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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi desenvolver nanoparticulas de zeina
carregadas com os Oleos essenciais de orégano e tomilho e seus
respectivos componentes majoritarios timol e carvacrol, e suas
aplicacbes em filmes. As nanoparticulas estudadas revelaram
estabilidade no armazenamento, (4 °C e 20 °C) durante 90 dias quanto a
atividade antioxidante, eficiéncia de encapsulacdo, indice de
polidispersdo e potencial zeta; atividade antimicrobiana frente as
bactérias Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus
ATCC 2593, Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella enterica
subsp.enterica serovar. Typhimurium e libera¢do controlada ao longo
do tempo. As nanoparticulas carregadas apresentaram caracteristicas
distintas aos 6leos essenciais e aos compostos puros ndo encapsulados,
sendo comprovada pelas técnicas estudadas. Com intuito de desenvolver
um filme nanocompésito com propriedades bioativas, dispersdes de
nanoparticulas de zeina carregadas com timol e carvacrol foram
incorporadas nas concentracGes de 30, 50 e 70 % (v/v) na solucgdo
filmogénica de poli (6xido de etileno) (PEO) a 3 % (m/v), A interacdo
entre as nanoparticulas e o PEO foi confirmada pelas técnicas de
Calorimetria Exploratérial Diferencial, Espectroscopia no Infravermelho
com Transformada de Fourier e Microscopia Eletrénica de Varredura.
Andlises reolégicas das solugbes fimogénicas indicaram um aumento do
indice de consisténcia com comportamento ndo-newtoniano com o0
incremento das concentracGes de nanoparticulas. Com a incorporagédo
das nanoparticulas foram observadas melhorias nas propriedades
térmicas e manutencdo da plasticidade dos filmes, acréscimo na
atividade antioxidante, aumento da hidrofobicidade, manutencdo da
luminosidade dos filmes de PEO e aumento da coloragdo e opacidade
dos filmes.

Palavras-chave:  Nanoparticulas. ~ Zeina.  Oleos  essenciais.
Nanocompdsitos.






ABSTRACT

The aim of this study was to develop and apply in films zein
nanoparticles loaded with the essential oils of oregano and thyme and
their majority components thymol and carvacrol. The studied
nanoparticles showed storage stability (4 and 20 ° C) for 90 days of the
antioxidant activity, encapsulation efficiency, polydispersity index and
zeta potential; antimicrobial activity against bacterias Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 2593,
Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella enterica subsp.enterica
serovar. Typhimurium, and controlled release over time. The loaded
nanoparticles showed distinct characteristics in relation to the essential
oils and pure compounds not encapsulated, as proved by the studied
techniques. In order to develop a nanocomposite film with bioactive
properties, dispersions of zein nanoparticles loaded with thymol and
carvacrol were incorporated at concentrations of 30, 50 and 70% (v / v)
of the filmogenic solution of poly (ethylene oxide) (PEO) 3% (m / v).
The interaction between the nanoparticles and PEO was confirmed by
the techniques Calorimetry Exploratorial Differential, Infrared
Spectroscopy with Fourier Transform and Scanning Electron
Microscopy. The Rheological Analysis of the filmogenic solutions
indicated an increase in the consistency index with non-Newtonian
behavior while increasing concentrations of nanoparticles. By the
nanoparticles incorporation, improvements were observed in the thermal
properties and maintenance of the plasticity of the film, increasing in the
antioxidant activity, increased hydrophobicity, luminosity maintenance
of PEO films and increased color and opacity of the films.

Keywords: Nanoparticles. Zein. Essential oils. Nanocomposites.
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1 INTRODUCAO

Uma das alternativas mais eficazes para melhorar as
propriedades de filmes poliméricos para a aplicacdo em alimentos € a
formagcdo de nanocompositos. Nanocompdsitos poliméricos séo
materiais formados por uma matriz polimérica reforcada com uma
pequena quantidade, em geral abaixo de 5 % em massa de uma carga
nanomeétrica. Devido ao reforco fornecido pelas particulas nanométricas
dispersas no material polimérico, ocorre uma alteracdo nas propriedades
das embalagens, em comparagdo com o polimero puro, como poli
(6xido de etileno) devido as suas caracteristicas de alta solubilidade em
agua, fato que limita suas aplicaces em embalagens de alimentos
(ZHANG et al., 2003).

Os sistemas nanoparticulados apresentam vantagens quando
comparados aos carreadores micrométricos convencionais, podendo
melhorar propriedades como reatividade, propriedades mecénicas,
caracteristicas elétricas e comportamento in vivo. A medida que o
tamanho das particulas diminui, uma maior proporcdo de moléculas é
encontrada na superficie da particula em relacdo ao interior, dessa forma
uma nanoparticula tem uma area muito maior por unidade de massa em
comparagdo com uma particula maior, levando a uma maior reatividade
(THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007)

Além disso, os ingredientes biologicamente ativos, como 6leos
essenciais, presentes nas nanoparticulas, conferem propriedades
funcionais desejadas para os materiais de embalagem (PEREIRA et al.,
2011). O timol (5-metil-2-(1-metiletil) fenol) e o carvacrol (2-metil-5-
(1-metiletil) fenol) sdo monoterpenos presentes em varias espécies de
6leos essenciais, como o orégano e tomilho, ou obtido via sintese
guimica. As propriedades funcionais desses Oleos sdo de
responsabilidade dos monoterpenos fendlicos (BAKKALI et al., 2008).

Timol e carvacrol apresentam propriedades antimicrobianas
(DEL NOBILE et al.,, 2008; GUARDA et al. 2011), antioxidantes
(FASSEAS et al., 2007; CAMO et al., 2011;), antiinflamatérias
(RIELLA et al., 2012) e as suas aplicacbes em produtos alimentares
estdo sendo cada vez mais difundidas como alternativa aos aditivos
sintéticos (GOVARIS et al., 2010; MASTROMATTEO et al., 2010;
RAMOS et al., 2012).

No entanto, a eficAcia desses compostos, depende da sua
preservacgdo e biodisponibilidade, sendo este o grande obstéculo, ja que
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estes compostos sao suscetiveis a degradacdo, durante o processamento
dos alimentos. Isto é devido as suas caracteristicas de alta volatilidade e
instabilidade quimica quando submetidos a diferentes condigdes de
temperatura, luz e oxigénio. Além disto, uma pequena propor¢do dos
compostos permanece disponivel apdés a administracdo oral, devido a
baixa solubilidade nas condi¢des encontradas no trato gastro-intestinal
(pH, enzimas, presenca de outros nutrientes) (BOROSKI et al., 2011).

Uma alternativa para prolongar e preservar suas caracteristicas
intrinsecas € a encapsulacédo, ou seja é o carregamento desses compostos
em matrizes poliméricas, preservando sua estabilidade quimica e
promovendo sua liberagdo no momento e na taxa desejado. A eficiéncia
de encapsulacdo vai depender do método utilizado, do material de
parede, e do tamanho da particula, o qual pode ser ajustado dependendo
dos parametros de processo tais como o tipo de surfactante utilizado
(NEDOVIC et al., 2011).

Dessa forma, o intuito deste trabalho é desenvolver filmes
poliméricos biodegradaveis nanoestruturados pela inclusdo de
nanoparticulas carregadas com 6leos essenciais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obtencdo e caracterizacdo de nanoparticulas de zeina
carregadas com 06leos essenciais e aplicacdo em filmes nanocompositos
de poli-6xido etileno.

2.2 Objetivos especificos

a) Extracdo de Oleos essenciais de orégano e tomilho por arraste de
vapor e caracterizagdo quanto ao conteldo de timol e carvacrol,
respectivamente.

b) Obtencdo de nanoparticulas de zeina carregadas com 6leos essenciais
de orégano, de tomilho, e com o composto timol e carvacrol e
comparadas com nanoparticulas controle (vazias).

¢) Avaliar a estabilidade no armazenamento por 90 dias quanto a
atividade antioxidante, eficiéncia de encapsulagdo, tamanho de
particula, potencial zeta e indice de polidispersidade.

d) Avaliar a liberagdo controlada do principio ativo encapsulado e a
atividade antimicrobiana das nanoparticulas.

e) Avaliar as caracteristicas morfoldgica por microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) e varredura (MEV) e espalhamento de luz dindmico
(DLS).

f) Incorporar as nanoparticulas de timol e carvacrol em filmes
nanocompositos de poli (6xido etileno) (PEO).

g) Caracterizar os filmes de PEO incorporados com as nanoparticulas
com relacdo as propriedades fisico-quimicas, mecénicas, 6ticas,
reoldgicas, molhabilidade, térmicas, estruturais, morfologicas e
atividade antioxidante.






CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA






1 Reviséo bibliografica
1.1 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdao compostos naturais oriundos do
metabolismo secundario de plantas aromaticas, podendo ser sintetizados
em todos os Orgdos da planta tais como as folhas, flores, caules,
sementes, frutos e raizes. Sdo compostos por moléculas complexas, com
odor forte e fisicamente apresenta-se na forma liquida, limpida e soltvel
em solventes organicos, com uma densidade inferior a da agua. A
composicdo quimica dos 6leos essenciais é complexa, pois sdo misturas
de compostos naturais que podem conter cerca de 20-60 % de
componentes em concentragdes diferentes e podem ser originados a
partir de vias biossintéticas distintas (BURT, 2004; TUREK;
STINTZING, 2013).

O perfil dos compostos presentes nos 6leos essencias pode
variar em relagdo ao 6rgdo da planta a ser extraida, época da colheita,
condi¢des climaticas e solo. Normalmente o grupo principal é composto
de terpenos e terpendides e outro grupo de constituintes aromaticos e
alifaticos, todos caracterizados por moléculas de baixa massa molecular
(BAKKALI et al., 2008).

O principal produto extraido do orégano (Origanum vulgare
Linneus) e do tomilho (Thymus vulgaris) é o seu 6leo essencial, de cor
amarelo liméo, estando presente na planta fresca em torno de 0,15 a 0,40
% (m/m). A composicdo quimica desses Oleos é basicamente de
compostos fendlicos timol e carvacrol, sendo esta bastante variavel.
Esses compostos sdo muito semelhantes estruturalmente, sendo
isdmeros de posicdo em relacdo ao grupo hidroxila (Figura 1) (EL-
NEKEETY etal., 2011; BONFANTI et al., 2012).
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Figura 1 Estrutura quimica do carvacrol e timol

HO

HO

Timol Carvacrol
Fonte: Adaptada de Amorati, Foti e Valgimigli (2013).

El-Nekeety (2011) e seus colaboradores avaliaram a
composi¢do quimica do O6leo essencial de tomilho encontrando o
carvacrol (45 mg/g), como composto majoritario seguido do timol (24,7
mg/g). Rota et al. (2008) ao analisar a concentracdo relativa dos
compostos volateis presentes em 3 cultivares de tomilho obtiveram
variagio nos resultados em relagdo a espécie estudada: T. hyemalis (40,1
% carvacrol e 2,9 % timol); T. zygis (68,1 % e 3,5 % respectivamente
para timol e carvacrol) e em cultivares T. vulgaris (57,7 % timol e 2,8
% carvacrol).

Bonfanti et al. (2012) compararam a composicdo quimica do
6leo de orégano de quatro diferentes plantas cultivadas na Sicilia
(Italia) com uma amostra comercial. As plantas nativas variaram entre
27 a 37 % de sua composicdo majoritaria como timol, ja a amostra
comercial expressou 77,7 % dos seus compostos majoritarios em
carvacrol.

Alguns estudos ainda classificam cultivares de orégano
relacionando a composicdo quimica com seu local de origem, como
orégano quimiotipo timol, cultivado na Italia (RUSSO et al., 1998;
NAPOLI; CURCURUTO; RUBERTO, 2009), e orégano quimiotipo
carvacrol para espécies cultivadas na Grécia (SIVROPOULOQOU et al.,
1996) e Alemanha (AZIZI; YAN; HONERMEIER, 2009).

Os 0leos essenciais tém sido utilizados ha milénios devido aos
beneficios que podem proporcionar a salde devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, e também na protecdo dos alimentos
contra deterioracGes (BURT, 2004).

A protecdo antioxidante pode ser conseguida pela adicdo direta
do 6leo essencial na matéria-prima. Fasseas (2007) e seus colaboradores
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estudaram a estabilidade ao armazenamento de carnes bovinas tratadas
com Gleo de orégano como antioxidantes, e observaram que a adi¢do do
mesmo foi capaz de proteger a carne da oxidacéo.

Botsoglou et al. (2001) obtiveram resultados satisfatorios, ao
estudar o efeito da suplementacdo com dleo essencial de orégano na
dieta de frangos de corte, seu efeito sobre a oxidacdo lipidica do
musculo do peito de frango e a estabilidade durante o armazenamento
refrigerado e congelado. Dal Bosco et al. (2014) estudaram o efeito da
adicdo de 6leo de tomilho na dieta de coelhos sob a oxidacdo lipidica da
carne, revelando-o como um importante antioxidante comparado a
outros antioxidantes naturais como a-tocoferol.

Essas propriedades antioxidantes dos dleos essenciais sao
atribuidas a alguns de seus compostos, particularmente os fendis, que
apresentam capacidade de retardar ou desacelerar a oxidagdo de um
material oxidavel, podendo estar incluidos lipideos, carboidratos,
proteinas e outras moléculas organicas que compdem os tecidos de
origem animal ou vegetal.

Um sistema de oxidagao de forma geral, é iniciado por algumas
espécies de radicais que independente de sua origem ou estrutura,
podem reagir com o substrato lipidico RH (pela abstracdo do atémo de
H), para formar um radical alquil (R¢), o qual pode reagir com o
oxigénio e formar um radical peroxil (ROO¢). O radical peroxil (ROO¢),
em uma reacdo em cadeia, ataca uma outra molécula de substrato
formando um hidroperéxido (ROOH), e outro radical. A reacdo em
cadeia continua ocorrendo por muitos ciclos até que duas espécies
radicalares acidentalmente se encontrem, chamada de etapa de
terminagdo (POKORNY; YANISHLIEVA; GORDON, 2001).

Compostos capazes de emparelhar os radicais dessa reacdo em
cadeia sdo chamados de antioxidantes, e podem ser classificados, de
acordo com seu mecanismo de agdo, em antioxidantes primarios, os
quais podem inibir ou interromper a rea¢do em cadeia da oxidagao pela
doacdo de elétrons ou atomo de hidrogénio aos radicais livres,
produzindo produtos estaveis; e antioxidantes secundarios, os quais
retardam o0 processo de oxidagdo por mecanismos diversos
(MOZAFARI et al., 2006).

Os antioxidantes primarios incluem compostos fenodlicos, tais
como os tocoferois, butilhidroxitolueno (BHT); butilhidroxianisol
(BHA); galato de propila, de octila e de dodecila; t-butilhidroquinona
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(TBHQ). Os antioxidantes secundarios atuam por uma variedade de
mecanismos, tais como agentes quelantes de metais (acidos citrico,
malico e tartarico), removedores de oxigénio (&cido ascorbico, palmitato
de ascorbila), conversdo de hidroperéxidos em espécies ndo radicais
(fosfolipideos), absorcdo por radiacdo UV ou desativacdo do oxigénio
singlete (carotendides) (SHAHIDI; ZHONG 2010).

Além de importante acdo antioxidante esses compostos também
apresentam acdo antimicrobiana. A acdo antimicrobiana (Figura 2) dos
6leos essenciais é atribuida ao aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica bacteriana, permitindo a penetracdio do material
antimicrobiano para o interior da célula, interagindo no metabolismo
celular pela coagulagdo do citoplasma, perda de constituintes celulares
para 0 meio externo e esgotamento da forca motriz de prétons (BURT,
2004).

Figura 2 Mecanismos e local de ataque celular dos dleos essenciais frente as
bactérias.
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Fonte: Adaptado de Burt (2004).

Estudos relatam que bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis
do que bactérias gram-negativas aos compostos ativos. Guarda et al.
(2011); Marino, Bersani e Comi (2001) estudaram o efeito
bacteriostatico do 6leo de orégano sobre bactérias gram-positivas e
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gram-negativas, e relataram que o efeito € maior contra as cepas de
bactérias gram-positivas. Guarda (2011) e seus colaboradores avaliaram
a atividade antimicrobiana de filmes plasticos flexiveis adicionados dos
agentes antimicrobianos timol e carvacrol microencapsulados frente aos
microrganismos Listeria innocua, Staphylococcus aureus (bactéria
gram-positiva) e Eschericihia coli (bactéria gram-negativa), sendo mais
efetiva a inibi¢do contra as bactérias gram-positivas.

A menor sensibilidade para bactérias gram-negativas frente ao
antimicrobiano pode ser explicada pelo fato desses microrganismos
apresentarem na sua membrana, uma camada externa lipopolissacaridica
(LPS) limitando a difusdo dos compostos hidrofobicos, dessa forma é
necessario uma maior concentracao de agente antimicrobiano para obter
o mesmo efeito do que nas bactérias gram-positivas. O timol e o
carvacrol apresentam capacidade de desintegrar essa membrana externa
da bactéria gram-negativa, liberando o LPS, e assim aumentando a
permeabilidade da adenosina trifosfato (ATP), na membrana
citoplasmatica, alterando a permeabilidade passiva da célula (SMITH-
PALMER et al., 1997).

1.2 Encapsulacéo

Os 0Oleos essenciais apresentam em sua composicdo uma
variedade de compostos quimicos antioxidantes e antimicrobianos,
contribuindo para aumentar a estabilidade dos alimentos. Uma
alternativa na indistria de alimentos é a substituicdo dos aditivos
sintéticos, por compostos naturais extraidos de vegetais.

O maior desafio para a utilizagdo dos 6leos essenciais em sua
forma convencional esta em suas caracteristicas de alta volatilidade e
instabilidade quimica frente as condicdes adversas do processamento e
armazenamento de alimentos (BOROSKI et al., 2011). A manuten¢do
das propriedades benéficas desses compostos até que sejam liberados
nos sitios onde a absorcdo é desejada pode ser obtida através da
encapsulacéo.

A tecnologia de encapsulagdo consiste no carregamento desses
compostos em matrizes poliméricas, mantendo sua estabilidade quimica
e promovendo a liberacdo no momento e na taxa desejados. A
eficiéncia de encapsulagdo vai depender do método utilizado, do
material de parede, e do tamanho da particula, o qual pode ser ajustado
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dependendo dos parametros de processo tais como o tipo de surfactante
utilizado (NEDOVIC et al., 2011).

O método de nanoprecipitacdo, patenteado por Fessi (1989) e
seus colaboradores, apresenta inimeras vantagens quando comparado
aos demais sistemas de encapsulacdo, como rapidez, facil utilizacdo e
simplicidade, além de permitir a producdo de nanoparticulas (100-300
nm) com distribuicdo estreita e unimodal. Esse sistema consiste em duas
fases: fase solvente e fase ndo- solvente. A fase solvente & composta
pelo material de revestimento utilizado, e do composto ativo. A fase
ndo-solvente consiste de agua e um surfactante hidrofilico (BILATI;
ALLEMANN; DOELKER, 2005).

A formacdo das nanoparticulas € instantdnea, e todo
procedimento é realizado em uma Unica etapa. Resumidamente, dois
solventes que sdo misciveis, tanto o polimero quanto o composto ativo
devem dissolver-se no primeiro (o veiculo), mas ndo no segundo sistema
(o ndo-solvente). A nanoprecipitacdo vai ocorrer por uma rapida
dessolvatacdo do polimero, quando a solu¢do do mesmo for adicionada
ao ndo-solvente. No momento em que a solu¢do com o polimero entra
em contato com o meio dispersante aquoso o polimero precipita,
encapsulando imediatamente o composto ativo (ZHONG; JIN, 2009).

A zeina é uma prolamina do milho, rica nos amino4cidos
prolina, leucina, glutamina e alanina, e devido ao carater hidrofébico
destes aminoacidos, a zeina é solGivel em etanol em concentracGes acima
de 70 % (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012). Essas carateristicas
de hidrofobicidade, conferem a zeina a capacidade de promover auto-
associacdo na presenca de solventes polares como agua (JOYE;
MCCLEMENTS, 2013). Esta associa¢do da zeina ja foi utilizada para
encapsular 6éleos essenciais como orégano e tomilho (PARRIS et al.,
2005) e também timol e carvacrol (WU; LU; WANG, 2012). Porém
inexistem estudos sobre a estabilizacdo de nanoparticulas carregadas
com Oleos essenciais com surfactantes ndo-ibnicos e também sobre o
armazenamento das nanoparticulas em solucéo.

Surfactantes sdo amplamente empregados no estudo de
estabilizacdo de particulas e emulsfes. Esses compostos sdo divididos
em i6nicos que possuem um grupo hidrofilico ibnico (catibnico ou
anidnico) ligados a uma cauda hidrofébica; surfactantes zwitteriénicos
(cargas positiva e negativa, na parte hidrofilica); surfactantes
anfoteros (podem ser catibnicos, anibnicos ou zwitteribnicos,
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dependendo do pH) e surfactantes ndo i6nicos (grupo hidrofilico €
geralmente uma cadeia poliéter, podendo ser também uma cadeia poli-
hidroxilica) (RHEIN et al., 2007).

Surfactantes néo-ibnicos sdo responsaveis por conferir a
estabilidade estérica em sistemas coloidais em meio aquoso, proveniente
dos grupos hidrofilicos localizados na superficie das particulas ou pela
cadeia alquilica (média ou longa em ndmero de carbonos), como
resultado da atracdo da dgua ao redor da particula, criando assim uma
barreira protetora que previne a coagulacdo. O Pluronic € um nome
genérico comercial para uma série de copolimeros triblocos poli (PEO-
PPO-PEO), onde os blocos de poli(6xido etileno) (PEO) sdo hidrofilicos
e 0 bloco central de poli(éxido propileno) (PPO) é hidrofébico (Figura
3). O Pluronic F-68 é um tribloco simétrico, com estrutura poli (EOgg-
PO3p-EOgp). Quando adsorvido na regido interfacial do coacervato, 0s
blocos de PEO (com 80 mondmeros cada) sdo projetados para a fase
aquosa e 0 bloco de PPO é ancorado na superficie (DUMORTIER et al.,
2006).

Figura 3 Estrutura quimica do surfactante pluronic.
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Fonte: Sun et al. (2011).

Devido a estabilizacdo proporcionada pelos surfactantes, pode-
se chegar ao tamanho de particulas muito pequeno, inclusive em escala
nanométrica. Os sistemas nanoparticulados apresentam vantagens
guando comparados aos carreadores micromeétricos convencionais,
podendo melhorar propriedades como reatividade, forca, caracteristicas
elétricas e comportamento in vivo. A medida que o tamanho das
particulas diminui, uma maior propor¢do de moléculas é encontrada na
superficie da particula em relacdo ao interior, dessa forma uma
nanoparticula tem uma superficie muito maior por unidade de massa em
comparagdo com uma particula maior, levando a uma maior reatividade
(THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007).
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1.3 Técnicas de caracterizacdo de nanoparticulas

A caracterizacdo apropriada das nanoparticulas se torna
necesséria para controlar a estabilidade das particulas, avaliando o
comportamento em relacdo ao seu tamanho, potencial zeta, indice de
polidispersdo, liberagdo da droga, eficiéncia de encapsulagdo e
comportamento referente a estabilidade térmica.

A eficiéncia de encapsulacdo pelo método de nanoprecipitacdo
depende de alguns fatores determinantes como: tipo de revestimento
utilizado, da interacdo deste com o composto ativo, natureza quimica do
composto ativo e sua polaridade. Desta forma a eficiéncia de
encapsulacdo em compostos hidrofilicos pode atingir valores maximos
de 100 %, e em casos de compostos lipofilicos esses resultados podem
ser superiores a 70 %. As técnicas utilizadas para determinar a eficiéncia
de encapsulacdo podem ser técnicas analiticas de separacéo,
identificacdo e quantificacdo como cromatografia de alta eficiéncia
eficiéncia (CLAE) ou técnicas de identificacdo e quantificacdo por
espectroscopia do  UV-visivel (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2011).

O tamanho de particula depende de fatores como: natureza e
concentracdo do polimero e do surfactante na fase orgéanica, polaridade
dos solventes, natureza e proporcdo de fases interno-externas. Esses
pardmetros podem ser avaliados por espalhamento luz dindmicos (DLS),
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) (SUNDAR; KUNDU; KUNDU, 2006).

O espalhamento de luz é um método eficaz para caracterizacdo
estrutural de polimeros e nanoparticulas em solucéo, pois a intensidade e
a distribuicdo angular da luz espalhada dependem do tamanho e da
forma das particulas que provocam o espalhamento em solucdo. A
técnica de espalhamento de luz estético, mede a intensidade média da
luz espalhada por um conjunto de particulas, na pratica mede-se o
nimero de fotdns que chegam a um detector posicionando em cada
angulo e em um determinado intervalo de tempo. No caso do
espalhamento dinamico, mede-se as flutuacbes da intensidade do
espalhamento em funcdo do tempo, acessando o movimento Browniano
das moléculas e relacionando-o ao tamanho de particulas. Isso €
realizado através da incidéncia de um laser sobre a amostra e analise da
flutuacdo da intensidade de luz espalhada (WRIEDT, 2012).



37

A espectroscopia de correlagdo de fétons (PCS), também
denominada como espalhamento de luz dindmico, mede a flutuacio de
intensidade do espalhamento de luz causado pelo movimento das
particulas em um angulo fixo ©=173°, entretanto, ndo é capaz de medir
a dependéncia angular, e utiliza uma aproximagdo conhecida como
“back scattering”. Esta aproximagdo é parcialmente valida para
sistemas monodispersos e, em sistemas polidispersos, tende a
superestimar o valor do raio hidrodindmico, dada a maior contribuicdo
de particulas grandes na intensidade de espalhamento neste angulo
(SCHARTELL, 2007).

A anéalise de microscopia eletronica de transmissdao (MET) é
empregada com o objetivo de adquirir informagfes sobre o tamanho,
dispersdo e forma dos sistemas nanoparticulados em solugdo, sendo
possivel algumas vezes a diferencia¢do entre nanocapsula e nanoesfera.
A microscopia eletronica de varredura (MEV) oferece dados sobre a
morfologia da amostra como diferenca estrutural, propriedades da
superficie e porosidade. Pode se correlacionar os resultados de
espalhamento de luz e fator-p com as imagens e a distribuicdo de
tamanho obtido por microscopia (TIEDE et al., 2008).

Medidas de potencial zeta, dependem principalmente da
natureza quimica do polimero, do agente estabilizante e do pH do meio
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2011). De uma forma geral,
0 potencial zeta avalia a estabilidade das dispersGes coloidais em
suspensao seguindo a regra de que os valores de potencial zeta maiores
do que +30 mV indicam particulas altamente carregadas (negativa ou
positivamente), proporcionando dispersdes fisicamente estaveis devido a
repulsdo eletrostatica imposta pelas cargas (MEHNERT; MADER,
2012).

O termo andlise térmica abrange um grupo de técnicas na qual
uma propriedade fisica da substincia &€ medida em funcdo da
temperatura, enquanto a substancia é submetida a um sistema controlado
de aquecimento ou de resfriamento. As técnicas termoanaliticas mais
utilizadas para avaliar a formagdo das cépsulas sdo a calorimetria
diferencial de varredura (DSC) e a analise termogravimétrica (TGA).

A andlise termogravimétrica é utilizada para avaliar a
estabilidade e propriedades térmicas dos polimeros. O parametro
medido por essa técnica é o ganho ou perda de massa que ocorre na
amostra em funcdo da temperatura ou do tempo a uma temperatura
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constante. Os polimeros apresentam uma diminuicdo na sua massa
molar que pode ser justificada por mudancas estruturais que ocorrem
guando sdo submetidos a um tratamento térmico. Essas mudancas
estruturais sdo caracterizadas pela ruptura de ligacBes quimicas nas
cadeias principais e laterais produzindo novas estruturas
(HATAKEYAMA; QUINN, 1999).

A calorimetria exploratéria diferencial é uma técnica de analise
térmica na qual se mede a diferenca de energia fornecida a amostra e a
um material de referéncia, em funcdo da temperatura, enquanto a
substancia e o material sdo submetidos a uma variacdo controlada de
temperatura (BROWN, 1998).

A velocidade de liberacdo de principios ativos a partir de
sistemas nanoparticulados pode ser influenciada pela combinagdo de
diversos fatores, tais como caracteristicas da matriz polimérica
(espessura, porosidade, capacidade de intumescimento e combinagéo de
duas matrizes), tamanho das nanoparticulas, localizacdo e concentracdo
do composto ativo no interior das particulas, das propriedades fisico-
guimicas do composto ativo e do polimero (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2011).

Na literatura sdo encontrados quatro mecanismos de liberacdo
propostos por Matalanis, Jones e McClements (2011): difusdo, erosao,
fragmentacdo e inchamento, conforme ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 Mecanismos de liberacdo do principio ativo através de fragmentagao,
inchamento, erosdo e difuséo.

Fragmentagdo Inchamento

Erosdo Difusio

Fonte: Adaptado de Matalanis, Jones e McClements (2011).

O mecanismo de difusdo consiste na passagem do composto ativo para o
meio circundante, passando através das particulas do polimero, sendo
gue este permanece intacto. A passagem do composto ativo através da
estrutura do polimero depende da solubilidade do composto na matriz da
particula, do seu coeficiente de difusdo através da matriz, do tamanho da
malha da rede do biopolimero em comparacdo com o tamanho do
composto ativo e também por forcas de atracOes eletrostaticas ou
hidrofobicas que possam ocorrer entre o biopolimero e o composto
ativo.

No mecanismo de erosdo o composto ativo € liberado no meio
devido a presenca de processos erosivos que ocorrem na camada externa
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ou em toda a matriz do biopolimero. Os processos erosivos podem ser
originados por processos fisicos, quimicos ou enzimaticos, como a
dissociacao de ligacdes fisicas ou quebra de ligagBes covalentes.

No processo de fragmentacdo o componente ativo é liberado
para 0 meio devido a ruptura fisica do encapsulante, o qual é
fragmentado ou fraturado, através da aplicacao de forga de cisalhamento
ou compressdo. O composto bioativo continua a difundir para fora das
particulas, e a taxa de liberacdo é répida devido ao aumento da
superficie de contato e diminuicao do espago para a difusao.

No processo de inchamento ocorre a liberacdo do nicleo
provocada pela absorcdo de solvente pelas particulas do polimero,
fazendo com que as particulas sofram uma expansdo, aumentando o seu
tamanho original.

1.4 Embalagens para alimentos

Plasticos convencionais utilizados em embalagens para
alimentos como polietileno, polipropileno, policloreto de vinila,
polietileno tereftalato sdo derivados do petrdleo, e implicam em sérias
preocupagdes ambientais. Polimeros biodegradaveis como poli (6xido
de etileno) (PEO) representam uma alternativa interessante frente os
materiais plasticos convencionais, podendo ser aplicados na indUstria de
alimentos (ATARES; CHIRALT, 2016).

O poli(6xido de etileno) (PEO) é uma macromolécula linear que
conttm em sua cadeia a unidade monomérica (-CH,-CH,-O-) e
grupamentos terminais R = OH e R’= H. E obtido da polimerizagdo por
abertura do anel do 6xido de etileno. Comercialmente, encontram-se
disponiveis polimeros com massa molecular até 5 x 10°. A regularidade
da sua unidade estrutural permite um elevado grau de cristalinidade
envolvendo 70 a 85 % do polimero. A temperatura de fusdo (Tm) da
fase cristalina € Tm = 65 °C e a sua transicdo vitrea (Tg) é Tg = — 60 °C.
O PEO é compativel com uma vasta gama de plasticizantes, compostos
de baixa massa molecular e outros polimeros. A temperatura ambiente o
PEO é muito soltvel em agua. E solivel em uma grande quantidade de
solventes organicos como acetonitrila, diclorometano e tetrahidrofurano
entre outros (DHAWAN; VARMA,; SINHA, 2005).

Dentre as utilizagcbes do PEO pode se citar suas aplicacGes em
blendas e filmes nanocompdsitos. Jagadish e Raj (2011) estudaram a
formacéo de blendas de PEO com amido para o desenvolvimento de
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filmes. Padmaja (2013) e seus colaboradores avaliaram propriedades
Oticas e estruturais de filmes de PEO com ciclodextrina.

Porém a alta solubilidade do PEO em &gua limita suas
aplicacbes em embalagens de alimentos, uma alternativa na melhoria
dessas propriedades é desenvolver filmes nanocompdsitos de PEO
funcionalizados com nanoparticulas biologicamente ativas (DHAWAN;
VARMA; SINHA, 2006a).

1.5 Nanocompdsitos

Atualmente, uma das alternativas mais eficazes para melhorar
as propriedades de filmes de biopolimeros para a aplicacdo em
alimentos é a formacdo de nanocompdsitos. Nanocompdsitos
poliméricos sdo materiais formados por uma matriz polimérica
reforcada com uma pequena quantidade, em geral abaixo de 5 % em
massa, de uma carga nanométrica. Revestimentos nanocompdsitos
compreendem normalmente duas fases: uma amorfa e uma cristalina, ou
as duas fases cristalinas (ZHANG et al., 2003).

Devido ao refor¢o fornecido pelas particulas nanométricas
dispersas no material do polimero, ocorre uma alteragdo nas
propriedades das embalagens, em comparacdo com o polimero puro.
Oymaci e Altinkaya (2016), ao avaliar adicdo de nanoparticulas de zeina
revestidas com caseinato de s6dio em filmes de proteinas do soro de
leite melhoraram as propriedades mecénicas e barreira ao vapor d’agua
guando comparados com filmes formados apenas por proteinas do soro
de leite.

Fazem parte da composicdo dos nanocompdsitos, além da carga
nanomeétrica, a funcionalizacdo destas com ingredientes biologicamente
ativos como tocoferdis, carotenoides, 6leos essenciais entre outros, que
sdo capazes de conferir propriedades funcionais desejadas para os
materiais de embalagem.

Estudos realizados por Noronha (2014) e colaboradores ao
incorporar nanoparticulas de poli-e-caprolactona carregadas com a-
tocoferol em matrizes poliméricas de metilcelulose observou que a
adicdo das cargas nanomeétricas alterou propriedades como plasticidade,
elongacdo na ruptura, aumento da hidrofocidade na superficie dos
filmes, acréscimo na atividade antioxidante e libera¢do controlada de o-
tocoferol. Em estudo semelhante, Lino (2012) desenvolveu filmes
nanocompésitos de metilcelulose incorporados com nanoparticulas de
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poli-e-caprolactona carregadas com [B-caroteno, e foi observado
alteracdo na plasticidade e elongacdo dos filmes, signifactivo aumento
nas barreiras na radiacdo UV, efetiva acdo antioxidante e liberagédo
controlada dos compostos ativos.

Hosseini (2016) e colaboradores avaliaram a incorporacdo de
nanoparticulas de quitosana carregadas com 0leo essencial de orégano
em filmes de gelatina, resultados apontaram filmes com propriedades
antimicrobianas, menos resistentes e mais flexiveis, com diminuicdo da
permeabilidade ao vapor de agua.
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RESUMO

Os Oleos essencias de orégano e tomilho sdo antioxidantes e
antimicrobianos naturais, ricos nos monoterpenos fenolicos timol e
carvacrol. Entretanto, a eficacia desses compostos depende da sua
preservacdo e biodisponibilidade, sendo este o grande obstaculo, ja que
estes compostos sdo suscetiveis a degradacdo durante o processamento
dos alimentos. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho é desenvolver
nanoparticulas carregadas com Oleos essenciais. As nanoparticulas
carregadas com timol e carvacrol e os 6leos essenciais foram avaliadas
em relacdo a estabilidade no armazenamento (4 °C e 20 °C) durante 90
dias quanto a atividade antioxidante, eficiéncia de encapsulacao, indice
de polidispersdo e potencial zeta; liberagdo controlada; e, atividade
antimicrobiana. A morfologia foi avaliada através de microscopia
eletronica de transmissdo e microscopia eletrdnica de varredura;
propriedades térmicas por calorimetria diferencial de varredura e analise
termogravimétrica e espalhamento de luz dindmico. Nanoparticulas
carregadas com 0s compostos puros e os 0Oleos essenciais revelaram
estabilidade nas condi¢cbes de armazenamento avaliadas, atividade
antimicrobiana frente as bactérias estudadas, liberacdo controlada ao
longo do tempo (50 % em 8 horas), sem a presenca de efeitos burst,
mostrando uma forte interacdo destes com o material de parede, e
revelando a zeiha como um bom revestimento. Os mecanismos de
transporte variaram entre Fickiano e ndo Fickiano. As nanoparticulas
carregadas apresentaram caracteristicas distintas aos 6leos essenciais e
aos compostos puros ndo encapsulados, sendo comprovada pelas
técnicas de microscopia eletrnica de varredura, microscopia eletrénica
de transmissdo, calorimetria exploratoria diferencial e andlise
termogravimétrica. Comparando os resultados de espalhamento de luz
dindmico e microscopia eletrénica de transmissdo, pode se dizer que 0s
resultados de tamanho de particula apresentam concordancia, levando
em consideracdo as diferencas de métodos de analises de cada técnica.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Zeina. Oleos essenciais.
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ABSTRACT

The essential oils of oregano and thyme are antioxidants and natural
antimicrobials, rich in phenolic thymol and carvacrol monoterpenes.
However, the effectiveness of these compounds depends on their
preservation and bioavailability; being this the major obstacle since
these compounds are susceptible to degradation during processing of
food. Thus, the aim of this work is to develop nanoparticles loaded with
essential oils. Nanoparticles loaded with carvacrol and thymol and
essential oils were evaluated for stability in storage (4 ° C and 20 ° C)
for 90 days for antioxidant activity, encapsulation efficiency,
polydispersity index and zeta potential; controlled release; and
antimicrobial activity. The morphology was evaluated by transmission
electron microscopy and scanning electron microscopy, thermal
properties by differential scanning calorimetry and thermogravimetric
analysis and dynamic light scattering. The nanoparticles loaded with
pure compounds and essential oils showed stability in the evaluated
storage conditions, antimicrobial activity against bacteria studied,
controlled release over time (50% in 8 hours), without the presence of
burst effects, showing strong interaction of them and the wall material,
and showing that the zein is a good loading material. The transport
mechanisms varied between Fickian and non-Fickian. The loaded
nanoparticles showed distinct characteristics in relation to the essential
oils and pure compounds not encapsulated, being proved by scanning
electron microscopy techniques, transmission electron microscopy,
differential scanning calorimetry and thermogravimetric analysis
techniques. When comparing the results of dynamic light scattering and
transmission electron microscopy, it can be said that the particle size
results show agreement, taking into account the differences in technical
analysis methods.

Keywords: Nanoparticles. Zein. Essential oil.
1 Introdugao
O principal produto da extracdo do orégano (Origanum vulgare

Linneus) e do tomilho (Thymus vulgaris) é o seu 6leo essencial, de cor
amarelo limdo, estando presente na planta fresca em torno de 0,15 % a
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0,40 % em massa. A composicao quimica desses Oleos € basicamente de
compostos fenodlicos timol e carvacrol, sendo esta bastante variavel.
Esses compostos sdo muito semelhantes estruturalmente, sendo
isbmeros de posicdo em relacdo ao grupo hidroxila (EL-NEKEETY et
al., 2011; BONFANTI et al., 2012;).

Esses 6leos essenciais apresentam propriedades antimicrobianas
(GUARDA et al.,, 2011; DEL NOBILE et al., 2008), antioxidantes
(CAMO et al., 2011; FASSEAS et al., 2007), antiinflamatdrias
(RIELLA et al., 2012) e as suas aplicacGes em produtos alimentares
estdo sendo cada vez mais difundidas como alternativa aos aditivos
sintéticos (RAMOS, et al. 2012; GOVARIS, et al, 2010;
MASTROMATTEO et al.,, 2010). O maior desafio para utilizagdo
desses compostos em sua forma convencional sdo suas caracteristicas de
instabilidade quimica, fato que limita sua atividade bioativa em longo
prazo. Uma alternativa para prolongar e preservar suas caracteristicas
intrinsecas é a encapsulacdo, ou seja, € 0 aprisionamento desses
compostos em matrizes poliméricas, mantendo a estabilidade quimica e
promovendo a sua liberagdo no momento e na taxa desejada. A
eficiéncia de encapsulacdo vai depender do método utilizado (ZHANG
et al., 2014), do material de parede (HOSSEINI et al., 2013), e do
tamanho da particula (WU et al.,, 2012), o qual pode ser ajustado
dependendo dos pardmetros de processo tais como o tipo de surfactante
utilizado ou método de obtencéo.

O método de nanoprecipitacdo, desenvolvido por Fessi e
colaboradores (1989), apresenta inimeras vantagens quando comparado
aos demais sistemas de encapsulacdo, como rapidez, facilidade de
utilizacdo e simplicidade, além de permitir a producdo de nanoparticulas
(100-300 nm) com distribuicdo estreita e unimodal. Esse sistema
consiste em duas fases: fase solvente e a fase ndo solvente. A fase
solvente é composta pelo material de revestimento utilizado, neste caso
a zeina, e do composto ativo. A fase ndo solvente consiste de 4gua e um
surfactante hidrofilico (BILATI et al., 2005).

A formacdo das nanoparticulas é instantdnea, e todo
procedimento é realizado em uma Unica etapa. Resumidamente, dois
solventes que sdo misciveis, tanto o polimero zeina quanto o composto
ativo (6leo essencial) devem dissolver-se no primeiro (solvente), mas
ndo no segundo sistema (ndo-solvente). A nanoprecipitacdo vai ocorrer
por uma réapida dessolvatacdo, quando a solu¢do do polimero for
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adicionado ao ndo-solvente. No momento em que a solugcdo com o
polimero entra em contato com o ndo-solvente, hdA uma migracdo do
solvente para 0 ndo-solvente, ocorrendo a precipitacdo do polimero,
encapsulando imediatamente o composto ativo (ZHONG; JIN, 2009).

A zeina é uma prolamina do milho, rica nos aminoacidos
prolina, leucina, glutamina e alanina, e devido ao carater hidrofébico
destes aminoacidos, a zeina é solGvel em etanol em concentragfes acima
de 70 % (ELZOGHBY et al., 2012). Essas carateristicas de
hidrofobicidade, conferem a zeina a capacidade de promover auto-
associacdo na presenca de solventes polares como a agua. Esta auto-
associacdo da zeina ja foi utilizada para encapsular 6leos essenciais
como orégano e tomilho (PARRIS et al.,, 2005) e também timol e
carvacrol (WU et al.,, 2012). Porém inexistem estudos sobre a
estabilizacdo de nanoparticulas carregadas com 6leos essenciais com
surfactantes ndo-ibnicos e também sobre o armazenamento das
nanoparticulas em solucéo.

O objetivo desta pesquisa foi preparar nanoparticulas de zeina
carregadas com os Oleos essenciais de orégano e tomilho e seus
componentes majoritarios timol e carvacrol e avaliar suas atividade
antimicrobiana, atividade antioxidante, eficiéncia de encapsulacéo,
liberacdo do principio ativo, estabilidade durante o armazenamento. A
encapsulacdo foi avaliada por microscopia eletrénica de transmissdo
(TEM), microscopia eletrdnica de varredura (MEV), espalhamento de
luz dindmico (DLS), espectroscopia no Infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria
exploratdria diferencial (DSC).

2 Material e métodos

2.1 Material

Proteina zeina, timol, carvacrol, poloxamer (Pluronic F68)
foram obtidos a partir da Sigma Aldrich. Folhas de orégano e tomilho
adquiridas no comércio local.

2.2 Extracao e caracterizacdo dos 0leos essenciais
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Folhas de orégano e tomilho adquiridas do comércio local
foram moidas e secas em estufa (45 °C) até peso constante.
Posteriormente extraidas por arraste de vapor utilizando aparato
Clevenger (GUENTER, 1948).

2.3 ldentificacéo e quantificacdo dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais foram identificados e quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As analises por CLAE
foram realizadas utilizando um equipamento Shimadzu modelo (LC-
20AT, Téquio, Japdo), equipado com um sistema controlador CBM -
20A, um sistema de bomba LC - 20AT, um detector de arranjo de
fotodiodo SPD - M20A, CTO - 20A, e amostrador automatico SIL -
20A. A analise foi realizada utilizando uma coluna Shim-pack BDS-
Hypersil C18 (250 mm x 4,6 mm, ID, 5 um de tamanho de particula;
Thermo Scientific , EUA), protegido por uma coluna de guarda (BDS
Hypersil C18; 150 mm x 4,6 mm; 5 um tamanho de particula m;
Thermo Scientific, EUA). A quantificagdo do timol e carvacrol foi
realizada de acordo com Thompson e Carlson, (1989), em A = 275 nm,
com uma fase moével de metanol:agua (75:25) (v/v) com um fluxo de
1,0 mL.min™* . A coluna analitica foi mantida a 50 °C, volume de injec&o
foi de 20 pL. Os dados foram armazenados e processados por um
sistema de estacdo de trabalho LC (Téquio, Japdo).

O ¢leo essencial de orégano foi quantificado em relacdo ao seu
contetido de timol e o 6leo essencial de tomilho em relagdo ao contelido
de carvacrol. As curvas de calibracdo da area do pico em funcéo da
concentracdo de timol e carvacrol foram lineares na gama de
concentracdo de 0,0008-0,1 mg/mL . A equacdo de regressdo da curva
de calibragdo para o timol ( n = 3) foi o seguinte : y = 2.107x + 4124,3
(R?=10,9995) e para o carvacrol: y = 2.107x + 19992 (R? = 0,9976).

2.4 Preparag0es das nanoparticulas

Nanoparticulas de zeina carregadas com Oleo essencial de
orégano (NPT-orégano), timol (NPT-timol), tomilho (NPT-tomilho) e
carvacrol (NPT-carvacrol) foram preparadas pelo método de
nanoprecipitacdo, de acordo com Parris et al. (2005) e Zhong e Jin
(2009). A solucio de zeina foi preparada dissolvendo 20 mg.mL™ de
zeina em 10 mL de uma solugdo aquosa de etanol (85 % v/v), sendo
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mantida sob agitacdo magnética durante 15 h. Posteriormente 100 mg
dos compostos puros e de cada 6leo essencial foram adicionados nas
solucdes de zeina. As solugdes de zeina contendo compostos puros e 0s
0Oleos essenciais (10 mL) foram dispersas em 30 mL de solucdo aquosa
de Pluronic F68 (1,5 % m/v) com homogeneizacdo em Ultra Turrax
(Modelo T25, IKA-Works, Inc., Cincinnati) a 3000 rpm por 3 minutos.
O etanol foi evaporado em capela com exaustéo por 15 h.

2.5 Estudo de estabilidade fisico-quimica

A estabilidade fisico-quimica das NPT-orégano, NPT-timol,
NPT-tomilho, NPT-carvacrol e da amostra controle (NPT-vazia) foi
estudada em duas temperaturas diferentes (62 e 20:5 °C) por um
periodo de 90 dias. As amostras foram armazenadas em vidros ambar de
30 mL e analisadas quanto a eficiéncia de encapsulacdo, atividade
antioxidante, tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial
zeta nos tempos de 1, 30, 60 e 90 dias.

2.5.1 Eficiéncia de encapsulacéo (EE)

A eficiéncia de encapsulagdo foi definida pela diferenga entre o
contetido de composto ativo livre (ndo encapsulado) pelo contelido que
foi aprisionado dentro da matriz polimérica (encapsulado), de acordo
com a metodologia descrita por de Carvalho et al. (2013). A
concentracdo de timol e carvacrol livre foram determinadas utilizando o
método de separacdo de membrana com Ultra Amicon Filtros
Centrifugos com uma membrana 30k Ultracel (Millipore, Irlanda). As
amostras foram centrifugadas a 6000 rpm durante 30 min, o timol € o
carvacrol ndo encapsulados permearam na membrana filtrante, e os
compostos encapsulados permaneceram retidos na unidade de filtro. Os
compostos ndo encapsulados obtidos no filtrado foram analisados e
quantificados por CLAE, conforme descrito no item 2.3. A eficiéncia de
encapsulacdo dos dleos essenciais de orégano e tomilho foi expressa em
timol e carvacrol respectivamente (Equacéo 1).

EEY% = 100 — (c’)leo essencial liwe) Equagéo 1

6leo essencial inicial

2.5.2 Determinacdo da atividade antioxidante (AA)
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A atividade antioxidante (AA) foi determinada pela capacidade
dos compostos presentes nas amostras em inibir o radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) de acordo com o método descrito por Brand-
Williams et al. (1998). Para avaliar a atividade antioxidante, 500 pL de
cada formulacdo de nanoparticula foram suspensos em 500 pL de etanol
(85 %), a disperséo foi sonicada durante 30 min, e mantida em repouso
por 15 hs, posteriormente 100 uL do sobrenadante foram adicionados a
39 mL de DPPH (0,1 mmol.L™Y) e analisados apés 60 min em
espectrofotémetro Hitachi, L-1800 (T6quio, Japdo), em comprimento de
onda de 517 nm. Os resultados foram expressos em percentagem de
inibicdo (PI) do radical DPPH (Equacéo 2).

Pl = (Abs inicial—-Abs final)
- (Abs inicial)

Equagdo 2

2.5.3 Determinacéo do tamanho da particula (Z-ave), indice de
polidisperséo (IP) e potencial zeta (£)

Z-ave, IP e { (mV) das nanoparticulas carregadas e vazias
foram obtidos por meio da técnica de espalhamento de luz (DLS),
utilizando um equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK). As amostras foram diluidas
apropriadamente com agua filtrada Milli-Q ®, e as medi¢des foram
realizadas a 25 °C a um angulo de 173°. Para as medigdes, as amostras
foram colocadas em célula de eletroforese.

2.6 Determinacdo da atividade antibacteriana das nanoparticulas

A atividade antibacteriana das nanoparticulas carregadas e
vazias foi testada contra Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Staphylococcus aureus ATCC 2593, Escherichia coli ATCC 25922 e
Salmonella enterica subsp. enterica serovar. typhimurium ATCC
14028 através do ensaio de difusdo em pogos, como descrito por Cintas
et al. (1995) com algumas modificacbes (BENDJEDDOU et al., 2012).
Foram inoculados, em profundidade, 1 mL de cada cultura teste com
cerca de 10® UFC/mL (Mc Farland 0,5) em Agar apropriado (BHI, TSA,
Agar nutriente). Ap6s solidificacdo do meio, foram preparados, de
forma estéril, pogos com 6 mm de didmetro. Em seguida, 100 pL da
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solucdo das nanoparticulas foram vertidos em cada pogo. As placas
foram pré-incubadas a 4 °C por 2 h para permitir a difusdo total do
sobrenadante, e incubadas a 37 °C durante 24 h. A atividade
antibacteriana foi avaliada por medicdo do didmetro das zonas de
inibicdo (mm) em torno dos pocos.

2.7 Estudos de liberagao

O perfil de libertacdo foi conduzido em solu¢do tampédo
Mcllvaine (&cido citrico - fosfato de sodio), de acordo com o método de
Luo et al. (2012). Resumidamente, (1 mL) das nanoparticulas foram
incubados em 350 mL de tampéo (pH 7,4) utilizando uma membrana de
dialise. As amostras foram coletadas durante 72 horas, sendo que nas
primeiras 8 hs foram retiradas aliquotas a cada hora e, posteriormente a
cada 12 horas. As aliquotas foram filtradas e, analisadas por CLAE,
conforme descrito no item 2.3.

A cinética de liberagio e dissolugdo foi avaliada com o intuito
de investigar a influéncia da morfologia dos sistemas na liberacéo in
vitro do timol e carvacrol, bem como a indicacdo do tipo de transporte e
0s mecanismos envolvidos nesse processo, seguindo o modelo cinético
de Korsmeyer—Peppas (Equacéo 3).

IC;'—;: Kt™ Equagdo 3
Em que,
g—; = fracdo do farmaco liberado no tempo t

k = constante de liberacao
t = tempo (h)
n = indicacdo do tipo de transporte

2.8 Determinacéo do espalhamento de luz dindmico

As medidas de espalhamento de luz dindmico foram realizadas
em um angulo fixo de 90°, no espectrdmetro de espalhamento de luz
Brookhaven Instruments Corporation (gonidmetro BI-200, correlator
digital AT BI-9000), com lazer de He-Ne (comprimento de onda de 637
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nm e poténcia de 35 mW) como fonte de radiacdo. O raio hidrodinamico
(Rh) das nanoparticulas e a curva de distribuicdo dos tempos de relagéo,
A(t), foram obtidos a partir da analise da fungdo de autocorrelacdo
temporal da intensidade de luz espalhada. As func¢des de autocorrelacdo
foram tratadas aplicando-se a transformada inversa de Laplace
utilizando-se o algoritimo REPES (Regularized Positive Exponential
Sum), incorporada ao programa Gendist (Schillh, Brown, & Johnsen,
1994). A andlise da funcdo de autocorrelacdo fornece os valores das
frequéncias, I'(1/1), de relaxacdo das particulas em solugdo e a partir
deste foram calculados o coeficiente de difusdo (D= I'/q2) e o raio
hidrodinamico através da relagdo de Stokes-Einstein (Rh=kT/6anD).

2.9 Microscopia eletronica de transmissédo (MET) e microscopia
eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia das nanoparticulas por MET foram realizadas
utilizando um microscopio JEOL modelo JEM -1011 (Téquio, Japao)
operando a 70 kV. As solu¢bes contendo as nanoparticulas foram
previamente diluidas em agua ultrapura Milli-Q ®, e cerca de 5 uL de
cada amostra foi depositada sobre grids de cobre revestidas com
carbono (200 mesh). ApoGs secagem a temperatura ambiente, as grids
foram observadas no microscépio.

A morfologia das nanoparticulas por MEV foi obtida usando
microscopio eletrobnico de varredura JEOL modelo JSM-6390LV
(Téquio, Japdo). As solucdes contendo as nanoparticulas previamente
secas em mini spray-drier modelo B290 (Buichi-Sui¢a), com temperatura
de secagem 130 °C, bomba 25 %, aspiragdo 100 %, foram fixadas em
um suporte metélico de cobre (stubs) com auxilio de uma fita dupla-face
de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro em recobridora a
vécuo Leica EM SCD500 (Leica, EUA). A visualizacéo foi realizada em
aumentos de 300 a 2200 vezes, com uma voltagem de excitacdo de 10 a
15 kV.

2.10 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) foi usada para avaliar a
estabilidade e a degradacdo térmica das nanoparticulas carregadas ou
vazias em equipamento TGA-50 (Shimadzu Corporation, Quioto,
Japdo). Para cada amostra (previamente secas, conforme descrito no
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item 2.9), 10 mg foram aquecidas em cadinho de platina a uma razéo de
10 °C/min entre 25 e 600 °C, com um fluxo de nitrogénio de 40mL. min’
1

2.11 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As analises de DSC foram realizadas para as nanoparticulas e
amostra controle (ndo carregadas) em equipamento DSC-50 (Shimadzu
Corporation, Quioto, Japdo. Para cada amostra (previamente secas,
conforme descrito no item 2.9), 10 mg foram aquecidas em panela de
aluminio a uma razéo de 10°C.min™ com uma rampa de aquecimento de
-25 a 60 °C, resfriamento e posterior aguecimento a 150°C, com um
fluxo de nitrogénio de 40mL min™.

2.12 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram expressos como médias e desvio padrao
das determinages realizadas em triplicata. Os resultados foram
submetidos a analise de varidncia e a comparacdo de médias foi
realizada pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de 5 %,
utilizando-se o programa STATISTICA 7.

3 Resultados e Discussao

3.1 Estudo de estabilidade

O tamanho médio de particula (Z-ave), indice de polidisperséo

(IP), potencial zeta (C), eficiéncia de encapsulacdo (EE) e atividade
antioxidante (AA) foram os pardmetros selecionados como referéncia
para avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas em solugédo
expostas a duas temperaturas (6 e 20 °C) durante 90 dias de
armazenamento (Tabela 1). A formulagcdo NPT-vazia foi estudada para
avaliar o efeito da adicdo do OGleo essencial na matriz de zeina.



Tabela 1 Estudo da estabilidade nas nanoparticulas de zeina carregadas com 6leos essenciais, composto puro e controle.

Amostra/dia Z-ave (nm) IP ¢ (mV) EE (%) AA (%)
NPT-vazia

Dial 153,9 + 3,6° 0,173 £ 0,007a 31,73+0,9% 9,7+0,8c
Dia 30

6°C 154,2 + 3,2aA 0,147 £ 0,002aA 30,7+£2,6aA - 16,7 +2,3bB
20°C 159,5 + 1,4aA 0,149 + 0,01aA 26+223A - 24,5 £ 3,9aA
Dia 60

6°C 1575+£4,0 0,136 + 0,01 269+14 - 13,8 + 3,2bcA
20°C el ** ¥R e 17,5+ 1,8bA
Dia 90

6°C 1622+ 1,0 0,142 + 0,02 19+23 10,2 +5,7
20°C *x Hx *x Hok
Amostra/dia Z-ave (nm) IP £ (mV) EE (%) AA (%)
NPT-oregano

Dia 30

6°C 165,6 + 6,1aA 0,165 +0,01 aA 214 +16aA 71,2 +4,1aA 22,2+0,80bB
20°C 168,2 + 7,8aA 0,143 + 0,005 aA 21,8+0,8aA 715 +2,1aA 29,6 £0,7aA
Dia 60

6°C 164,0 £ 2,7aA 0,149 + 2,7 aA 230+4,0aA 71,08 +0,09aA 17,7 £ 0,9cA
20°C 1754 +7,0aA 0,150 + 0,006 aA 218 +14aA 69,9 £ 4,8aA 16,6 + 1,0dA
Dia 90

6°C 167 £ 2,7aA 0,151 +0,01 aA 23,1+56aA 73,4 +0,4aA 16,2 + 0,8cdB
20°C 159,6 + 8,1aA 0,152 + 0,002 aA 26,6 +9,0aA 74,0+ 3,73A 25,3 +3,2bA




Amostra /dia
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NPT-timol Z-ave (hm) IP £ (mV) EE (%) AA (%)
Dia 30
6°C 121,7 +9.2aA 0,236 + 0.04aA 9,36 £ 0.2cB 91,9 +£1,33A 72,1 + 6,8abB
20°C 108,0 + 6.4aA 0,248 + 0.02aA 12,7 £0.5abA 91,6 + 1,4aA 84,2 £ 0,1aA
Dia 60
6°C 122,8 + 8,2aA 0,249 + 0,01aA 9,38 +1,3cB 89,75 £ 1,6aA 59,3 £ 5,5cA
20°C 111,7 + 4,9aA 0,245 + 0,02aA 12,8+0,2abA 92,8 +15aA 50,3 £ 3,2cA
Dia 90
6°C 118,9 + 8,9aA 0,234 £0,01aA 9,3+0,2cB 92,4 £0,58A 62,5 £ 7,0bcA
20°C 110,1 +9,3aA 0,235 + 0,02aA 11,4+05bcA 924 +15aA 61,7 £ 4,1bcA
NPT-tomilho Z-ave (nm) IP ¢ (mV) EE (%) AA (%)
Dia 30
6°C 145,9 + 5,6abA 0,183 £ 0,01abA 25,1 £0,9aA 94,8 £ 0,2aA 23,3+ 1,7ab
20°C 148,4 + 5,0abA 0,162 + 0,01abcA 23,3+2,53A 94,5 £ 0,33A 273+1,7°
Dia 60
6°C 151,1 + 5,8abA 0,152 + 0,01bcdA 23,6 £0,9aA 93,4 £0,4aA 19,4 + 0,3abc
20°C 155,9 +6,5aA 0,159 +0,0labcA 23,7 £12aA 92,5 £0,7aA 18,6 + 0,3bc
Dia 90
6°C 156,4 + 7,3aA 0,124 + 0,01dA 23,1 +1,6aA 92,9 +0,2aA 21,9 £ 7,0abc
20°C 154,3 + 5,8abA 0,147 + 0,01cdA 24,4 £0,33A 93,9 £0,1aA 20,8 + 3,1abc
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Amostra/dia
NPT-carvacrol Z-ave (hm) IP £ (mV) EE (%) AA (%)
Dia 30
6°C 119,9 + 2,6°A 0,244 +0,01aA 11,7 £ 0,6¢cB 99,8 + 0,003aA 72,7 £ 4,7aA
20°C 111,8 + 0,6°A 0,223 + 0,02aA 13,9 £ 0,7bA 99,9 + 0,005aA 76,2 + 7,1aA
Dia 60
6°C 114,3 + 8,9°A 0,239 £ 0,03aA 11,0 £0,5cB 99,7 + 0,02aA 61,0 £ 3,8bA
20°C 110,2 + 7,8°A 0,244 + 0,02aA 14,1 + 0,3abA 99,8 + 0,02aA 43,2 +£0,5cB
Dia 90
6°C 112,5+11,8°A 0,225 +0,02aA 10,7 £ 0,9cA 99,9 £ 0,007aA 58,3 + 3,8bA
20°C 108,9 +5,7°A 0,248 + 0,03aA 11,3 +1,4cA 99,8 + 0,02aA 53,0 £ 2,2bcA

& Letras minusculas diferentes na mesma coluna sdo estatisticamente diferentes (p <0,05). Letras mailsculas diferentes na
mesma linha sdo estatisticamente diferentes Os resultados sédo expressos como médias de trés determinagfes + desvio padrdo.

** |nstavel

----- medida ndo realizada
Z-ave: tamanho de particula em nandmetros; IP: indice de polidispersdo; C: potencial zeta em mV; EE: eficiéncia de

encapsulacdo e AA: atividade antioxidante.
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Os parametros estudados revelaram que as nanoparticulas sdo
estaveis nas condicOes estudadas. Somente as nanoparticulas controle
armazenadas sob 20 °C, ap6s 2 meses de armazenamento, precipitaram,
impossibilitando com isso a continuidade das analises.

Z-ave, IP e ¢ sdo parametros primordiais na otimizacdo de
nanoparticulas estaveis para aplicagdes nutricionais e médicas.

Ao avaliarmos o tamanho de particula fatores como: natureza e
concentracdo do polimero na fase orgénica, polaridade dos solventes, a
natureza e proporgdo de fases internas / externas e a natureza sdo fatores
essenciais na determinacdo do tamanho (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010).

Nanoparticulas com dleos essenciais de orégano e tomilho
apresentaram tamanho de particulas superiores quando comparados aos
compostos puros (timol e carvacrol), isso pode ser devido ao fato dos
Oleos essencias das plantas (tomilho e orégano) ndo serem substancias
puras e conterem uma maior quantidade de compostos. Nanoparticulas
controle (vazias) apresentaram tamanho semelhante aquelas carregadas
com Oleos essenciais, esse fato pode ser explicado porque a presenca
dos 6leos essenciais na dispersdo desempenha funcdo de tensoativo,
impedindo que as particulas coalescam e aumentem o tamanho (RHEIN
et al., 2007). Esse fato foi observado claramente devido a instabilidade
guimica apresentada por essas particulas que apés o segundo més de
armazenamento impossibilitou a continuidade das analises devido a
precipitacdo e separacao de fases.

Nanoparticulas carregadas com timol, orégano e carvacrol ndo
variaram seu tamanho durante os 90 dias de observacgdo, apenas NPT-
tomilho apresentaram uma pequena varia¢do durante o periodo avaliado.

O tamanho médio das nanoparticulas variou entre 110 e 150
nm, nas duas temperaturas de armazenamento estudadas (6 e 20 °C),
durante os 90 dias de avaliacdo. Valores reduzidos de diametro de
particula, como encontrado neste estudo em torno de 150 nm sdo
fundamentais para a absorcao e distribuicéo in vivo das suspensdes. Wu,
Luo e Wang (2012), estudando a obtencdo de nanoparticulas de zeina
pelo método liquido-liquido carregadas com timol apresentaram
resultados superiores em relacdo ao tamanho de particula em torno de
269,4 £+ 32,9 nm, podendo estar relacionado a auséncia de surfactante na
formulagdo.
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Resultados de IP encontram-se abaixo de 0,3 em todas as
nanoparticulas estudadas revelando uma distribuicdo estreita de
tamanho, e uma boa homogeneidade das solucbes, durante o estudo de
armazenamento, esses resultados estdo de acordo com Wu, Luo e Wang
(2012).

Medidas de potencial zeta (¢, mv), dependem principalmente da
natureza quimica do polimero, do agente estabilizante e do pH do meio
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Medidas de potencial
zeta positivas sdo obtidas quando sdo usados polimeros catidnicos e
agentes estabilizantes ndo-ibnicos (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010). As nanoparticulas avaliadas no presente estudo,
apresentaram valores de potencial zeta na faixa entre +9 e +30 mV, e a
dispersdo coloidal apresentou um pH de 2,8, confirmando a carga
positiva da proteina, estando de acordo com resultados obtidos por Zou
et al. (2012) em nanoparticulas de zeina carregadas com
proantocianidinas.

De uma forma geral, o potencial zeta avalia a estabilidade das
dispers@es coloidais em suspensdo seguindo a regra de que os valores de
potencial zeta maiores do que £30 mV indicam particulas altamente
carregadas (negativa ou positivamente), proporcionando dispersdes
fisicamente estaveis devido a repulsdo eletrostatica imposta pelas cargas
(MEHNERT; MADER, 2012).

Como os resultados de potencial zeta ndo dependem apenas do
tipo de estabilizante utilizado, mas também do pH do meio e do tipo de
polimero, no presente estudo um surfactante ndo idnico que confere
estabilidade ao provocar um impedimento estérico, sua presenca na
camada externa da nanoparticula pode acarretar uma diminuicdo do
valor de potencial zeta devido a modificagdes no plano de cisalhamento
da particula. Assim, ndo apenas a carga do surfactante justifica a
manutencdo da dispersdo dentro da faixa de estabilidade tedrica
(MEHNERT; MADER, 2012).

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo nos 6leos de
orégano e tomilho, a mesma foi expressa em relagcdo ao contetdo de
timol para orégano e carvacrol para o tomilho. A concentragdo de timol
no 6leo de orégano foi de 9,5 + 0,4 mg de timol/100 mg de 6leo € a
concentracdo de carvacrol no 6leo de tomilho foi de 6,4 + 0,9 mg de
carvacrol/100 mg de 6leo.
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A eficiéncia de encapsulacdo é o principal parametro para
avaliar a estabilidade de um composto encapsulado durante o seu
armazenamento. No presente estudo durante os 90 dias de observagéo e
nas duas temperaturas avaliadas ocorreram pequenas variagbes no
conteudo de timol e carvacrol das nanoparticulas, mostrando uma forte
interacdo dos 6leos essenciais com a zeina, revelando ser um bom
material de parede. Além disso, 0 método de encapsulacdo por
nanoprecipitacdo mostrou-se muito eficiente, pois possibilita o
armazenamento das nanoparticulas em solucéo facilitando o manuseio e
aplicacdo destas em produtos alimenticios. NPT-tomilho apresentaram
melhores resultados de EE quando comparadas com as NP-orégano.

A eficiéncia de encapsulacdo pelo método de nanoprecipitacdo
depende de alguns fatores determinantes como: tipo de revestimento
utilizado, da interacéo deste com o composto ativo, natureza quimica do
composto ativo e sua polaridade. Desta forma a eficiéncia de
encapsulacdo em compostos hidrofilicos pode atingir valores maximos
de 10 %, e em casos de compostos lipofilicos esses resultados podem ser
superiores a 70 % (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Estudos realizados por Wu, Luo e Wang (2012) sobre
carregamento do timol nas matrizes de zeina pelo método liquido-
liquido obtiveram EE em torno de 90 %, exatamente como no presente
estudo. Hosseini et al. (2013) ao encapsular éleo de orégano (rico em
timol) na presenca de quitosana obteve eficiéncia de encapsulacdo de
24%.

As nanoparticulas carregadas com os Oleos essenciais
apresentaram capacidade de inibir o radical DPPH durante o tempo de
estudo. Apds 30 dias de andlise, pode se observar um aumento da AA
das NPT, isso pode ser explicado pelo fato das nanoparticulas
permanecerem em solucdo durante a estocagem podendo ocorrer um
acumulo de composto ativo (timol e carvacrol) na solugdo devido a
liberacdo pelas nanoparticulas para o meio com o decorrer do tempo. Os
6leos essenciais apresentaram resultados inferiores de AA quando
comparados aos compostos puros, isso pode ser explicado devido a
melhor disponibilidade do timol e carvacrol para reagir com o radical
DPPH, e pelo fato que os 6leos essenciais sejam composto por uma
matriz mais complexa. NPT-controle mostraram que a zeina também
apresenta uma certa capacidade em inibir o radical DPPH, estando de
acordo com Wu, Luo e Wang (2012).
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3.2 Avaliacdes da atividade antimicrobiana

Através da analise do tamanho do halo de inibicdo (Tabela 2),
foi possivel observar a capacidade de inibicdo das nanoparticulas com
todos os microrganismos estudados.

Tabela 2 Atividade antimicrobiana das nanoparticulas carregadas com os 6leos
essenciais e controle frente a diferentes microrganismos

Listeria Escherichia ~ Salmonella  Staphylococcus

Coli enterica aureus
Amostra Monocytogenes

ATCC 7644 ATCC 25922 ATCC 14028 ATCC 2593

NPT-vazia - - - -
++ ++
NPT-oregano + +
i +++ +++
NPT- timol + +
. ++ ++
NPT-tomilho + +
+++ +++
NPT- carvacrol + +

Diametro médio dos halos de inibicdo em mm ja subtraido o valor do didmetro
interno do pogo: + 1mm; ++= 2-4mm, +++5-8 mm e - =auséncia do halo de
inibicdo

Estudos relatam que as bactérias gram-positivas sdo mais
sensiveis aos 6leos essenciais do que as bactérias gram-negativas. Estes
resultados estdo em concordancia com o presente estudo sendo que as
nanoparticulas carregadas com os Oleos essenciais na presenca das
bactérias Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus apresentaram
um maior halo de inibicdo quando comparado com as demais gram-
negativas. A menor sensibilidade para bactérias gram negativas frente
aos compostos contidos nas nanoparticulas pode ser explicada pelo fato
desses microrganismos apresentarem na sua membrana, uma camada
externa lipopolissacaridica (LPS) limitando a difusdo dos compostos
hidrofdbicos. Os 6leos essenciais apresentam capacidade de desintegrar
essa membrana externa da bactéria gram-negativa, liberando o LPS, e
assim aumentando a permeabilidade da adenosina trifosfato (ATP), na
membrana citoplasmatica e, alterando a permeabilidade passiva da
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célula. Dessa forma é necessaria uma maior concentragdo de agente
antimicrobiano para obter o mesmo efeito obtido nas bactérias Gram-
positivas (SMITH-PALMER et al., 1997; GUARDA et al., 2011).

Foi possivel também observar uma maior atividade
antimicrobiana dos compostos puros em relacdo aos Oleos brutos
(orégano e tomilho) estando estes resultados de acordo com os de
atividade antioxidante neste mesmo estudo, revelando que a matriz
complexa desses compostos pode interferir na liberacdo dos mesmos
para 0 meio.

2.4 Estudos de liberagéo

A velocidade de liberacdo de principios ativos a partir de
sistemas nanoparticulados pode ser influenciada pela combinacdo de
diversos fatores, tais como caracteristicas da matriz polimérica
(espessura, porosidade, capacidade de intumescimento e combinacgdo de
duas matrizes), tamanho das nanoparticulas, localizacdo e concentracdo
do composto ativo no interior das particulas, das propriedades fisico-
guimicas do farmaco e do polimero.

O perfil de liberacdo das nanoparticulas carregadas com o0s
6leos essenciais na presenca da solucdo tampdo, esta presentado na
Figura 1. Os 6leos essenciais apresentaram uma liberacdo controlada ao
longo do tempo (em torno de 50 % em 8 horas), sem a presenca de
efeitos burst, mostrando uma forte interagdo destes com o material de
parede, e revelando a zeina como um bom revestimento.

Hosseini et al. (2013) avaliaram a liberacdo de 6leo de orégano
aprisionado em nanoesferas de quitosana em diferentes concentragdes,
em apenas 3hs de observacéo, cerca de 82 % do composto ativo ja havia
sido liberado. Luo et al. (2013) estudaram a encapsulacdo de
glicosinolatos (indole-3-carbinol and 3,3’-diindolilmetano), utilizando
como material de parede uma combinagdo de zeina/carboximetil
quitosana, obteve resultados inferiores aos apresentado no presente
estudo, foi observado um acentuado efeito burst em apenas 0,5 h onde
foi liberado 50% do seu composto ativo.

Estudos cinéticos foram conduzidos de acordo com o modelo de
Korsmeyer—Peppas (Tabela 3), foi possivel obter a indicacdo do tipo de
transporte bem como 0s mecanismos envolvidos nesse processo, através
de parametros obtidos pelos resultados de n e K, respectivamente.

NPT-orégano e timol apresentaram transporte caracteristico de
difusdo andmala, nestes casos o mecanismo de difusdo é uma
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combinacdo entre Fickiana e ndo Fickiana onde o valor de n (Equacéo
3) esta entre 0,5 e 1,0 (n=0,5265 e n=0,6451), respectivamente para
orégano e timol. Difusdo andmala ocorre quando as taxas de difusdo e
relaxamento do polimero sdo comparaveis. NPT-carvacrol apresentou
comportamento classificado como super transporte do tipo Il (n>1), no
transporte do caso Il a taxa de difusdo € muito maior que a taxa de
relaxamento do polimero. NPT-tomilho apresentou valores de n=0,3207,
porém ndo sdo descritos na literatura mecanismos de transporte para
valores de n menores do que 0,5. Mas de certa forma se encaixa na
classificacdo de difusdo Fickiana simples (n=5), onde a taxa de difusdo é
muito mais lenta do que o processo de relaxamento do polimero
(CRANK, 1955; MASTROMATTEO et al., 2010).

As constantes de velocidade de liberacdo (K) foram menores
para 0s compostos puros, quando comparados com os 0leos brutos
indicando timol e carvacrol isolados apresentarem uma liberagcdo mais
lenta.

Coeficientes de correlagdo linear proximos a 1 foram obtidos
para os sistemas nanoparticulados estudados.

Tabela 3 Constantes de velocidade de liberagdo (K), coeficiente de correlagdo
linear (R%) e o mecanismo de liberagéo (n) referente aos perfis de liberagdo dos
sistemas nanoparticulados.

Korsmeyer Peppas

Amostra R? K n

NPT-orégano 0,9859 0,3194 0,5265
NPT-timol 0,9823 0,2847 0,6451
NPT-tomilho 0,9391 0,4804 0,3207

NPT-carvacrol 0,9522 0,1387 11,0295




70

Figura 1 Perfil de liberagdo dos compostos encapsulados.
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3.4 Calorimetria exploratoria diferencial

As analises de calorimetria exploratéria diferencial sdo muito
utilizadas para confirmar o aprisionamento de um composto ativo em
uma matriz polimérica, bem como possiveis interacbes que ocorrem
entre ambos, com supostos desaparecimentos ou deslocamentos de picos
de fusdo, cristalizacdo ou outras transicdes térmicas.

Os termogramas das nanoparticulas carregadas com o0s 6leos
essenciais, compostos puros (timol e carvacrol), nanoparticula controle e
zeina sdo apresentados na Figura 2.

Nos termogramas de zeina foram realizadas duas corridas, a
primeira de -50 °C a 100 °C para apagar a histdria térmica, seguida de
um resfriamento com posterior aquecimento até 150°C.

Nanoparticulas controle (vazias), apresentaram um pico
endotérmico de fusdo em 51,96 °C, referente a presenga do surfactante
Pluronic. O pico do Pluronic repetiu-se nos termogramas das
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nanoparticulas, na mesma temperatura de fusdo do timol, podendo
mascarar o0 resultado, mas ao comparar 0s picos pode-se observar a
semelhanca. Podaralla e Perumal (2012), ao avaliar a encapsulacdo de
zeina com 6,7-dihidroxicumarina, utilizando Pluronic como surfactante
observou a presenca do pico endotérmico em torno de 50 °C referente ao
Pluronic. Li et al. (2014), ao avaliar nanoparticulas de zeina/caseinato de
sodio carregados com timol, observaram a supressao do pico cristalino
do timol em 50 °C, com a encapsulacao.

Comparando os termogramas do carvacrol e os 6leos essenciais
de orégano e tomilho puros com ponto fusdo em torno de 0 °C, com o0s
termogramas das nanoparticulas carregadas com esses respectivos
compostos observa-se auséncia dessas transi¢cGes nessas temperaturas,
confirmando a encapsulacéo e a sua protecao.

A encapsulacdo se confirma pela auséncia dos picos
endotérmicos dos Oleos essenciais e respectivos compostos puros
estudados, ao observar os termogramas das nanoparticulas carregadas,
possivelmente devido a formacdo de um complexo com a zeina dentro
da matriz polimérica, corroborando com os bons resultados de eficiéncia
de encapsulagdo
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Figura 2 Transigdes térmicas referentes a zeina, 6leos essenciais: a) orégano e b) tomilho, compostos puros: ¢) timol e d)
carvacrol, NPT-controle, e nanoparticulas carregadas.
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3.5 Analises termogravimétrica (TGA)

Anélise termogravimétrica € uma técnica muito Util para avaliar
a perda de peso de uma amostra em fungdo da temperatura e para avaliar
a sua estabilidade térmica. Conforme mostrado na Figura 3 e Tabela 4,
0s Oleos essenciais apresentaram apenas uma etapa de perda de massa,
enquanto as nanoparticulas de zeina carregadas com os 6leos essenciais
apresentaram de duas a trés etapas de perda de massa. A primeira perda
de massa foi atribuida a perda de agua adsorvida. A segunda e terceira
perdas de massa foram atribuidas a degradacdo da estrutura da proteina.

As nanoparticulas carregadas com o0s 0Gleos essenciais
apresentaram comportamento semelhante entre si. Ao analisar o inicio
da temperatura de fusdo para os 6leo de orégano e tomilho, timol e
carvacrol em temperaturas baixas, entre 50 °C e 120 °C (RAMOS et al.
2012), pode ser observado que esses compostos quando na presenca de
zeina, deslocam essas temperaturas para valores superiores,
confirmando a interacdo entre eles. A encapsulacdo também foi
confirmada pela maior perda de massa dos compostos puros em rela¢éo
as nanoparticulas carregadas. Nanoparticulas vazias também
apresentaram comportamento semelhante, confirmando o aumento da
resisténcia dos compostos encapsulados quando submetidos ao
aquecimento.
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Tabela 4 TransicOes térmicas referentes a zeina, 6leos essenciais (orégano e tomilho), compostos puros (timol e carvacrol), NPT -

controle, e nanoparticulas carregadas.

Transicdes . NPT  éleode NPT . NPT  dleode NPT NPT
L zeina . . ) timol . . . carvacrol

térmicas vazia orégano orégano timol  tomilho  tomilho carvacrol
Ponto 1 (°C) 83,7 68,05 106,9 1225  138,8 1989 54,9 66,2 144 356,3
Ponto 2 (°C) 3852 4414 178,1 355,4 176,9 357,8 112 364,2 187,3 448,6
Ponto 3 (°C) 0 0 0 441,3 0 450,3 0 438,5 0 0
Perda de

massal(%) >0 08 9907 05 981 16 984 2,1 94,8 19,1
Perda de 738 939 0 20,3 0 148 0 17,5 0 76,5
massa 2 (%)

Perda de 0 0 0 72,8 0o 779 0 62,4 0 0

massa 3 (%)




Figura 3 Termogramas (TGA) referentes a zeina, 6leos essenciais: a) orégano e

nanoparticulas carregadas.
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3.6 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

Pelas andlises de DLS é possivel medir as flutuagbes na
intensidade da luz espalhada por um pequeno volume de uma solucéo na
escala de microssegundos, estando diretamente relacionada ao
movimento browniano do soluto. A Figura 4 ilustra a funcdo de
autocorrelagdo normalizada de intensidade do tempo G(t) em 90° e a
distribui¢do normalizada do tempo de decaimento TA (1) e na abcissa o
tempo de decaimento log T (us), onde (1) € o tempo de espera entre duas
leituras consecutivas, normalmente de poucos microssegundos e (A) o
guadrado da média da intensidade da luz espalhada.
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No caso de particulas pequenas, a funcdo de auto-correlacdo
entre as intensidades diminui mais rapidamente com o tempo, do que no
caso de particulas grandes. A intensidade de espalhamento e a funcéo de
auto-correlacdo possuem um valor maximo. Com o passar do tempo, a
intensidade de espalhamento terd cada vez menos correlagdo com a
intensidade de espalhamento inicial, e a média sobre os produtos das
intensidades, que é G(t), tende a zero. Normalmente admite-se que G(t)
decai exponencialmente em funcdo do tempo. Os equipamentos
utilizados para medir tamanho de particulas sdo dotados de software que
encontra a curva que melhor se ajusta aos pontos gerados pela funcéo de
autocorrelagdo, ou seja, encontra um valor apropriado para T
(SCHARTL, 2007).

Pode ser observado que todas as nanoparticulas apresentaram
um comportamento monomodal, exceto para o carvacrol que apresenta
dois diferentes grupos de tamanhos de particulas.

Comparando os resultados de raio hidrodindmico (Rh) obtidos
no equipamento da Brookhaven com o didmetro hidrodindmico obtido
no equipamento Zetasizer Nano Series foi observada uma pequena
diferenca no tamanho da nanoparticuclas. Tamanhos maiores sdo
encontrados no equipamento Zetasizer Nano Series o qual pode ser
explicado pela dependéncia angular da funcdo de autocorrelacdo
(FAYAD etal., 2013).

Figura 4 Funcdo de correlacdo e distribuicdo do tempo de decaimento das
nanoparticulas estudadas. a) NPT-orégano; b) NPT-timol; c)NPT-tomilho e d)
NPT-carvacrol.

=—tAx) |

L05<T
L

10,0

log < (us)



g2(x)-1

92(x)-1

1,0 R.= 40,3 nm o g2 L1,0
fit
—»—1A(1)
0,5 0,5 £
<
[
0,0 susssssnnea Naud. o 0,0
T T T % T
i) 2 3 4 5 6
logr (us)
1,042 R=564nm | © 926H1] 1,0
I it
'\— =—1A(T)
T
03 05 <
&
0,0 -,.m.."."./ - 0,0
1 2 3 4 5 6

78



79

92(-1 L 10
—fit
—=—1A(x)
i —
— 0,5 &
- <
N [
()}
2 +0,0
T T
2 4 6

log t (us)

3.7 Microscopia eletrnica de transmissao (MET)

Anélises de MET foram realizadas na NPT-controle e nas
nanoparticulas carregadas (Figura 5). O didmetro médio das particulas
analisadas por TEM diferiram dos resultados obtidos pela espalhamento
de luz dindmico (DLS) medidos nos angulo de 173° (Zetasizer Nano
Series) e 90° (Brookhaven Instrument). Isso pode ser explicado pelo
processo de preparacdo da amostra para a realizacdo das analises de
MET, como a remog¢éo do solvente, podendo causar modificacdes que
podem influenciar no formato e tamanho das nanoparticulas (de
CARVALHO et al., 2013). Esta diferenca pode ser também atribuida ao
achatamento das particulas no grid e ao menor nimero de particulas
visualizadas por MET quando comparadas as técnicas de DLS.

Observando-se as micrografias obtidas da amostra controle
(NPT-vazia), foi possivel observar a presenca de um nicleo vazio e
menos denso quando comparado com as nanoparticulas carregadas,
comportamento semelhante foi observado por Gauche (2013), ao estudar
nanoparticulas de gliadina.
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Figura 5 Micrografias de microscopia eletrbnica de transmissdo das
nanoparticulas de zeina carregadas com Oleos essenciais e nanoparticula

A

controle.
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3.8 Microscopia Eletrénica de varredura (MEV)

Anélises de MEV foram realizadas na NPT-controle e nas
nanoparticulas carregadas (Figura 6). As nanoparticulas em estudo
foram secas em spray-drier para que fosse avaliada sua estrutura,
propriedades de superficie e porosidade. Devido ao processo de
secagem estas apresentaram tamanhos variados e superiores quando
comparados as demais técnicas estudadas.

De uma forma geral, as particulas apresentaram auséncia de
material livre na superficie, com superficie lisa, compacta, com formato
esférico e auséncia de poros. As paredes externas ndo apresentaram
fissuras ou rachaduras sendo muito importante para garantir uma maior
protecdo e retencdo do agente encapsulado, e por se tratar de compostos
altamente volateis impede a permeabilidade dos mesmos.
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Figura 6 Micrografias de Microscopia Eletronica de Varredura das
nanoparticulas de zeina carregadas com Oleos essenciais e nanoparticula
controle.
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4 Conclusao

No presente trabalho, nanoparticulas de zeina carregadas com
timol obtidas pelo método de nanoprecipitacdo foram caracterizadas. O
método mostrou-se eficiente para obtencdo de dispersdes de
nanoparticulas estaveis. Os pardmetros de Z-ave (nm), IP, { (mV), AA
e EE, revelaram que as nanoparticulas sdo estaveis nas condi¢des
estudadas, possibilitando o seu armazenamento em dispersdo durante 0s
90 dias de observacdo. Somente as nanoparticulas controle armazenadas
sob 20 °C, ap6s 2 meses de armazenamento, precipitaram,
impossibilitando com isso a continuidade das analises.

Nanoparticulas carregadas com 0leos essencias apresentaram
maior atividade antimicrobiana frente as bactérias gram-positivas do que
as gram-negativas, através da observacdo do tamanho do halo de
inibicdo.

As nanoparticulas apresentaram uma liberacdo controlada ao
longo do tempo (50 % em 8 horas), sem a presenca de efeitos burst,
mostrando uma forte interacdo dos compostos encapsulados com o
material de parede. Os mecanismos de transporte variaram entre 0s
encapsulados. NPT-timol e NPT-orégano apresentaram comportamento
de difusdo anémala, formando uma combinacdo entre Fickiana e ndo
Fickiana. NPT-carvacrol apresentou comportamento classificado como
super transporte do tipo 1l (n>1), e NPT-tomilho apresentou valores de
“n” menores que 0,5. Porém ndo sdo descritos na literatura mecanismos
de transporte para esses valores.

As nanoparticulas apresentaram caracteristicas distintas aos
6leos essencias e aos compostos puros, sendo comprovado pelas
técnicas de MEV, MET, DSC e TGA.

Comparando os resultados de tamanho de particula obtidos por DLS e
MET estes estdo em concordancia, levando em consideracdo as
caracteristicas inerentes de cada técnica.

Em resumo, do ponto de vista fisico-quimico, os resultados
encontrados, indicam que as nanoparticulas de zeiha carregadas com
6leos essenciais sdo estaveis.
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CAPITULO 3

CARACTERIZAGAO DE FILMES DE POLI (OXIDO ETILENO)
INCORPORADOS COM NANOPARTICULAS DE ZEINA
CARREGADA COM MONOTERPENOS FENOLICOS.
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Resumo

Dispersdes de nanoparticulas de zeina carregadas com timol e carvacrol
foram incorporadas nas concentrac@es de 30, 50 e 70 % (v/v) na solucdo
filmogénica de poli (6xido de etileno) (PEO) a 3 % (m/v), com intuito
de investigar os seus efeitos com relacdo as propriedades estruturais,
mecanicas, Oticas, reoldgicas, molhabilidade, térmicas, morfolégicas e o
potencial antioxidante. A interacdo entre as nanoparticulas e o PEO foi
confirmada pelas técnicas de Calorimetria Exploratéria Diferencial,
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier e
Microscopia Eletronica de Varredura. Com a incorporacdo das
nanoparticulas foram observadas aumento da estabilidade térmica;
acréscimo na atividade antioxidante; aumento da hidrofobicidade dos
filmes até concentracdes de 50 %, aumento do indice de consisténcia
com o incremento das concentracBes de nanoparticulas nas solugdes
filmogénicas com comportamento ndo newtoniano; aumento da
coloragdo e opacidade dos filmes e manutencdo do efeito plastificante e
luminosidade dos filmes de PEO. Os filmes contendo as nanoparticulas
e PEO atuaram como filtros & radiacdo ultravioleta e visivel, quando
comparados aos filmes sem as nanoparticulas.

Palavras chaves: Filmes. Nanoparticulas. Oleos essenciais.
Abstract

Dispersions of thymol and carvacrol loaded on zein nanoparticles were
incorporated at concentrations of 30, 50 and 70% (v / v) in 3% (w / V)
poly (ethylene oxide) (PEO) filmogenic solutions, in order to investigate
their effects in the structural, mechanical, optical, rheological,
wettability, thermal, morphological properties and the antioxidant
potential. The interaction between the nanoparticles and PEO was
confirmed by the techniques of Differential Scanning Calorimetry,
Infrared Spectroscopy with Fourier Transform and Scanning Electron
Microscopy. By nanoparticles incorporation were observed increase on
the thermal stability, in the antioxidant activity and the hydrophobicity
of the films up to concentrations of 50%. Also, increasing the
consistency index by nanoparticles increasing in the filmogenic solution
with non-Newtonian behavior; increase in color and opacity of the films
and maintenance in the brightness and plasticizing effect of the PEO
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film. The PEO films containing nanoparticles had ultraviolet and visible
radiation filter function, when compared to films without the
nanoparticles.

Keywords: films, nanoparticles, essential oil

1 Introducgéo

Plasticos convencionais como polietileno, polipropileno,
policloreto de vinila, polietileno tereftalato sdo derivados do petréleo, e
implicam em sérias preocupacfes ambientais. Polimeros biodegradaveis
como poli (6xido de etileno) (PEO) representam uma alternativa frente
aos materiais plasticos convencionais, podendo ser aplicado na industria
de alimentos (ATARES; CHIRALT, 2016)

O poli (6xido de etileno) ¢ uma macromolécula linear que
contém em sua cadeia a unidade monomérica  (-CH,-CH,-O-) e
grupamentos terminais R = OH e R’= H. E obtido da polimerizagdo por
abertura do anel do Oxido de etileno. Comercialmente, encontram-se
disponiveis polimeros com massa molecular até 5.10° g.mol™. O PEO é
compativel com uma vasta gama de plasticizantes, compostos de baixa
massa molecular e outros polimeros. Em temperatura ambiente o PEO é
muito sollvel em agua, e uma grande quantidade de solventes organicos
como acetonitrila, diclorometano e tetrahidrofurano entre outros
(DHAWAN:; VARMA,; SINHA, 2006b).

Polimeros como PEO, podem ser utilizados como filmes para
revestimentos de alimentos, porém a sua alta solubilidade em &gua,
limita suas propriedades de aplicacdo em embalagens de alimentos.
Uma alternativa na melhoria dessas propriedades ¢é a produgao de filmes
nanocompésitos de PEO (DHAWAN; VARMA,; SINHA, 2006a).

Nanocompdsitos poliméricos sdo materiais formados por uma
matriz polimérica reforcada com uma pequena quantidade, em geral
abaixo de 5 % em massa, de uma carga nanométrica. Revestimentos
nanocompésitos compreendem normalmente duas fases: uma amorfa e
uma cristalina, ou duas fases cristalinas (ZHANG et al., 2003).

Devido ao reforgo fornecido pelas particulas nanométricas
dispersas no material do biopolimero, ocorre uma acentuada melhoria
nas propriedades das embalagens, em comparagdo com o polimero puro.
Além disso, a incorporacdo de ingredientes biologicamente ativos, como
Oleos essenciais, presentes nas nanoparticulas, conferem propriedades
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funcionais desejadas para os materiais de embalagem (MARTUCCI et
al. 2015).

Na literatura sdo vastos os estudos utilizando 6leos essenciais
em revestimentos biodegradaveis (MARTUCCI et al. 2015; HOSSEINI
et al., 2015; ), ou em plésticos derivados do petréleo (RAMOS et al.,
2012; RAMOS et al., 2014) e também a utilizacdo de PEO em blendas
e filmes (WANG et al., 2001; PEREIRA et al, 2009; PEREIRA, et al,
2010; JAGADISH; RAJ, 2011; BOSTAN et al.,, 2014), no entanto
inexistem trabalhos com filmes de PEO incorporado com nanoparticulas
poliméricas carregadas com 6leos essenciais.

Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi desenvolver filmes
de PEO, incorporar nanoparticulas poliméricas de timol e carvacrol e
caracterizar com relacdo as propriedades fisico-quimicas, mecanicas,
oticas, reoldgicas, molhabilidade, térmicas, estruturais, morfoldgicas e
atividade antioxidante.

2 Material e Métodos

2.1 Material

Proteina zeina, timol, carvacrol, poloxamer (Pluronic F68),
sorbitol e poli (6xido de etileno) - massa molar média de 10° g.mol™,
utilizados foram da Sigma Aldrich.

2.2 Preparacao das nanoparticulas de zeina carregadas com timol e
carvacrol

Nanoparticulas de zeina carregadas com timol (NPT-timol), e
carvacrol (NPT-carvacrol) foram preparadas pelo método de
nanoprecipitacao, de acordo com Parris et al. (2005) e Rosa et al (2015)
(conforme descrito no capitulo 2). A solugdo de zeina foi preparada
dissolvendo 20 mg.mL™ de zefna em 10 mL de uma solucéo aquosa de
etanol (85 % v/v), sendo mantida sob agitagdo magnética durante 15 h.
Posteriormente 100 mg dos dleos essenciais foram adicionados nas
solucdes de zeina. As solugdes de zeina contendo os 6leos essenciais
(10 mL) foram dispersas em 30 mL de solucdo aquosa de Pluronic F68
(1,5 % m/v) sob homogeneizagdo em Ultra Turrax (Modelo T25, IKA-
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Works, Inc., Cincinnati) a 3000 rpm por 3 minutos. O etanol foi
evaporado em capela com exaustao por 15 h.

2.3 Preparacao dos filmes

Os filmes foram preparados pelo método de casting. As
solucbes aquosas de PEO (3 % m/v) e solugdes de nanoparticulas de
timol e carvacrol nas proporcoes de 100/0 (PEO puro); 70/30; 50/50 e
30/70 (v/v) respectivamente, doravante chamadas de solugdes de 30, 50
e 70 % (v/v). As solugBes filmogénicas foram mantidas sob agitacdo
magnética por 5 horas a 20 °C, para perfeita homogeneizagdo. Os filmes
foram preparados colocando-se 10 g das solucdes filmogénicas em
placas de Petri de poliestireno (10 cm de diametro) até completa
evaporagdo do solvente, em estufa a vacuo (Modelo TE-395, Tecnal),
sob abrigo da luz, a temperatura de 25 °C.

2.4 Medidas de espessura dos filmes

A espessura dos filmes foi medida utilizando o micrémetro
digital DIGIMESS 110.284 (S&o Paulo, Brasil) com divisdes de 0,01
mm e capacidade de leitura de 0-25 mm. As medidas de espessura foram
tomadas aleatoriamente em 5 locais dos corpos de provas em cada
replicata.

2.5 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes, tensdo maxima e
mabdulo de elasticidade ou médulo de Young foram obtidos usando o
texturdbmetro TA.TX2-Plus (Stable Micro Systems - Inglaterra),
controlado pelo software Exponent Stable Micro System, com célula de
carga de 50 kgf, conforme o método ASTM D882-12 (ASTM, 1995),
gue compreende a determinagdo das propriedades de tensdo ou tragdo de
plasticos em forma de folhas delgadas, incluindo filmes, com espessura
menor do que 1,0 mm. As dimensGes dos corpos de prova foram de 50
mm de comprimento e 254 mm de largura. Foram efetuadas
aproximadamente 10 repeti¢des de cada amostra. Antes das leituras, as
amostras foram equilibradas durante uma semana a umidade relativa de
57 %, em dessecador com solugdo saturada de brometo de sédio (NaBr)
a 25 £ 2 °C. As medidas foram efetuadas dentro de um tempo médio de
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5 minutos para que as condicOes de temperatura e umidade relativa do ar
ndo interfiram nos resultados experimentais.

2.6 Determinacdo do angulo de contato

O angulo de contato dos filmes foi obtido a 20 °C utilizando o
equipamento  OCA 15EC (Filderstadt, Alemanha), com sistema
processador de imagem de alta resolugdo Data Physics Instruments. A
temperatura dos ensaios foi ambiente (20 °C) e o volume dos liquidos
depositados sobre a superficie de cada filme foi de 5 pL, 4 uL e 0,8 pL
para agua deionizada, formamida e diiodometano, respectivamente. As
medidas do angulo estatico foram automatizadas e os dados
apresentados correspondem ao valor da média final.

2.7 Determinacao da energia livre superficial

A energia livre superficial e seus componentes (polar e
dispersivo) nos filmes foram calculadas pelo modelo de Owens-Wendt,
geralmente utilizado para sélidos com baixa energia superficial, tais
como os polimeros. Esses pesquisadores provaram que a energia livre
superficial total de um sélido, ys, pode ser expressa como a soma do
componente dispersivo, y&, e polar, ¥/ (Equagdo 1). A equacdo de
Owens-Wendt (Equacdo 2) aplica os dados dos liquidos polares e ndo
polares, com componentes dispersivos, yf, e polares y? conhecidos, da
energia livre superficial total e do angulo de contato, 8 (JAMSHIDIAN
etal., 2012).

YE=vE+vE (Equagio 1)

y.(1+ cosf) =2 <\/y‘§y‘z + \/Vg]/f ) (Equacdo 2)
onde y;, é a tensdo superficial do liquido.
Para esta medida, trés diferentes liquidos, 4gua deionizada (y”
= 72.8 mN/m, y%= 21.8 mN/m, y? = 51.0 mN/m), diiodometano
(¥T=50.8 mN/m, y¢=50.8 mN/m, y?=0 mN/m) e formamida (y= 58.0

mN/m, y%= 39.0 mN/m, y? = 19.0 mN/m) foram testados para cada
filme.
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2.8 Medidas de cor

A cor dos filmes foi determinada utilizando um colorimetro
Minolta (CR 400; Minolta , Japdo ), de acordo com a escala de Hunter e
CIE. Valores de cores L* -(luminosidade), a* (verde- vermelho) e b*
(amarelo-azul) foram obtidos com trés medicGes das amostras de filme,
e uma placa de cor branca foi usada como padrdo para a calibragdo.
Diferenca total de cor (AEab) foi calculada para o filme controle e o
padrdo, utilizando a Equacéo 3.

AEab = { (AL)?> + (Aa)? + (Ab)?} /2 (Equagio 3)
Onde: A

Q = Acontrole - agmostra
Ab = bCOTLtrOle — bamostra

AL = Lcontrale = Lamostra

2.9 Transmisséo de luz e opacidade

Para as medidas de transmissdo de luz e opacidade, os filmes
foram recortados, em triplicata, em tamanhos retangulares (5 cm x 1 cm)
para que se encaixem em cubetas de quartzo. A transmissdo de luz
através dos filmes foi medida pela exposicdo dos filmes aos
comprimentos de onda de 210 e 320 nm (regido ultravioleta) e 500 e 620
nm (regido visivel), utilizando o espectrofotdmetro UV-visivel Hitachi
modelo U-1800 (Tdquio, Japdo). A opacidade dos filmes foi
determinada de acordo com o método usado por Park, (2004) e
colaboradores, através da leitura da absorbancia dos filmes no
comprimento de onda de 600 nm usando espectrofotémetro UV-visivel
Hitachi modelo U-1800 (Tdquio, Japdo). A opacidade foi calculada
através da Equacéo 4.

0 = Abs600/x (Equacéo 4)

Onde: Abs600 representa o valor da absorbancia em 600 nm e x a
espessura dos filmes (mm). De acordo com esta equagdo, valores altos
de O indicam menos transparéncia e maior o grau de opacidade. Uma
cubeta vazia (controle) foi utilizada como referéncia.

2.10 Comportamento reoldgico das soluges filmogénicas

As medidas reoldgicas das solug¢bes filmogénicas de PEO
incorporadas por nanoparticulas, assim como das solucGes de PEO
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foram realizadas em diferentes temperaturas 15, 25 e 35 °C em um
Rebmetro Brookfield RVDV-IIICP, modelo de spindle do tipo SSA,
SC4-27, equipado com um banho termoestatizado para controle da
temperatura, os dados foram computados utilizando o Software
Rheocalc 32. Todas as amostras foram deixadas em repouso por 10 min
depois de colocadas no porta amostras para equilibrar a temperatura e
induzir o estresse de relaxamento. Medi¢Ges de fluxo em estado
estacionario foram realizadas para cada amostra em cada temperatura
durante 20 min e os parametros reol6gicos (tensdo de cisalhamento, taxa
de deformacdo, viscosidade aparente) foram obtidos a partir do
software. As curvas de fluxo experimentais foram ajustados para o
modelo de Lei da Poténcia, dado pela Equacéo 5.

T =k(y)" (Equagéo 5)

T= tensdo de cisalhamento (Pa)

k: indice consisténcia (Pa.s")

v: taxa de deformacéo

n: indice de comportamento do fluxo (adimensional).

2.11 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

A espectroscopia no infravermelho (FTIR) foi realizada para
observar as interagdes estruturais dos filmes de PEO incorporados com
as nanoparticulas. Os espectros no infravermelho foram obtidos na
regido entre 4500 e 500 cm™ com resolucéo de 1 cm™ utilizando médulo
de refletancia atenuada (ATR) em equipamento Perkin Elmer FTIR/NIR
Spectrometer Frontier, com 40 varreduras e precisdo de 4 cm™. Todas as
leituras foram realizadas em temperatura ambiente.

2.12 Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia das nanoparticulas por MEV foram obtidas
usando microscapio eletronico de varredura JEOL modelo JSM-6390LV
(Téquio, Japdo). As amostras foram fixadas em um suporte metalico de
cobre (stubs) com auxilio de uma fita dupla-face de carbono e recobertas
com uma fina camada de ouro em recobridora a vacuo Leica EM
SCD500 (Leica, EUA). A visualizacdo foi realizada em aumentos de
300 a 2200 vezes, com uma voltagem de excitacdo de 10 a 15 kV.
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2.13 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) foi usada para avaliar a
estabilidade e a degradacdo térmica dos filmes nanoparticulados e
controle em equipamento TGA-50 (Shimadzu Corporation, Quioto,
Japdo). Para cada amostra 10 mg foram aquecidas em cadinho de platina
a uma razdo de 10°C/min entre 25 e 600 °C, com um fluxo de nitrogénio
de 40mL. min™.

2.14 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas para os filmes
nanoparticulados e amostra controle em equipamento Multi-Cell DSC-
TA instruments. Para cada amostra, 2 mg foram aquecidas em ampolas
de MC-DSC a uma razéo de 2 °C.min™ com uma rampa de resfriamento
até -20 °C com posterior aquecimento até 140°C, e resfriamento até -20
°C, com um fluxo de nitrogénio de 2 mL min™.

2.15 Determinacao da Atividade antioxidante (AA)

AA foi determinada pela capacidade dos compostos presentes
nas amostras em inibir o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de
acordo com o método descrito por Brand-Williams et al. (1998). Para
avaliar a atividade antioxidante, 100 mg de cada filme foram recortados
em pequenas pegas e agitados em vortex durante 3 minutos com 5 mL
de etanol 85 %. A mistura foi colocada em repouso durante 15 h a 25°C
para extracdo do antioxidante e entdo novamente agitada por outros trés
minutos. Posteriormente 100 pL do sobrenadante foram adicionados a
39 mL de DPPH (0,1 mM) e analisadas ap6és 60 min em
espectrofotdmetro Hitachi, L-1800 (T6quio, Japdo), em comprimento de
onda de 517 nm. Os resultados foram expressos em percentagem de
inibicdo (PI) do radical DPPH (Equacéo 6).

% PI = ((Abs inicial — Abs final))/((Abs inicial)) (Equagdo 6)

2.16 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram expressos com médias e desvio padrdo
das determinagfes realizadas em triplicata. Os resultados foram
submetidos a andlise de varidncia e a comparacdo de médias foi
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realizada pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de 5 %,
utilizando-se o programa STATISTICA 7.0.

3 Resultados e Discussao

3.1 Determinacao do angulo de contato e da energia livre superficial

A Tabela 1 mostra angulos de contato com a &gua, O
diiodometano e a formamida, a energia livre superficial total e os
componentes polar e dispersivo dos filmes de PEO puro e PEO/T-NP e
PEO/C-NP.

PEO é um polimero que apresenta alta solubilidade em agua, e
em alguns solventes orgénicos como acetonitrila e diclorometano
(DHAWAN; VARMA; SINHA, 2006b). Adicdo das nanoparticulas de
zeina carregadas com o6leos essenciais nos filmes de PEO apresentam
tendéncia em diminuir essa polaridade, devido a hidrofobicidade da
zeina e dos 6leos essenciais.

A medida do angulo de contato mostra a relacdo de polaridade
das superficies. Para angulos menores do que 90° a superficie é
hidrofilica e para maiores hidrof6bicas, quando utilizados liquidos
polares, sendo esta relacdo inversa com liquidos apolares (NORONHA,
2014).

Dos resultados obtidos para o angulo de contato dos filmes na
presenca de agua como solvente foi possivel observar um desvio desta
teoria, pois a tendéncia seria 0 aumento da hidrofobicidade linearmente
com adicdo das nanoparticulas. No entanto nos filmes de PEO
incorporados com as nanoparticulas de timol, foi observado um aumento
na hidrofilicidade quando foi adicionado 50 e 70 % de nanoparticulas, e
nos filmes adicionados com carvacarol, foi observado esse aumento
somente com a adicdo de 70 % de nanoparticulas. Comportamento
semelhante foi obtido quando avaliado liquido de polaridade
intermediaria (formamida).

Nos filmes com concentracdo de 50 e 70 % de nanoparticulas
existe uma maior concentracdo do surfactante Pluronic. Esse
comportamento é confirmado por estudos realizados por Qiu (2008) e
colaboradores, revelando que o aumento na concentragdo de Pluronic
reduz em até 10° o angulo de contato, tornando as superficies mais
hidrofilicas. Noronha et al. (2014), ao incorporar nanoparticulas de
tocoferol utilizando o surfactante Pluronic em filmes de metilcelulose,
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avaliou o decréscimo do &ngulo de contato a medida que aumentava a
concentracdo de nanoparticulas.

Com o aumento da concentracdo das nanoparticulas também foi
observado um aumento do componente polar e reducdo do componente
dispersivo, comprovando o aumento da hidrofilicidade na superficie dos
filmes.

Ao avaliar a interacdo do liquido diodometando (apolar),
observou-se um aumento do angulo dos filmes incorporados com as
nanoparticulas quando comparado com o PEO puro, revelando uma
modificacdo na superficie do filme de PEO puro com relacdo a sua
polaridade. Corroborando com os resultados obtidos com os demais
solventes, como o diodometano apresenta carater apolar, ao avaliar
superficies mais hidrofilicas, devido ao aumento do surfactante a
tendéncia é o aumento do angulo de contato.

A energia livre total também apresentou redugdo quando
adicionado as nanoparticulas em relacdo ao PEO puro. Essa diminuicdo
na energia livre reduz a interagdo com outras substancias.
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Tabela 1 Angulo de contato (%), energia livre superficial (y), componente dispersivo (yd) e componente polar (yp) dos filmes

incorporados com PEO/T-NP e PEO/C-NP para os trés diferentes liquidos.

Angulo de contato (°)

Owens-Wendt

Filme
Agua Diiodometano ~ Formamida y'(mN/m) y"(mN/m)  y*(mN/m)

PEO (controle) 65,6+0,4° 432 +1,3° 57,7+0,4° 42,93 8,61 34,32
PEO/T-NP 30 106,7+0,3* 58,1+29° 72,7427 32,60 0,00 32,59
PEO/T-NP 50 85,2+0,9° 48,4 +0,1% 69,06+0,7*° 34,65 3,63 31,02
PEO/T-NP 70 84,0+4,0° 578+04° 68,7+1,2" 32,44 5,33 27,11
PEO (controle) 65,6+0,4° 432+13° 57,740,4¢ 42,93 8,61 34,32
PEO/C-NP 30 105,740,03*  57,5+0,03° 82,4+0,2% 29,05 0,07 28,98
PEO/C-NP 50 101,3+2,1° 495+0,07™  745+0,7° 33,39 0,23 33,16
PEO/C-NP 70 79,2+0,1° 54,4 +0,7% 75,840,9° 32,75 6,70 26,05

vT: energia livre superficial total; yd: componente dispersivo; yp: componente polar. Valores apresentados como média + desvio

padréo. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) quando analisados pelo teste de Tukey.
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3.2 Propriedades Mecénicas

As propriedades mecanicas dos filmes de PEO (controle),
PEO/T-NP e PEO/C-NP foram avaliadas em relacdo aos parametros de
Espessura, Mddulo de Young ou modulo de elasticidade e tensdo
maxima, e estdo apresentados na Tabela 2. Pardmetros como tensdo na
ruptura e elongacdo na ruptura ndo foram avaliados devido as
caracteristicas dos filmes em ndo romper devido a capacidade limitada
do equipamento utilizado.

Os resultados de espessura dos filmes de PEO revelaram um
aumento com adicdo das nanoparticulas, isso pode ser explicado pelo
aumento do teor de solidos na matriz polimérica, corroborando com os
resultados de morfologia, onde foi observado um aumento da espessura
dos filmes na se¢do transversal, com a incorporacdo das nanoparticulas.

O mddulo de elasticidade (mddulo de Young) é a relagdo linear
entre a tensdo aplicada e a deformacdo sofrida, e é determinado pela
inclinacdo da curva de tensdo vs. deformagdo na regido elastica
(coeficiente angular). Este é um parametro que caracteriza a rigidez de
um material (CANEVAROLO, 2004).

Quanto maior o valor para 0 modulo de Young, maior é a
resisténcia a deformagdo e rigidez, ou seja, o filme apresenta uma menor
flexibilidade (ROTTA; BARRETO; MINATTI, 2011). Os filmes de
PEO incorporados ou ndo com as nanoparticulas apresentaram valores
baixos para 0 médulo de elasticidade revelando alta flexibilidade dos
mesmos. Esses resultados também podem ser associados a flexibilidade
das cadeias de PEO, pois a presenca destas moléculas tende a diminuir a
rigidez dos filmes (ZIVANOVIC; DAVIDSON; KIT, 2010).
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Tabela 2 Medidas de espessura, modulo de Young e tensdo maxima dos filmes
de PEO puro e incorporados com diferentes concentragdes de nanoparticulas.

Filme Espessura(mm) Ylt\)/luondgm((l)\/liea) méx-irrir;séil\o/l Pa)
PEO (controle) 0,06+0,01° 6,2+1,1° 4,1+0,4°
PEO/T-NP 30 0,08+0.01° 7,1+1,7° 4,1+0,4°
PEO/T-NP 50 0,08+0,01° 7,1+1,3° 4,0+0,4°
PEO/T-NP 70 0,09+0,01° 6,4+0,4° 5,1+0,8"
PEO (controle) 0,06+0,01° 6,2+1,1° 4,1+0,4°
PEO/C-NP 30 0,08+0,01° 9,7+2,7° 4,9+0,6°
PEO/C-NP 50 0,08+0,01° 7,540,5" 4,9+0,2°
PEO/C-NP 70 0,09+0,01° 6,8+0,9° 4,5+0,6°

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

Os resultados de tensdo maxima apresentaram valores baixos,
com comportamento semelhante ao médulo de elasticidade devido ao
carater flexivel caracteristico dos filmes de PEO. Li (2010) e seus
colaboradores ao avaliarem a tensdo maxima de blendas entre quitosana
e PEO, observaram que & medida que a concentragdo de PEO aumenta
os valores de tensdo méxima reduzem, corroborando com os resultados
do presente estudo. Esse comportamento também é confirmado em
estudos realizados por Bostan (2014) e seus colaboradores ao estudarem
a tensdo maxima de blendas de quitosana/peo/levan. Neste trabalho os
valores de tensdo maxima reduziram com 0 aumento da proporcao de
PEO na blenda.

Estudos realizados por Miro (2013) e colaboradores avaliaram
as propriedades mecanicas de filmes de PEO e ciclodextrina. Os
resultados de médulo de Young e tensdo méxima ao analisar PEO puro
(Massa molar média= 600 g/mol'l), foram em torno de 2,8 MPa e 4,7
MPa respectivamente, cabe ressaltar que a massa molar do PEO
utilizado no presente estudo foi de 1.10%/mol™, sendo os resultados do
maédulo de Young préximos ao do presente estudo.

H& claramente um efeito reforcador na adicdo das
nanoparticulas a matriz polimérica. E esse efeito na tensdo maxima
decai com o aumento da concentracdo das nanoparticulas nos filmes.
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Tanto para a nanoparticulas contendo timol quanto as contendo
carvacrol. O fato das dispersdes conterem surfactantes pode sugerir um
efeito plastificante desse componente, sendo responsavel pela
diminuicdo do moédulo de Young com o aumento das concentracBes de
nanoparticulas nos filmes. No entanto, todos os filmes contendo
nanoparticulas apresentam mddulo de Young mais elevado do que os
filmes de PEO.

3.3 Comportamento reoldgico das solucdes

As solucgdes filmogénicas foram avaliadas em relacdo ao seu
comportamento reoldgico através da Lei de Poténcia, apartir da qual é
possivel obter os seguintes parametros reologicos: k (indice de
consisténcia — Pa.s" -) e n (indice de comportamento de fluxo —
adimensional -) (Tabela 3). Foram avaliadas solugdes filmogénicas em
diferentes concentracdes de nanoparticulas, em diferentes temperaturas.

As solugBes filmogénicas nas diferentes concentragBes de
nanoparticulas e nas diferentes temperaturas  apresentaram
comportamento pseudoplastico (n<1), sendo este comportamento
caracteristico de fluidos ndo newtonianos. Os fluidos com essa
caracteristica tendem a reofluidificar quando a taxa de deformacdo
aumenta. Para fluidos ndo newtonianos os valores de k (indice de
consisténcia), indicam o grau de resisténcia do fluido diante do
escoamento, de modo que quanto maior o valor de k, mais consistente o
fluido serd. Esse comportamento é confirmado nas solucGes
filmogénicas incorporadas com as nanoparticulas de carvacrol em que a
amostra com maior adicdo de nanoparticulas (PEO/T-NP 70),
apresentou o maior indice de consisténcia. Nas soluc@es filmogénicas
incoporadas de nanoparticulas contendo timol esse comportamento é
diferenciado, sendo que a incorporagdo de apenas 30 % de
nanoparticulas, ja apresentou maior valor do indice de consisténcia.

Esse comportamento diferenciado das solucbes filmogénicas
incorporadas das nanoparticulas de carvacrol, pode ser explicado pelo
fato de apesar da aparéncia homogénea, o sistema possui particulas
dispersas com formato irregular. Com o aumento da taxa de deformacéo
muitas particulas dispersas podem se deformar alinhando-se em dire¢do
ao fluxo e facilitando o deslizamento, reduzindo a viscosidade
(MACHADO, 2002).
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De uma forma geral comparando o indice de consisténcia entre
as solucdes filmogénicas, este apresentou uma tendéncia a aumentar
com a adicao das nanoparticulas.

Como ambas as amostras mostraram um comportamento
pseudoplastico, apesar de ocorrer uma deformacdo das particulas
dispersas inicialmente com o0 aumento da taxa de deformacéo, estas
readquirem sua forma original fazendo com que a disperséo filmogénica
tenda a um valor de viscosidade constante e definida novamente
(MACHADO, 2002).

Ao avaliar as solucbes filmogénicas nas temperaturas estudadas,
o0 indice de escoamento ndo apresentou comportamento linear. De uma
forma geral na temperatura de 15 °C para 25 °C ocorreu um decréscimo,
seguido de um aumento quanto esta foi elevada para 35 °C. Essas
caracteristicas de indice de escoamento maior em temperaturas em torno
de 35°C favorecem positivamente no processamento dos filmes,
resultando em um menor gasto energético em manufaturamento, além
disso, um material menos viscoso facilitando as condi¢des de trabalho,
como por exemplo, nas operacgdes de sopro e calandragem.
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Tabela 3 Resultados do indice de comportamento de fluxo (n) e indice de consisténcia (K), conforme modelo Lei de
Poténcia, para solucdes de filmes de PEO com diferentes concentracdes de nanoparticulas.

PEO controle PEO/T-NP 30 PEO/T-NP 50 PEO/T-NP 70
T
(°C) K (Pa.s") n K (Pa.s") n K (Pa.s") n K (Pa.s") n
15 6,6197+0,2°4 0,641+0,01**  9,4670+0,6**  0,6354+0,007"  8,1888+0,6"" 0,647+0,001% 6,7891+0,01%4 0,629+0,2%4

25 45226 + 0,148

0,657 £0,005**  5,6003 % 0,22*

0,627 + 0,004°*

4,7589+0,058  0,660+0,003*

5,1634+0,07*  0,645+0,0009**

35 4,6932+0,5° 0,667+£0,03**  7,4839+0,2°® 0,614£0,009*  5,5519+0,007™®  0,645+0,006* 6,0461+0,04™  0,631+0,002*
PEO controle PEO/C-NP 30 PEO/C-NP 50 PEQ/C-NP 70
(‘I:) K (Pa.s") n K (Pa.s") n K (Pa.s") n K (Pa.s") n
15  6,6197+0,2* 0,641+0,01** 4,9132 £0,1° 0,660 + 0,01 6,1155+0,1°* 0,643+0,006°® 6,6085+0,3 0,637+0,01*8
25  45226+0,14®® 0,657 £0,005* 1,7989+0,3"® 0,722+0,01"* 2,2968+0,02  0,684+0,002**  4,9236+0,04®®  0,650+0,007**
35 4693205 0,667+0,03* 4,926620,6™ 0,644+0,03* 4,940120,1" 0,635+0,01°® 7,1188+0,2** 0,608+0,009°®

Valores apresentados como média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na linha e letras maitsculas diferentes na
coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) quando analisados pelo teste de Tukey.
Coeficientes de correlago linear (R?) préximo a 1 foram obtidos para os sistemas estudados.
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3.4 Analises de cor

A Tabela 4 mostra os pardmetros de cor utilizando o sistema
CIELAB para os filmes de PEO puro e PEO/T-NP e PEO/C-NP.

No sistema CIELAB o pardmetro L* € relatado como a
luminosidade da amostra e varia de O (preto) a 100 (branco), a*
representa as variacGes da cor entre o (-) verde e o (+) vermelho e b*
representa as variacbes da cor entre (-) azul e (+) amarelo
(HUNTERLAB, 2012). Em relacdo ao pardmetro L*, foi possivel
observar valores préximos a 100, aproximando da cor branca, sendo esta
visualmente observada nos filmes de PEO com as nanoparticulas
incorporadas, ocorrendo a manutencdo da luminosidade do PEO com a
adicdo das nanoparticulas. Ao analisarmos o parametro b*, observamos
valores positivos, sendo estes maiores quando incorporados as
nanoparticulas, isso é explicado pela presenga das nanoparticulas de
zeina que apresentam uma coloragdo amarela por ser uma prolamina do
milho. Observando o parametro a*, os valores negativos tendem a cor
verde, sendo esta cor absorvida em comprimentos de onda em regibes
préximas ao amarelo, devido a presenca da zeina no sistema.

Pode se dizer de forma geral que a adi¢do das nanoparticulas ao
sistema filmogénico tornaram os filmes mais coloridos, devido ao
aumento do parametro de AEab (NORONHA et al., 2014).

Tabela 4 Valores de cor dos filmes de PEO puro e incorporados com as
nanoparticulas.

Parametros de cor

Filme L* a* b* AEab

PEO (controle) 92,44+0,10° -1,10+0,02* 13,76+0,2°

PEO/T-NP 30  92,56+0,3* -2,13+0,2° 17,7240,9" 3,72%0,8"
PEO/T-NP 50 91,98+0,07° -3,3%0,4° 23,52+2,0° 11,10+0,4%
PEO/T-NP 70 91,87 +0,14° -3,4+0,3° 23,95+1,5% 9,81+1,2°

PEO (controle) 92,44+ 0,1° -1,1040,02° 13,7620,2°

PEO/C-NP 30 91,56+0,5° -3,31+0,4™ 22,12+21° 0,37+1,9"
PEO/C-NP50 92,03+0,4* -2,98+0,5" 21,83+2,6" 9,48+1,6"
PEO/C-NP 70 91,70+0,30° -3,85+0,4° 26,48+24° 14,08+1,1%
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Valores apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam
diferenga significativa (p < 0,05) quando analisados pelo teste de Tukey.

3.5 Analises de transmissao de luz e opacidade

A tabela 5 mostra os valores de transmissdo de luz nas regibes
do UV (210 e 320 nm) e nas regibes do visivel (500 e 620 nm) para 0s
filmes de PEO (controle), PEO/T-NP e PEO/C-NP.

A transparéncia estd inversamente relacionada com a
absorcdo/reflexdo da luz. Um material ndo transparente pode absorver
luz e/ou refleti-la. Quanto mais transparente for um material, menos luz
é absorvida e/ou refletida por ele.

Os resultados obtidos para os filmes de PEO puro e
incorporados com as nanoparticulas de uma forma geral apresentaram
este comportamento, baixa transmissao de radiacdo nas regides do UV e
visivel. Um aumento no comprimento tanto na regido do UV como na
regido do visivel, fez com que aumentasse a proporcdo de radiacdo
transmitida através da amostra, de modo geral os filmes contendo as
nanoparticulas atuaram como filtros a radiagdo ultravioleta e visivel,
guando comparados aos filmes de PEO

As matrizes poliméricas possuem capacidade de absorver luz na
regido do ultravioleta e em menor proporcdo na regido do visivel. O
interesse em materiais opacos é de grande valia na area de embalagens
para indlstria alimenticia, pois muitos alimentos sdo instaveis na
presenga de luz, tornando assim a embalagem uma barreira natural, sem
necessidade de uso de aditivos (GENNADIOS et al., 1996; ROTTA,
2008).

Opacidade é uma anélise que indica o grau de transparéncia do
filme, quanto maior os valores de opacidade, menos transparéncia tera o
filme. Adicdo das nanoparticulas quando comparado ao PEO puro
aumentou o grau de opacidade dos filmes analisados.
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Tabela 5 Caracteristicas de transmisséo de luz e opacidade para filmes controle e incorporados com as nanoparticulas de timol e

carvacrol.
Transmissdo de Luz .
. — Opacidade
Filme Transmitancia (%)
210 nm 320 nm 500 nm 620 nm

PEO (controle) 0,43+ 0,06aC 2,8+0,4aB 4,9+0,8aA 2,5£0,5bBC 15,3+0,5¢
PEO/T-NP 30 0,53+0,05aC 2,2+0,3aB 3,23+0,05aB 4,8+0,4aA 17,7520,1bc
PEO/T-NP 50 0,45+0,07aB 1,10+0,0bAB 0,9+0,4bB 2,0+0,4bA 26,18+1,5a
PEO/T-NP 70 0,43+0,06aB 0,93+0,06bB 1,15+0,2bB 2,25+0,4bA 23,84+0,7ab
PEO (controle) 0,43+ 0,06bC 2,8+0,4aB 4,9+0,8aA 2,5+0,5aBC 15,3+0,5b
PEO/C-NP 30 0,7+0aA 1,45+0,07bA 2,25+0,8bA 2,2+0,6aA 19,1043,0a
PEO/C-NP 50 0,6+0,0abB 1,6+0,2bAB 2,0£0,3bA 2,6£0,4aA 19,70+0,2a
PEO/C-NP 70 0,6+0,06abC 1,10+0,0bB 1,25+0,07bB 1,7+0,14aA 20,62+0,08a

Valores apresentados como média + desvio padrdo. Letras minUsculas diferentes na coluna e letras maitsculas diferentes na linha

indicam diferenca significativa (p < 0,05) quando analisados pelo teste de Tukey.
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3.6 Analises de FTIR

Os espectros de FTIR dos filmes de PEO (controle), PEO/T-NP
e PEO/C-NP, estdo apresentados na Figura 1. Andlises de FTIR foram
realizadas com o intuito de detectar mudancas estruturais nas moléculas
de PEO quando incorporados com as nanoparticulas, confirmando as
interacdes.

Interacdes estas que podem ser ligacGes de hidrogénio entre 0s
oxigénios da molécula de PEO, com os hidrogénios da zeina, ou os
nitrogénios da zeina com os atomos de hidrogénio das moléculas de
PEO. Outras formas de interacdo intermolecular que podem ocorrer sao
forcas fracas do tipo dipolo entre as moléculas da proteina zeina e o
polimero PEO.

Nos espectros do filme de PEO (controle) é possivel observar
uma banda em 2896 cm™ referente as vibracdes de elongagéo do C-H, e
em 1098 cm™ bandas caracteristicas de vibragdes de C-O-C (ZHOU et
al., 2011).

Nos espectro dos filmes de PEO/T-NP e PEO/C-NP é possivel
observar bandas suaves correspondentes aos grupamentos OH entre
3300 e 3500 cm™. A presenca dos grupamentos OH sdo atribuidos a
presenca de agua e aos grupamentos fendlicos dos 6leos essenciais.
Essas bandas de OH séo visualizadas de forma suave devido ao fato de
os filmes apresentarem baixa umidade e grupamentos fendlicos dos
Oleos essenciais estarem numa estrutura compacta e em menor
disponibilidade que o PEO e a zeina.

Picos agudos na regido de 2800 cm™ representam o
alongamento dos grupos funcionais CH; e CH,; em 1660 e 1550, é
possivel observar os grupamentos (C-H e N-H) referentes as estruturas
de amida I e amida Il da molécula de zeina, confirmando a interacéo das
nanoparticulas proteicas com o PEO pelo deslocamento das bandas,
mostrados no detalhe da Figura (1a e 1b) (FORATO et al., 2003).

Os picos caracteristicos do anel fendlico do timol e do
carvacrol, em torno de 1625 cm™ desapareceram por apresentar posicio
semelhante aos picos da amida | e Il da zefna (1660 e 1550 cm™,
respectivamente) (WU et al., 2012).
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Figura 1 Espectros de FTIR. a) PEO (controle), PEO/T-NP30, PEO/T-NP50 e PEO/T-NP50. b) PEO/C-NP30, PEO/C-NP50

e PEO/C-NP70.
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3.7 Analises termogravimétricas (TGA)

Anélise termogravimétrica é uma técnica muito Gtil para avaliar
a perda de peso de uma amostra em funcéo da temperatura e para avaliar
a sua estabilidade térmica.

Os eventos térmicos referentes o percentual de perda de massa e
as respectivas temperaturas estdo apresentadas na Figura 2 e Tabela 6,
para as amostras PEO (controle), PEO/T-NP e PEO/C-NP.

Os filmes de PEO (controle) e carregados com as
nanoparticulas apresentaram dois eventos de perda de massa. Pode se
dizer que a primeira perda de massa foi atribuida a perda de compostos
volateis, devido a presenca dos 6leos essenciais e também supostas
desidratacdes, e a segunda perda de peso é relacionada ao rompimento
da rede polimérica e a formacdo de um residuo carbonaceo
(JAGADISH; RAJ, 2011).

Amostras de PEO apresentaram a primeira perda de massa na
temperatura de 251,14°C com 2,8% de perda de massa, e a segunda em
418°C com 82,14 %. A estabilidade térmica das amostras foi
aumentando a medida que a propor¢do de nanoparticulas se sobressaiu
com relagdo a de PEO. Adicdo das nanoparticulas conferiu aumento da
estabilidade térmica na matriz do filme, melhorando as propriedades
térmicas dos filmes de PEO puro.

Nos filmes incorporados com nanoparticulas de timol (PEO/T-
NP30, PEO/T-NP50 e PEO/T-NP50) (Fig 2a) foi possivel observar a
primeira perda de massa em regides semelhantes entre 375 e 390 °C e
com percentual em perda de massa variando entre 7 a 10%. O
diferencial ocorreu na temperatura de degradagdo em que os filmes com
maior concentragdo de nanoparticulas apresentou maior resisténcia
térmica quando comparado aos filmes com menor concentracéo.

Os filmes de PEO/C-NP50 e PEO/C-NP70, apresentaram
pequenas diferencas no comportamento térmico entre si. Nas amostras
com PEO/C-NP30 observou-se a segunda perda de massa em
temperaturas proximas as PEO/C-NP50 e PEO/C-NP70, porém
acentuada perda de massa, cerca de 30% acima.

Isso pode ser explicado pelo fato que a amostra PEO/C-NP30,
possui a menor proporcdo de nanoparticulas, reduzindo a sua
estabilidade térmica.



Tabela 6 Transigdes térmicas dos filmes de PEO (controle), PEQ/T-NP e PEO/C-NP
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PEO
Transicao térmica (controle) PEO/T-NP 30  PEO/T-NP 50 PEO/T-NP 70
Ponto 1 (°C) 251,14 387,7 376,8 390,6
Ponto 2 (°C) 418,9 427 436,6 426,2
Perda de Massa 1 (%) 2,8 10,42 7,86 7
Perda de Massa 2 (%) 82,14 66,3 61,1 47,1
Transicao térmica PEO/C-NP 30 PEO/C-NP 50 PEO/C-NP 70
Ponto 1 (°C) 382,3 371 383,2
Ponto 2 (°C) 4323 4227 4275
Perda de Massa 1 (%) 17 11 14,2
Perda de Massa 2 (%) 96,35 64,4 62,4
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Figura 2 Termogramas de TGA. a) PEO (controle), PEO/T-NP30, PEO/T-
NP50 e PEO/T-NP50. b) PEO/C-NP30, PEO/C-NP50 e PEO/C-NP70.
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3.8 Andlises de calorimetria diferencial de varredura

As andlises de calorimetria diferencial de varredura sdao muito
utilizadas para confirmar o aprisionamento de um composto ativo em
uma matriz polimérica, bem como possiveis interacbes que ocorrem
entre ambos, com supostos desaparecimentos ou deslocamentos de picos
de fusdo, cristalizagdo ou outras transi¢bes térmicas.
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Curvas de DSC do PEO (controle), PEO/T-NP e PEO/C-NP
estdo apresentados na Figura 3(a,b).

PEO é um termoplastico, semicristalino com solubilidade em
agua contendo oxigénio e éter em cada unidade de repeticdo
(JAGADISH; RAJ, 2011). Nos termogramas de PEO puro foi possivel
observar um pico endotérmico agudo referente a fusdo em 62°C, com
posterior cristalizacdo, sendo representado por um sinal exotérmico em
torno 40°C, estes eventos se repetiram em todas as amostras estudadas
(WANG et al., 2001).

Observando os filmes PEO/C-NP (Fig. 3 b) é possivel observar
gue o ponto de fusdo do carvacrol foi deslocado para temperaturas de
40°C. Este 6leo essencial tem como caracteristica fisica ponto de fusao
em 0°C (dados apresentados no capitulo 2). Com o aprisionamento nas
matrizes de zeina e a incorporagdo em filmes de PEO foi confirmada a
protecdo desses compostos pelas matrizes poliméricas (da ROSA et al.
2015)

Nos filmes PEO/T-NP, ¢é possivel observar o ponto de fusdo
referente @ molécula do timol em temperaturas proximas de 40°C.



Figura 3 Termogramas de DSC com respectivas curvas de aquecimento e resfriamento. a) PEO (controle), PEO/T-NP30,

PEO/T-NP50 e PEO/T-NP50. b) PEO (controle), PEO/C-NP30, PEO/C-NP50 e PEO/C-NP70.
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3.9 Analises de microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias obtidas por MEV sdo mostradas nas Figuras 4 e
5 para os filmes de PEO (controle), PEO/T-NP e PEO/C-NP, referente a
superficie dos filmes e as suas respectivas sec¢des transversais.

N&o foram observadas agregacOes e separacOes de fase na
superficie dos filmes de PEO incorporados com as nanoparticulas. Estes
resultados indicam que as nanoparticulas dispersaram homogeneamente
na matriz de polimérica.

PEO é um polimero linear e a regularidade da sua unidade
estrutural permite um elevado grau de cristalinidade envolvendo 70 a 85
% do polimero, sendo esse comportamento confirmado pelas analises
morfoldgicas, Fig. (4-a;b) (DHAWAN; VARMA,; SINHA, 2006b).

A incorporacdo das nanoparticulas nas matrizes de PEO
revelaram superficie e seccdo transversal amorfizada com a presenca
destas, e 0 aumento na concentracdo das nanoparticulas proporcionou
um aumento na porosidade dos filmes.

Esse aumento na porosidade pode ser também explicado pelo
aumento na espessura. Ao avaliarmos as figuras referentes as sec¢des
transversais, observamos que com a incorporacdo das nanoparticulas
torna o filme menos denso, isto é, com maior volume, e maior espessura
a medida que aumenta a concentracdo das nanoparticulas a espessura
aumenta e esta por sua vez explica o aumento da porosidade, ou seja, 0s
espagos vazios entre as particulas, devido sua morfologia esférica
(mostrado no capitulo 2).
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Figura 4 Micrografias de MEV representadas na coluna da esquerda pela
superficie dos filmes e na coluna da direita pela seccéo transversal. a) e b) PEO
(controle); c) e d) PEO/T-NP30; €) e f) PEO/T-NP50; g) e h) PEO/T-NP70.
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Figura 5 Micrografias de MEV representadas na coluna da esquerda pela
superficie dos filmes e na coluna da direita pela seccéo transversal. a) e b) PEO
(controle); c) e d) PEO/C-NP30; e) e f) PEO/C-NP50; g) e h) PEO/C-NP70
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3.10 Avaliagdo da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi expressa em
percentual de inibicdo dos filmes de PEO (controle), PEO/T-NP e
PEO/C-NP estdo apresentados na Tabela 7.

Filmes incorporados com 30% e 50% de nanoparticulas de
timol e carvacrol ndo apresentaram diferencas significativas nos
resultados. O aumento da concentracdo de nanoparticulas para 70%
apresentou maior atividade antioxidante em relagdo aos outros filmes.

Resultados efetivos de atividade antioxidante séo atribuidos ao
timol e carvacrol, por se tratar de monoterpenos fendlicos, sdo capazes
de retardar ou desacelerar a oxidacdo de um material oxidavel, podendo
estar incluidos lipideos, carboidratos, proteinas e outras moléculas
organicas que compdem os tecidos de origem animal ou vegetal.

Esses resultados sdo satisfatérios para a utilizacdo do PEO com
as nanoparticulas incorporadas como uma embalagem com propriedades
antioxidantes para alimentos.

Tabela 7 Atividade antioxidante para os filmes de PEO (controle), PEO/T-NP e
PEO/C-NP.

Filme Atividade antioxidante (%)
PEO (controle) 10,5 +0,6°
PEO/T-NP 30 40,7 + 2,9b
PEO/T-NP 50 422+ 0,3b
PEO/T-NP 70 52,0+0,3°
PEO (controle) 10,5 + 0,6°
PEO/C-NP 30 52,1 +1,9°
PEO/C-NP 50 55,9 +2,9°
PEO/C-NP 70 66,9 + 1,9°

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

O presente trabalho demonstrou que as nanoparticulas de zeina
carregadas com timol e carvacrol podem ser incorporadas em filmes de
PEO, sendo comprovado pelas técnicas de DSC, TGA e FTIR. A
incorporacdo de PEO/T-NP e PEO/C-NP nas matrizes de PEO
apresentou morfologia homogénea, sem formacdo de agregados e
separacdo de fases, porém com uma estrutura mais expandida,
caracterizada pelo aumento da espessura dos filmes.

O aumento na concentragcdo das nanoparticulas foi diretamente

proporcional aos resultados de atividade antioxidante.
Filmes de PEO/T-NP 30, PEO/C-NP 30 e PEO/C-NP 50 modificaram a
superficies do PEO, aumentando a hidrofobicidade, porém a
incorporacdo de 70% de nanoparticulas aumentou a hidrofilicidade
devido a presenca do surfactante Pluronic, uma vez que se encontra em
maior concentracao.

A inclusdo PEO/T-NP e PEO/C-NP manteve e aumentou o efeito
plastificante dos filmes de PEO, reduzindo o médulo de elasticidade e a
tensdo maxima.

As solugBes filmogénicas de PEO contendo as nanoparticulas
apresentaram comportamento pseudoplastico (n>1), e a adicdo das
nanoparticulas aumentou o indice de consisténcia das dispersdes.

Em relacdo as propriedades Gticas pode se dizer que a adi¢do das
nanoparticulas manteve os bons resultados de luminosidade do PEO, e &
medida que as nanoparticulas foram adicionadas refletiram
positivamente nos parametros -a* (verde), +b* (amarelo), relacionando
com 0 aumento de cor (parametro AEab), levando a formagéo de filmes
com coloracdo mais afastada do branco (PEO puro). Dos dados de
transmissao de luz conclui-se que, quanto maior o comprimento de onda
nas regides do UV e visivel maior a transmisséo de radiacdo através do
filme. A adicdo das nanoparticulas também aumentou a opacidade dos
filmes.
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CONSIDERACOES FINAIS

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

v O método de nanoprecipitacdo mostrou-se eficiente para a obtengéo
de dispersGes de nanoparticulas estaveis.
v Os parametros de Z-ave, IP, {, AA e EE, revelaram que as

nanoparticulas sdo estaveis nas condi¢BGes estudadas, possibilitando o seu
armazenamento em dispersdo durante os 90 dias de observacdo. Somente as
nanoparticulas controle armazenadas sob 20°C, ap6s 3 meses de
armazenamento, precipitaram, impossibilitando com isso a continuidade das
analises.
v" Nanoparticulas carregadas com 6leos essencias apresentaram maior
atividade antimicrobiana frente as bactérias gram-positivas do que as gram-
negativas, através da observacdo do tamanho do halo de inibicao.
v" As nanoparticulas apresentaram uma liberacdo controlada ao longo do
tempo (50% em 8 horas), sem a presenca de efeitos burst. Os mecanismos de
transporte variaram entre os encapsulados. NPT-timol e NPT-orégano
apresentaram comportamento de difusdo anb6mala, formando uma
combinagcdo entre Fickiana e ndo Fickiana. NPT-carvacrol apresentou
comportamento classificado como super transporte do tipo Il (n>1), e NPT-
tomilho apresentou valores de “n” menores que 0,5. Porém ndo sdo descritos
na literatura mecanismos de transporte para esses valores.
As nanoparticulas apresentaram caracteristicas distintas aos 6leos essencias
e aos compostos puros, sendo comprovado pelas técnicas de MEV, MET,
DSC e TGA.
Comparando os resultados de tamanho de particula obtidos por DLS eMET
estes estdo em concordancia, levando em consideracdo as caracteristicas
inerentes de cada técnica.
Em resumo, do ponto de vista fisico-quimico, os resultados indicaram que
as nanoparticulas de zeina carregadas com 6leos essenciais sdo estaveis.
Nanoparticulas de zeina carregadas com timol e carvacrol podem ser
incorporadas em filmes de PEO, sendo comprovado pelas técnicas de DSC,
TGA e FTIR.
A incorporacdo de PEO/T-NP e PEO/C-NP nas matrizes de PEO
apresentou morfologia homogénea, sem formacéo de agregados e separacao
de fases.
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O aumento na concentragdo das nanoparticulas foi diretamente proporcional
aos resultados de atividade antioxidante.

Filmes de PEO/T-NP 30, PEO/C-NP 30 e PEO/C-NP 50 modificaram a
superficies do PEO, aumentando a hidrofobicidade, porém a incorporacao
de 70% de nanoparticulas aumentou a hidrofilicidade devido a presenca do
surfactante Pluronic, estar em maior concentragéo.

A inclus@do PEO/T-NP e PEO/C-NP manteve e aumentou o efeito
plastificante dos filmes de PEO, reduzindo o médulo de elasticidade e a
tensdo méaxima.

As solugdes filmogénicas de PEO contendo as nanoparticulas apresentaram
comportamento pseudoplastico (n>1), e a adicdo das nanoparticulas
aumentou o indice de consisténcia das dispersoes.

Em relacdo as propriedades Oticas pode se dizer a adi¢do das nanoparticulas
manteve 0s bons resultados de luminosidade do PEO, e a medida que as
nanoparticulas foram adicionadas refletiram positivamente nos parametros
a*= verde), b*= amarelo), relacionando com o aumento de cor (parametro
AEab), levando a filmes mais coloridos.

Dos dados de transmissdo de luz conclui-se que, quanto maior o
comprimento de onda nas regides do UV e visivel maior a transmissdo de
radiacdo através do filme. A adi¢do das nanoparticulas também aumentou a
opacidade dos filmes.



PERPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTURO

Como trabalhos futuros é sugerido:

Realizar a estabilidade das nanoparticulas em condi¢cdes mais severas
simulando o processamento de alimentos.

Realizar anélises de atividade de &gua, permeabilidade e difracdo de
raios-X.

Aplicar as nanoparticulas e os filmes em um sistema alimenticio.
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