hidrofobica da EHEC. Isto porque a presenca de uma cadeia carbonica lateral
com 12 carbonos faz com que mais a-tocoferol seja encapsulado pelo polimero modificado. Os
valores de PDI obtidos para as amostras indicam uma distribui¢do uniforme de tamanho das
nanoparticulas formadas apds o processo de emulsificacdo pois, comumente, consideram-se
valores de PDI abaixo de 0,30 uma monodispersdo (DANAEI et al., 2018; KONG; KUTTY,
2021). O mesmo padrdo de tamanho e PDI foi observado para a replicata de EHEC-C12 10% e
para a emulsao de EHEC-C12 20% contendo 10 mg de a-tocoferol. Assim, o método de preparo
das NP, além de ser bastante simples, permite a obten¢do de baixas dispersodes, sendo também

reprodutivel.
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Tabela 2 — Tamanho hidrodinimico e indice de polidispersao de emulsoes de NP de
EHEC e EHEC-C12 com 10 mg de a-tocoferol.
Composicio emulsdo
Emulsao NP Modificacdo Massa de a- Data da analise Du (nm) PDI
C12 (%) tocoferol (mg)

ApoOs preparo - 2021  437+189 0,201

EHEC - 10
Apo6s 1 ano - 2022 750+245 0,230
Ap0s preparo - 2021 737206 0,140

EHEC-C12 10 10
Apos 1 ano - 2022 712+198 0,128
EHEC-C12 10 10 Apos preparo - 2022 7224209 0,194
EHEC-C12 20 10 Apos preparo - 2022 665+213 0,217

Fonte: A autora.

A emulsdo de EHEC-C12 10% armazenada por 1 ano também se mostrou estavel e
ndo apresentou aumento no tamanho das nanoparticulas, enquanto que as NP de EHEC sem
modificacdo apresentaram Du 72% maior em comparagdo a 1 ano antes. Isto indica que as
particulas sem modificagcdo tendem a aglomerar (coalescer) ao longo do tempo, enquanto que
o efeito estérico, resultante da presenca das cadeias de acido dodecandico, mantém a
estabilidade das NP formadas pelos polimeros modificados.

Granata e colaboradores (2018) também observaram a estabilidade de suas particulas
poliméricas de poli(e-caprolactona) com o6leo essencial de orégano e tomilho na presenca de
polissorbato 80. Por um periodo de 30 dias nas temperaturas de 4 °C e 40 °C nao houve variagao
significativa no tamanho e indice de polidispersdo dos nanosistemas, tanto pela presenga das
cargas negativas do polimero quanto pelo efeito estérico causado pela presenca do polissorbato
80. Byun e colaboradores (2011) utilizaram poli(e-caprolactona) nas proporcdes de 300 mg e
500 mg para encapsular 10 mg de a-tocoferol e obtiveram NP de tamanho similar aos deste
trabalho. O procedimento de preparo adotado foi a ultrassonicacdo seguido da adi¢do de PVA
e agitacdo magnética vigorosa para formagdo das nanoparticulas. Utilizando a mesma
quantidade de a-tocoferol utilizada no presente trabalho os pesquisadores obtiveram NP
variando de tamanho entre 247,70 = 1,65 a 1.070 + 55,75 nm dependendo das variaveis adotas.
Entretanto, varios dos sistemas apresentaram valores de PDI superiores a 0,30 (0,1 a 0,7).

Ma e colaboradores (2021) prepararam cépsulas de a-tocoferol em etil celulose com

diferentes viscosidades por um método bastante similar, utilizando agitacao de 600 rpm por 30
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min. Os autores observaram que com o aumento da viscosidade do polimero (9 cP para 200 cP)
o tamanho médio das particulas diminuiu de 72.596 + 979 nm para 245 + 1 nm. Em geral,
quatro estagios principais sdo observados na formac¢ao das particulas: supersaturagdo, criagao
da nucleagdo, crescimento dos nicleos e aglomeracdo. Estes processos influenciam o tamanho
e distribuicdo das particulas. Isto porque as particulas de etil celulose de menor viscosidade
tendem a aglomerar. A razdo ¢ que o aumento da viscosidade do polimero ¢ resultado do
aumento da massa molar, consequentemente aumentando a repulsao estérica. Por isto que as

particulas preparadas com etil celulose de maior viscosidade apresentaram menor tamanho.
5.3 INCORPORACAO DAS NANOPARTICULAS NOS FILMES DE EHEC

Apobs a obtengdo das emulsdes de NP prepararam-se os filmes de EHEC aos quais
incorporaram-se as NP. A Figura 15A mostra os filmes logo ap6s o preparo e a Figura 15B

mostra os filmes apos secos.

Figura 15 — Filmes de EHEC com a incorporacio de a-tocoferol livre e nanoencapsulado
logo apés o preparo (A) e apds secos em estufa (B).

Fonte: A autora.

Estes filmes foram entdo analisados por espectroscopia de UV-Vis de modo a
identificar a presenca de a-tocoferol e comprovar sua incorporagdo. A Figura 16 apresenta os
espectros de UV-Vis dos filmes preparados, assim como as emulsdes diluidas das

nanoparticulas incorporadas aos filmes. Os ensaios foram realizados no modo varredura de



67

espectro com comprimento de onda de interesse em 292 nm, referente ao a-tocoferol (MOTTA,
2012).

A incorporacdo de a-tocoferol nos filmes foi confirmada pela presenga da banda
caracteristica do composto. A mesma banda de absorcao ¢ observada nos espectros das amostras

de emulsdo de NP com EHEC-C12 10% e EHEC-C12 20%, enquanto que na amostra de EHEC

pura esta banda nao aparece.

Figura 16 — Espectro de absorbancia de UV-Vis das emulsoes de NP de EHEC-C12/a-
tocoferol modificadas com 10 e 20%, dos filmes de EHEC puro e com a incorporaciao
das NP: F1 com incorporacio de NP de EHEC-C12 10% e F4 com incorporac¢io de NP
de EHEC-C12 20% e 5 mg de a-tocoferol.
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Fonte: A autora.
5.4 AVALIACAO DA LIBERACAO DE a-TOCOFEROL DOS FILMES

Para a avaliacdo da liberagdo de a-tocoferol dos filmes construiu-se uma curva
analitica de a-tocoferol com faixa linear de trabalho entre 20 pg mL"! e 200 ug mL™!, em
triplicata. Obteve-se um coeficiente de correlagdo linear de 0,9997 apresentando a equacdo y =

0,00681x — 0,0467. O limite de quantificacdo (LOQ) determinado para o método foi 20 pg mL"
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!, conforme primeiro ponto da curva. O grafico da curva preparada pode ser visto no Apéndice
A.

A partir da curva analitica calculou-se a concentracao de a-tocoferol liberado para cada
amostra em determinado tempo. Os resultados foram convertidos para porcentagem de
liberagdo e estdo apresentados na Tabela 3.

Nos primeiros 15 min de liberagdo, para todas as sete amostras avaliadas, a
porcentagem de a-tocoferol liberado ficou em torno de 50%. Para o filme F5 o valor médio de
a-tocoferol liberado foi de 46,86+10,44%, sendo a amostra que apresentou menor porcentagem
média de liberag@o neste tempo. Os filmes que liberaram maior quantidade de a-tocoferol foram
F4, 60,89+6,47% e F2, 60,88+£1,33%. Com a aplicagdo do teste de Tukey para avaliagdo
estatistica nos primeiros dois monitoramentos, 15 e 45 min, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre todos os filmes. Isto indica que em um primeiro contato com
o solvente simulador de alimentos gordurosos, etanol absoluto, a encapsulacdo ou ndo do o-
tocoferol com EHEC modificada nao teve influéncia. O mesmo pode ser dito para a quantidade
de a-tocoferol incorporada aos filmes, sendo que a incorporagao de 5 mg ou 15 mg de o-
tocoferol ndo leva a uma liberagdo mais rapida ou mais lenta, pois as porcentagens liberadas

ndo apresentaram diferenga significativa em termos estatisticos.
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Tabela 3 - Cinética de liberacio de a-tocoferol dos filmes de EHEC em etanol absoluto por 225 minutos.

Tempo Filmes
(minutos) F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
15 55,70+4,06" 60,88+1,334  54,56+10,634 60,89+6,47 4 46,86+10,44 4 57,81+10,144 58,56+9,874
45 93,3442,534 83,9245,76 A 76,92+7,09 A 88,90+2,174 79,374+2,70 A 76,54+7,924 85,44+1,74 A
75 98,06+1,31 AB 94,61+2,33 B 92,36+3,63 B 98,81+1,8248  100,20+1,48B  102,22+3,164 93,82+0,70 B
105 99,00+1,54 B¢ 96,71+0,47 € 98,94-+0,4 BC 101,8742,01 AB 103,64+0,48 A 104,02+1,744 97,55+1,84°€
165 100,08+1,72 8P 98.50+0,29P  101,37+1,06*B¢  102,60+1,76*B  105,23+0,63"  104,46+1,87 B 97,83+1,83 P
225 100,89+1,78 B€P 98 09+0,17°P  101,71+1,12B¢  103,34+1,46%%  106,20+0,82*  104,96+1,88 AB 98,10+1,78 °

*Letras iguais na mesma linha representam o resultado do Teste de Tukey em que nao hé diferenca significativa entre as liberagdes das amostras
em determinado tempo (Tukey, p>0,05). Letras diferentes entre amostras na mesma linha indicam que ha diferenca significativa (Tukey, p<0,05).
**F1, F2 e F3: Filmes com incorporacao de NP de EHEC-C12 10% com a-tocoferol nas proporgdes de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F4, F5 e
F6: Filmes com incorporagao de NP de EHEC-C12 20% com a-tocoferol nas propor¢des de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F7: Filme com

incorporacdo de 10 mg de a-tocoferol sem encapsulagao.
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A liberagdo total do a-tocoferol comecou a ser observada a partir de 75 min de
conducao do ensaio nas amostras F5 e F6. O acompanhamento da liberacao, contudo, foi feito
até 225 min. Nota-se entdo que para os filmes F1, F3, F4, F5 e F6 a porcentagem de liberacao
ultrapassa 100%. Isto pode ser explicado pela distribuicdo de a-tocoferol nas porcdes de
amostra utilizadas para este ensaio. Também pode ser decorrente de interferéncias espectrais
pela presenga de EHEC dissolvida em meio ao etanol, proveniente das NP ou do proprio filme,
ou ainda por erros embutidos no ensaio provenientes de amostragem, por exemplo. Contudo, o
aumento na porcentagem ¢ visivel, indicando que conforme o filme permanece em contato com
etanol, o a-tocoferol segue sendo liberado.

A partir de 75 min foi observada a diferenga entre as liberacdes dos filmes (Tukey, p
< 0,05), indicadas na Tabela 3 por diferentes letras em uma mesma linha. Neste caso ¢
importante a comparacdo, principalmente, entre amostras com a mesma propor¢ao de o-
tocoferol incorporada. Para os filmes F2, F5 e F7, com 10 mg de a-tocoferol, a partir de 75 min
os resultados indicam que ha diferenga estatistica, porém apenas entre os filmes FS5e F2 e F5 e
F7. Essa diferenca pode ser proveniente da presenca das NP formadas por EHEC-C12 20% de
acido dodecandico, indicando que ha uma influéncia destas na reteng¢do do a-tocoferol ao filme.
Porém, o mesmo padrao nao ¢ observado para os filmes F1 e F4, F3 e F6 que possuem NP com
as mesmas concentragdes de a-tocoferol, mas com as NP formadas por diferentes porcentagens
de acido dodecandico substituido.

Desta forma, a diferenca estatistica no caso do filme F5 com os filmes F2 e F7 pode
ser devido a uma maior interagao da concentracdo de a-tocoferol com as NP de EHEC-C12
20%, ou novamente, apenas um resultado proveniente de alguma interferéncia espectral ou
pequenos erros embutidos nos ensaios.

Perfis de liberagdo bastante similares foram observados em um estudo da liberacao de
a-tocoferol em etanol a partir de filmes de etileno vinil 4lcool, um polimero de caracteristica
bastante hidrofilica (CHEN et al., 2012). A liberacdo a partir destes filmes deu-se de forma
rapida e o equilibrio foi atingido em um curto periodo de tempo. Em filmes de quitosana
reticulados com glutaraldeido, tripolifosfato de sodio e citrato de sodio, a liberagdo de -
tocoferol em etanol 50% também ocorreu rapidamente (cerca de 48 h) até atingir um patamar
de equilibrio (YEAMSUKSAWAT; LIANG, 2019).

Nanocapsulas de oa-tocoferol e caprolactona incorporadas em filmes de

carboximetilcelulose também apresentaram rapida liberacdo do a-tocoferol em etanol nas
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primeiras 2 h de ensaio, seguido de estabilizagio (MIRZAEI-MOHKAM et al., 2019). Os
autores deste estudo sugerem que essa rapida liberacao pode ser decorrente da caracteristica
hidrofobica das nanocapsulas e alta afinidade do o-tocoferol com o etanol. E importante
observar que a polaridade e solubilidade sdo propriedades essenciais para determinar a
afinidade entre o polimero, a substincia a ser liberada e o solvente do meio de liberacdo, e
portanto a propensao de a liberacdo ocorrer pela interacdo entre estes (ZYGOURA;
PALEOLOGOS; KONTOMINAS, 2011). Além disto, solventes de baixa massa molar, como
o etanol, tendem a penetrar mais facilmente a estrutura dos polimeros. O que explica porque o
etanol pode ser considerado um solvente agressivo, como afirmam Manzanarez-Lopez e
colaboradores (2011), que também observaram a escalada na difusdo do a-tocoferol para o
solvente em seus filmes poliméricos de acido latico.

A EHEC ¢ insoluvel em altas concentragdes de alcoois de cadeia curta como o etanol
(JULLANDER, 1955). Uma vez que se utilizou etanol absoluto nos ensaios de liberagdo, este
solvente nao ¢ capaz de solubilizar o polimero, porém suas moléculas, por serem de cadeia curta
e de baixa massa molar, conseguem penetrar a estrutura da EHEC e ocupar os pequenos espacgos
entre os grupos etil e hidroxietil, exercendo um efeito estéreo na estrutura do polimero. Este
efeito estéreo também pode aumentar a liberagdo do a-tocoferol do filme e favorecer sua
interagdo com o etanol presente no meio. Diferentemente da EHEC, o a-tocoferol, por sua
caracteristica hidrofobica, € solivel em etanol e portanto acaba migrando para a solu¢ao (NIKI;
ABE, 2019).

Além disso, a espessura dos filmes (47,0 = 9,0 pum a 64,0 = 13,0 um), similar aos
preparados por Manzanarez-Lopez (54,61 um), pode ser mais um fator que favorece a interacao
polimero, a-tocoferol e solvente; visto que os filmes sdo extremamente finos o etanol consegue,
facil e rapidamente, difundir-se na estrutura do polimero e interagir com o a-tocoferol.

Para compreender melhor o perfil de liberagdo dos filmes de EHEC preparados, os
dados de liberagdo foram comparados a diferentes modelos matematicos utilizando o software
DDSolver 1.0. Os dados foram avaliados para os modelos de ordem zero, primeira ordem,
Higushi, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell, Peppas-Sahlin e Weibull. Ao avaliar o
coeficiente de correlagdo obtido para todos os filmes em cada modelo matematico, o que melhor
se ajustou ao perfil de liberacdo experimental foi o de primeira ordem, ao apresentar R? mais
proximo de 1. A constante de velocidade, &, obtida para cada liberacao ¢ bastante similar entre

os filmes, o que indica que nao ha diferenca significativa entre a velocidade de liberagao do a-
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tocoferol entre os filmes. A Figura 17 apresenta os graficos de liberagdo, em que os pontos
representam os dados experimentais, e as linhas pontilhadas o perfil de liberagao predito com
o modelo matematico de primeira ordem.

O modelo cinético de liberagdo de primeira ordem afirma que a mudanca na
concentragdo em relacdo ao tempo ¢ dependente apenas da concentragdo (BRUSCHI, 2015).
Assim, no caso de agentes ativos soliiveis incorporados em matrizes porosas, a quantidade deste
ativo liberada ¢ proporcional a quantidade de ativo ainda presente no polimero. Por isto a
quantidade de antioxidante liberada tende a diminuir em fun¢do do tempo, o que foi observado

nos resultados experimentais com os filmes de EHEC e a-tocoferol.
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Figura 17 - Perfil de liberacao de a-tocoferol em funcio do tempo de condugio do ensaio
para diferentes filmes. (A) Comparacio entre amostra F1 com incorporacio de NP de
EHEC-C12 10% e F4 com incorporacio de NP de EHEC-C12 20% e S mg de a-
tocoferol. (B) Comparacio entre amostra F3 com incorporacio de NP de EHEC-C12
10% e F6 com incorporacio de NP de EHEC-C12 20% e 15 mg de a-tocoferol. (C)
Comparacio entre amostra F2 com incorporacio de NP de EHEC-C12 10%, F5 com
incorporaciao de NP de EHEC-C12 20% e 10 mg de a-tocoferol e F7 com incorporacio

de 10 mg de a-tocoferol sem encapsulacgio.
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5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos filmes foi determinada frente a utilizagao de dois métodos
distintos empregando diferentes radicais livres (DPPH e ABTS) por espectrofotometria de UV-
Vis. O DPPH ¢ um radical considerado estavel devido a deslocalizagdo do elétron
desemparelhado na molécula como um todo, isso faz com que a molécula nao dimerize como
ocorre em outros casos (MOLYNEUX, 2004). Essa deslocalizacao faz com que o DPPH
apresente coloracdo violeta e absorva no comprimento de onda de 515 nm, quando dissolvido
em etanol. Quando o a-tocoferol ¢ adicionado a solucdo de DPPH, ha a doagdo de um
hidrogénio fenodlico para o radical, levando-o a sua forma reduzida e consequentemente ha uma
mudanga na coloragdo da solugdo que passa de violeta para um amarelo escuro. Deste modo foi
possivel acompanhar o decaimento da banda de absor¢do em 515 nm com o aumento da
concentragdo de a-tocoferol em solucdo. A Figura 18 apresenta o mecanismo proposto para esta

reacgao.

Figura 18 — Mecanismo de reagao de estabilizacdo do radical DPPH, em etanol, pela
acido do antioxidante a-tocoferol.
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Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2019).
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O radical ABTS por sua vez apresenta coloracao azul/verde e quando reduzido pela
incorporagdao de um hidrogénio fendlico apresenta descoloracao da solucao (Figura 19). Essa
diferenca foi observada acompanhando-se o decaimento da banda de absor¢do do ABTS em
730 nm. (ANTIOXIDANT ACTIVITY APPLYING AN IMPROVED ABTS RADICAL
CATION DECOLORIZATION ASSAY, 1998)

Figura 19 — Mecanismo de geracdo do radical ABTS e estabilizacio pela acdo do

antioxidante a-tocoferol.
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Fonte: Adaptado de Bedlovicova et. al (2020) e Zhang et. al (2019).

Os ensaios foram realizados em triplicata e um filme puro de EHEC foi analisado como
controle apresentando valores < 2,0% de atividade para ambos os radicais. Amostras dos filmes
com a mesma concentracdo de a-tocoferol incorporada, tanto de maneira livre quanto
encapsulada, apresentaram valores muito similares de inibi¢ao para ambos os radicais e nao foi

observada diferenca estatistica entre estas amostras (Teste de Tukey, p > 0,05). A Figura 20
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apresenta os resultados da atividade antioxidante das amostras e como esperado, com o0 aumento
da porcentagem de a-tocoferol incorporado aos filmes ha também a elevagao da capacidade
antioxidante destes. Isto porque com a maior concentragdo de a-tocoferol hd maior
disponibilidade de grupos fendlicos para doagdo de hidrogénios, permitindo que ocorram mais

reacdes de redugdo dos radicais.

Figura 20 - Grafico da atividade antioxidante das solucdes de liberaciao de a-tocoferol de
filmes de EHEC com incorporacao de a-tocoferol com e sem encapsulacio contra o
radical DPPH e ABTS. F1, F2 e F3: Filmes com incorporacio de NP de EHEC-C12 10%
com o-tocoferol nas proporcoes de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F4, F5 e F6: Filmes
com incorporacio de NP de EHEC-C12 20% com a-tocoferol nas proporcoes de 5, 10 e
15 mg, respectivamente. F7: Filme com incorporacio de 10 mg de a-tocoferol sem
encapsulacio. F8: Filme de EHEC sem a-tocoferol.
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Fonte: A autora.

Conforme discutido no ensaio de liberacdo, houve diferenca significativa entre a
amostra F5 com as amostras F2 e F7 a partir de 75 min de conducdo do ensaio de liberagao, e
mesmo em 225 min a diferenca se manteve. Contudo, nos ensaios de determinagao de atividade
antioxidante, realizado apos 225 min, essa diferenca nao foi observada. O que indica que a

pequena diferenca nas porcentagens de liberagdo ndo afeta a atividade antioxidante do a-
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tocoferol liberado, seja contra o radical DPPH ou ABTS. Estes resultados também comprovam
que a encapsulacao da vitamina nas NP nao altera as propriedades antioxidantes do material.
Filmes de carboximetilcelulose com a-tocoferol nanoencapsulado também
apresentaram um perfil linear de atividade antioxidante contra o DPPH, e a capacidade
antioxidante aumentou com o aumento da quantidade de a-tocoferol no filme (MIRZAEI-
MOHKAM et al., 2019). Os autores obtiveram atividades de 29,37, 49,74 ¢ 68,85% quando da
adi¢do de 30, 50 e 70% de nanocépsulas aos filmes enquanto que o filme puro apresentou
resultado proximo de 0%. De Carvalho (2019) obteve o mesmo comportamento antioxidante
em seus filmes de poli(alcool vinilico), onde com o aumento da concentracao de a-tocoferol

houve aumento da propriedade antioxidante contra ambos radicais, DPPH e ABTS.

5.6 ESTABILIDADE DO o-TOCOFEROL NOS FILMES

5.6.1 Analise por espectrofotometria de UV-Vis

Analises por espectrofotometria no ultravioleta foram realizadas para avaliar a
estabilidade do a-tocoferol incorporado tanto de modo livre quanto nanoencapsulado aos filmes
de EHEC. A Figura 21 mostra os espectros de absorbancia dos filmes F2, F5 e F7 mantidas sob
radiacdo ultravioleta a 254 nm por um periodo de 6 h (os espectros dos filmes F1, F3, F4 e F6
estdo apresentados no Apéndice B). Neste ensaio, além da incidéncia direta de radiagao UV
sobre os filmes, a presenca de oxigénio também pode ser considerada um fator importante e
que influencia na estabilidade do a-tocoferol, visto que os ensaios ndo foram realizados em
atmosfera inerte (MOTTA, 2012). E possivel observar que ha uma diminuicio nas bandas de
absorbancia das amostras quando comparado a absorbancia antes da incidéncia continua de luz
UV sobre estas. Porém, tanto o a-tocoferol nanoencapsulado quanto o livre na matriz polimérica
ndo sofrem total degradag¢do, como ¢ observado para o a-tocoferol puro, o que indica que a
matriz polimérica fornece uma barreira de protecdo contra a a¢ao do oxigénio presente no ar e

da acdo da luz UV.
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Figura 21 - Espectros de comparacio da estabilidade do a-tocoferol livre e incorporado
em filmes de EHEC. F2 e F2-UV - amostras com incorporacio de NP de EHEC-C12
10% e 10 mg de a-tocoferol; F5 e F5-UV - amostras com incorporacio de NP de EHEC-
C12 20% e 10 mg de a-tocoferol; F7 e F7-UV — amostras com incorporaciao de 10 mg de
a-tocoferol sem encapsulacdo. Amostras F2-UV, F5-UV, F7-UV e a-tocoferol degradado
submetidas a radiacdo UV a 254 nm por 6h.

1,5
a-tocoferol degradado

1,0 H
~
~
2
=
Q
[=]
<«
fal
—
Z
£ 0,5 1
<

0,0 ' , ' , . | .

250 275 300 325 350

Comprimento de onda (nm)

Fonte: A autora.

Por um periodo de 72 dias as amostras dos filmes F1 a F7 foram armazenadas em
placas de Petri, mantidas sob condi¢cdes de temperatura ambiente e ao abrigo de luz, e
acompanhou-se a banda de absor¢ao do a-tocoferol em 292 nm por espectrofotometria de UV.
Os ensaios foram realizados em triplicata para cada filme e as leituras de absorbancia foram
realizadas em 7, 14, 21, 28, 35, 42, 56 e 72 dias. A partir dos espectros construiu-se um grafico
da absor¢do maxima em 292 nm versus tempo (Figura 22), para acompanhar a estabilidade do
a-tocoferol nos filmes. Uma mesma faixa de intensidade ¢ observada para cada filme ao longo
dos 72 dias de ensaio. Esses resultados, assim como no ensaio sob luz UV por 6 h, indicam que
0 o-tocoferol possui maior estabilidade quando incorporado a filmes de EHEC, seja

encapsulado ou livre na matriz polimérica.
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Figura 22 - Representacio grafica da variacido de intensidade da banda de absorc¢ao do
a-tocoferol no UV de amostras de EHEC, entre o primeiro e Gltimo dia, apés mantidas
em condicio ambiente por 72 dias. F1, F2 e F3: Filmes com incorporacio de NP de
EHEC-C12 10% com a-tocoferol nas proporcoes de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F4,
FS e F6: Filmes com incorporac¢io de NP de EHEC-C12 20% com a-tocoferol nas
proporcoes de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F7: Filme com incorporacio de 10 mg de
a-tocoferol sem encapsulacio.
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Martelli e colaboradores (2017) observaram a estabilidade do a-tocoferol, por um
periodo de 8 semanas, quando incorporado a filmes de carboximetilcelulose. Quando
encapsulado em nanoparticulas lipidicas solidas e incorporado a filmes de PVA, De Carvalho
e colaboradores (2019), também observaram a estabilidade do a-tocoferol por um periodo de
12 semanas. A diferenca na concentracdo de a-tocoferol incorporado aos filmes ndo teve
influéncia nos ensaios de estabilidade, sendo que o mesmo perfil foi observado ao longo do
tempo para as trés concentragdes estudadas. Resultado similar ao observado para as trés

concentragdes de a-tocoferol incorporadas aos filmes de EHEC.

5.6.2 Analise de estabilidade por FTIR-ATR
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Para os estudos de estabilidade as amostras também foram avaliadas antes e apos 72
dias por espectroscopia de infravermelho. Entretanto, conforme ¢ possivel observar na Figura
23, para o filme F5, ndo foram identificadas bandas em regides do espectro que correspondam
a0 a-tocoferol (1650 — 1450 cm! referente ao anel aromatico C=C; 1300 — 1000 cm™!' absorcao
C-0) (MAN; AMMAWATH; MIRGHANI, 2005). O mesmo perfil de espectro foi obtido para
as demais amostras. Visto que a propor¢ao de a-tocoferol dispersa nos filmes de EHEC varia
entre 1-3%, ¢ dificil identificar sua presenca nos espectros de infravermelho, pois a intensidade
das bandas ¢ tdo pequena em comparacdo as da matriz polimérica que acaba sendo suprimida.

Alteracdes nas bandas caracteristicas da EHEC também nao foram observadas.

Figura 23 - Espectros de FTIR-ATR para avaliacdo da estabilidade do a-tocoferol
incorporado ao filme de EHEC. F5 e F5-UV - amostras com incorporacio de NP de
EHEC-C12 20% e 10 mg de a-tocoferol, antes e apds 6 h sob radiacio UV a 254 nm,

respectivamente. F8 — Filme de EHEC pura.
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Fonte: A autora.

5.7 ANGULO DE CONTATO E ENERGIA DE SUPERFICIE

A obtencdo dos valores de angulos de contato permite a compreensdo da

hidrofobicidade de uma superficie e sua capacidade de ser molhada, sendo crucial para
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aplicagdes biologicas ou com o propodsito de uso em embalagens alimenticias (WANG et al.,
2021). Isto porque a partir deste parametro € possivel prever a interacao da dgua, presente nos
organismos, alimentos e ambiente com a superficie polimérica.

Sao consideradas hidrofobicas superficies que apresentam altos valores de angulo de
contato com a agua (6 > 90°) e hidrofilicas aquelas que apresentam baixos valores de angulo de
contato (0 < 90°) (PIAO; WINANDY; SHUPE, 2010). O angulo de contato esta associado
diretamente a microestrutura e propriedades quimicas do filme, além de permitir a determinagao
da energia de superficie destes ja que esta ¢ uma medida indireta para componentes sélidos
(AHAMMED et al., 2020; OH; LUNER, 1999).

A energia de superficie pode ser determinada a partir do angulo de contato pois esta
associada a area de superficie com as quais as moléculas do liquido estdo em contato
(ZANCAN, 2017). Quando a superficie de contato aumenta, pela melhor interagdo liquido-
superficie, as moléculas do interior do liquido migram para a superficie e o trabalho executado
pelas demais moléculas sobre estas ¢ negativo. Quando a superficie de contato sélido-liquido
diminui, as moléculas concentram-se no interior do liquido e o trabalho ¢ positivo. Por isto que
superficies hidrofilicas apresentam altos niveis de energia de superficie e superficies
hidrofobicas apresentam baixa energia de superficie.

A Tabela 4 apresenta os resultados de angulo de contato, componentes polares e

dispersivos e energia de superficie obtidos para as amostras.
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Tabela 4 - Angulo de contato e energia de superficie total dos filmes de EHEC com e sem
incorporacio de a-tocoferol, livre e nanoencapsulado, para trés diferentes liquidos.

Filme

Angulo de contato (°)

e

ye

Vs

Agua Formamida Diiodometano (mNm?') (mNm') (mNm?')
F1 105,13+0,03  63,99+0,03 45,27+0,02 0,11 41,53 41,64
F2 104,75+£0,07  63,95+0,09 43,80+0,01 0,10 41,86 41,97
F3 105,01+0,04  64,53+0,10 44,03+0,01 0,13 41,86 41,98
F4 104,61+0,03  57,91+0,09 32,50+0,02 0,46 49,82 50,29
F5 109,59+0,08  73,73+0,09 36,82+0,01 0,90 43,86 44,76
Fé6 106,80+0,10  71,78+0,10 38,18+0,01 0,41 42,52 42,92
F7 110,05+0,43  82,30+0,12 39,97+0,01 0,67 38,82 39,49
F8 71,67+0,06  31,75+0,01 54,60+0,02 11,49 28,75 40,25

F1, F2 e F3: Filmes com incorporagdo de NP de EHEC-C12 10% com a-tocoferol nas
proporgoes de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F4, F5 e F6: Filmes com incorporagdo de NP de
EHEC-C12 20% com a-tocoferol nas proporcdes de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F7: Filme
com incorporacdo de 10 mg de a-tocoferol sem encapsulagdo. F8: Filme de EHEC sem a-
tocoferol. ¥¥: componente polar; y2: componente dispersivo; y: energia de superficie.

A EHEC ¢ um polimero que apresenta uma caracteristica polar pela presenca,
principalmente, dos grupos 6xido de etileno, e essa sua caracteristica favorece a interagdo com
a agua, o que pdde ser observado pelos ensaios de angulo de contato. O filme de EHEC pura
apresentou o menor valor de angulo de contato, 71,67+0,06, em comparagdo as demais amostras
quando em contato com a agua, o solvente de maior polaridade entre os utilizados no ensaio.

E interessante observar que, mesmo tendo caracteristica polar, o angulo de contato da
EHEC pura com diiodometano, o solvente apolar, ¢ menor do que o angulo de contato com a
agua. Isto porque, apesar da presenca dos grupos 6xido de etileno que lhe conferem uma certa
polaridade, a EHEC ainda possui grupos etil em sua estrutura, que sao grupos apolares. Além
disso, esses grupos estdo distribuidos de maneira irregular na estrutura, o que leva a formacgao
dos dominios hidrofobicos, conforme discutido no item 3.2.2. Isto também explica o fato de o
angulo de contato com a formamida ser o menor de todos, visto que este € um solvente polar,
porém intermediario entre a 4gua e o dilodometano.

A incorporagdo de a-tocoferol aos filmes de EHEC, contudo, levou a um aumento do
angulo de contato com os solventes polares quando comparados aos filmes de EHEC pura. Isto
porque o a-tocoferol ¢ uma molécula hidrofobica e, portanto, leva a formagao de uma interface

mais hidrofébica na superficie do filme polimérico, o que diminuiu a interagdo
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polimero/solvente. Com o diiodometano, o contrario ¢ observado, com um aumento da
interacao e consequentemente a diminui¢ao do angulo de contato.

Observando-se estes resultados, nota-se que o filme que apresenta maior angulo de
contato com ambos os solventes polares ¢ a amostra F7, na qual incorporaram-se 10 mg de a-
tocoferol diretamente na matriz, sem encapsula¢do. Este resultado ¢ complementar ao
observado nas imagens de MEV (Figura 24), visto que a dispersao da vitamina no filme nao ¢
regular e homogénea, e parte desta encontra-se na superficie do filme. Isso leva a uma interface
mais hidrofébica; quando em contato com o solvente polar ha o consequente aumento do angulo
de contato. A Tabela 5 apresenta imagens dos angulos de contato permitindo uma comparagao

visual entre algumas das amostras.

Tabela 5 - Angulo de contato de filmes de EHEC com e sem incorporaciio de a-tocoferol.
Angulo de contato (°)

Fil -

fmes Agua Diiodometano Formamida
105,1340,03 45,27+0,02 63,99+0,03

F1 ! -
104,61+0,03 32,50+0,02 57,91+0,09

Y & | .
110,05+0,43 39,97+0,01 82,30+0,12
71,67+0,06 54,60+0,02 31,75+0,01

F8

e e

F1 e F4: Filmes com incorporacdo de NP de EHEC-C12 10% e 20% com 5 mg a-tocoferol,
respectivamente. F7: Filme com incorporagao de 10 mg de a-tocoferol sem encapsulagdo. F8:
Filme de EHEC sem a-tocoferol.
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Em relacdo a energia de superficie das amostras nao se observa diferenca significativa
entre os resultados, sendo que estes variam entre 39,49 mN m™' e 50,29 mN m'. Entretanto,
observa-se que para o filme da EHEC pura (F8), a energia de superficie total tem influéncia de
ambos os componentes, polar (11,49 mN m™) e dispersivo (28,75 mN m™), uma caracteristica
anfifilica devido aos grupos polares e apolares da estrutura quimica da EHEC. Enquanto que os
demais filmes apresentaram valores do componente polar <1,00 mN m™'. Entre os filmes F1 e
F7, a presenga do a-tocoferol ¢ responsavel pelos altos valores do componente dispersivo e
baixos valores para o componente polar. Entretanto, o balango entre ambos os componentes,
em cada uma das amostras, leva a resultados de energia de superficie total bastante similares
sem ou com o a-tocoferol incorporado. Os resultados mostram que a incorporacdo de -
tocoferol aos filmes de EHEC altera o angulo de contato destes filmes com solventes polares e
apolares, formando filmes mais hidrofobicos; e que a energia de superficie dos filmes com a-

tocoferol tem maiores contribuigdes pelas forgas dispersivas.

5.8 PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA

A permeabilidade de vapor de agua (WVP) € umas das propriedades mais importantes
em filmes com aplicacdo em alimentos devido ao papel exercido pela 4gua em reacdes quimicas
e enzimaticas que levam a deterioracdo (ALYANAK, 2004). Esta tem relagao direta, portanto,
com o tempo de prateleira dos alimentos. A permeabilidade a agua em filmes poliméricos ¢
diretamente afetada pela composi¢do do material que o constitui (cardter hidrofilico ou
hidrofébico), temperatura e umidade do ambiente.

Polissacarideos geralmente apresentam boa capacidade de barreira ao oxigénio e
dioxido de carbono e também boas propriedades mecanicas (ALYANAK, 2004; MOTTA,
2012). Contudo, devido a sua caracteristica hidrofilica apresentam alta permeabilidade ao vapor
de dgua, o que acaba sendo um problema para aplicagdes em embalagens de alimentos.

Uma das maneiras de aumentar a barreira a permeacao de agua ¢ pela adicdo de um
componente hidrofobico ao filme polimérico (ALY ANAK, 2004). Assim, conforme observado
nos resultados de angulo de contato, em que a incorporagdao de a-tocoferol conferiu
caracteristica mais hidrofobica, esperava-se também o aumento da propriedade de barreira a

umidade.
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A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para os filmes F2, F5, F7 e F8. A variagdo
da permeabilidade entre os filmes avaliados deu-se entre 4,64 = 1,26 ¢ 6,11 = 1,26
g.mil/m?.d.kPa, dependendo da composicdo do filme. O filme de EHEC pura apresentou WVP
de 4,64 + 1,26 g.mil/m>.d kPa, porém ndo foi observada diferenca significativa (teste de Tukey,
p>0,05) com a adi¢do de 10 mg a-tocoferol, estando este livre ou encapsulado. Estes resultados
indicam que os filmes de EHEC pura e com a-tocoferol incorporado possuem boa capacidade
de barreira a permeacdo de agua, porém em comparagao com o polietileno de baixa densidade
(LDPE), amplamente utilizado na industria de embalagens alimenticias, ainda apresenta valores

de 10-100 vezes maior (PEROVAL et al., 2002; TURHAN; SAHBAZ, 2004).

Tabela 6 - Permeabilidade de vapor de agua (WVP) dos filmes de EHEC com e sem
incorporacio de a-tocoferol

Filme  Espessura (mm) WVP (g/s.m.Pa) x10"!  WVP (g.mil/m?.d.kPa)

F2 0,064 0,013 7,07 + 1,46 6,11+ 1,26
F5 0,064 + 0,010 6,98 1,12 6,03 + 1,07
F7 0,054 £0,013 5,96 + 1,24 5,15+0,97
F8 0,047 + 0,009 537+0,73 4,64+ 1,26

F2 e F5: Filmes com incorporagdo de NP de EHEC-C12 10% e 20% com 10 mg a-tocoferol,
respectivamente. F7: Filme com incorporagao de 10 mg de a-tocoferol sem encapsulagdo. F8:
Filme de EHEC sem a-tocoferol.

Em comparagao a outros polimeros biodegradaveis como poli(hidroxibutirato), poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), poli(acido latico) e polipropileno carbonato (16 a >120
g.mil/m?.d.kPa) os filmes de EHEC preparados apresentam uma barreira a 4gua maior (WU;
MISRA; MOHANTY, 2021). Quando comparada a outros éteres de celulose, como a etil
celulose (WVP ~1,9x1071? g/s.m.Pa) e metil celulose (~0,87x107'° g/s.m.Pa), a EHEC apresenta
resultados similares porém menores, apresentando maior barreira & permeagdo de agua

(DONHOWE; FENNEMA, 1993; HEREDIA-GUERRERO et al., 2018).
5.9 MORFOLOGIA
As micrografias de todos os filmes estudados foram realizadas a fim de avaliar a

incorporagdo e homogeneidade da distribuicdo do a-tocoferol na matriz polimérica de EHEC.

A Figura 24 apresenta, com uma amplificacdo de 1500%, as imagens obtidas para a superficie
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dos oito filmes estudados. Em alguns pontos das micrografias é possivel observar pequenos
pontos brancos do que pode ser polimero nao bem disperso (F4, F5 e F8) ou reagentes nao
removidos durante a dialise apos as reagdes de modificacdo hidrofobica que acabaram
incorporados aos filmes. Entretanto, a superficie de todos os oito filmes preparados mostra-se
lisa, sem rugosidades. Na amostra F7, em que se incorporou o a-tocoferol diretamente no
polimero, observa-se que a dispersao deste nao ¢ homogénea, pois € possivel observar varias
goticulas de tamanhos distintos distribuidas pela superficie. Essa dispersdo irregular na
superficie do filme F7 corrobora com o valor de angulo de contato (em dgua) que apresentou
um valor maior comparado aos outros filmes. Contudo, o0 mesmo ndo ¢ observado nos filmes
F1 a F6 em que a incorporagdo de a-tocoferol foi feita por encapsulacdo com as EHEC
modificadas. Isto indica que a encapsulagdo favorece uma dispersao e incorporagdo homogénea
da vitamina aos filmes do polimero.

A secdo transversal dos filmes também foi avaliada para compreender melhor a
diferenca da dispersao do a-tocoferol no polimero quando livre ou encapsulado. As
micrografias apresentadas na Figura 25 ndo mostram cavidades no interior do polimero, o que
seria um indicativo de baixa homogeneidade do a-tocoferol com a EHEC, visto que estes sao
imisciveis (tal caracteristica foi observada durante o preparo dos filmes em que para a amostra
F7 encontrou-se dificuldade na homogeneizagao apos a adigdo dos 10 mg de a-tocoferol). Isto
indica que a encapsulagdo em EHEC modificada (amostras F1 a F6) favorece a dispersao na
matriz polimérica. No caso da amostra F7, também ndo sdo observadas cavidades internas, o
que neste caso indica que o a-tocoferol pode estar todo disperso na superficie do polimero,

conforme observado na Figura 20 — F7.
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Figura 24 - Micrografias da superficie dos filmes de EHEC. F1, F2 e F3: Filmes com
incorporaciao de NP de EHEC-C12 10% com o-tocoferol nas proporcoes de 5,10 e 15
mg, respectivamente. F4, F5 e F6: Filmes com incorporac¢io de NP de EHEC-C12 20%
com a-tocoferol nas proporg¢oes de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F7: Filme com
incorporacio de 10 mg de a-tocoferol sem encapsulacio. F8: Filme de EHEC sem a-
tocoferol.
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Figura 25 - Micrografias da fratura criogénica dos filmes de EHEC. F1, F2 e F3: Filmes
com incorporaciao de NP de EHEC-C12 10% com a-tocoferol nas proporcdoes de 5, 10 e
15 mg, respectivamente. F4, FS e F6: Filmes com incorporaciao de NP de EHEC-C12
20% com a-tocoferol nas proporgoes de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F7: Filme com
incorporacio de 10 mg de a-tocoferol sem encapsulacio. F8: Filme de EHEC sem a-
tocoferol.
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Com o fato de o a-tocoferol ndo estar bem disperso e incorporado a matriz esperava-
se observar uma diferenca significativa nos ensaios de liberagao entre a amostra F7 e as demais
amostras em que o a-tocoferol foi encapsulado (F2 e F5 — 10 mg de a-tocoferol). A liberagao
nos primeiros minutos analisados poderia apresentar valores mais altos de absorbancia na
amostra F7, pois o a-tocoferol teria contato direto com o etanol favorecendo a liberagdo.
Contudo, a diferencga de liberagdo entre essas amostras ¢ muito pequena no inicio e, portanto,
nao ¢ possivel afirmar que a presenga do 6leo na superficie afetou a liberagdo. Diferentemente

do observado nos ensaios de angulo de contato, conforme discutido no item 5.7.

5.10 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A estabilidade térmica de um polimero, determinada por ensaio termogravimétrico,
define a temperatura até a qual este pode ser aquecido e ainda assim manter suas propriedades
sem se degradar, sendo de extrema importdncia seu conhecimento para aplicacdes em
embalagens ja que estas requerem processos térmicos para sua preparagdo € processamento
(ALOJALY; BENYOUNIS, 2020; DE CARVALHO et al., 2019). A Figura 26 apresenta os
resultados de TGA e DTG para os filmes de EHEC preparados e também para o a-tocoferol.

A curva do a-tocoferol apresenta uma perda de massa de aproximadamente 90% entre
200 a 332 °C. Ma e colaboradores (2021) reportaram a temperatura de inicio da degradacao do
a-tocoferol em 230,2 + 1,0 °C e Heirlings e colaboradores (2004) em 215 °C. Todos os filmes
de EHEC avaliados apresentaram entre 26 ¢ 65 °C um evento de perda de massa, este pode ser
proveniente da evaporagdo da agua presente nos filmes (CARVALHO, 2013). Um segundo
evento de perda de massa nos filmes inicia-se em 263°C, proveniente da degradagdo da EHEC.
A presenga das NP com a-tocoferol (F1 a F6) ou a-tocoferol livre na matriz polimérica (F7),
contudo, ndo afetou o comportamento térmico dos filmes de EHEC, pois as perdas de massa
entre a EHEC pura e os demais filmes ¢ muito semelhante. Diferentemente do observado por
De Carvalho (2013) quando incorporou NP lipidicas de a-tocoferol em filmes de PVA que
retardaram a degradagdo do polimero. Entretanto, a incorporacao do a-tocoferol em EHEC,
tanto livre quanto encapsulado, aumenta sua estabilidade térmica, uma vez que em nenhuma
das 7 amostras (F1 a F7) € observado evento de perda de massa em torno de 200 °C referente a

degradacgdo do a-tocoferol.
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Durante os processos de extrusdo a temperatura a que os materiais sdo submetidos
pode variar entre 170 e 230 °C, sendo importante que o antioxidante apresente estabilidade para
que possa ser utilizado em embalagens (HEIRLINGS et al., 2004). Visto que a temperatura de
degradagdo quando incorporado aos filmes de EHEC inicia-se em aproximadamente 263 °C, os

sistemas preparados sdo promissores para o preparo de embalagens.

Figura 26 — Curvas de TGA (A) e DTG (B) para os filmes de EHEC e a-tocoferol em
funcio da temperatura. F1, F2 e F3: Filmes com incorporac¢iao de NP de EHEC-C12
10% com a-tocoferol nas proporcoes de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F4, F5 e F6:
Filmes com incorporaciao de NP de EHEC-C12 20% com a-tocoferol nas proporcoes de
5,10 e 15 mg, respectivamente. F7: Filme com incorporacao de 10 mg de a-tocoferol sem
encapsulacio. F8: Filme de EHEC sem a-tocoferol.
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A maior perda de massa dos filmes é observada a partir de aproximadamente 395 °C.
A perda média de massa para os filmes nesta temperatura foi de 81 %, ja o a-tocoferol puro
apresentou 86% de perda de massa em 330 °C. A massa residual de amostra em 700 °C variou
entre 2% e 16%. A Tabela 7 apresenta os resultados de perda de massa em relagdo a temperatura
para os oito filmes de EHEC em 65 °C, 395 °C e 700 °C e também a massa residual de cada

amostra.

Tabela 7 — Resultados de perda de massa e massa residual em porcentagem para os
filmes de EHEC preparados obtidos a partir das curvas de TGA.

. Perda de massa (%) Massa residual em
Filmes = 65°C) T (395 °C) T (700 °C) 700 °C (%)
F1 7,5 83,3 97,8 2,2
F2 6,5 79,3 86,1 13,9
F3 7,1 81,4 93,3 6,6
F4 7,4 83,8 89,4 10,6
F5 7,0 79,3 84,5 15,5
Fo6 7,0 83,4 89,3 10,7
F7 7,2 80,1 92,1 8,0
F8 7,1 79,2 84,2 15,8

T (°C): Temperatura. F1, F2 e F3: Filmes com incorpora¢do de NP de EHEC-C12 10% com a-
tocoferol nas propor¢des de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F4, F5 e F6: Filmes com
incorporagdo de NP de EHEC-C12 20% com a-tocoferol nas proporgdes de 5, 10 e 15 mg,
respectivamente. F7: Filme com incorporagdo de 10 mg de a-tocoferol sem encapsulagdo. F8:
Filme de EHEC sem a-tocoferol.

5.11 PROPRIEDADES MECANICAS

A utilizagdo de polimeros de origem natural deve satisfazer alguns critérios e
propriedades, que também sdo necessarios nos demais polimeros utilizados na producdo de
embalagens alimenticias (DOMINGUEZ et al., 2018). Alguns destes sdo propriedades opticas,
de vedacao, barreira € mecanicas. A importancia do estudo das propriedades mecéanicas de um
material que visa ser utilizado como embalagem advém da necessidade deste material de
apresentar resisténcia a forcas externas, como friccdo, por exemplo, que ocorre durante o
processamento, manuseio ¢ armazenamento (WANG et al., 2021). Durante estes processos, o

material precisa manter-se intacto de modo a garantir a integridade e qualidade do alimento.
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Os resultados do ensaio de tracdo estdo apresentados na Figura 27. Dentre os oito
filmes estudados, o F7 apresentou a menor resisténcia a tracdo, 26,07 = 2,10 MPa. Foi
observada diferenca estatisticamente significativa (teste de Tukey, p<0,05) entre os resultados
do filme F7 com os filmes F1, F4, F2 e F5, com NP de EHEC-C12 10 € 20% com 5 ¢ 10 mg de
a-tocoferol, respectivamente. Porém nao ha diferenga entre o filme F7 e os filmes F§ (EHEC
pura), F3 e F6 (com incorporacao de NP com 15 mg de a-tocoferol) (teste de Tukey, p>0,05).
Nao foi observada diferenga significativa entre os filmes contendo NP (F1, F2, F3, F4, F5, F6)
e o filme de EHEC pura, F8.

O modulo de Young ou mddulo de elasticidade observado para a amostra controle, F8,
foi de 11064225 MPa. Nao houve diferenga significativa (p > 0,05) entre este filme e os filmes
com a incorporagdo de a-tocoferol livre e encapsulado. O mesmo perfil de resultados foi
observado para o alongamento na ruptura, em que nao houve diferenca significativa entre os
resultados (p > 0,05). Jamshidian e colaboradores (2012) incorporaram a-tocoferol em filmes
de PLA na propor¢do de 2%, mesma proporcao da vitamina presente nos filmes de EHEC F2,
F5 e F7, e observaram uma redu¢do média de 8% no moddulo de Young e tensdo na ruptura, em
comparacdo a amostra de PLA pura. Entretanto, ao aplicarem o teste estatistico de Tukey
também ndo evidenciaram diferenga estatistica entre o sistema puro e com a-tocoferol. Em
relagdo ao alongamento na ruptura, os autores observaram um aumento de 16% quando
adicionado a-tocoferol, considerando as médias das replicatas. Porém, novamente os resultados
estatisticos ndo mostram diferenca entre as amostras, mesmo perfil observado nos filmes de
EHEC com a-tocoferol. Assim, em ambos os estudos se nota que ha uma variacdo nos
resultados dos trés testes, porém estes resultados ndo indicam que o a-tocoferol, nas
concentragdes estudas, altere realmente as propriedades mecanicas dos filmes. Observa-se
também que o desvio padrao dos resultados de um mesmo filme ¢ bastante alto, o que pode ser
em razao de falhas na estrutura do filme utilizado nestes ensaios ou mesmo distribui¢cao nao
homogénea do a-tocoferol, o que levou a altos desvios entre os resultados. Assim, uma
quantidade maior de amostras precisaria ser utilizada para confirmar que a presenga do o-

tocoferol ndo afeta as propriedades mecanicas da EHEC.
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Figura 27 - Resultados do ensaio de teste de resisténcia a traciao (A), médulo de Young
(B) e alongamento na ruptura (C) dos filmes de EHEC preparados. F1, F2 e F3: Filmes
com incorporacio de NP de EHEC-C12 10% com a-tocoferol nas proporcdes de 5, 10 e
15 mg, respectivamente. F4, F5 e F6: Filmes com incorporac¢io de NP de EHEC-C12
20% com a-tocoferol nas proporgoes de 5, 10 e 15 mg, respectivamente. F7: Filme com
incorporacio de 10 mg de a-tocoferol sem encapsulacido. F8: Filme de EHEC sem a-
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho modificou-se hidrofobicamente a EHEC com 4cido dodecandico nas
proporcdes de aproximadamente 10 e 20%. A partir deste polimero modificado prepararam-se
NP encapsulando a-tocoferol e estes sistemas mantiveram-se estaveis por 1 ano, quando
mantidos em solugdo. Estas NP preparadas foram incorporadas a filmes de EHEC visando
fornecer propriedades antioxidantes para possivel aplicagao na industria alimenticia.

Estes sistemas encapsulados apresentaram melhor dispersao na matriz polimérica
quando comparados a incorporagao da vitamina de maneira livre. A hipétese inicial era que em
termos de velocidade de liberagdao dos filmes, a encapsulagdo do a-tocoferol fornecesse um
perfil de liberagdo mais lento em comparacdo a este incorporado livremente na EHEC.
Observaram-se, entretanto, perfis bastante similares entre ambos os sistemas quando
comparando-se a mesma propor¢ao de a-tocoferol nos filmes.

A presenca de a-tocoferol nos filmes forneceu a estes propriedades antioxidantes e
observou-se que com o aumento da concentragao de a-tocoferol incorporado ha também o
aumento da propriedade antioxidante. Apesar de os resultados de propriedade antioxidante e
velocidade de liberacdo serem bastante similares, entre os sistemas livre e encapsulados, os
resultados de MEV mostraram que a encapsulacdo fornece uma distribui¢do mais homogénea
do a-tocoferol nos filmes de EHEC.

Quando mantido em condigdes ambiente por 72 dias, na presenga de oxigénio, ou sob
radiacdo UV por 6 h, a incorporacdao do a-tocoferol aos filmes conferiu maior estabilidade a
estes. Melhora na estabilidade térmica também foi observada para o a-tocoferol quando
incorporado aos filmes, o que pode permitir seu manuseio em temperaturas de até 263 °C sem
que se degrade. Sua incorporagao aos filmes, contudo, ndo alterou as propriedades térmicas ou
mecanicas da EHEC. A propriedade de barreira a agua dos filmes preparados também nao foi
alterada pelo a-tocoferol, entretanto, os filmes apresentaram boa capacidade de barreira quando
comparados a outros éteres de celulose.

Apesar de varias das propriedades avaliadas nos filmes nao terem apresentado
diferenca significativa quando o a-tocoferol foi incorporado livre ou nanoencapsulado, a
nanoencapsulagao facilitou o processo de dispersao da vitamina durante o preparo dos filmes.
Isto porque a presenga do polimero modificado utilizado no preparo das emulsdes promove

uma melhor interagdo com a EHEC pura utilizada na formacao dos filmes. Essa melhor
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dispersdo, consequentemente, permite a formacdo de filmes mais homogéneos, fator muito
importante para as propriedades mecanicas de um material para ser utilizado como embalagem,

por exemplo.
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Figura 28 - Curva analitica de a-tocoferol por espectrofotometria de UV-Vis, a 25 °C.
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APENDICE B — ESPECTROS DE UV-VIS PARA AVALIACAO DA ESTABILIDADE
DO a-TOCOFEROL INCORPORADO A FILMES DE EHEC

Figura 29 - Espectros de comparacao da estabilidade do a-tocoferol livre e incorporado
em filmes de EHEC. F1 e F1-UV - amostras com incorporacio de NP de EHEC-C12
10% e S mg de a-tocoferol; F3 e F3-UV - amostras com incorporacio de NP de EHEC-
C12 10% e 15 mg de a-tocoferol; F4 e F4-UV — amostras com incorporacio de NP de
EHEC-C12 20% e 5 mg de a-tocoferol. F6 e F6-UV — amostras com incorporacio de NP
de EHEC-C12 20% e 15 mg de a-tocoferol. Amostras F1-UV, F3-UV, F4-UV e F6-UV e
a-tocoferol degradado submetidas a radiacdo UV a 254 nm por 6h.
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