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(CMC), contendo 5% (CMCs%aT) € 30% de acido tanico (CMCso%at). As
distribuicbes de forgca correspondem aos tempos de contato de 0, 5 e 10 s. Os
valores entre parénteses sdo a média aritmética e os desvios padrbes das forcas
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FIGURA 6.32. Curvas representativas de forca-distancia para as medidas entre
a sonda modificada com caseina (CAsonda) € substratos de (a) caseina (CA) e
zeina sem (ZN) e com a incorporagdo de acido tanico (ZNis%at) e (b)
carboximetilcelulose sem (CMC), contendo 5% (CMCs%at) e 30% de acido tanico

(CMCso%aT). As curvas correspondem a medidas de forga com tempo de contato

FIGURA 6.33. Histogramas das distribuicbes das energias de adeséo entre
sondas ndo modificadas e substratos de caseina (CA), zeina sem (ZN) e com a
incorporacao de acido tanico (ZN1s%aT) e carboximetilcelulose sem (CMC),
contendo 5% (CMCs%at) e 30% de acido tanico (CMCaso%art). As distribui¢cdes de
forgca correspondem aos tempos de contato de 0 s, 5 s e 10 s. Os valores entre

parénteses sdo a média aritmética e os desvios padrdes das energias de
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FIGURA 6.34. Histogramas das distribuicbes das energias de adesdo entre
sondas modificadas com caseina (CAsonda) € substratos de caseina (CA), zeina
sem (ZN) e com a incorporacgéo de acido tanico (ZN1s%at) e carboximetilcelulose
sem (CMC), contendo 5% (CMCs%aT) € 30% de acido tanico (CMCso%aT). As
distribuicbes de forga correspondem aos tempos de contato de 0's, 5 s e 10 s.
Os valores entre parénteses sao a média aritmética e os desvios padrboes das
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RESUMO

MATERIAIS BIOPOLIMERICOS MULTICAMADAS PRODUZIDOS POR CASTING
CONTINUO E DEPOSICAO POR SOPRO EM SOLUCAO. Alinhados com a
crescente demanda por estratégias sustentaveis que visam a minimizagdo dos
impactos ambientais causados por materiais plasticos, os polimeros naturais
biodegradaveis destacam-se como substitutos, ainda que parciais, dos polimeros
oriundos de fontes petroquimicas, principalmente os ndo biodegradaveis. Neste
trabalho, vislumbrou-se, de forma pioneira, a conformagdo de materiais
biopoliméricos  multicamadas  utilizando  técnicas de  processamento
contemporaneas denominadas evaporagado de solvente em modo continuo (ou
casting continuo) e deposigéo por sopro em solugéo (DSS). O trabalho teve como
foco a multiestruturacdo de diferentes biopolimeros de forma a viabilizar suas
compatibilizagdes e a combinagao de suas propriedades em um sistema contendo
trés camadas. Para tal, filmes bicamadas foram inicialmente produzidos a partir de
laminagdes consecutivas de uma camada suporte de carboximetilcelulose (CMC) e
uma camada de caseina, esta ultima destacada pelas suas propriedades de
barreira. Sobre esta, uma camada hidrofébica de zeina foi aspergida com o intuito
de diminuir a susceptibilidade do material a umidade. O conceito-chave neste
sistema é a compatibilidade interfacial entre as camadas biopoliméricas, o qual
assegura uma relagédo sinérgica entre os componentes. Investigou-se o uso do
acido tanico (AT) na promogao da adesao interfacial na bicamada, assim como, o
efeito das proporgdes deste com o reticulante 1,1,4,4- acido butanotetracarboxilico
(BTCA), incorporados na camada de CMC. Além disso, estudaram-se os aspectos
reoldgicos adequados para a deposi¢gdo da camada de zeina e sua influéncia na
interacdo com a agua. Os materiais multicamadas foram extensivamente
caracterizados segundo suas caracteristicas mecanicas, de barreira, térmicas,
morfoldgicas e estruturais, assim como das energias de adesao interfaciais pela
técnica de microscopia de for¢ca atbmica (AFM). O estudo realizado mostrou que a
estruturagao dos filmes em multicamadas é uma estratégia para a combinagao de
proteinas e polissacarideos em um material contendo uma interface que abrange
toda sua extensao bidimensional. Também, permitiu a compreensao dos aspectos

que influenciam a compatibilidade entre os biopolimeros e as forcas responsaveis
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pelas interagbes interfaciais. Palavras-chave: biopolimeros; materiais
multicamadas; deposicdo por sopro em solugdo; casting continuo; for¢cas de

adesdo; microscopia de forga atdmica.
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ABSTRACT

PRODUCTION OF MULTILAYER BIOPOLYMERIC MATERIALS BY
CONTINUOUS CASTING AND SOLUTION BLOW DEPOSITION. In line with the
growing demand for sustainable strategies to minimize the environmental impacts
caused by plastics, natural and biodegradable polymers emerge as substitutes,
albeit partially, for petrochemical polymers that are non-biodegradable. In this work,
we pioneered the development of multilayer biopolymeric materials using
contemporary processing techniques as continuous solvent evaporation (or
continuous casting) and solution blow deposition (SBD). The work focused on
multistructuring different biopolymers to promote a compatible system with their
properties combined in a system containing three layers.To achieve this, bilayer
films were initially produced by consecutive lamination steps of
carboxymethylcellulose (CMC) as a support layer and casein layer, which exhibits
good barrier properties. Additionally, a hydrophobic layer of zein was sprayed on
the bilayer film to reduce the material's susceptibility to humidity. The key concept
of this system is the interfacial compatibility between biopolymeric layers, which
ensures a synergic relationship between the components. Incorporating tannic acid
(TA) and 1,1,4,4-butanetetracarboxylic acid (BTCA) into the CMC layer, along with
their respective proportions, was investigated to promote interfacial adhesion of the
bilayer. The appropriate rheological aspects for the zein deposition on the
bistructured films and its influence on the interaction with water were studied. The
multilayer materials were extensively characterized according to their generic
characteristics (mechanical, barrier, thermal, morphological, and structural), and the
interfacial adhesion energies were quantified using atomic force microscopy (AFM).
This research showed that multilayer films are a strategy for combining proteins and
polysaccharides in a material with an interface that covers its entire two-dimensional
extension. Also, the study allowed for the understanding of the aspects that
influence the compatibility of biopolymers and the forces responsible for interfacial
interactions. Keywords: biopolymers; multilayer materials; solution blow deposition;

continuous casting; adhesion forces; atomic force microscopy.
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1. INTRODUGAO

Polimeros sintéticos s&o utilizados em larga escala devido as suas
vantajosas relagdes entre custo e beneficio, as suas versatilidades, aos seus grandes
potenciais de aplicacdo e a facilidade de suas rotas de obtengdo. A maioria dos
polimeros sintéticos apresenta-se satisfatoria no tocante as propriedades essenciais
as suas aplicagdes em massa, conferindo a eles o rétulo de “convencionais” nos
setores de embalagens, automobilisticos e construgdo civil, dentre outros
(Ahmadzadeh & Khaneghah, 2020). Entretanto, o uso demasiado de tais polimeros,
acumulado a seus descartes incorretos, tem acarretado grande geracéo de residuos
e importantes consequéncias ambientais (Lopez De Dicastillo et al.,, 2016). As
embalagens alimenticias de uso unico representam uma parte significativa do material
descartado e tém chamado atencao devido a sua curta vida util e a dificuldade de
reciclagem, seja pela contaminagdo com residuos alimentares ou pela complexidade
de suas composicoes (Alias et al., 2022).

O desenvolvimento de materiais poliméricos oriundos de fontes naturais
renovaveis e que sejam competitivos com as embalagens convencionais requer que
eles apresentem desempenhos compativeis (Pasquier et al., 2022). Desta forma, as
escolhas das matérias-primas, as combinagdes entre elas e os métodos de
processamento tém sido abordadas na direcdo de obter materiais mais eficientes e
produzidos em larga escala (Ossio et al., 2023). Os principais biopolimeros utilizados
sdo as proteinas e os polissacarideos, os quais podem advir de fontes animal, vegetal
ou microbiana (Vitorazi et al., 2014). Estes sdo comumente utilizados na formacéao de
filmes poliméricos devido as suas caracteristicas de biodegradabilidade, baixa
toxidade e alta barreira a gases e aromas, dentre outras (Wei & Huang, 2019). Por
outro lado, o uso da maioria dos biopolimeros apresenta limitacbes, como baixa
estabilidade térmica, alta permeabilidade a umidade, baixa resisténcia mecanica e alto
custo de obtengcao comparados aos polimeros convencionais (Pasquier et al., 2022).
Desta forma, estratégias que contornem tais implicagdes tém sido empregadas, como
producdo de blendas poliméricas, dispersdo de nanoestruturas em materiais
compositos, producao de multicamadas com materiais com propriedades de interesse
e modificagdo quimica dos polimeros (Peelman et al., 2013,Abdullah et al., 2022).

Materiais multicamadas biopoliméricos € uma estratégia que permite a

combinacdo de diferentes polimeros com propriedades especificas visando o



aperfeicoamento e a otimizagdo do sistema para uma aplicagdo de interesse (La
Fuente Arias et al., 2021). No setor de embalagens alimenticias, as multicamadas sao
aplicadas na obtencgao de produtos com melhor resisténcia mecanica, barreira a gases
e umidade, propriedades Opticas e resisténcia a agua. A escolha dos polimeros para
compor essas estruturas multicamadas é de grande relevancia, pois influencia
diretamente o desempenho do produto final, a compatibilidade entre os componentes
e o processo de fabricagao (Cerqueira et al., 2018).

A CMC é um polimero derivado da celulose, soluvel em agua que possui
a capacidade de formar solugdes viscosas e gelatinosas, o que a torna ideal para
aplicacbes como espessante, estabilizante e agente de formacdo de gel. O
polissacarideo é amplamente aplicado em formulagdes de medicamentos, na
composi¢cao de produtos alimenticios e como agente de retencdo de agua em
cosmeéticos. Sua versatilidade faz da CMC um aditivo valioso em uma ampla gama de
produtos (de Melo Fiori et al., 2019; Esteghlal et al., 2018). A caseina é a principal
proteina encontrada no leite, representando cerca de 80%, organizada na forma de
micelas que estabilizam o fosfato de calcio e as mantém em suspensdao em meio
aquoso. Devido a sua natureza anfifilica, a caseina pode ser utilizada como agente
compatibilizante e em aplicacbes como adesivos e tintas, além de ser amplamente
explorada na industria alimenticia, principalmente na produgédo de queijos e outros
produtos lacteos (Hammam et al., 2021; Holt et al., 2013). A zeina, proteina obtida do
milho, apresenta um carater hidrofdbico o que a torna util em aplicagdes como
revestimentos de alimentos e embalagens biodegradaveis. Sua composi¢cdo de
aminoacidos confere a zeina caracteristicas de interesse, possibilitando a obtencao
de embalagens com protecdo contra umidade e oxidacgdo, além de resisténcia a
gorduras e 6leos (Mouzakitis et al., 2022; Zhang et al., 2015).

O emprego de técnicas escalonaveis no processamento destes
materiais permite a obtengcdo de materiais mais homogéneos, alta produtividade e
implementacgao industrial (Otoni et al., 2021). A evaporagado de solvente em modo
continuo (ou casting continuo) para a producgao de filmes possibilita a obtengéo de
filmes finos autossuportaveis a partir da laminacédo de uma solugéo polimérico sobre
um substrato permitido uma maior eficiéncia da secagem e economia de tempo (Otoni
etal., 2021). A deposigéo por meio da aspersdo de uma solugao possibilita a formagéao
de uma camada polimérica diretamente sobre o sistema de interesse (Oliveira et al.,
2013).



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Biopolimeros

Polissacarideos e proteinas sdo macromoléculas organicas com
estrutura polimérica que, na maioria dos casos, sdo atdxicos, biocompativeis e
soluveis em agua (Abdullah et al., 2022). Dos polissacarideos, destacam-se amido,
celulose, quitosana, alginato e pectina. As proteinas comumente utilizadas s&o
gelatina, zeina, caseina, colageno, whey e gluten (Beikzadeh et al., 2020).

A escolha dos tipos de polimeros naturais é guiada pelos atributos finais
do material desejado. Alguns biopolimeros apresentam propriedades como atividade
antimicrobiana, carater hidrofébico ou hidrofilico, maior ou menor exposi¢ao de grupos
funcionais, alta ou baixa solubilidade em agua, entre outras (Noreen et al., 2020).
Outro fator importante refere-se a sua processabilidade, ja que na maioria das vezes,
€ necessario manipular as caracteristicas do biopolimero para sua aplicagao final
(Pang et al., 2019).

Das aplicagcbes exploradas recentemente, a literatura mostra diferentes
vertentes para o uso polimeros naturais como desenvolvimento de embalagens
alimenticias ativas e/ou comestiveis (Grzebieniarz et al., 2023), filtragdo de agua (Li
et al., 2022), curativos e materiais antissépticos (Sheokand et al., 2023), engenharia
de tecido (Zha et al., 2020), liberagao controlada de farmacos (Pacheco et al., 2020)
e até mesmo sensores (Piccinin et al., 2024).

A celulose e seus derivados tém ganhado destaque no desenvolvimento
de materiais biopoliméricos devido as suas excelentes propriedades mecanicas,
superficie altamente funcionalizavel, e a formagcdo de uma rede tridimensional
interconectada por meio de ligagdes de hidrogénio (Heinze et al., 2018). No entanto,
a celulose é um material de dificil processabilidade, uma vez que apresenta alta
coesao entre as cadeias, o que limita sua solubilidade e manuseio. Deste modo, o uso
de derivados € uma opcado que permite o processamento da matéria com o
aproveitamento das caracteristicas da celulose, como € o caso da
carboximetilcelulose (CMC). A CMC é composta por uma cadeia de celulose, no qual
os grupos hidroxilas sdo substituidos por carboximetilas podendo apresentar

diferentes graus de substituicdo (Heinze et al., 2018).



2.2. Caseina

A caseina é uma fosfoproteina obtida do leite, representando cerca de
80% do seu conteudo proteico total, obtida pela precipitagdo em meio acido ou por
meio de agao de enzimas. Devido ao alto grau de fosforilagdo dos residuos de serina,
a proteina exibe elevada afinidade por cations bivalentes, como calcio e magnésio
(Wusigale et al., 2020). A caseina é composta por varias fragdes, sendo as principais
no leite bovino a as1-, asz2-, B- € K-caseina, cada uma com propriedades distintas. A a-
caseina corresponde a 10% do total de caseinas e é a fragdo mais fosforilada, com
diferentes graus de modificagédo entre as1- € asz-caseina, o que afeta sua sensibilidade
ao calcio. A B-caseina representa 35% das caseinas sendo a mais hidrofébica dentre
elas, contribuindo para o carater anfifilico da proteina. Ja a k-caseina corresponde a
15% das caseinas e se diferencia das outras por ser glicosilada, apresentando forte
carater anfifilico devido a separacao entre as extremidades N-terminal hidrofébica e
C-terminal hidrofilica (Holt et al., 2013). Os aminoacidos majoritariamente presentes
na estrutura proteica sao glutamina (10%), prolina (8%), leucina (8%) e lisina (6%)
(McMeekin, 1949) (FIGURA 2.1).
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FIGURA 2.1. Principais aminoacidos da composi¢cao da caseina.

Além disso, as caseinas sao naturalmente desnaturadas, devido ao alto
teor de prolina, que por sua vez impede a formacgao de estruturas secundarias e inibe
sua organizagao em conformagodes proteicas funcionais (Wusigale et al., 2020). Desta
forma, a proteina se organiza na forma de micelas, com diametro médio de 120 nm
(Rehan et al., 2019), as quais sdo essenciais para a estabilidade e solubilidade da
caseina no leite. Estas micelas sdo constituidas basicamente pelas diferentes fracdes
de caseina, agua e sais minerais. Tais sistemas coloidais s&o caracterizados como
estruturas supramoleculares dinamicas, que se adaptam em funcdo das mudancgas
nas condig¢des fisico-quimicas do meio, como pH, temperatura e forga ibnica (Rehan

etal., 2019). Sua principal fungéo no leite, além de fonte de aminoacidos, € atuar como



vetor de calcio, o qual se encontra na forma de fosfato de calcio ligado aos residuos
fosforilados (Holt et al., 2013).

A estrutura micelar da caseina ainda permanece em debate, sendo os
modelos mais utilizados as submicelas e os nanoclusters. O modelo de submicelas
considera que a particula coloidal € dividida em subunidades, com k-caseina
localizada na superficie, e os aglomerados de fosfato de calcio atuando como agentes
de ligagao entre as submicelas (Walstra, 1999). Ja o modelo de nanocluster, proposta
por impedimento estérico (“brush repulsion”) associados a k-caseina localizada na
superficie das particulas. Entretanto, a dispersdao coloidal pode ser facilmente
desestabilizada adicionando-se etanol ou alterando-se o pH da solugao para valores
abaixo do ponto isoelétrico da caseina (pl 4,6) (Rehan et al., 2019). Tal fenbmeno esta
associado a desidratacdo e a alteracbes das cargas superficiais, causando a
coalescéncia das micelas de caseina (Mikheeva et al., 2003).

Na industria de alimentos, a caseina € amplamente utilizada devido as
suas propriedades funcionais, como emulsificagdo, gelificagdo, texturizacdo e
retengcdo de agua. Esses atributos tornam a caseina um ingrediente versatil em

produtos lacteos, como queijos e iogurtes (Hammam et al., 2021).

2.3. Carboximetilcelulose

A carboximetilcelulose (CMC) é polieletrolito anibnico obtido pela
modificagdo quimica da celulose. O derivado de polissacarideo € composto por
unidades de anidroglicose com hidroxilas substituidas por carboxilas, formando um
éter celulésico (FIGURA 2.2), o que a torna soluvel em meio aquoso (de Melo Fiori et
al., 2019).
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FIGURA 2.2. Estrutura quimica da carboximetilcelulose, em sua forma de sal sddico (Lin et
al., (2005)).



A CMC é o derivado da celulose mais utilizado por ser bastante versatil
devido a sua capacidade de formar solugbes viscosas, baixa toxidade,
biocompatibilidade, dentre outras caracteristicas que a tornam interessante para
aplicacao nos setores alimenticio, farmacéutico, cosmético, téxtil e de higiene pessoal
(Esteghlal et al., 2018). Adicionalmente, a CMC exibe uma excelente capacidade de
formagao de matrizes flmogénicas com atributos mecanicos compativeis com o setor

de embalagens (Zennifer et al., 2021).

2.4. Zeina

A zeina € uma proteina prolamina predominantemente encontrada no
endosperma do milho, representando cerca de 50% a 60% das proteinas totais do
grao. Sua baixa toxicidade e biocompatibilidade acarretam uma ampla aplicagéo nos
setores farmacéutico e médico, além de ser considerada segura para a ingestéao
(Mouzakitis et al., 2022; Zhong & Jin, 2009) . A proteina contém mais de 50% de
aminoacidos hidrofébicos em sua composi¢ao, destacando seu alto teor de prolina e
glutamina, o que promove um elevado carater hidrofébico. Os aminoacidos em maior
quantidade na estrutura da zeina sdo acido glutamico (20%), leucina (19%), prolina
(10%) e alanina (12%) (Gianazza et al., 1977) (FIGURA 2.3). A principal diferenga da
zeina para a maioria das demais proteinas € sua baixa quantidade de lisina e
triptofano (Yuan et al., 2022). A zeina pode ser subclassificada em a-, 3-, y- e 6-zeina,
ja que exibem diferentes sequéncias de aminoacidos, peso molecular e solubilidade
(Zhong & Jin, 2009). Tem solubilidade restrita em solventes orgénicos, como acetona,
acido acético, alcoois aquosos e solugdes aquosas alcalinas (Zhang et al., 2015), e
baixa solubilidade em agua, tendo sido aplicada como filmes e revestimentos
biodegradaveis resistentes a umidade. Os filmes de zeina tém mostrado interessantes
propriedades de barreira ao oxigénio e ao vapor de agua, com potencial de aplicagao

em embalagens que auxiliam na conservagao de alimentos (Mouzakitis et al., 2022).

OH G o
H NH,
3 2 H / NH,
= OH N
(6] 0O H,C CH,
(0]
NH, 0

Acido Glutamico Leucina Prolina Alanina

FIGURA 2.3. Principais aminoacidos da composi¢do da zeina.



2.5. Reticulantes

A reticulagédo de polimeros é um processo quimico no qual as cadeias
de polimeros sao interligadas por ligacbes predominantemente covalentes, o que
pode ser feito ou ndo pela introdugdo de um agente reticulante, formando uma rede
tridimensional (Alavarse et al., 2022). Tal reagdo tem como objetivo aprimorar as
propriedades mecanicas, térmicas e quimicas dos polimeros, uma vez que
proporciona uma maior coesao entre as cadeias poliméricas, restringindo sua
mobilidade (Zheng et al., 2017). Para o caso de polimeros naturais hidrossoluveis, a
formagdo de uma rede interconectada tem como principal objetivo diminuir a
solubilidade em agua, expandindo suas possiveis aplicagdes industriais.

Os polissacarideos que apresentam alta disponibilidade de hidroxilas em
sua estrutura, como a CMC, pode ser reticulados a partir de uma reacédo de
esterificacdo com um acido policarboxilico, como o acido citrico e o acido 1,2,3,4-
butanotetracarboxilico (BTCA) (Ghorpade et al., 2017). A FIGURA 2.4 ilustra a reagao

de esterificacdo entre a CMC e o acido citrico.

cmc emc eme
HO 0 o
0

° /O CMC-OH °

HO——COOH HO—9—C, HO——COOH ———= HO——C" ===~ HO-)—COOH
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HO HO (e} (i')
cmMec

FIGURA 2.4. Mecanismo de formag&o da ligagdo cruzada entre a carboximetilcelulose (CMC)

e o acido citrico (Modificado de Ghorpade et al., 2017).

O mecanismo de reacéo inicia-se com a condensagao do acido citrico
ao ser aquecido, formando um anidrido ciclico intermediario. O ataque nucleofilico da
hidroxila da CMC promove a abertura do anel do anidrido resultando em uma ligagao
ester. A exposicdo de uma nova unidade carboxilica no intermediario promove a
formagao de um anidrido intramolecular, que € novamente atacado pela hidroxila da
CMC, gerando um diéster (Demitri et al., 2008). Para o uso do BTCA como reticulante,
0 mecanismo de reagdo € analogo e apresenta maior eficiéncia devido ao maior
numero de carboxilas (Alavarse et al., 2022; Gillingham et al., 1999).

A literatura descreve o uso do hipofosfito de sddio (HPS) como um

catalisador da reacgao de esterificagdo, o qual atua no enfraquecimento das ligagdes



de hidrogénio entre os grupos acidos carboxilicos de forma a favorecer a formagéao do
anidrido ciclico (Feng et al., 2014; Garcia et al., 2014). No entanto, ainda ndo ha um
consenso acerca da eficiéncia do sal, ja que ha autores que ndo observaram alteragao
na eficiéncia do processo (Azeredo et al., 2015).

Para as proteinas, o acido tanico (AT) € amplamente utilizado como
agente reticulante devido a sua capacidade de formar complexos estaveis com essas
macromoléculas. O AT interage com proteinas através de ligagdes de hidrogénio,
interacdes hidrofébicas e ligagbes covalentes entre os grupos fendlicos do AT e os
grupos amina, carboxila e tiol das proteinas. O mecanismo da reacao de reticulagao
de proteinas com o AT ainda nao foi totalmente elucidado. A literatura descreve que
a reagao acontece a partir da oxidagao do AT, que gera uma quinona (FIGURA 2.5),
a qual pode reagir com a proteina via reagao de Michael ou por meio da formagao de
uma base de Schiff (Alavarse et al., 2022) .

Oxidacao dos fendisem
‘ condicoes alcalinas

OH o] - \\\\k\

__Buffer _ ‘ PR o Adic¢oes nucleofilicas
R o pH~8.0 7 N

Acido tanico Quinona Proteina
(fendlico) (intermediario)

FIGURA 2.5. Mecanismo de reacdo de reticulagdo entre o acido tanico e uma proteina
(modificado de Alavarse et al., 2022).

A rota de reagao depende das condi¢cdes do meio, sendo relatado que a
reacao via adicao de Michael ocorre preferencialmente em meio alcalino e aerdbico,
enquanto aquela via base de Schiff se da na presenca de oxidantes fortes. A proteina
€ adicionada ao intermediario por meio de uma adigdo nucleofilica e a ligagao
covalente é estabelecida. No entanto, alguns autores observaram desvios nos
mecanismos nas condicdes mencionadas, mas ha um consenso acerca da

necessidade da presencga de oxigénio para o processo oxidativo (Chen et al., 2022).

2.6. Filmes multiestruturados biopoliméricos

Filmes poliméricos sdo materiais autossuportaveis e geralmente finos

(Grzebieniarz et al., 2023). Para a conformacgao deste tipo de material € necessario



que haja a formacdo de uma matriz coesa e continua, podendo ou n&o estar
solubilizada em solvente (Otoni et al., 2017). A estruturacdo de filmes em duas
(bicamadas), trés ou mais (multicamadas) camadas tem como intuito o aprimoramento
e a combinacéao de propriedades de interesse (La Fuente Arias et al., 2023). Os filmes
multiestruturados apresentam um design estratégico que reune diferentes polimeros
com caracteristicas de interesse sem que haja perda da continuidade das matrizes,
além de apresentar uma interface que abrange toda a extens&do bidimensional do
sistema (Cerqueira et al., 2018). Para tal, a compatibilidade termodinédmica e,
consequentemente, a adesao interfacial ditam as relagdes sinérgicas entre os
componentes do sistema (Ajitha & Thomas, 2020; Sarath et al., 2014). As quais
ocorrem principalmente por meio de interacbes eletrostaticas, van der Walls,

empilhamento -1, ligagdes covalentes e ancoragem fisica (Alavarse et al., 2022).

2.7. Casting continuo

A producéo dos filmes a partir de uma solugao polimérica pode ser feita
por diversas técnicas sendo que a mais comum é a de casting. Este consiste no
espalhamento de uma solugcdo polimérica sobre um substrato para que haja a
evaporagao do solvente que, quando produzido em batelada, € denominado de
descontinuo. Este processo pode ser escalonado a partir do uso de um sistema de
laminacdo continua que, neste caso, € denominado casting continuo (Otoni et al.,
2017). Para tal, faz-se necessario o uso de uma maquina equipada com um substrato
(FIGURA 2.6), sobre o qual é despejada a solugédo polimérica, o qual move-se em
direcdo a uma faca com uma distadncia previamente estabelecida em relagcdo ao
substrato, promovendo a laminagdo. Este processo implica no cisalhamento e na
homogeneizagao da espessura da solugao filmogénica sobre o substrato. Em seguida,
0 substrato é direcionado para estufas de secagem convectiva, onde ocorre a
secagem do filme, e posteriormente, o material seco é bobinado (Leite et al., 2020). A
viscosidade da solugao polimérica € um aspecto importante a ser considerado, visto
que esta deve ser viscosa o suficiente para que haja a laminagao do material sobre o
substrato, garantindo que a espessura do filme formado seja adequada para que o
mesmo seja autossuportavel (Demay & Agassant, 2021). Ja parametros operacionais
como temperatura de secagem, velocidade do substrato, e distancia da lamina em
relacdo ao substrato (espessura da lamina umida) dependem do sistema trabalhado
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e afetam principalmente o tempo de producdo. Das vantagens da técnica, pode-se
mencionar a obtencdo de filmes com maior homogeneidade, otimizacdo da
transferéncia de calor durante a secagem, minimizagao da interferéncia do operador
e economia de espaco (Otoni et al., 2021). Para a produgao de filmes multicamadas,
ciclos consecutivos podem ser realizados para a deposi¢ao de diversas camadas

sobrepostas.

(a) Solugio
polimérica
Estufa com convecgao de ar

- =
Substrato
I TYY YT YT Y YY

FIGURA 2.6. (a) Esquema da maquina de casting continuo (modificado de Irfan et al., (2016)),

(b) imagem real da maquina utilizada na produg¢do dos filmes bicamadas, (c-d) imagens da
etapa de laminagéo da solugao polimérica por uma faca e (e) etapa final do processo em que

os filmes secos sdo enrolados em rolos.

2.8. Deposicao por sopro em solugao

A técnica de deposi¢ao por sopro em solugao (DSS) envolve a extrusao
de uma solucdo polimérica, que € submetida a uma elevada forca de arraste e
sustentagao aerodinamica por meio de um fluxo de ar direcionado a um substrato
(Medeiros et al., 2009). O arranjo experimental, ilustrado na FIGURA 2.7, é o mesmo
utilizado na técnica de solution blow spinning (SBS), comumente aplicada na produgao
de (nano)fibras. O sistema DSS (FIGURA 2.7a,c) consiste em uma bomba de ejegao,
uma fonte de ar comprimido, um coletor cilindrico rotacional ou estatico e um bocal
acoplado a uma agulha em uma disposigao concéntrica (FIGURA 2.7b). Nesta
configuragao, a solugéo polimérica é ejetada pelo orificio interno, enquanto o fluxo de

ar é liberado pelo orificio externo, o que causa a formacdo de um cone devido ao
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balanco das forcas de arraste, coesdo e viscosidade, forcando a mesma a ser
depositada sobre o coletor (Oliveira et al., 2013).

Fatores como massa molar, concentracdo de solutos e viscosidade,
além dos parametros experimentais como pressao do gas, distancia bocal-coletor e
taxa de alimentacdo da solugcdo e geometria do dispositivo, influenciam nas
caracteristicas finais do material depositado (Medeiros et al., 2009). O grau de
entrelacamento das cadeias poliméricas afeta diretamente o fenbmeno de arraste do
material pelo fluxo de ar, ja que dependendo do comportamento reolégico da solugao
— diluido, semidiluido ou concentrado — ha a formacédo de aspersdo ou de fibras
(FIGURA 2.7d) (Daristotle et al., 2016). A técnica permite o uso de varios, mas a
escolha deve considerar sua volatilidade, j4 que o solvente deve ser evaporado

durante o percurso entre o bocal e o coletor (Daristotle et al., 2016).

@ 55 (b)

[ Ar
Manometro Z Solugéo polimérica =
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-
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FIGURA 2.7. (a) Esquema do arranjo experimental da deposicdo por sopro (modificado de
Medeiros et al., 2009), (b) representacdo do corte transversal do bocal e das agulhas
concéntricas e a ilustragdo do cone de solugdo (modificado de Oliveira et al., (2013)), (c)
sistema real utilizado para a aspersao da camada de zeina sobre os filmes bicamadas e (d)
imagem de filmes de caseina depositados com aspersdo ou fibras de zeina devido a
mudangas na concentragdo da solugéo proteica.

As vantagens desta técnica incluem alta produtividade, simplicidade de
manuseio, nao utilizagao de tensao elétrica (como na eletrofiagao), e o fato de permitir

a aspersao da camada polimérica in situ (Daristotle et al., 2016; Oliveira et al., 2013).
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O método de DSS, assim como casting continuo, € escalonavel, o que os torna

interessantes para o setor industrial.

2.9. Medidas de forga por microscopia de forca atémica (AFM)

Como ja argumentado, o sucesso dos filmes multicamadas depende da
compatibilidade termodindmica entre os componentes que, consequentemente,
acarreta a adesao interfacial entre as camadas. A elucidacdo dos mecanismos de
interacdo fornece informacdes-chave para a modificagdo das superficies,
incorporacao de compatibilizantes e/ou ativacdo da superficie para compatibilizacéo
(Shin et al., 2002).

A microscopia de forga atbmica (AFM) é uma técnica versatil, de alta
resolucao e sensibilidade e que fornece informacdes em escala subnanométrica sobre
os sistemas estudados (Ralston et al., 2005). A técnica tem como fundamento a
varredura da superficie de uma amostra por uma sonda acoplada a um cantiléver, o
qual sofre deflexbes devido a interacbes com a amostra. As deflexdes séao
monitoradas por mudangas na voltagem do feixe de laser que é incidido sobre o

cantiléver, como representado na FIGURA 2.8 (Zeng et al., 2012).

Cantiléver
Fotodiodo

T

Sonda cantilever
coloidal

Sonda —>
Amostra

(a) (b)

FIGURA 2.8. (a) Esquema do aparato experimental da técnica de microscopia de forca
atbmica (modificado de Zeng et al., (2012)) e (b) imagem MEV de uma sonda coloidal sobre

o cantiléver (autoria propria).

As medidas de forca por AFM permitem a quantificacdo das forcas de
interacao (forgca de pull-off) entre uma sonda (ou “probe”) e um substrato (Nugroho et
al., 2019). O uso de uma particula coloidal como sonda oferece melhor controle de

sua geometria e, consequentemente, da area de contato. A analise consiste em
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monitorar a deflexdo do cantiléver (Az:) (FIGURA 2.9a) em fun¢ao da aproximacgéo ou
retragdo do transdutor piezoelétrico (piezo, Az,) em relagdo ao substrato (FIGURA
2.9) (Ralston et al., 2005). A magnitude das forgas de interagdo entre duas superficies
depende das propriedades dos materiais e da geometria das mesmas. A curva teorica
(FIGURA 2.9b) ilustra as cinco principais etapas: (I) a sonda é inicialmente
aproximada do substrato, onde nenhuma for¢ca atua sobre o sistema. Quando em
separacgdes curtas, (II) a sonda pode experimentar uma for¢ca de atragédo, o que leva
a (Ill) seu contato fisico com o substrato. O cantiléver continua sendo empurrado
contra a superficie até um ponto de gatilho (“trigger point”) pré-definido, mudando a
diregdo do movimento. Durante a retragdo, se houver adesao, (V) a sonda permanece
em contato com o substrato até que a forca restauradora do cantiléver supere as
forcas de interacao e (V) as superficies sao separadas até o ponto em que nenhuma

forca relativa a superficie atue sobre a sonda (Ralston et al., 2005).

Cantilé — Aproximagao Retracao
antiiever N
- I ETTEAT O
f XA Trigger point | ! T v Ig
Sonda ST /
coloidal : E 1\ *; i e v o
i D § i —4 —)
[]
] ‘ : H
] PRAY .
3 i —pull-off
% H H H H Hit
D= Azp +Az, Q  Posigao do piezo (Az,)

(a) (b)

FIGURA 2.9. (a) Representagdo da posi¢cdo Az, do piezo, da distédncia Az. de deflexdo do
cantiléver e da separagéo D entre a sonda e o substrato e (b) curva forga-distancia teorica e
as respectivas interagdes entre uma sonda e uma superficie plana (modificado de Ralston et

al., (2005))
Para obter a curva forga-distdncia é necessario realizar algumas

conversbes matematicas dos parametros, como descrito pelas seguintes relagdes
(Butt et al., 1995; Nugroho et al., 2019):
F=k X Az,
D= (Azp + AZC) )

onde F é a forga (N), k € a contante de mola caracteristico do cantiléver (N/m), Az; é

a deflexdo do cantiléver (V), D é a separagao entre sonda e substrato (m), Az, é a
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posicédo do piezo (V) e § é a sensibilidade de deflexdo (m/V). A forca de pull-off &
definida como a forga requerida para a separacgao entre as superficies da sonda e do
substrato, correspondendo ao valor minimo observado na curva de retragado (Moore &
Houston, 2010).

O potencial de interacdo ou energia de adesédo (V(D)) entre duas
superficies planas pode ser calculado pela aproximagédo de Derjaguin (Derjaguin,
1934):

o)

V(D) = f v, (2) dA
D

onde V(D) depende da separacgao D entre as superficies de interacdo e Vi € a energia

potencial por unidade de area na posigao z do piezo. Desta forma, para sondas com

pontas afiadas, a determinagao da geometria torna-se uma limitagéo para a aplicagao

do modelo, o que torna interessante o uso de particulas com didmetros bem definidos.

Para um sistema constituido de uma sonda coloidal e uma superficie plana

(substrato), a energia potencial pode ser calculada da seguinte forma:

F(D
V,(D) = 22

2nR’

onde F(D) é forga em relagdo a separagao D e R é o raio da particula coloidal (Butt et
al., 1995). Em resumo, o potencial de interagao pode ser determinado integrando a
area entre a curva de retragdo e a linha de base (forga zero), normalizando pela

geometria da sonda (Nugroho et al., 2019).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O conceito de circularidade tem ganhado destaque como uma ideologia
que busca alinhar a vida util dos materiais com o tempo de uso dos produtos. Isso
inclui prolongar a vida util dos produtos, reciclar para reintroduzi-los no ciclo produtivo,
e utilizar recursos renovaveis e/ou biodegradaveis, dentre outras praticas (Ossio et al.,
2023). As pesquisas recentes tém desempenhado um papel importante no
desenvolvimento de materiais multiestruturados, os quais ja tém sido explorados nas
industrias de embalagens (La Fuente Arias et al., 2023). Os filmes multicamadas
combinados a partir de polimeros naturais de diferentes naturezas permite
permeabilidade seletiva, adequagao das caracteristicas hidrofilicas/hidrofobicas,
estabilidade nos coeficientes de expansado entre os componentes e mudangas na
interacao e difragdo da luz (Abdullah et al., 2022). O esquema da FIGURA 3.1 ilustra
um filme multicamada, destacando a funcdo de cada camada e a representacao da
difusdo de oxigénio e vapor de agua atravées das camadas com diferentes

permeabilidades.

a.  Oxygen diffusion Water vapor diffusion

*
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FIGURA 3.1. (a) Representagao de um filme multicamada destacando o papel de bloqueio da
luz UV e os efeito de barreira a umidade e ao oxigénio de cada camada e, (b) esquema da
difusdo de umidade e oxigénio através de diferentes camadas com permeabilidades distintas.

(Imagens retiradas de Pasquier et al., (2022)).

Dentre os biopolimeros utilizados na produgdo de embalagens, as
proteinas e os polissacarideos sdo os mais utilizados devido a suas disponibilidades
e ao fato de serem passiveis de modificacdo quimica e facilmente associados a outros
polimeros (Wei & Huang, 2019). Tendo em vista que as embalagens de alimentos
desempenham um papel de preservagao, protecdo e informagdo dos produtos

alimenticios, os filmes multicamadas tendem a ser projetados para atender aos
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requisitos necessarios para que sejam competitivos frente as embalagens
convencionais (Grzebieniarz et al., 2023). Uma compilacdo de filmes multicamadas
com a finalidade de embalagens alimenticias é mostrada na TABELA 3.1.

A transparéncia € uma caracteristica bastante importante para um
material utilizado na fabricagcdo de embalagens, pois afeta a aparéncia do produto
alimenticio e as decisdes dos consumidores. A literatura mostra que a
multiestruturacido de filmes pode provocar mudangas na coloracédo e na transmissao
de luz (Grzebieniarz et al., 2023). A transparéncia destes sistemas € influenciada pela
natureza do polimero, espessura e numero de camadas e, até mesmo, pelas técnicas
de processamento (Xia et al., 2019).

As propriedades térmicas também representam outro fator relevante, ja
que muitos trabalhos apontam que as multicamadas podem modular as temperaturas
de fusdo em relagdo aos componentes isolados (Jamroz et al., 2022; Zhu et al., 2019).
Em relacdo ao efeito de barreira, propriedade que afeta diretamente a conservagao
de varias classes de alimentos, a combinagdo de camadas com diferentes carateres
hidrofilicos/hidrofébicos pode desfavorecer a permeacao de umidade e gases
evitando a proliferagdo microbiana, alternagdes na textura dos alimentos e processos
oxidativos (Pasquier et al., 2022; Satam et al., 2018). A literatura mostra que as
camadas proteicas sao as mais promissoras para estabelecer tal efeito.

Os atributos mecanicos sdo importantes para a manipulagédo, o
transporte, o armazenamento e a comercializagcdo das embalagens alimenticias
(Abdullah et al., 2022). O uso de celulose e seus derivados como componentes de
sistemas multiestruturados tem mostrado contribui¢des significativas na performance
mecanica dos sistemas em que sao adicionados (Jridi et al., 2019; W. Zhang et al.,
2019).

A solubilidade em agua € a propriedade mais limitante dos polissacarideos e
das proteinas, visto que as que as embalagens precisam apresentar certa resisténcia
a umidade para que mantenham se estaveis. A deposicées de camadas hidrofobicas
ou uso de reticulantes sao artificios que diminuem a suscetibilidade do material a agua
(Cai et al., 2020; Pasquier et al., 2022).



TABELA 3.1. Composicoes biopoliméricas de filmes multicamadas e suas respectivas propriedades alcan¢adas.

Matrizes combinadas =~ Compostos adicionados '\(/)Igigﬂgadoe Propriedades alcancadas Referéncias
Nng:gecjg dSitCig;n?grga € i Sequéncia de Barreira a umidade de (Pasquier et al.,
d filtracOes oxigénio e bloqueio luz UV 2022)

lignina
Liberacdo controlada de

Fibroina de seda, - Casting em solucao farmaco e atividade

(Pacheco et al.,

guitosana e alginato antimicrobiana 2020)
PLA, NFs de quitosana e i Aspersao Barreira a .urplqlade e ao (Satam et al., 2018)
NCC oxigénio

Encapsulacao de ativo e

Etilcelulose e gelatina Curcumina Eletrofiacao barreira & umidade (Wang et al., 2020)
Zeina e gelatina OE de orégano Casting continuo Conservagdo de (Cai et al., 2020)
morangos
Gelatina e agar Extrato de filha de videira Casting em solucéo Atwmjacje ?”t'ox'dAar?te € (Jridi et al., 2019)
resisténcia mecanica
Amido e zeina - Casting em solucéo Protecao UV e resistencia (Chen et al., 2019)

a agua

Atividade antioxidante e
Casting em solugdo  conservacéao de filé de
peixe

Curcumina, capsaicina,
montmorilonita e AgNPs

(Grzebieniarz et al.,

Furcelarano e gelatina 2023)
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Konjacglucomanano e
carragenina

FucoPol e quitosana

CMC, gelatina,
furcelarano

Quitosana e alginato

Zeina e gelatina

Alginato e quitosana

Oleo de camélia,
curcumina e
antocianinas de preto de
mirtilo

Extrato de lingoberry

Acido fertlico, acido
ascorbico e acido citrico

Polifendis

OE de canela

Casting em solucgao

Casting em solucéo

Casting em solucéo

Casting em solucao

Casting em solucéo

Casting em solucéo

Mudancas de cor com pH,
bloqueio luz UV e barreira
a agua
Transparéncia e
diminuicdo da
molhabilidade

Estabilidade térmica,
atividade antioxidante e
conservacao de tomates

Estabilidade térmica,
atividade antioxidante e
conservacao de tomates

cerejas

Atividade antioxidante,
bloquei luz UV e
conservacao de carne

Resisténcia mecéanica e
barreira a 4gua

(Zhou et al., 2021)

(Ferreira et al.,
2016)

(Jamroz et al.,
2022)

(Zhu et al., 2019)

(Xia et al., 2019a)

(Zhang et al., 2019)

EC: etilcelulose, OE: o6leo essencial,

carboximetilcelulose, AQNP: nanoparticulas de prata.

NFs: nanofibras, NCC: nanocristais
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de celulose, NFC: nanofibras de celulose, CMC:
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A literatura apresenta diferentes formas de produgédo das multicamadas,
sendo as mais encontradas sequéncias de filtragdo, layer-by-layer, casting em
solugdo, coextrusdo, aspersdo e eletrofiagdo (La Fuente Arias et al., 2023). A
metodologia de obtencdo afeta a escalabilidade de produgdo, os aspectos
morfolégicos e até mesmo as propriedades finais dos filmes (Otoni et al., 2021).
Adicionalmente, a multiestruturagcéo possibilita uma ampla gama de combinagdes de
composi¢ao, ordenamento e numero de camadas que permite a adaptacao do sistema
para a aplicagao desejada. Em resumo, tais materiais apresentam grande potencial e

aspectos a serem explorados (Abdullah et al., 2022).
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4. OBJETIVO

O trabalho desenvolvido teve como objetivo a produgédo de materiais
multicamadas a partir da combinagcdo de diferentes biopolimeros — a saber:
carboximetilcelulose, caseina e zeina — utilizando as técnicas escalonaveis casting
continuo e deposicéo por sopro em solugdo. O material multiestruturados teve como
objetivo acoplar propriedades de interesse como o desempenho mecanico da CMC, a
propriedade de barreira contra agua da caseina e a hidrofobicidade da zeina. Os
sistemas foram caracterizados com relagdo as suas propriedades mecanicas, de
barreira, térmicas, morfolégicas e estruturais, assim como pela quantificagdo das
energias de adesao interfaciais pela técnica de microscopia de forga atdbmica. O
material desenvolvido visa a aplicagbes como embalagens sustentaveis para

alimentos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes quimicos: carboximetilcelulose
sal sodico — CMC (Synth, viscosidade 700 cP, 1% m/v, 1 s, 25 °C); caseina (Exodo,
viscosidade 2,6-3,7 cP, 1% m/v, 1 s, 25 °C); zeina (Sigma-Aldrich, USP); glicerol —
C3HsOs (Cromoline, pureza 99,5%); acido citrico — CsHsO7 (Vetec, pureza 99,5%);
acido 1,2,3,4-butanotetracarboxilico — CsH100s (Sigma-Aldrich, P.A.); hipofosfito de
sédio — NasP207 (Synth, P.A.); acido tanico — CzsHs2046 (Synth, P.A.); sulfato de cobre
pentahidratado — CuS04.5H20 (Synth, P.A.); poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, 0,1% m/v);
cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida — CsH17N3.HCI (Thermo
Scientific); N-hidroxisuccinimida — C4HsNO3 (Sigma-Aldrich, pureza 98%); acido 2-
etanossulfonico — C2HsO3S (tampdo MES, Sigma-Aldrich, pureza 99%); cloreto de
sédio — NaCl (Sigma-Aldrich, P.A.); acido cloridrico — HCI (Sigma-Aldrich, pureza
37%); acido sulfurico — H2SO4 (Sigma-Aldrich, pureza 99%); peréxido de hidrogénio —
H20:2 (Sigma-Aldrich, concentragao 30% m/m); wafer de silica (100 MM P-Type Prime,
Wafer Pro); nanoparticulas de silica carboxiladas (Creative Diagnostics, 25 mg.mL™");
etanol — C2HsO (Neon, pureza 99,8%); acido acético glacial — C2H402 (Neon, pureza
99,8%); agua ultrapura deionizada em sistema Milli-Q (o = 18,2 MQ cm; Barnstead

Nanopure Diamond).

5.2. Metodologia

5.2.1. Producao dos filmes de CMC e caseina por casting de

bancada — Otimizagao da composicao

Inicialmente, filmes de CMC e caseina foram produzidos por casting de
bancada para a determinagdo das melhores formulagdes. Filmes de CMC foram
produzidos a partir de uma solugao polimérica 2% (m/v, base umida-b.u.) em agua. O
sistema foi mantido sob agitacédo (1800 rpm) a 40 °C até a total solubilizagdo do
polimero. Posteriormente, adicionou-se o reticulante — acido citrico ou BTCA — na
presencga ou nao do catalisador HPS (1 g de reticulante:0,5 g de HPS) com o objetivo
de diminuir a solubilidade do material em agua. Os diferentes reticulantes e o uso do

catalizador foram avaliadas a fim de investigar as melhores condigbes para a
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reticulagdo da CMC. A solugao foi entdo aquecida a 80 °C por 30 min (Juncu et al.,
2016) e, em seguida, deixada em repouso até resfriar a 50 °C. Apds esse resfriamento,
foi incorporado o plastificante glicerol, visando aumentar a maleabilidade e
flexibilidade do material. Os reticulantes e o glicerol foram previamente solubilizados
em 5 mL de agua, sendo que para os filmes que néo tiveram a adicdo destes
componentes, as etapas correspondentes foram ignoradas. Para os filmes de caseina,
preparou-se uma solugédo aquosa de 2% (m/v, b.u.) da proteina, a qual foi solubilizada
acima do seu ponto isoelétrico (p/) em pH > 5 a fim de se obter uma suspenséo estavel
devido a repulsao entre as micelas. Apos completa solubilizagdo, adicionaram-se
quantidades conhecidas de glicerol solubilizado em 5 mL de agua. O sistema foi
mantido em agitagdo por 20 min e o pH foi ajustado para 7 com uma solugdo aquosa
de hidréxido de sodio (1 mol.L™"). O ajuste do pH para 7 é devido a estabilizagdo
maxima das cargas negativas da suspensao de caseina, como discutido pelas curvas
de potencial Zeta em funcdo do pH na sessio dos resultados.

As solucdes poliméricas foram depositadas em substrato de poliéster
(Mylar®, Dupont), os quais permitem que os filmes sejam destacados com facilidade,
e secas a temperatura ambiente por 48 h. As quantidades de glicerol, acido citrico e
BTCA utilizadas estao descritas na TABELA 5.1.

TABELA 5.1. Concentragdes de glicerol e dos reticulantes acido citrico e acido 1,2,3,4-
butanotetracarboxilico (BTCA) utilizados na composi¢cdo dos filmes de carboximetilcelulose

(CMC) e caseina. As concentra¢des foram em relagdo a massa seca do polimero.

Filmes de CMC Glicerol* Reticulante*
CMC - -

CMCsxaii 5% -

CMCis%aii 15% -

CMCso%aii 30% -

CMCso%ali 50% -
CMC1s%ali+s%AC 15% 5% &cido citrico
CMC1s%ali+15%AC 15% 15% acido citrico
CMC15%Gli+30%AC 15% 30% &cido citrico

CMC15%Gli+15%AC+HPS 15% 15% acido citrico+HPS

CMC15%Gli+15%BTCA 15% 15% BTCA
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CMC15%Gli+15%BTCA+HPS 15% 15% BTCA + HPS
Filmes de caseina Glicerol* Reticulante*
CA - -
CA15%Gli 15% -
CAz0%ali 30% -
CAs0%cli 50% -

*As concentragbes de glicerol e reticulante sdo em relagdo a massa do polimero e a proporgédo
de hipofosfito de sédio (HPS) utilizada foi de 1 g reticulante:0,5 g de HPS.

5.2.2. Solugodes filmogénicas (SFs) para casting continuo

Para o casting continuo, as SFs tiveram suas concentragbes ajustadas
para que estas fossem passiveis de serem laminadas pelo sistema de laminacao
continua. As SFs de CMC foram preparadas a partir de uma solugao aquosa de 3%
(m/v, b.u.) de CMC; em seguida, adicionaram-se BTCA/HPS (0,5 g de HPS para cada
1 g de BTCA) tendo as concentragdes em relagdo a massa do polimero apresentadas
na TABELA 5.2. Os mesmos foram previamente solubilizados em 5 mL de agua e,
apos a adicao, o sistema foi agitado por 30 min. Posteriormente, incorporou-se glicerol
(15% m/m, base seca- b.s.) e o sistema foi mantido sob agitagédo por mais 30 min.
Algumas formulagdes foram adicionadas de acido tanico (AT), o qual € um reticulante
proteico utilizado para a promocéo da adesdo entre as camadas de CMC e caseina
possivelmente devido a formagao de reticulacdo na interface, tendo seu efeito melhor
discutido na sec¢ao dos resultados. As concentragcdes utilizadas estdo descritas na
TABELA 5.2. O AT foi previamente solubilizado em 5 mL de agua e adicionado apos
20 min da adi¢ado do BTCA, mantendo-se o sistema sob agitagéo por mais 30 min. Ja
as SFs de caseina foram obtidas a partir de uma solugéo aquosa contendo 20% (m/v,
b.u.) da proteina, em pH > 5 (acima do p/). Adicionou-se o glicerol (30% m/m, b.s.) e
o sistema foi agitado por 30 min. Em seguida, o pH foi ajustado para 7. Todas as SFs
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min a 30 °C para a remogao das bolhas de
ar antes de serem laminadas. As concentragcdes de BTCA e AT adicionadas entao
mostradas na TABELA 5.2.
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TABELA 5.2. Concentragbes (m/m, base seca) de 1,2,3,4-acido butanotetracarboxilico
(BTCA) e acido ténico (AT) utilizados nas composi¢cbes dos filmes bicamadas produzidos por

casting continuo. As concentragées utilizadas foram em relagdo a massa seca de polimero.

Filmes bicamadas % BTCA* % AT
CA-CMCi1s/0 15 0
CA-CMCis5 15 5
CA-CMCi1s/30 15 30
CA-CMCasor30 30 30
CA-CMCorzo 0 30

*HPS foi adicionado juntamente com o BTCA na proporc¢do de 1 g BTCA:0,5 g de HPS. HPS:

hipofosfito de sdédio.

5.2.3. Producao dos filmes monocamada e bicamadas CA-CMC por

casting continuo

Os filmes foram produzidos em uma maquina de laminacdo continua
(Werner Mathis AG, modelo KTF-B, Suica). As SFs foram continuamente vertidas em
substrato de poliéster (Mylar®, DuPont, Brasil), o qual movimentava-se em direcéo a
uma lamina com uma distancia pré-estabelecida em relagéo ao substrato (espessura
da lamina umida). A secagem foi feita pela passagem das SFs laminadas por duas
estufas convectivas.

A producdo dos filmes bicamadas de caseina e CMC (CA-CMC) é
esquematizada na FIGURA 5.1. Inicialmente, depositou-se a SF de CMC utilizando a
seguinte configuracao: espessura umida de 1,25 mm; velocidade do substrato de 0,07
m.min’; e secagem em duas estufas com temperaturas de 95 e 80 °C,
respectivamente. Em seguida, o filme de CMC foi rebobinado para o inicio da
maquina, servindo como substrato para a laminagcdo da SF de caseina, usando os
seguintes parametros: espessura umida de 0,80 mm; velocidade do substrato de 0,07
m.min-'; e secagem em duas estufas a 70 °C. Diferentes proporgées de BTCA e AT
foram incorporadas na camada de CMC a fim de investigar suas contribuicbes na
adeséo interfacial das bicamadas (TABELA 5.2). As propor¢des estudadas foram:
15% BTCA (CA-CMCi15p0), 15% BTCA:5% AT (CA-CMCi1s:5), 15% BTCA:30% AT (CA-
CMCis/30), 30% BTCA:30% AT (CA-CMCso0) € 30% AT (CA-CMCoso). Filmes
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monocamadas, CMC ou caseina, também foram produzidos e utilizados como

controles.
A ]
f o \
Estufa 1 Estufa 2 Estufa 3 Estufa 4
3% CMC 20% caseina
Lamina 1 Lamina 2
Jl,dm[ min 0,09 m/ min
95 °C 95 °C 70 °C 70°C

Caseina(CA)+—
CMC +——

Filme bicamada
CA-CMC

\

Bomba de in-jeﬁéo 20% zeina+15%AT em acido acético Area de filme: 13 x22 cm
0,6 mL.min (25 mL) (0,02 g de zeina por cm?)
{ : - A
Bocal
d=0,4 mm
40 cm Coletor

(150 rpm)

Ar pressurizado
1,1 bar

FIGURA 5.1. Esquema da produc¢éo dos filmes multicamadas por meio da combinacado das

técnicas de casting continuo e deposi¢do por sopro em solugéo.

Hipotetizou-se que a velocidade da laminagao pudesse afetar o grau de
orientagcdo das cadeias 0 que causaria anisotropia das propriedades dos filmes no
sentido paralelo e perpendicular a laminacao. Tal efeito foi investigado a partir da
laminagédo de uma solugao aquosa de 3% (m/v, b.u.) de CMC, contendo 15% (m/m,
b.s.) de glicerol, nas velocidades 0,05, 0,09 e 0,15 m.min". As demais condigcbes

foram mantidas conforme descritas anteriormente.
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5.2.4. Producao da camada de zeina por deposi¢cao por sopro em
solucao (DSS)

A terceira camada de zeina foi obtida por meio da técnica de DSS, ja
que essa proteina ndo possui boa capacidade de formag¢ao de matriz, o que inviabiliza
sua producao pelo método de casting continuo. Desta forma, para a preparagao da
solugao polimérica de zeina, inicialmente o AT foi solubilizado em acido acético P.A.
a fim de obter uma concentragéo final de 15% (m/m, b.s.) em relagdo a massa de
zeina. A incorporagado do AT teve o objetivo auxiliar na resisténcia a umidade desta
camada, uma vez que a zeina ja apresenta carater hidrofébico, por meio da reticulagéo
entre as cadeias proteicas. Posteriormente, uma quantidade conhecida de zeina em
po foi adicionada para obter uma concentragao 20% (m/v, b.u.) em relagdo ao volume
total da solugdo. O sistema foi agitado em banho de agua a 60 °C até que nao fora
observada a presencga de soélidos em dispersao, o que levou cerca de 2 h. As solugdes
foram preparadas em um recipiente vedado para evitar a evaporagao do solvente. A
asperséo da camada proteica foi feita em um sistema DSS (FIGURA 5.1) utilizando
uma seringa de vidro e uma agulha de aco inoxidavel com didmetro externo de 1,5
mm e diametro do orificio interno de 0,4 mm. Os parametros aplicados foram distancia
bico-coletor de 40 cm, taxa de ejecdo de 0,6 mL.min"", pressédo do ar comprimido de
1,1 bar e rotacao do coletor de 150 rpm. O recobrimento envolveu a deposicéo de 25
mL de solugcédo de zeina sobre filmes CA-CMCi1s5 e CA-CMC1s/30, 0s quais foram
selecionados como as melhores formulagdes dentre as bicamadas, com dimensdes
de 13 cm x 22 cm correspondendo a 0,02 g de zeina por cm?.

Foram realizados testes iniciais para a otimizacdo da composicédo e
concentracdo das solugbes poliméricas, os quais seguiram o mesmo protocolo
descrito anteriormente, desconsiderando a etapa de solubilizagdo do AT quando
necessario. Os parametros aplicados foram os mesmos descritos anteriormente. As
composi¢cdes empregadas estdo descritas na TABELA 5.3, no qual foi utilizada a
nomenclatura de “aspersao” para a deposicdo da zeina na forma de aspersao e
“fibras” para os sistemas em que foram observados a formacéo de fibras sobre o
substrato devido ao aumento da concentragéo da proteina para 40% (b.u.). Para esta
etapa, os filmes utilizados como substratos foram uma monocamada de caseina com

dimensodes 13 cm x 22 cm.
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TABELA 5.3. Valores das concentracbes das solugdes de zeina, concentragdo do acido
acético incorporado e volume de solucao depositada sobre os filmes monocamadas de
caseina nos testes iniciais. As concentragbes de zeina foram em relagdo ao volume total da

solugéo e as concentragdes do acido tanico foi em relacdo a massa de proteina.

Concentracdo Concentragdo de Volume de solugdo

Amostras de zeina/ % acido tanico/ % depositada/ mL
Aspersao 1 20 - 25
Asperséo 2 20 15 25
Asperséao 3 20 15 35

Fibras 1 40 - 25
Fibras 2 40 15 25

A taxa de cisalhamento que a agulha exerce sobre a solugao
polimérica durante a aspersao foi estimada a partir da equagao abaixo, considerando

a analogia com a reologia capilar.

— 4 Talim.

I RC3

Yw

onde y,, € a taxa de cisalhamento (s™') entre a geometria e a parede do equipamento,

T.im € a taxa de alimentagdo (mL.s™") e R, € o raio do orificio interno da agulha (cm).

5.2.5. Potencial Zeta versus pH

Medidas de potencial Zeta foram realizadas para avaliar o
comportamento das cargas superficiais em relagdo a variagédo do pH das solugdes
poliméricas de CMC e caseina. Utilizou-se solu¢des poliméricas aquosas (0,1% m/m)
e um intervalo de pH 2 a 12. Os ajustes do pH foram feitos com solugdes aquosas de
HCI (1 mol.L-") e NaOH (1 mol.L-"). As medidas foram feitas em um aparelho Zetasizer
Nano ZS ZEN 3600 (Malvern Instruments, EUA).
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5.2.6. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

As mudancgas estruturais dos filmes foram analisadas por FTIR em um
equipamento Vertex 70 (Bruker, Alemanha) com médulo de atenuagao por diamante
(ATR). Os materiais estavam previamente secos e foram analisados no intervalo de
400 a 4000 cm', com resolugéo espectral de 4 cm™' e 32 scans por amostra. Para a
observacdo de mudancgas estruturais entre as faces externas e delaminadas dos
filmes bicamadas (FIGURA 5.2), espectros FTIR-ATR foram obtidos e a diferencga
entre as intensidades de bandas especificas (Al = lface delaminada-lface externa) foram
calculadas a fim de observar variagdes das intensidades de bandas tipicas de cada
camada. Os espectros foram normalizados pela intensidade da banda 923 cm™', a qual
praticamente nao foi variada para todos os espectros. O torque do suporte que
pressiona a amostra no cristal de diamante no médulo de ATR foi mantido constante
para todas as analises. Para as analises realizadas pela passagem de radiagao pelos
filmes, os mesmos foram alocados no caminho 6tico do instrumento. Os espectros

obtidos foram normalizados pela soma das intensidades.

Face delaminada

W\

Face externa

Camada *+ | Camada
de caseina de CMC

Filme bicamada

FIGURA 5.2. Esquema e nhomemclatura atribuida para as faces dos filmes bicamadas.

5.2.7. Microbalanga de cristal de quartzo com monitoramento de

dissipacao de energia (QCM-D)

A QCM-D foi utilizada para a investigacédo da estabilidade e intensidade
das interagdes entre os componentes do sistema — caseina, zeina, AT e CMC. Os
experimentos foram realizados em um instrumento Q-Sense E4 (Biolin Scientific AB,
Suécia) utilizando sensores de silica revestidos por pulverizagdo catddica com
frequéncia de ressonancia fundamental de 5 MHz (QSX303, Biolin Scientific AB). Para
os experimentos, foram utilizadas solugdes aquosas poliméricas de CMC 0,05% m/v

e caseina 0,1% m/v em pH 7. A zeina foi solubilizada em etanol 60% na concentragao
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de 0,1% m/v e o AT foi dissolvido em agua em uma concentragao de 0,1% m/v. As
solugdes designadas foram injetadas individualmente a uma vazao de 100 pyL/min por
30 min, seguida de enxague com agua. Foram monitorados 13 harmoénicos em cada
experimento e pelo menos trés repeticbes foram realizadas. Antes do experimento, a
superficie do sensor foi limpa em uma atmosfera de UV/O2 em um equipamento

ProCleaner (Bioforce Nanoscale, EUA) por 15 min.

5.2.8. Espectroscopia nas regidoes do ultravioleta e do visivel (UV-
VIS)

A espectrofotometria dos filmes foi adquirida utilizando um
espectrofotdmetro UV-1601 (Shimadzu, Japao) no intervalo de comprimentos de onda

entre 200 e 700 nm, em modo absorbancia.

5.2.9. Colorimetria

Os parametros colorimétricos dos filmes foram medidos utilizando um
colorimetro CM-5 (Konica Minolta, Japao). As medidas foram feitas por refletancia
utilizando uma geometria di:0°/de:0° e abertura do colorimetro de 50 mm. Foram
determinadas a luminosidade (L*) e as coordenadas cromaticas a* e b* segundo as
escalas CIE. A calibragao foi realizada com um padrao branco (L* = 97,3 + 0,05; a* =
0,05 + 0,01; b* = 2,01 £ 0,05). A diferenca de cor total (AE™) foi calculada de acordo

com a equacao a seguir:

AE* = \J(AL)? + (Aa*)? + (Ab¥)?

E o indice de alvura (/A) foi calculado pela equagéo:

IA =100 — /(100 — L*)2 + a*2 + b*2
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5.2.10. Solubilidade e intumescimento em agua

A solubilidade foi determinada pela imersao de filmes, com dimensdes 4
cm x 4 cm, em tubos Falcon contendo 50 mL de agua Mili-Q (25 °C, pH 5) por 3 h, os
quais formam agitados a cada 30 min. Posteriormente, os pedagos de filmes nao
solubilizados foram separados com o auxilio de uma peneira e, em seguida, levados
a uma estufa a 80 °C para secagem por 30 min, antes de serem pesados novamente
(Pacheco et al., 2020). As medidas foram feitas em triplicata. O grau de solubilidade

(GS) das amostras em agua foi determinada pela seguinte equagao:

GS (%) = 2 % 100%

mi
onde mi € a massa inicial (g) e mf € a massa final (g).

O intumescimento foi avaliado pela alocagao de filmes, com dimensdes de 5
cm x 5 cm, em um dessecador contendo uma solugao saturada de sulfato de cobre
(UR = 90%, 25 °C), por 24 h. O grau de intumescimento (G/) foi calculado pela

diferenca de massa antes e apos o teste, como descrito pela seguinte equacéo:

Gl (%)= % 100%

mi’

onde mi” é a massa inicial (g) e mf’ é a massa final (g).
5.2.11. Angulo de contato e energia livre de superficie (ELS)

Medidas de angulo de contato foram feitas pelo método de gota séssil
em um tensidmetro 6tico automatico Theta Lite (Biolin Scientific, Finlandia). A analise
consistiu no monitoramento do dngulo entre uma gota (300 pL) de agua ultrapura e as
superficies dos filmes durante 60 s. O angulo de contato médio foi determinado pela
média aritmética dos angulos entre as extremidades da gota. Foram feitas pelo menos

cinco replicadas para cada amostra.

Para a determinacao das ELSs, cada filme monocamada teve os valores
de angulo de contato medidos em relacéo a trés liquidos — a saber: agua, glicerol e
tolueno — com componentes de energia superficial conhecidas. As equacbes
termodindmicas aplicadas tiveram como base o modelo de van Oss, Chaudhury e
Good (vOCG) (Mohsin et al., 2020) utilizando as seguintes equacdes:
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y. (14 cos@) =2 /)/SLWVLLW + 2\/)’;1’[ + ZJVS_VL+

vs= ¥+ v’

yéf =2 /V5+Vs‘

onde 6 € o valor do angulo de contato experimental, y € a tens&o superficial total
(mJd.m2), yW é a componente de Liftshitz-van der Waals da tensao superficial (mJ.m-
2), y4B & a componente acido-base de Lewis da tensdo superficial (mJ. m32), y* e y~
sd0 as componentes acido e base de Lewis (mJ.m2), respectivamente. Os subscritos
S e L referem-se as componentes da face sélida e liquida, conforme esquematizado
na FIGURA 5.3.

Yov

Ysv ée YsL

FIGURA 5.3. Representacdo das componentes da tensado superficial envolvidas em uma
medida de angulo de contato. ys, é a tensdo entre o sélido e o ar, y,, é a tenséo entre o

liquido e o ar e ys; € a tens&o entre o solido e o liquido.

E possivel estimar a trabalho de adesao entre dois sélidos a partir das

equacdes (da Silva et al., 2020):

W, = ysy (cos@ + 1)
W, = WAB + wtw

WP =2 /V1+V2_ +2 /h‘yf}
Wi =2 [ri"v"
onde W, é o trabalho de ades3o total (J.m?2), W, é a componente acido-base de

Lewis (J.m?2), WLW é a componente de Lifshitz-van der Waals (J.m3).

5.2.12. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A determinacao da PVA foi feita de acordo com uma modificagdo da
norma ASTM E96-80 (McHUGH et al., 1993). Filmes (2 cm x 2 cm) pré-condicionados
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(UR= 50%, 25 °C) foram selados a uma célula de Teflon contendo 2 mL de agua
ultrapura, os quais foram mantidos em uma camara climatizada (Ethik, modelo 420-
2TS 295L, Brasil) a 25 °C e UR = 50%. Foram feitas seis pesagens a cada hora e uma

sétima apds 24 h. A PVA foi determinada segundo a equacéo:

PVA = (Am) X (=

=\ac)* %ap

onde PVA é a permeabilidade ao vapor de agua (g.m.h-'.Pa'), Am/At é a taxa de
perda de massa (g.h"), L é a espessura dos filmes (m), A é a area do filme exposta e

util para permeagao (m?) e AP é a diferenga de presséao parcial (3170 Pa).

5.2.13. Analise reoldgica

O comportamento reoldgico das solugdes poliméricas foi estudado a
partir de medidas conduzidas em um redmetro MCR 301 (Anton Paar, Austria),
operando com geometria de cilindros concéntricos (DG26.7). A taxa de cisalhamento
foi variada de 0 a 2000 s a 25 °C. Para o estudo reoldgico das solugées de CMC (1,
2 e 3% m/m) e caseina (2, 10 e 20% m/m), foi determinado os indices de fluxo (n) que
descrevem o quanto o fluido desvia do comportamento newtoniano segundo o
modelamento da curva pela equacéo:

T=19 +ky"

onde 7 é a tensao de cisalhamento (Pa), 7, € a tensao limite de escoamento (Pa), k é
o indice de consisténcia e y é a taxa de cisalhamento (s™).

Para o estudo do efeito da velocidade de laminagdo na anisotropia das
propriedades mecanicas dos filmes, fez-se a converséao das velocidades de laminagao
utilizadas no sistema de laminagdo continua (velocidades escalares) para suas
respectivas velocidades angulares, utilizadas no reémetro, para que fosse possivel a
correlacdo com as viscosidades da solugdo. Tem-se que para sistemas
pseudoplasticos, a viscosidade remete ao grau de alinhamento das cadeias, a qual
varia em funcdo da taxa de cisalhamento, sendo que esta ultima é atrelada a uma
velocidade angular. A relagédo entre velocidade escalar e velocidade angular é descrita

pela seguinte relacao:
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onde v é a velocidade escalar, w é a velocidade angular e r é o raio do cilindro utilizado

na analise (r = 2,8.102 m).

5.2.14. Termogravimetria (TG)

Cerca de 10 mg dos filmes foram aquecidos de 25 a 600 °C a 10 °C min-
' em porta amostra de platina e atmosfera de ar sintético com vazao de 60 mL min-',
utilizando um analisador termogravimétrico SDT-Q600 (TA Instruments, EUA). A
analise permitiu a obtengcdo das curvas termogravimétricas e de suas derivadas
(DTG).

5.2.15. Ensaios mecanicos de tragao uniaxial, rasgo e delaminagao

quantitativo

A resisténcia mecanica dos filmes foi avaliada pelo ensaio de tragao
uniaxial segundo a norma ASTM D638-14. Os ensaios foram feitos com pelo menos
cinco corpos de prova de cada amostra em uma maquina universal de ensaios
mecanicos DL-3000 (EMIC, Brasil). A partir das analises realizadas, obtiveram-se os
valores da resisténcia a tragdo (o), da deformac¢do na ruptura (¢) e do moédulo de
elasticidade (E).

A resisténcia ao rasgo foi avaliada segundo a norma ASTM D1004-21,
com algumas modificagdes. Pelo menos cinco corpos de prova, com formatos e
dimensbes especificados pela norma, foram alocados entre duas garras com
separacao de 2,54 cm em um texturdmetro TA.XT plus (Extralab Brasil, Brasil). O
ensaio foi conduzido tracionando-se as amostras até serem totalmente rasgadas a
uma taxa de 5,1 cm. min-'. As forgas de rasgo foram normalizadas pelas espessuras
dos filmes. Vale mencionar que os testes de tragdo uniaxial e de rasgo diferem
principalmente no formato do corpo de prova utilizados, como mostrado na FIGURA
5.4.
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FIGURA 5.4. Corpos de prova dos testes de tragdo uniaxial e de rasgo e as respectivas

diregbes de aplicagéo da forga.

O teste de delaminagdao quantitativo para os filmes bicamadas foi
conduzido conforme a norma ASTM F904-16, utilizando o mesmo texturdbmetro. Cinco
corpos de prova (2,5 cm x 25 cm) tiveram uma delaminagao inicial manual das
camadas, com cada camada sendo fixada em uma das garras do equipamento para
serem completamente separadas (FIGURA 5.5). A distancia inicial entre as garras foi
de 2,54 cm e a velocidade de teste foi de 2,8 cm.min™'. Todos os filmes analisados
foram previamente condicionados (UR= 50%, 25 °C) por 24 h.

G

Garra de tragédo

0%

FIGURA 5.5. Esquema dos testes de delaminagao utilizando um texturémetro.

5.2.16. Teste qualitativo de delaminag¢ao dos filmes bicamadas CA-
CcMC

Filmes bicamadas com dimensdes de 1 cm x 5 cm tiveram uma fita de
alta aderéncia (fita dupla face Scotch 9400- 3M®) colada em cada uma das suas
faces, como esquematizado na FIGURA 5.6. As fitas foram manualmente tracionadas
em sentidos opostos de modo a observar a ocorréncia de delaminagédo entre as

camadas.
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FIGURA 5.6. (a) Esquema e (b) imagem do filme bicamada com fitas adesivas colocadas em

ambas as superficies dos filmes para a realizagdo do teste qualitativo de adeséo.

5.2.17. Espessuras dos filmes

As espessuras dos filmes foram determinadas pela média aritmética de
cinco medidas em posicdes aleatdrias de cada corpo de prova com um micrémetro
digital de precisdo 0,001 (Mitutoyo Manufacturing, Japao). Tais valores foram

utilizados para os calculos das propriedades mecanicas e de PVA.

5.2.18. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Imagens das superficies e das sec¢des transversais dos filmes foram
obtidas por microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG)
utilizando um equipamento JSM-6701F (Jeol, Japao). As amostras foram recobertas
com platina e, no caso das imagens da sec¢ao transversal, estas foram obtidas apds a
fratura criogénica dos filmes em nitrogénio liquido. Para as imagens MEV da sonda
de AFM modificadas, utilizou-se um microscépio Crossbeam 350 (Zeiss, Alemanha) e

uma cobertura condutora de ouro.
5.2.19. Teste antimicrobiano de disco difusao

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo em disco
de acordo com a norma NCCLS (documento M2-A8, 2003). As bactérias foram
inoculadas a partir de uma suspenséo contendo 10 unidades formadoras de col6nia
por mL (UFC.mL-") para Escherichia coli (E. coli; Gram-negativa) e Staphylococcus

aureus (S. aureus; Gram-positiva). As amostras dos filmes foram cortadas em discos
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de 6 mm de didametro e colocadas em placas, previamente preparadas com meio de
cultura agar Muller-Hinton e inoculadas. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h

e os testes foram feitos em triplicata.

5.2.20. Medidas de for¢ca por microscopia de forca atobmica (AFM)

5.2.20.1. Solugdes poliméricas para producao de substratos

Os substratos foram preparados a partir da deposicao de filmes finos de
caseina (CA), zeina (ZN) e CMC para as medidas de forca em relagdo a uma sonda
coloidal de AFM. Para a produg¢ao dos substratos de CMCs, o polimero foi inicialmente
dissolvido em agua para obter solugao a 0,5% m/v. Em seguida, foi feita a adi¢cao de
BTCA/HPS (1 g de BTCA: 0,5 g de HPS; % em relagdo a massa de CMC) e AT. Os
reticulantes foram pré-dissolvidos em 1 mL de agua e a solugao foi agitada por 30
minutos. Ja os substratos de caseina foram produzidos solubilizando a proteina em
agua, em pH acima de 5, a uma concentragao de 3% m/v tendo o pH ajustado para 7
ao final, utilizando uma solugdo aquosa de NaOH. A zeina foi dissolvida em etanol
60% para obter uma solucédo 3% m/v e, para os substratos contendo AT, o reticulante
foi adicionado diretamente na solugdo. As quantidades especificas adicionadas

podem ser encontradas na TABELA 5.4.

TABELA 5.4. Quantidades dos polimeros e dos reticulantes utilizadas nas solu¢cbées para a

producédo dos substratos. A proporgéo foi de 1g de BTCA para 0,5 g de HPS.

Substrato Concentracéo de Concentragéo de reticulante Solvente
polimero
CA 3% de caseina - Agua
ZN 3% de zeina - Etanol 80%
ZN15%AT 3% de zeina 15 % de AT Etanol 80%
CMC 0,5% de CMC 15% de BTCA/HPS Agua
CMCs%at 0,5% de CMC 15% of BTCA/HPS + 5 % de AT Agua
CMCs3o%aT 0,5% de CMC 15% de BTCA/HPS + 30 % de AT Agua
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5.2.20.2. Producao dos substratos

Os wafers de silica foram inicialmente limpos por imersao em solugéo
piranha (3 H2SO4:1 H202) por 30 min. Em seguida, foram enxaguados com agua
corrente e secos com gas N2. Para os substratos de CMC, os wafers foram
previamente deixados em solugdo aquosa de poli-L-lisina (PLL) (0,1% m/m) por 40
min, enxaguados e secos com gas N2. A deposicdo da CMC foi feita pela técnica de
spin coating (Spin Processor, Laurell Technologies) a 5.000 rpm, 1.500 rpm/s, por 2
min. Para caseina e zeina, as solugdes foram depositadas diretamente sobre os
wafers a 1500 rpm, 500 rpm/s, por 3 min. Os substratos foram submetidos a um
tratamento térmico a 80 °C durante 8 h para remover possiveis ligagdes frouxas (Reid
et al., 2016), e um tratamento térmico adicional foi feito a 120 °C por 5 min para
promogao da reticulacdo dos substratos de CMC (Shen et al., 2015). A estabilidade
dos substratos foi avaliada por meio de testes de solubilidades. Os substratos foram
imersos em uma solugao aquosa contendo 10 mM de NaCl por 24 h. Posteriormente,
os mesmos foram lavados com agua e secos com gas N2. As espessuras foram
determinadas por medidas de elipsometria antes e apds o teste de solubilidade. A
solubilidade do substrato foi calculada pela seguinte equacéo:

Solubilidade (%) = “=2==2 x 100,

t=0

onde l;_,,, € a espessura apds 24h de imersao (mm) e l;_, € a espessura inicial antes

da imersao (mm).

5.2.20.3. Modificacao da sonda coloidal carboxilada

Uma sonda coloidal carboxilada (Novascan Technologies, EUA) com
didametro de 10 ym, constante de mola (k) de 0,12 N/m e frequéncia de ressonancia
de 23 kHz foi modificada com caseina para as medicoes de forca. As sondas foram
cuidadosamente submetidas a uma sequéncia de imersdes. As etapas de imersao
iniciaram em tampao MES (pH 7), seguida de uma mistura de EDC (100 g.L-') e NHS
(100 g.L") dissolvidas em tampao MES (pH 7), e posteriormente em caseina (3% m/v)

solubilizada em tamp&o MES (pH 7). Cada etapa de imersao durou 20 min, exceto a
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imersdo em proteina, que durou 1 h. As sondas foram enxaguadas com tampao MES

entre cada etapa de imers&do e com agua no final (Li et al., 2015).

5.2.20.4. Medigoes de forgca-distancia AFM

As forcas de adesao foram determinadas através de medidas de forca
entre uma sonda coloidal modificada com caseina e um substrato polimérico utilizando
a técnica de AFM. As analises foram conduzidas em solugdo de NaCl 10 mM para
evitar a formacgao de uma dupla camada elétrica infinita e a agcao de forgas capilares.
O trigger point foi de 500 nm em deflexdo, a distancia inicial entre a sonda e ao
substrato foi 2 um e a velocidade da analise foi de 1 ym. s™'. Foram avaliados
diferentes tempos de contato — 0, 5 e 10 s — entre a sonda e o substrato antes da
retracdo. Os cantiléveres apresentavam uma k nominal de 0,12 N/m, conforme
relatado pelo fabricante, mas os valores precisos foram obtidos antes da modificacéo
da sonda pelo método de ruido térmico, conduzido pelo proprio equipamento,
apresentando uma faixa de valores entre 87 e 104 pN.nm'. A sensibilidade de
deflexdo (/nvolts) dos cantiléveres foram determinados pela fungcao GetReal presente
no software AR SPM versado 13, a qual exibiu valores na faixa de 60 a 75 nm.V-'. As
curvas foram coletadas em 200 regides diferentes em dois mapas de forga de 100
um? em uma grade de 10 x 10 pixels. Os valores de forga de pull-off foram
normalizadas pelo raio da sonda (D= 5 um) e as energias de adesao forma obtidas

pela integracédo da area entre a curva de retragdo e a linha de base (for¢a zero).
5.2.21. Anadlise estatistica dos dados

Dados quantitativos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
a 5% de significancia. Quando diferencas significativas foram identificadas (p < 0,05),
aplicou-se o teste de Tukey para comparagcao das médias utilizando 5% de

significancia.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Produgcao da bicamada caseina-carboximetilcelulose por
casting continuo

Para a elaborag&o dos filmes bicamadas, foram realizados alguns testes
iniciais com a finalidade de definir as melhores condi¢cbes e formulagcdes para a
producao do material biestruturado. Em um primeiro momento, foram produzidos
filmes monocamadas de CMC e caseina por casting de bancada para a otimizagao de
suas composigdes. Para tal, foram avaliadas as cargas superficiais das solugdes
poliméricas, concentragdo de plastificante (glicerol) e, para o caso da CMC, o tipo
(acido citrico ou acido 1,2,3,4,- butanotetracarboxilico, BTCA), concentracdo de
reticulante e o uso de catalizador (hipofosfito de sddio, HPS). Os materiais foram
caracterizados principalmente por testes mecanicos e de solubilidade em agua.
Posteriormente, foi investigado as condi¢des de produgdo dos filmes por casting
continuo, no qual foi conduzido um estudo reolégico da solugéo polimérica a fim de
adequar o sistema a metodologia escalonada e avaliar possiveis efeitos de orientagcéo
das cadeias poliméricas durante o processo de laminagao. Por fim, filmes bicamadas
de caseina-CMC (CA-CMC) foram obtidos e foi observado uma baixa aderéncia entre
as camadas poliméricas. Desta forma, fez-se a incorporagao do reticulante proteico
acido tanico (AT) na camada de CMC, o qual proporcionou um aumento significativo
da adesao interfacial. A hipotese é que o polifenol induz a formacgao de reticulagéao
interfacial e interagdes secundarias que possibilitam a compatibilidade entre as
matrizes. Tal discussao foi mais bem elaborada na seg¢ao 6.1.4, onde foi avaliado a
influéncia da composicao de reticulantes (AT e BTCA) e a contribuigao das interagées
secundarias na adesao interfacial do sistema. Esta ultima foi feita por meio de calculos

tedricos utilizando o modelo VOCG.

6.1.1. Otimizacdao das composicoes dos filmes monocamadas de

CMC e caseina

Dado que a CMC é um polieletrdlito anibnico e a caseina pode

apresentar cargas negativas e positivas dependendo do pH, as cargas liquidas
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superficiais foram estimadas em fun¢ao do pH por medidas do potencial Zeta, como
mostrado na FIGURA 6.1.
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FIGURA 6.1. (a) Curvas do potencial Zeta em fun¢do do pH das solugbes aquosas de caseina
e CMC e (b) imagens das solu¢bes de caseina em agua nos diferentes pH e representacdo
esquematica da protonagéo e desprotonagdo das proteinas quando abaixo, acima e no ponto

isoelétrico.

Os valores de potenciais da CMC se mantiveram negativos por todo o
intervalo investigado devido aos grupamentos hidroxilas e carboxilas presente na
estrutura do polissacarideo (FIGURA 6.1a) (He et al., 2015). As solugdes poliméricas
de CMC utilizadas para a producdo de filmes foram feitas no pH natural de
solubilizagdo, em torno de 3. A caseina, por ser uma proteina, apresenta grupos
carboxilas e aminas que sao protonados e desprotonados dependendo do pH do meio
(FIGURA 6.1b), apresentando seu ponto isoelétrico (p/) proximo a 4,7. Entretanto,
observou-se que as solugdes de caseina sao instaveis em pH abaixo do pl, isto porque
as interagdes de van der Waals sao mais significativas que as repulsdes eletrostaticas,
resultando na agregacgao das cadeias (Ding et al., 2019). Desta forma, optou-se por
utilizar solugdes de caseina em pH 7 para a produgao dos filmes, uma vez que atinge
um plateau com a maior magnitude das cargas elétricas o que mantém o sistema
estavel. Considerando que a proposta de trabalho visa a deposigdo de uma camada
sobre a outra e que ambas as solugdes poliméricas apresentam cargas negativas,

acredita-se que a repulsao eletrostatica ndo afete significativamente a adesao entre
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as camadas uma vez que a formacao de ligagdao de hidrogénio e incorporacéo de
reticulantes tenha uma contribuicdo mais significativa na interface do sistema.

Para a determinacdo das melhores composicdes dos filmes, produziu-
se filmes de caseina 2% (m/v, b.u.) contendo diferentes concentragdes do plastificante
glicerol (0, 15, 30 e 50 %m/m b.s.). Para os filmes de CMC 2% (m/v, b.u.), testou-se
diferentes concentragdes de glicerol (0, 5, 15, 30 e 50 %m/m b.s.), diferentes
reticulantes (acido citrico ou BTCA) e concentragdes (5, 15, 30 % m/m b.s.) e o uso
de catalizador (HPS) para a promocgédo da reticulagdo. O uso de reticulante na
composicao dos filmes polissacarideos teve com intuito aumentar a resisténcia do
filme a umidade, visto que a CMC é bastante soluvel em agua. Os critérios
considerados para a determinacdo das melhores composi¢des dos filmes foram os
aspectos subjetivos, os atributos mecanicos de tragao uniaxial e a solubilidade em
agua.

Todos os filmes obtidos foram transparentes, continuos e
autossuportaveis (FIGURA 6.2), sendo que aqueles contendo glicerol foram mais
maleaveis e manuseaveis em comparagao aos sem o plastificante. Para os filmes de
caseina adicionados com 50% de glicerol, observou-se um aspecto “gorduroso” do

material causado pela exsudagao do plastificante, caracteristica indesejavel.

(a) ~ (b)

FIGURA 6.2. Imagens dos filmes de (a) carboximetilcelulose e (b) caseina produzidos por

casting de bancada.

Os valores das propriedades mecanicas e a solubilidade dos filmes estao
apresentados na TABELA 6.1. Os filmes de CMC apresentaram uma diminuicdo da
resisténcia e rigidez mecanica com o aumento da concentragao de glicerol. Tal efeito
se deve ao alojamento das moléculas de plastificante entre as cadeias poliméricas, o
que resulta no enfraquecimento das interagbes intermoleculares (Brzoska et al.,

2018), corroborado com o aumento da elongacao na ruptura.
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TABELA 6.1. Valores dos atributos mecénicos — resisténcia a tragéo (o), elongagéo na ruptura
(€) e mébdulo de elasticidade (E) — e da solubilidade em agua dos filmes de
carboximetilcelulose (CMC) e caseina (CA). Diferentes indices indicam valores

significativamente diferentes (p<0,05) dentro da mesma coluna.

Filmes de CMC o/ MPa €l % E/ GPa Solubilidade/ %
CMC 55 + 42 6+ 12 2,2+042 100 £ 0®
CMCsx%aii 41 £ 7P 7 + 32 1,5+ 0,2b 100 £ 02
CMCis%aii 47 + 6% 17 £ 2° 1,3 +0,3b¢ 100 £ 02
CMC3o0%aii 19 + 1¢ 14 + 1° 0,80 + 0,044 100 + 02
CMCso%aii 13 £ 24 25+29 0,411 +0,006° 100 £ 02
CMC15%Gli+5%AC 27 £ 2¢ 3+1¢ 1,7+0,1° 100 £ 02
CMC15%Gli+15%AC 27 + 2¢ 3+1¢ 1,5+0,1° 100 £ 02
CMC15%GIi+30%AC 18 + 6°d 2 + 1ae 1,12 £ 0,06¢ 45 + 2P
CMC15%Gli+15%AC+HPS 15 + 4cd 4 +1¢ 0,90 + 0,049 49 + 2b
CMC15%Gli+15%BTCA 22 + 7cde 2,0+0,5¢ 1,6 £ 0,32b 45 + 1P
CMC15%Gli+15%BTCA+HPS 14 + 2d 2,1+0,2¢ 1,0 £ 0,1¢f 22 +9°
CA 3,1+0,2f 15 + 8bcd 0,13 £ 0,039 100 + 02
CA15%aii 8+19 2,3+0,5¢° 0,6 £0,1" 100 £ 02
CAz0%ali 3,0 £ 0,4f 40 + 11f 0,22 + 0,059 100 + 0@
CA50%ali 0,7+0,1" 37 +10° 0,020 + 0,002 100 £ 0°

Gli- glicerol, AC- acido citrico, BTCA- acido 1,2,3,4-butanotetracarboxilico, HPS- hipofosfito de sédio.

A incorporagao de reticulante na matriz de CMC aumentou a resisténcia
mecanica e diminuiu a extensibilidade dos filmes, provocando um efeito contrario do
observado para o plastificante. Em relagdo ao uso do acido citrico e o BTCA, o
desempenho mecanico foi similar para ambos os reticulantes. Entretanto, no que se
refere a solubilidade do material em agua, o BTCA mostrou ser mais eficiente uma
vez que diminuiu significativamente a solubilidade dos filmes com apenas 15% de
aditivo. Isto é justificado pelo maior nimero de carboxilas disponiveis na estrutura do
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BTCA, as quais sofrem esterificagdo e formacao de ligagdes covalentes com as
hidroxilas da estrutura polissacaridica (Demitri et al., 2008). O HPS ¢ utilizado como
catalisador para a reagdo de esterificagdo que, segundo a literatura, atua na
aceleracdo da formagédo do anidrido intermediario (Alavarse et al., 2022). Alguns
trabalhos apontam que a presencga do sal ndo afeta o rendimento da reacéo (Azeredo
et al., 2015); no entanto, observou-se que o HPS apresentou influéncia apenas para
os filmes reticulados com BTCA, reduzindo a solubilidade do material em cerca de
80%. Para os filmes de caseina, o efeito do glicerol mostrou a mesma tendéncia
observada para os filmes de CMC. Os valores da resisténcia a tragdo e do modulo de
elasticidade foram, em geral, inferiores aos dos filmes polissacarideos; entretanto, os
valores de elongagédo na ruptura sdo similares ou maiores, 0 que sugere maior
mobilidade entre as estruturas poliméricas.

Para as etapas subsequentes, optou-se por utilizar filmes de caseina
contendo 30% de glicerol e filmes de CMC contendo 15% de glicerol e o uso de BTCA
como reticulante, tendo sua concentracdo variada de 5 a 30%, na presenca do
catalisador HPS.

6.1.2. Otimizacao dos parametros para obtencao de filmes por

casting continuo

O uso do casting continuo para a producao de filmes € um processo
escalonavel que proporciona a obtencdo de filmes homogéneos, com espessuras
uniformes e a minimizacao da influéncia do operador e das condigdes ambientais
durante a secagem dos filmes (Otoni et al., 2021). Outro ponto favoravel em relagéo
ao casting em batelada € que a alimentagdo continua reduz o tempo ocioso
aumentando a produtividade, além de menor espaco fisico necessario para a
producao. Nesta sessao foi abordado os parametros necessarios para a produgao dos
filmes biopoliméricos no sistema de casting continuo, producéo dos filmes bicamadas
CA-CMC, a avaliagcdo da adesado entre as camadas de caseina e CMC e a
caracterizagao dos filmes. As espessuras dos filmes produzidos por casting continuo
variaram entre 0,01 e 0,09 mm para os monocamadas e entre 0,05 e 0,11 mm para
os bicamadas.
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Um dos principais desafios do casting continuo é a otimizagao dos
parametros de producdo, uma vez que estes alteram-se de acordo com o sistema
polimérico envolvido. Parametros como espessura umida de laminacgao, temperatura
de secagem e intensidade da convecgao do ar foram inicialmente determinadas de
forma empirica. O efeito da concentracdo e da velocidade do substrato foram
estudados mais detalhadamente uma vez que influenciam diretamente a laminacao

das solugdes poliméricas.

A concentragdo da solugao filmogénica e, consequentemente, sua
viscosidade, sao fatores cruciais para que ocorra a laminagao. Solugbes pouco
viscosas tendem a escoar por debaixo da lamina, enquanto solugdes muito viscosas
levam a um filme laminado descontinuo e com defeitos. Foram realizadas analises
reolégicas para diferentes concentragbes de solugdes de CMC (1, 2 e 3% m/v) e
caseina (2, 10 e 20% m/v), como apresentado na FIGURA 6.3. O indice de fluxo (n)
(FIGURA 6.3 c-d) descreve o quanto o fluido desvia do comportamento Newtoniano
(n =1), o qual indicou um comportamento pseudoplastico (n < 1) para as solugdes de
CMC. Para solugbes de caseina, o comportamento reolégico foi préoximo ao
Newtoniano (n = 1) para CA 1% e CA 10%, o qual passou a ser pseudoplastico (n <
1) com o0 aumento da concentragao para 20% (CA 20%).

De acordo com as observagdes empiricas, as solugdes de CMC podem
ser laminadas em todas as concentragcbes avaliadas; no entanto, as solugdes
contendo 1 e 2% (m/v) escorriam pelo substrato e ndo resultaram em filmes com
aparéncia uniforme. Solucdes de caseina abaixo de 10% nao puderam ser laminadas.
Assim, foi estipulado que a faixa de viscosidade das solugdo poliméricas para que
fossem passiveis de serem laminadas deve estar entre 1,5 e 2,9 Pa.s, e as
concentragdes escolhidas foram 3% (m/v) para CMC e 20% (m/v) para caseina.

O comportamento pesudoplastico remete a variacdo da viscosidade de
um fluido em funcdo da taxa de tensdo de cisalhamento que é aplicada e, a
viscosidade por sua vez, refere-se a resisténcia das cadeias em se alinharem ao fluxo
(Canevaloro, 2006).
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FIGURA 6.3. (a-b) Curvas da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento e (c-d) curvas
logaritmicas da tenséo de cisalhamento em fung¢éo da taxa de cisalhamento para solugées de
CMC e caseina em diferentes concentragbes. Os valores de indice de fluxo (n) correspondem

ao coeficiente linear das curvas logaritmicas.

Desta forma, é valido considerar que na etapa de laminagao do casting
continuo ha a aplicacdo de uma forga cisalhante sobre a solugao polimérica, e esta
sendo um fluido pseudoplastico, varia sua viscosidade e, consequentemente, o
alinhamento das cadeias dependendo da taxa de cisalhamento aplicado. Desta forma,
o processo de laminacao pode afetar a organizagao das cadeias quando as solugcbes
poliméricas sao forgadas contra uma lamina, como esquematizado na FIGURA 6.4.

A hipbétese de que os materiais secos pudessem apresentar certa
anisotropia nas propriedades, resultado da orientagdo das cadeias, foi investigada
pela produgao de filmes a partir de uma solugao polimérica de 3% (m/v, b.u.) de CMC
contendo 15% (m/m, b.s.) de glicerol em diferentes velocidades de laminacao.
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FIGURA 6.4. (a) Sistema de laminagdo da maquina de casting continuo e (b) representagao
do alinhamento das cadeias poliméricas devido ao cisalhamento promovido pela etapa de

laminacao.

Para tal, foi escolhido velocidades de laminacdo que correspondessem
a viscosidades distintas, ou seja, diferentes graus de orientacdo das cadeias
poliméricas. Assim, foi necessario fazer uma correspondéncia entre as velocidades
de laminacéo (velocidades escalares) e as velocidades aplicadas em um equipamento
redbmetro (velocidades angulares), sendo que as velocidades escalares avaliadas
foram 0,05, 0,09 e 0,15 m.min"!, as quais correspondem as velocidades angulares
0,03, 0,05 e 0,09 s, respectivamente. A possivel anisotropia dos filmes foi avaliada
por testes de tracdo uniaxial utilizado corpos de prova cortados nas diregcoes
perpendicular e paralelo a diregdo do cisalhamento para cada filme obtido em cada
uma das trés velocidades. O estudo realizado esta esquematizado na FIGURA 6.5.

A viscosidade variou aproximadamente 1,19 Pa.s entre as velocidades
0,05 e 0,15 m.min"', o que corresponde a um aumento de 12,2 Pa na tenséo de
cisalhamento aplicado ao sistema, o que afetaria a orientacdo das cadeias
poliméricas. No entanto, as analises mecanicas dos fiimes (TABELA 6.2) ndo
mostraram variagao significativa no desempenho do material em relacéo a diregao e
velocidade de laminacdo. Isso indica que houve relaxagdo das cadeias poliméricas
antes que os filmes fossem completamente secos, o qual leva em torno de 40 min.
Este estudo mostrou que a viscosidade e a velocidade de laminacdo podem ser
ajustadas a fim de otimizar o processo de laminagao sem que afete as propriedades
finais dos filmes.
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FIGURA 6.5. (a-b) Curvas reolégicas da solugdo polimerica de CMC com destaques das
velocidades angulares avaliadas que correspondem diferentes viscosidade e taxa de
cisalhamento. (c) A equac&o descrita relaciona a velocidade angular com a velocidade escalar
utilizada durante a laminagdo dos filmes. (d) A tabela mostrada apresenta os valores das
properiedades reolbgicas atreladas as velocidades mencionadas. (e) O esquema representa

a obtencéo dos corpos de prova nas dire¢oes paralela e perpendicular a dire¢do de laminagéao.

TABELA 6.2. Valores dos atributos mecanicos —resisténcia a tragdo (o), elongagéo na ruptura
(€) e médulo de elasticidade (E)— dos corpos de prova do filme de CMC no sentido paralelo e
perpendicular a laminagcdo e em diferentes velocidades de laminacdo. Diferentes indices

indicam valores significativamente diferentes (p<0,05) dentro da mesma coluna.

Parametros dos filmes o/ MPa E/ % E/ GPa

Sentido paralelo a laminacgao

Velocidade 0,05 m.min"’! 25 + 42 4,0+0,22 1,5+0,12
Velocidade 0,09 m.min"" 18 + 1P 5+ 12 1,1+0,1°
Velocidade 0,15 m.min"" 25 + 22 41+0,42 1,5+0,12
Sentido perpendicular a laminagao

Velocidade 0,05 m.min"’! 23+ 32 4,3 +0,42 1,4 £2,02
Velocidade 0,09 m.min-"! 14 + 3P 4 + 22 0,8+0,2°

Velocidade 0,15 m.min™" 24 + 28 4 + 12 1,5+0,12
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6.1.3. Producao de filmes bicamadas de caseina e CMC (CA-CMC)

por casting continuo

Filmes bicamadas foram desenvolvidos utilizando uma camada de CMC
como suporte, sobre a qual foi depositada uma camada de caseina (FIGURA.5.1). A
reticulacdo da CMC com BTCA teve como intuito aumentar a resisténcia a umidade e
contribuir para a integridade do material em ambientes umidos, uma vez que a CMC
€ soluvel em agua. A caseina apresenta um carater anfifilico o qual vislumbra-se que
possa auxiliar na compatibilidade entre a camada base de CMC (hidrofilica) e a
camada de impermeabilizante de zeina (hidrofébica), que sera depositada nas
proximas etapas do trabalho.

Os filmes biestruturados obtidos foram transparentes, continuos e
autossuportaveis, assim como 0s respectivos monocamadas (FIGURA 6.6 a).
Considerando que o material bicamada requer uma etapa adicional de laminagao que
um filme monocamada, que resulta em maior consumo energético e tempo de
producao, testou-se a obtencdo um filme a partir da mistura de ambos os polimeros
em uma unica camada. Durante a preparacido, houve a formacdo de uma mistura
esbranquicada causada pela complexacgao dos polimeros e/ou coagulagao da caseina
devido ao abaixamento do pH quando misturada com a CMC (FIGURA 6.6 b) (Chen
et al., 2019; Li et al., 2022). O filme obtido foi descontinuo, com precipitados e néo
autossuportavel (FIGURA 6.6 c).

Portanto, os filmes bicamadas mostraram-se uma estratégia para a
combinagcdo das matrizes de proteina e polissacarideo mantendo sua continuidade,
além de promover uma area interfacial que abrange toda a extensao bidimensional do
material, favorecendo fenbmenos como transferéncia de tensao e compatibilidade
entre os componentes (Chen et al., 2019). Foi realizado um teste em que as
bicamadas foram configuradas em pacotes, com a face de caseina voltada para o
interior, em que foi armazenado 6leo de soja (FIGURA 6.6 d). Os filmes bicamadas
foram passiveis de serem selados a quente e apresentaram resisténcia ao 6leo, sendo

que os mesmos ficaram estaveis por mais de quatro semanas.
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Caseina (CA) cMC Bicamada CA-CMC Solugao filmogénica da mistura
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camadas seladas por calor contendo
Bicamada Mistura oleo de soja
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FIGURA 6.6. (a) Imagens dos filmes monocamadas e bicamadas produzidos a partir da
combinagdo de CMC e caseina. (b) A mistura de ambos os polimeros resultou em uma
solugéo esbranquigadas a qual apresentou um aspecto ndo homogéneo durante a laminagdo
no processo de casting continuo. (c) Os filmes obtidos a partir da mistura foram opacos e com
defeitos. (d) Pacotes selados a quente utilizando os filmes bicamadas, com a face de caseina

voltada para o interior, permitiram a contengéo de d6leo de soja por mais de 4 semanas.

Os filmes bicamadas contendo a matriz de CMC reticulada com BTCA
eram facilmente delaminados quando manipulados, devido a baixa adesao entre as
camadas (FIGURA 6.7a). A interacéo entre ambos os polimeros em meio aquoso
ocorre principalmente através das interagdes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio
entre as carboxilas do polissacarideo e as aminas proteicas (Souza et al., 2024). No
entanto, tais interacbes ndo se mostraram suficientes para manter as camadas
aderidas apos a secagem dos filmes. Desta forma, fez-se necessario a introducao de
um agente compatibilizante que atuasse no aumento da energia de superficie e na
formacgéao de ligagdes covalentes na regido interfacial (Ajitha. & Thomas, 2020; Sarath
et al., 2014). O acido tanico (AT) € um polifenol comumente utilizado na reticulagao
proteica, além de apresentar uma alta disposi¢ao de hidroxilas que podem interagir
por interagdes secundarias com as proteinas e os polissacarideos (Picchio et al.,
2018).
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FIGURA 6.7. (a) Imagem do filme bicamada delaminado e o (b) esquema do teste qualitativo
de delaminagdo em que um fita adesiva foi colada em cada face. As imagens mostram o0s
filmes bicamadas de caseina e carboximetilcelulose sem adi¢cdo do acido tanico (CA/CMC),
com a adigao do acido ténico na camada de caseina (CA+AT/CMC) e com a adi¢éo de acido
tdnico na camada de CMC (CA/CMC+AT) apés a delaminagao.

A literatura aponta que o mecanismo de reagao ocorre a partir da oxidagao
do AT resultando na formagdo de uma quinona, a qual reage com a proteina via
reacado de Michael ou por meio da formacao de uma base de Schiff (Alavarse et al.,
2022). No entanto, o mecanismo de reag&o ainda n&o foi totalmente elucidado, mas
ha um consenso acerca da necessidade da presenca de oxigénio para o processo
oxidativo (Chen et al., 2022). O uso do AT teve o intuito de aumentar a adesao entre
as camadas de CMC e caseina. Hipotetiza-se que o AT interage por meio de ligagdes
secundarias com o polissacarideo e ligagdes covalentes com a proteina na interface.

Inicialmente, testou-se adicionar o AT na camada de caseina, no entanto,
os filmes ainda apresentaram baixa adesao sugerindo a ocorréncia de reticulagao
entre as cadeias da proteina ao invés da reticulagdo CMC-caseina, mostrando baixa
interacdo com a matriz de CMC. No entanto, a incorporacao do AT na camada de
CMC resultou no aumento consideravel da adesdo entre as camadas, as quais nao
foram passiveis de serem delaminadas manualmente. Tais observacdes foram feitas
com base em um teste simples e qualitativo de delaminagéo, no qual uma fita adesiva
foi colada em cada face e, posteriormente, manualmente delaminada (FIGURA 6.7 b).
O BTCA ¢é uma acido policarboxilico presente na composicdo da camada de CMC,;
desta forma, este também pode influenciar na promocéao de interagdes secundarias
(e.g. ligacdes de hidrogénio, forgas de van der Waals e interagdes eletrostaticas) e na
acao do AT na adeséo do sistema. Assim, diferentes propor¢des de BTCA a AT foram
incorporadas na camada de CMC a fim de avaliar o efeito de ambos os reticulantes e

a contribuicdo de cada um nas interacdes interfaciais entre as camadas poliméricas.
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6.1.4. Avaliacao dos efeitos dos reticulantes nas interagoes

interfaciais e nas propriedades dos filmes

Considerando o efeito do AT na promog¢ao da adesao interfacial,
diferentes propor¢des entre AT e BTCA foram investigadas para avaliar o impacto e a
combinagao desses reticulantes. Os filmes bicamadas foram nomeados segundo as
concentracbes de BTCA e AT incorporados na camada de CMC, o qual seguiu a
estrutura CA-CMCercaaT. Foram investigadas cinco diferentes composigdes, a saber:
CA-CMCi1510, CA-CMC155, CA-CMC1530, CA-CMCa3o0i30 € CA-CMCos30. Inicialmente,
foram produzidos filmes controles monocamadas de CMC, nas diferentes
composicoes, e de caseina. Estes foram caracterizados segundo suas propriedades

mecanicas e de afinidade com a agua, como mostrado na TABELA 6.3.

TABELA 6.3. Valores dos atributos mecénicos e afinidade com a agua- permeabilidade ao
vapor de agua (PVA), angulo de contato (AC) grau de intumescimento (Gl) e grau de
solubilidade (GS). Os valores de Gl e GS foram obtidos apos 24 h e o AC apos 30 s de analise.

Diferentes indices indicam valores significativamente diferentes (p<0,05) dentro da mesma

coluna.
PVA/
Filmes o/ MPa E/ % E/ GPa 10%.m.h"1.Pa’ AC/° Gl/ % GS/ %
CA 9+12 25+ 92 2+12 0,6 £ 0,042 81 + 42 3,0£0,428 100 %02
CMC 39 + 4P 2,7 £ 0,40 16 + 6°° 0,4 + 0,004° 40 + 3P 50 + 1P 100 £ 02

CMCis/0 25 + 4° 1,2+0,5° 16 + 2° 0,4 £0,02° 75+ 62 32+2° 49+2°

CMCiss5 20 £ 1° 7 + 34 16 + 3P 0,1 £ 0,005¢ 75+ 58 6,1+0,3¢9 55+5°
CMCi1s/30 20 +1° 3+ 1bc 9,5+0,3° 0,1+0,001¢ 48+ 14> 6,2+0,3¢ 62+7d
CMCaor30 24 +6° 4 +1b 10,3+0,1¢ 0,3 +£0,003¢ 78+142 3,0+0,22 59+ 2d

CMCor3o 19+ 1° 2,5+0,4° 16 + 3P 0,1 +0,001¢ 37+ 7° 32+1°¢ 100+ 0°

Os filmes de caseina mostraram-se menos resistentes e rigidos que os
filmes de CMC, mas apresentaram maior elongacao na ruptura. Além disso, os filmes
proteicos foram menos suscetiveis a molhabilidade e exibiram menor capacidade de

intumescimento. Em relacéo aos filmes de CMC, observou-se que suas propriedades
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sdo moduladas pelas proporg¢des dos reticulantes BTCA e AT. A introdugao do BTCA
tornou os filmes mais rigidos e menos extensiveis, além reduzir significativamente
seus graus de intumescimento e de solubilidade. A introdug&o do AT causou um efeito
mais pronunciado no aumento dos valores de elongacéao, contribuindo também para
a diminuicdo da permeabilidade a agua e do intumescimento dos mesmos. No
entanto, essas caracteristicas foram variadas de acordo com as propor¢cdes dos
reticulantes utilizadas, sugerindo um balango entre os efeitos de ambos os aditivos. O
BTCA atua na formacgédo de ligagdes cruzadas entre as cadeias polissacaridicas,
resultando na restricdo da mobilidade das cadeias e promovendo maior resisténcia
agua (Demitri et al., 2008). A adigdo do AT, também pode cooperar para tais efeitos
visto sua alta disponibilidade de hidroxilas propicia a interagdes secundarias do tipo
polares e ligagbes de hidrogénio (Missio et al., 2020). No entanto, o polifenol € uma
macromolécula volumosa que se aloja entre as cadeias poliméricas, enfraquecendo
as forgas intermoleculares e favorecendo a acomodacgéo de umidade (Eliasson et al.,

2023). Assim, sugere-se que ambos os fendmenos cooperam para as propriedades

finais dos filmes poliméricos.
A FIGURA 6.8 conttm as imagens de MEV-FEG das secgdes

transversais dos materiais biestruturados.

CA-CMC15/0 CA-CMC15/5 CA-CMC15/30 CA'CMCSOISO

FIGURA 6.8. Imagens MEV-FEG da secc¢éo transversal dos filmes bicamadas de CA-CMC

nas diferentes composigées.

As superficies transversais de cada camada exibiram morfologias
homogéneas e auséncia de defeitos na espessura dos filmes. O contraste das
imagens permitiu a identificagdo das camadas proteicas e polissacaridicas, assim
como delimitar uma interface. Nao foi observado separagao entre as camadas, exceto
para o filme CA-CMC1s0 que apresentou baixa adesdo como ja discutido.

A FIGURA 6.9 correlaciona o grau de intumescimento dos filmes com a

forca necessaria para delaminar as camadas. Os filmes CA-CMC1s/0 apresentaram
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grau de intumescimento de 40%, o que decaiu consideravelmente para 10% com a
incorporagao do AT na camada de CMC. Tal comportamento sugere que o polifenol
introduzido na matriz de CMC reticulou com a caseina na regido interfacial do sistema,
o0 que desfavoreceu a acomodacdo de umidade entre as camadas, assim como,
indisponibilizou os grupamentos polares capazes de interagir com a agua. Isto é
suportado se considerarmos que a introdugdo de compostos ricos em hidroxilas
resultaria em maior afinidade com as moléculas de agua que, consequentemente,
contribuiria para uma maior absorgdo de umidade (Xie et al., 2021); entretanto, o
contrario foi observado. Em relagao as diferentes propor¢des entre BTCA e AT, notou-
se mudancgas sutis no intumescimento dos filmes, sugerindo que o BTCA tende a

aumentar a afinidade com agua, enquanto o AT desfavorece tal fenémeno.
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FIGURA 6.9. Relacdo entre os valores do grau de intumescimento e forgca de delaminagdo

dos filmes bicamadas CA-CMC nas diferentes composicées. O teste de delaminacgéo foi feito

segundo esquematizado na figura.

O teste de delaminagdo mecanica mediu a forca necessaria para separar
as camadas. Vale ressaltar que os altos valores de desvios sdo causados pela nao
uniformidade de aderéncia interfacial, ou seja, visualmente foi possivel observar
regides mais faceis de separar que outras. Os filmes CA-CMC1s/5 tiveram um aumento
de 106% na forga em relagdo aquele sem a presenga de AT (CA-CMCi1sp0), indicando
que a presenca do polifenol afeta a adesao entre as camadas. Porém, o aumento das
concentragdes de BTCA e AT provocaram o decaimento das forgas de delaminagao.
Vale ressaltar que o filme CA-CMCao30, contendo apenas o polifenol como reticulante,

demostrou uma adesio 30% superior daquele contando apenas BTCA, suportando a
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atuacao do AT na interface do sistema. Os comportamentos opostos entre o grau de
intumescimento e a forga de delaminagéo salientou que o AT age na promogéao de
pontos de ancoragem para a camada de caseina, diminuindo os espagamentos livres
na regiao interfacial e aumentando a interagao entre as matrizes poliméricas por meio
de ligagbes covalentes e interagdes polares.

Mudangas na conformagao, exposi¢céo de grupos funcionais e interagdes
que ocorrem na interface foram investigadas segundo a susceptibilidade a
molhabilidade e a mudancgas estruturais por espectroscopia FTIR-ATR nas face
externa e delaminada de ambas as camadas. A afinidade das superficies com agua
pode ser avaliada por medidas do angulo de contato, como apresentado na FIGURA
6.10. As faces delaminadas, em geral, apresentaram menores valores de angulo de
contrato que as faces externas, sugerindo uma maior exposicdo de grupos
polares/hidrofilicos que resulta em uma maior molhabilidade da superficie (Chen et
al., 2019). Desta forma, a afinidade com a agua das superficies pode ter contribuicdo
de outros aspectos como a morfologia e rugosidade das superficies (Faibish et al.,
2002), como salientado na FIGURA 6.11.

100 100
Camada CMC Il Face externa Camada CA

Il Face delaminada

a

foc}
o
1
o]
o
1

(2]
o
n
D
o
n

N
o
!

Angulo de contato/ °
8

N

o

o

j=N

Angulo de contato/ °
N

o

% C‘7‘0
Ko Ko

s s
% % %%

(a) (b)

FIGURA 6.10. Valores do angulo de contato para as faces externas e delaminadas de ambas

as camadas do filme bicamada CA-CMC. Os valores correspondem a 30 s de analise.

Diferentes indices indicam valores significativamente diferentes (p<0,05) no mesmo gréfico.

Para a camada de CMC, a molhabilidade das faces externas foi afetada
pela composicao de reticulantes no sistema. O aumento da concentracido de BTCA
reduziu o valor do angulo de contato de 65° para 15°, como demostrado pelos filmes

CA-CMC155 e CA-CMCis30. Ostrowska-Czubenko et al.,, (2013) atribuiram tal
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comportamento a redugdo do numero de grupamentos hidrofilicos capazes de

interagir com a agua, os quais foram esterificados na presencga do reticulante.

Face externa Face delaminada

Camada
caseina

Camada
CMCs130

FIGURA 6.11. (a) Esquema das faces externas e delaminada utilizadas nas anélises e (b)
imagens MEV das supefficies das faces externas e delaminadas de ambas as camadas apds

a delaminagao do filme CA-CMCsso.

A introducdo de AT também desfavoreceu a molhabilidade dos filmes
CA-CMCi1s5. Além disso, os valores do angulo dos filmes CA-CMCi1s0 e CA-CMCor3o
mostraram que o polifenol proporciona uma maior resisténcia a molhabilidade que o
BTCA. Missio et al., (2018) constataram o mesmo efeito causado pela incorporagao
de taninos em filmes de nanofibras de celulose. Os autores argumentaram que o
tanino € uma molécula volumosa com dominios hidrofilicos e hidrofébicos, sendo que
os sitios hidrofilicos deste interage com os sitios hidrofilicos da celulose resultando na
exposicdo dos sitios hidrofobicos que, consequentemente, diminui a afinidade
superficial com a agua.

No entanto, os filmes CA-CMCszos0 mostraram que o aumento da
concentracdo do AT estimulou o carater hidrofilico da superficie. Isto pode ser
atribuido as altas concentragdes de BTCA e AT, que apds a saturagao dos sitios
hidrofilicos da matriz, deixam grupos polares disponiveis para interagirem com a agua.
Este fendbmeno é frequentemente observado em filmes incorporados com
nanocelulose, no qual as nanoestruturas reduzem o carater hidrofilico até alcangar
uma certa concentragao de saturagao (Popescu, 2017).

As faces delaminadas da camada de caseina exibiram baixa influéncia
da composicao das bicamadas exceto para os filmes CA-CMCos30; em contraposigao,
as faces externas apresentaram variagoes significativas nos valores dos angulos.

Considerando que as camadas proteicas tiveram a mesma formulacao para todos os



54

sistemas, a camada de CMC pode ter influenciado na absor¢do de agua durante as
analises.

Medidas de FTIR-ATR das superficies (FIGURA B1) foram feitas a fim
de investigar mudancgas nas exposigdes de grupos funcionais entre as faces externas
e delaminadas. A TABELA 6.4 mostra a variacdo das intensidades da transmitancia
entre as faces (Al= lface delaminada — lface extema) das bandas caracteristicas de cada
biopolimero. Vale ressaltar que os espectros foram normalizados pela intensidade da
banda em 923 cm™ que ndo apresentou variagdo significativa da intensidade de

transmitancia dentre as analises.

TABELA 6.4. Valores da diferenga das intensidades de transmitédncia (Al) entre a face
delaminada e a face externa das camadas de caseina e carboximetilcelulose (CMC). Os

numeros de ondas selecionadas referem-se a vibragdo de ligagbes tipicas de cada matriz

polimérica.
Al/ % (camada de CMC) Al/ % (camada de caseina)
-OH -COOH -COO- -OH -C-NH: -N-C=N

Filmes 3300cm? 1740 cm? 1587 cm | 3278 cm? 1636 cm’ 1537 cm’
CA-CMCisi0 30 0 40 -22 -7 21
CA-CMCis5 43 -1 49 -49 -106 -74
CA-CMCis30 -32 -6 -13 -44 -97 -58
CA-CMCsor30 -38 3 -61 10 -18 26
CA-CMCor3o -32 -19 -43 42 77 70

As bandas examinadas da CMC referem-se aos grupos funcionais
hidroxilas (-OH, v = 3300 cm™), carboxilas (-COOH, v = 1740 cm™') e ions carboxilatos
(-COO, v = 1587 cm) (Capanema et al., 2018). Sobre a caseina, as bandas
investigadas foram as hidroxilas (-OH, v = 3278 cm™"), amidas | (-C-NH2, v =1636 cm"
") e amidas Il (-N-C=N, v = 1537 cm) (Picchio et al., 2018). A variagdo das
intensidades de transmitancia (A/ # 0) pode sugerir a ocorréncia de reorganizagao.
Assim como apontado por Chen et al., (2019), o processo de laminagédo da segunda
camada provoca a transferéncia de umidade da solugao filmogénica de caseina para
a camada seca de CMC, o que estimula o aumento da mobilidade das cadeias

poliméricas e o rearranjo estrutural na interface. Para os filmes contendo AT na
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composicao, foi observada a diminuigdo nas intensidades das bandas associadas aos
grupos polares da face delaminada, o que ocorreu tanto para a CMC quanto para
caseina.

As camadas de CMC apresentaram uma diminuigdo consideravel nas
intensidades das bandas referentes aos grupos -OH e -COO-. Tal comportamento nao
foi observado para o filme CA-CMCi150, 0 que sugere que a aderéncia entre as
camadas nao é regida por interagdes eletrostaticas entre grupos polares. No que se
refere as camadas de caseina, houve a diminuicdo das intensidades das bandas
associadas a amina | e I, exceto para o flme CA-CMCo30. Conforme discutido por
Huang et al., (2023) e Guo et al., (2021), a associagao entre proteina e AT, além das
ligacbes covalentes, também pode ser estabilizada por intera¢des hidrofobicas entre
0s anéis aromaticos do polifenol e porgdes hidrofobicas das proteinas. Também foram
observadas alteracbes nas posicoes das bandas referentes ao estiramento das
ligacbes -C-NH2 (amina |) para menores comprimentos de onda (FIGURA A1),
sugerindo a participagdo destes grupos nas interagdes interfaciais. Assim, a
diminuicdo das intensidades de transmitancia das bandas associadas a
grupos/ligagdes polares nas faces delaminadas dos filmes pode indicar certa
reorganizagao estrutural e possiveis quebras de ligagcdes durante a delaminagao. Tis
observagdes sugerem que as faces delaminadas apresentaram uma maior disposigéao
de grupos/ligagdes apolares. Vale lembrar que a caseina € uma proteina rica em
residuos de valina, leucina e fenilalanina, que possuem cadeias laterais apolares, o
que justifica tais interagdes (Holt, 2016). Esta afirmacéo pode ser corroborada com o
trabalho de Chen et al., (2019) que realizou uma simulagdo computacional para
demonstrar as interacées que ocorrem na interface de um filme de bicamada de amido
e zeina. Os autores constataram a ocorréncia de alteragdes na conformacao,
orientagao e exposigao de grupos funcionais na interface entre os biopolimeros. Jia et
al., (2020) evidenciaram, pela técnica de dicroismo circular, alteragcdes significativas
na conformacao da caseina quando utilizado o AT para reticular a proteina com
eugenol.

A propriedade de barreira dos filmes foi avaliada por medidas de PVA.
O processo de permeacdo de umidade através dos filmes envolve trés principais
etapas. Inicialmente, ocorre a adsor¢ao, onde as moléculas de agua sao adsorvidas
na superficie do material; em seguida, ha a difusdo dessas moléculas pelo filme
induzida pela diferenca de pressao entre uma regiao de maior concentragao para uma
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de menor concentragao de umidade. Posteriormente, as moléculas sao dessorvidas e
liberadas para o ambiente (Otoni, 2024). Desta forma, supds-se que, dependendo da
face, caseina ou CMC, voltada para o interior das células contendo o ambiente
saturado de umidade, pusesse afetar a permeabilidade dos sistemas. Medidas de
PVA das bicamadas foram feitas comparando as diferentes composi¢cdes para ambas

as faces voltadas para o interior da célula, como apresentado na FIGURA 6.12.
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FIGURA 6.12. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes bicamadas para as
diferentes composigbes entre caseina (CA) e carboximetilcelulose (CMC). Diferentes indices

indicam valores significativamente diferentes (p<0,05) no mesmo grafico.

A etapa inicial de adsorg¢ao ndo mostrou ter contribuicao no processo de
permeacao, ja que apenas os filmes CA-CMC1s0 e CA-CMC15/30 apresentaram valores
distintos de PVA entre as faces. Entretanto, a etapa difusional parece ter o maior
efeito, uma vez que esta é ditada principalmente pela composi¢cao dos materiais. As
medidas de PVA exibiram o mesmo perfil observado no intumescimento. Os filmes
CA-CMC1s55 mostraram que a introdugédo de AT desfavoreceu a difusdo da agua,
segundo discussdes preévias, ja que tal composto promove a adesao entre as camadas
de forma a reduzir os espacos livres para o acumulo de umidade. Em contrapartida, o
aumento da concentracido de BTCA conferiu uma maior permeabilidade ao sistema,
comportamento oposto ao esperado. A PVA dos filmes voltou a decrescer com o
aumento do contetdo de AT, demostrado pelos filmes CA-CMCsos0. E interessante
notar que os menores valores de permeabilidade sdo dados quando ambos os
reticulantes estdo presentes, visto que os filmes CA-CMC150 € CA-CMCor3o0 tiveram

baixa resisténcia a permeacao de agua. A baixa contribuicdo da etapa de adsorcao €
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evidenciada ao se verificar que os filmes que apresentaram baixa molhabilidade na
camada de CMC nao foram os mesmos que exibiram as menores permeabilidades.
Os espectros de FTIR medidos pela alocacdo dos filmes no caminho
otico do instrumento estdo mostrados na FIGURA 6.13. Devido a presenca de caseina
e CMC na composicao, os filmes apresentam perfis semelhantes, além da
sobreposi¢cao das bandas caracteristicas da proteina e do polissacarideo. Nao foi
constatado o aparecimento de novas de bandas ou mesmo deslocamentos
significativos com a introdu¢ao do BTCA ou AT, as quais podem ter sido suprimidas

pelas bandas dos biopolimeros.
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FIGURA 6.13. Espectros no infravermelho dos filmes bicamadas. Espectros normalizados

pela soma das intensidades.

Jia et al., (2020) relataram o deslocamento da banda em 1627 cm™'
devido a reticulacdo da caseina e do eugenol com AT, o que néo foi visualizado no
sistema aqui estudado. Mudancas de intensidade das bandas entre 2960-2930 cm™' e
1650-1540 cm™ (regibes destacadas) sugerem interagdes envolvendo os grupos -CH
alifaticos e amidas da proteina, respectivamente (Capanema et al., 2018;
Mozaffarzogh et al., 2020). Este comportamento também foi relatado por Muhoza et
al., (2019), que observaram alteragcbes nas bandas de vibragéo referentes as amidas
| e Il apds reticulagédo de coacervados de gelatina e pectina com AT. Bandas situadas
entre 1500-1300 cm™' referem-se as vibragdes dos grupos -CHa. Variagdes nos perfis
das bandas na regido entre 1450-1403 cm™' estdo associadas as interagbes com os
grupos -CH: adjacentes ao grupo carboxila. Bandas entre 1100-1050 cm-! descreve o
estiramento das ligagbes -OH atribuido aos alcoois primarios e secundarios
(Mozaffarzogh et al., 2020). Com base na analise dos espectros de infravermelho,

supde-se que a interagdo entre caseina e CMC nos filmes secos é dado



58

principalmente pela participacdo de grupos apolares da CMC e das aminas da
proteina.

Outro aspecto a se considerar € a possivel ocorréncia da reagao de
Maillard na interface. A reacdo de Maillard é estabelecida entre agucares redutores e
aminoacido quando aquecidos (~ 100 °C), levando a formacédo de intermediarios
melanoidinas, que acarretam a formacado de ligagbes covalentes N=C entre o
polissacarideo e a proteina (Su et al., 2010). Tais ligagdes podem contribuir de forma
sutil na reticulacao interfacial entre a caseina e a CMC, auxiliando na adesao entre as
camadas. Mohsin et al., (2020) estudaram a formagao de melanoidinas produzidas
pela reacdo de Maillard entre D-glicose e L-alanina. Os autores notaram mudangas
na forma das bandas na regigo entre 1700 e 1720 cm™" atribuidas ao estiramento das
ligagcbes -COO ou -C=0, além de variagdes nas intensidades das bandas associadas
a vibragdo das ligagdes N-H de amidas (1575-1590 cm-), C-H dos grupos -CH2 e -
CH3 (1415-1460 cm™) e C-O (1050-1150 cm-"). Considerando o sistema biestruturado
em questédo, tais reagdes deveriam ocorrer apenas na regiao interfacial estimulado
durante a secagem do material; no entanto, as analises FTIR ndo apresentaram
indicios da reagao, provavelmente devido a baixa eficiéncia ou auséncia de agucares
redutores oriundos da CMC. Segundo a literatura, bandas associadas a vibragao das
ligagdes C=N advindas da reacdo de Maillard deveriam ser observadas em 1647 cm-
' (Su et al., 2010); no entanto, diversos autores mencionam que tais bandas sdo
dificilmente observadas em espectros FTIR (Jia et al., 2020; Mohsin et al., 2020).

A FIGURA 6.14a mostra os espectros na regido do UV-Vis para os filmes
bicamadas. Os picos de absorcdo em 209, 240 e 283 nm sao atribuidos a matriz de
caseina (Tian et al., 2019). Os filmes CA-CMC1s10 e CA-CMCor30, 0s quais continham
apenas um dos reticulantes, apresentaram absorbancia na regiao entre 200-300 nm.
A combinacdo do BTCA e do AT, no entanto, provocou mudancas na forma e
intensidade dos picos de absorgao, além de induzir um efeito batocrémico deslocando
os picos em 240 nm e 283 nm para comprimentos de ondas maiores. Desta forma, os
filmes contendo ambos os aditivos ampliaram a faixa de absorg¢ao para a regido do
UVB (280-315 nm), implicando em uma maior protegéo contra a radiagao ultravioleta,
propriedade requerida na prevengao de processo oxidativos em alimentos (Silva et al.,
2024).

Com o intuito de observar alguma evidéncia da reacao de Maillard citada
anteriormente, compararam-se os espectros UV-VIS (FIGURA 6.14b) de dois filmes
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CA-CMC1s5, sendo que um deles teve a segunda camada seca a temperatura
ambiente (CA-CMC15/5-sem aquecimento) € 0 outro (CA-CMC1s5) seco nas condigdes
estipuladas no sistema de casting continuo (70 °C). O filme CA-CMC1s/5 apresentou
sobreposic¢ao de picos em 265 nm, os quais foram ausentes no espectro do filme CA-
CMC15/5-sem aquecimento. Mohsin et al., (2020) relataram a absor¢ao de melanoidinas na
mesma regido, entre 240-300 nm, apos a reacao entre D-glicose e L-alanina. N&o foi
possivel certificar a ocorréncia da reacdo de Maillard na interface dos filmes
biestruturados; entretanto, segundo as condigdes de processamento, € possivel que

haja certa contribuicdo deste fenébmeno.
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FIGURA 6.14. Espectros de absorgcdo de luz na regido do ultravioleta e visivel dos filmes

bicamadas.

As curvas tensdo-deformacao dos filmes de bicamada estédo
apresentadas na FIGURA 6.15a. Vale mencionar que durante os ensaios de tragao,
observou-se que a camada de caseina era rompida antes da camada de CMC, como
apresentado na FIGURA 6.15b. Este comportamento mostra que as camadas
proteicas possuem resisténcia mecanica inferior a da CMC, suportando a atuagao da
camada suporte de CMC para o sistema multiestruturado. Portanto, o desempenho

mecanico dos materiais € predominantemente associado a camada de CMC.
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FIGURA 6.15. (a) Curvas tensdo-deformagéo representativas dos filmes bicamadas e (b)

imagem da quebra antecipada da camada de caseina observada durante os testes mecanicos

de tragdo uniaxial.

Os atributos mecanicos (FIGURA 6.16) exibiram uma correlagao entre a

composicdo dos sistemas e o as propriedades mecanicas. Observa-se que a

incorporagao e o aumento da concentracao de AT nos filmes CA-CMCis30 € CA-

CMCaos30 provocaram a diminuicido da resisténcia mecanica.
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significativamente diferentes (p<0,05) no mesmo gréfico.
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Os mesmos comportamentos foram observados por Missio et al., (2020),
0s quais discutem que a alocacao do AT entre as cadeias poliméricas induz um efeito
estérico que acarreta uma maior mobilidade entre as cadeias devido ao
enfraquecimento das interagdes intermoleculares. Vale ressaltar que o AT € um
reticulante proteico e, dessa forma, o polifenol interage com a CMC principalmente
por interagcdes secundarias ndo acarretando da reticulagao da matriz.

Os filmes CA-CMCis30 tiveram um maior desempenho mecanico
associado a maior concentragao de BTCA, indicando a formag¢ao de uma matriz mais
coesa e rigida causada pelo maior grau de reticulagdo (Alavarse et al., 2022). Os
filmes CA-CMCso30 exibiram um decaimento da resisténcia a tragéo, elongacao na
ruptura e médulo de elasticidade, o que pode estar associado ao balancgo entre o efeito
estérico causado pelo AT e o aumento do grau de reticulagao promovido pelo BTCA.
Vale ressaltar que este sistema se mostrou favoravel a adsor¢ao de agua, como ja
demostrado pelas analises de angulo de contato, a qual contribui para plastificagao
da matriz polimérica (Eliasson et al., 2023).

As analises discutidas nesta se¢gdo mostraram que a combinagao de
BTCA e AT afetou diretamente as propriedades finais do material biestruturado,
principalmente no que diz respeito a interacdo com a agua. Para as préximas etapas,
escolheu-se trabalhar com as formulagbes CA-CMCis55 e CA-CMCis30, pois
apresentaram desempenhos mecanicos e resisténcia a umidade satisfatérios. Além
disso, essas formulacées mostraram um melhor equilibrio entre os efeitos provocados
por ambos os reticulantes. Adicionalmente, essas formulagbes demonstraram uma

melhor manuseabilidade, o que também contribuiu para sua escolha.

6.1.5. Estudo da compatibilidade entre os biopolimeros por QCM-D

A afinidade dos biopolimeros que compdes as interfaces CMC-caseina
e caseina-zeina e o efeito do AT no aumento de tal interacao foi avaliado por meio de

experimentos conduzidos em QCM-D, conforme mostrado na FIGURA 6.17.
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FIGURA 6.17. Anélises em QCM-D referentes a deposigbes subsequentes de solugbes
poliméricas sobre um sensor recoberto com silica. As curvas representam (a e c) as variagbes
das frequéncias do terceiro harménico e (b e d) os dados de dissipagdo em fungdo do tempo.
Os experimentos associados as curvas pretas foram realizados em agua, e as curvas

vermelhas foram realizadas em etanol 60%.

A QCM-D é uma técnica gravimétrica que detecta variagdes sutis de
massa adsorvida ou dessorvida (~1 ng.cm?) sobre a superficie de um sensor
piezoelétrico. Além disso, ha o monitoramento simultdneo da variagao da frequéncia
de oscilacao e da energia dissipada do sensor. Alteragdes na frequéncia podem ser
correlacionadas com a quantidade de massa depositada/removida, enquanto a
dissipacao de energia fornece informagdes sobre as propriedades viscoelastica do

recobrimento (Chen et al., 2016). Para a deposi¢cdao de camadas poliméricas, é
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esperado que a frequéncia de oscilagao do sensor diminua e a dissipacao de energia
aumente, ja que os polimeros geralmente formam uma estrutura ndo compacta e
altamente hidratada (Raudino et al., 2017).

E importante ressaltar que a caseina e o CMC s3o sollveis em agua, mas
a zeina é soluvel em etanol, portanto foi necessario utilizar solventes diferentes para
cada sistema. Os filmes finos poliméricos formados sobre o sensor apresentam
caracteristicas viscoelasticas, portanto, ndo € possivel aplicar o modelo de Sauerbrey
para a determinagcdo da massa depositada, o qual é viavel apenas para filmes rigidos
(Chen et al., 2016). Desta forma, a massa depositada e a afinidade entre os materiais
foram avaliadas de acordo com a magnitude da variagdo da frequéncia e da
dissipacéao, o que contribui para minimizar o efeito da natureza do solvente. A caseina
apresentou maior afinidade pela zeina (Af ~ 32 Hz) do que pela CMC (Af ~ 14 Hz)
(FIGURA 6.17a-b), o que pode ser atribuido a maior disponibilidade de grupos
funcionais na estrutura proteica e sua energia superficial (Chandrasekaran et al.,
2013). A interacdo entre caseina e zeina foi considerada estavel, uma vez que a etapa
de enxague resultou em um aumento relativamente pequeno da frequéncia (Af ~ 7
Hz). O aumento da magnitude da dissipacao referente a injecao da zeina (AD ~ 1,2
ppm) indica 0 aumento da viscoelasticidade do sistema, sugerindo a deposicéo de
polimero sobre a camada de caseina. No entanto, a injegdo de solu¢do de CMC
promoveu a desestabilizacdo do sistema, pois 0 aumento da frequéncia préximo a
frequéncia inicial indica a remocao da camada de caseina previamente depositada.
Além disso, a diminui¢cado da dissipagao na etapa de inje¢cado 2 (AD ~ 3 ppm) sugere a
formagao de uma camada mais rigida sobre o sensor devido a remogéo do material
previamente depositado.

O efeito do AT (FIGURA 6.17b-c) foi pela injecao do reticulante entre os
fluxos das solugdes poliméricas. A adsor¢cado do AT na caseina foi influenciada pelo
solvente, apresentando uma maior deposicdo quando em meio etandlico. Esse
comportamento pode ser associado com a substituicdo das moléculas de agua pelas
de etanol, que altera a massa e o volume hidrodinamico das cadeias poliméricas e,
consequentemente, suas caracteristicas viscoelasticas (Tan et al., 2020). Também foi
observado o decaimento da dissipagao o que sugere que o AT aumenta a rigidez do
sistema ao ser adsorvido sobre a caseina, possivelmente devido a reticulagao entre

as cadeias proteicas ou formacao de interagdes secundarias (Leite et al., 2021).
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Para a interagcdo caseina/zeina, a presenca do AT favoreceu a
deposigao de zeina (Af ~ 50 Hz), causada pela promocédo de reticulagdo e/ou
interagdes secundarias entre as proteinas. O aumento na dissipagado (AD ~ 3 ppm)
indicou a formagao de uma camada viscoelastica, tipica de polimeros. A interacdo nao
foi reversivel, como observado pela baixa variacdo na frequéncia durante a etapa de
enxague. No sistema caseina/CMC, a injec&o da solugao polissacaridica causou um
aumento na frequéncia (Af ~ 9 Hz) e uma diminui¢ao na dissipagao (AD ~ 1 ppm); no
entanto, a diferenga foi menor que o experimento sem a injecdo do AT. As
observagdes corroboram o trabalho de Leite et al., (2021), no qual a adsorgao do AT
sobre uma camada de gelatina favoreceu a afinidade com os nanocristais de celulose.
Os autores atribuiram tal comportamento a promogao de interagdes fisicas e a
reticulacao quimica. Outros estudos na literatura indicam que o uso de AT aumenta o
numero de pontos de ancoragem, visto que o polifenol é rico em hidroxilas, o que

também contribui para a interagdo dos polimeros (Xu et al., 2019).

6.1.6. Calculo das energias livre de superficie (ELS) e dos trabalhos

de adesao pelo modelo teérico de vOCG

Como ja mencionado, as interagdes secundarias também colaboram
para as interagdes interfaciais e, consequentemente, para a adesao entre os
biopolimeros. A contribuicdo de tais forcas podem ser estimadas por meio de modelos
tedricos, como a abordagem vOCG, que determina a energia livre superficial e o
trabalho de adesdo entre duas superficies a partir de medidas experimentais de
angulo de contato. Nesta sec¢ao, foi avaliado a influéncia das diferentes proporc¢des de
AT e BTCA na energia de superficie do filme de CMC e como tais composi¢des
modulam o trabalho de adesdo entre os biopolimeros. E importante ressaltar que o
modelo prevé apenas a atuacao das forgas eletrostaticas e apolares, desconsiderando
o efeito da reticulagao interfacial entre CMC e caseina promovida pelo polifenol.
Também formam estudados as interacdes secundarias entre caseina e zeina.

A ELS ou tensao superficial (ys) € definida como o trabalho necessario
para aumentar a superficie em uma unidade de area. Este € um importante parametro
que permite predizer fenbmenos de superficie como molhabilidade, adsor¢ao e

adesao, os quais sao influenciados pela composigdo quimica e sua coesao entre as
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moléculas das superficies (Velasquez et al., 2011). O modelo tedrico vOCG descreve
a ELS de um sdlido como uma somatéria das contribui¢des das forgas de van der
Waals (componente Liftshitz-van der Waals, y:") e as forgas eletrostaticas acido-base
de Lewis (componente acido-base de Lewis, y&%). A componente y#8 pode ser
subdividida em uma componente basica (ys ), associado a capacidade de doacao de
elétrons, e a acida (y4), referente a capacidade de recepgéo de elétrons (el Omari et
al., 2019). Para sélidos de baixa energia superficial, como a maioria dos polimeros, a
ELS pode ser estimada a partir de medidas de angulo de contato, ja que este
parametro ndo pode ser determinado diretamente (Velasquez et al.,, 2011). A
combinagao da teoria vVOCG com o modelo LWAB permite o calculo do trabalho de
adeséo (W) entre duas superficies sélidas (Velasquez et al., 2011). Desta forma, as
ELS e o W, tedricos foram determinados com o intuito de investigar a contribuigdo das
forcas secundarias nos fendmenos de superficie, assim como, a influéncia da
composicao do sistema.

Os valores do angulo de contato para os trés solventes estao
apresentados na TABELA 6.5.

TABELA 6.5. Valores dos angulos de contato dos filmes monocamadas de caseina (CA),
carboximetilcelulose (CMC) e zeina (ZN) nas diferentes composicbes em relagdo aos

solventes agua, glicerol e tolueno. Os valores correspondem a 30 s de anélise.

Bzgua Bgiicerol Btolueno
Caseina (CA) 814 695 102
Zeina (ZN) 6316 58+ 8 60 +8
Zeina+15%AT (ZNar) 6110 54 + 15 37+7
CMC 47 + 2 83+3 3+1
CMCi1si0 64 £7 112 £1 1514
CMCis/5 23+5 76 £ 2 17 £ 1
CMCi1s/30 16 £ 1 74 £ 2 15+3
CMCsor30 18+ 3 7314 13+ 1
CMCor3o 23+3 73+3 20+ 2

AT: acido tanico
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Em geral, os angulos apresentaram uma ordem de comportamento
Bglicerol < Oagua < Btolueno, demostrando que os filmes tiveram maior afinidade por liquidos
polares. A diferenga consideravel entre os valores do angulo de contato para os
diferentes solventes (~ 40°) constitui uma boa base para calculos de ELS (Della Volpe
et al., 2004). As relagdes entre as componentes y:V, y&8, y& e y5 e o Wi entre as
interfaces caseina-CMC e caseina-zeina (TABELA B1) sdo mostrados na FIGURA
6.18.

Os sistemas estudados (FIGURA 6.18a), exceto CMC 150, exibiram baixa
energia superficial (ys< 100 mN.m-") (van Oss, 2006). As y, dos filmes proteicos foram
em torno de 37 mN.m"', e para o caso da zeina, ndo houve influéncia da natureza e
da presenga do AT. Os filmes de CMC demostraram as maiores energias de
superficies, as quais aparentemente sdo moduladas pela concentracdo de BTCA e
AT, uma vez que a introdugdo do BTCA (CMC1s0) aumentou a energia de 70 mN.m""’
para 145 mN.m™!, enquanto a introdugéo do AT reduziu a energia do sistema para em
torno de 83 mN.m™', ndo apresentando variagdo em relagdo ao teor do polifenol.
Supde-se que as ys séo o resultado da combinagao dos efeitos de ambos os aditivos,
visto que a reticulacdo aumenta a coesao e modifica as caracteristicas das superficies
dos filmes (Guo et al., 2022).

A contribuicdo das interacdes polares e apolares foram avaliadas pelo
grafico de y&" em funcéo de y#® (FIGURA 6.18b). Para os sistemas proteicos, a
caseina exibiu uma maior contribuicdo das interagdes polares, quanto a zeina mostrou
um maior equilibrio entre as formas, os quais tenderam ligeiramente para as
interacbes polares, ndo apresentando efeito do AT. Tal observacdo pode ser
relacionada com as forcas de van der Waals e empilhamento 1T-1T que ocorrem quando
ha maior exposi¢ao de grupos apolares como consequéncia da conformagao proteica
em determinados ambientes (Guo et al., 2022). Os filmes de CMC apresentaram uma
magnitude superior dos valores de ambas as componentes e observou-se que a
incorporacao dos reticulantes estimulou as forcas eletrostaticas do sistema. Isso
porque a introducdo de compostos ricos em grupos polares tende a promover uma
maior coesao da matriz polimérica por meio de ligacdes de hidrogénio, interagdes
eletrostaticas e dipolo-dipolo (Shen et al., 2015). Este comportamento foi mais
pronunciado para os filmes CMCis0, ja que os demais tiveram variagdes mais sutis de

comportamento.



180

67

45 y Lw_ y AB CMC15/0
A S )
401 cmc
CMC. 15/30
351 hd
oA ?? ; *X cucass
*.‘E 30 CMC30/301CMC0/30
Z 25
S
~ 204
% ZNAT
n 154
= 7N
10
5
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
ySAB/ mN.m*
6 30
R’=0,94511 vy =y
S S CMC15/0
5 7%= 0,027 + 0,0023 ¥,"*+ 0,057+ 0,09 +
i 25
4 < 20
2 ZN €
= 3 E 151
2 —~
Kz CMC1sio 2 z
24 NAT CMCo/30 10 4 NAT e
A : i MC15/5
= Croiso +CMC15/30
i cMe —g i
1 Fuc CMCasis 5 ® - CMCor30
CMC30/30
ca cA
0l 04 @&
T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 140
AB -1 g
Ys [ mN.m 'ys+/ mN.m*
140
W, T
& 120 w
e mmw, o
- 100 EEEW, e T e
piss)
8 80
° ¢ be g
© b be c c| c be be
D 60 f
© f
2 df
T 404 d | dffb B ar| N o o
< d
|: 201,
0-

FIGURA 6.18. (a) Valores da tensé&o superficial total (ys) para as diferentes composigdes dos
filmes, (b) componentes Liftshitz-van der Waals (ys/*W) plotado em fungéo das componentes
acido-base de Lewis (ysv*B), (c) razdo entre as componentes polares e apolares (ysv*B
lys\AW) versus as componentes polares (ysv*B), (d) componente base de Lewis (yg ) plotado
em fungdo da componente acido de Lewis (yJ) e (e) valores calculados do trabalho total de
adesdo (Wa) e de suas componentes apolares (Wa"") e polares (Wa") para os filmes de
bicamada (d). As linhas pontilhadas representam a curva onde os valores das componentes
s&o iguais (Yx=yy).
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De forma geral, os filmes apresentaram um certo equilibrio entre as
componentes polares e apolares, ja que a distribuigdo dos valores ficou relativamente
proxima da reta de equilibrio (y:"= y#8). Apesar da aparente desconex&o entre as
duas componentes, a curva y&5/ ¥yt em fungéo de y#8 (FIGURA 6.18c) apresenta

uma relagdo de dependéncia linear descrito pela mostrada a seguir.
Y&EIEY = 0,027 £ 0.0023 y42 + 0,057 £+ 0.09

A equacao permite obter uma aproximagdo de ambos os
parametros medindo apenas um componente, ou seja, é possivel obter valores de
y&Be yIV utilizando medidas de dngulo de contato de apenas um solvente.

As relagdes entre y5 e y5 (FIGURA 6.18d) fornecem informagdes sobre
a acidez e basicidade das superficies e sua capacidade de interagir
eletrostaticamente. Todos os filmes mostraram uma maior influéncia da componente
acida (yd > y5) devido a alta disponibilidade de grupos que podem ser protonados,
como as hidroxilas e carboxilas, presentes nas cadeias poliméricas (Vogl et al., 2014).
Os filmes de proteinas exibiram um carater préximo a neutralidade, referente as
extremidades amina e carboxila que podem ser protonados/desprotonados em fungao
do pH do meio (Blanco et al., 2022). Diferencas nos valores, em magnitude, entre as
componentes acida e basica dos filmes de caseina e CMC indicam a ocorréncia de
interagbes eletrostaticas atrativas na interface, o que auxilia a adesdo entre as
camadas de biopolimero. E interessante notar que a incorporacdo de AT na camada
de CMC induz um maior carater basico devido a elevada quantidade de grupos
hidroxila desprotonaveis (Picchio et al., 2018).

A estimativa do W,, e suas componentes W!" e WAE (TABELA B2),
representa a capacidade das superficies de interagirem entre si por meio de
interagcdes eletrostaticas, apolares e de ligagbes de hidrogénio (da Silva et al., 2020).
Os valores calculados de W, (FIGURA 6.18d) mostraram que a interagdo entre
caseina e CMC ¢é governada por interagdes apolares (WY > WAP) que podem ser
explicadas pela baixa exposicdo de grupos polares na interface da camada de
caseina. As cadeias de caseina sdo organizadas na forma de micelas dindmicas, e a
exposicao de grupos polares/apolares é determinada pelas condigbes em que as
mesmas se encontram (Tian et al., 2019). Observa-se que a presenga de AT na

camada de CMC desfavoreceu o trabalho de adesdo. O filme sistema CA/CMC1s/0
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teve o maior valor de W, sugerindo que a adesao entre as camadas é impulsionada
por forcas eletrostaticas, ja que o CMC1s/0 possui a maior contribuicéo eletrostatica em
sua ELS. Porém, o conjunto CA/CMC 150 € facilmente delaminado durante o manuseio,
enquanto os filmes contendo AT incorporados a CMC requerem mais esforgo para
separagdo das camadas. Assim como relatado por Velasquez et al., (2011), os
calculos partem de medidas de angulo de contato, os quais s&do facilmente
influenciados pela morfologia e porosidade da superficie da amostra, pela evaporagao
do solvente durante as medidas e pelo estado metaestavel do formato da gota

examinada.

6.2. Produgao da camada de zeina (ZN) por deposi¢ao por sopro em
solucao (DSS)

Esta secdo teve como foco a otimizagdo e a producao da terceira
camada de zeina. Inicialmente foi realizado um estudo a fim de determinar as
melhores condi¢des de composi¢ao e parametros para a deposi¢gao do recobrimento
proteica. Posteriormente, foi realizado a aspersdo da camada de zeina sobre os filmes
CA-CMC1555 e CA-CMC15/30, 0s quais foram selecionados como as melhores opgoes

para esta etapa, como ja salientado no final da se¢éao 6.1.4.

6.2.1. Otimizacao das condi¢coes de obtencao da camada de ZN por
DSS

A camada de zeina foi produzida por DSS (FIGURA 5.1), no qual os
filmes sobre o qual a proteina seria depositada foram alocados sobre o coletor. O
sistema utilizado tem como forca motriz o arraste das cadeias poliméricas, em
solugéo, em diregédo ao coletor, fendbmeno influenciado diretamente pela viscosidade
dos sistemas, por sua vez fortemente afetado pela concentracdo da solugéo (Medeiros
et al., 2009).

O comportamento das solugcdes de zeina em diferentes concentragdes
-5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60% (m/v) — foi investigado por medidas viscosimétricas, as

quais estdo apresentados na FIGURA 6.19.
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FIGURA 6.19. (a) Curvas da viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento para solugbes

de zeina em diferentes concentragdes e os respectivos (b) regimes de comportamento de

viscosidade das solugbes quando submetidas a uma taxa de cisalhamento de 200 s a 25 °C.

A viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento (FIGURA 6.19a) das
solugdes nas concentracdes entre 5 e 40% exibiram valores entre 0,01 e 0,11 Pa.s,
os quais foram proximos a viscosidade do solvente puro. A elevagdo das
concentracgdes para 50 e 60% provocaram um aumento consideravel das viscosidades
dos sistemas, elevando para em torno de 0,4 Pa.s. Observou-se que para uma taxa
de cisalhamento acima de 30 s, as solugbes poliméricas apresentaram um
comportamento proximo do Newtoniano, ou seja, alteragdes da viscosidade sao
praticamente despreziveis (Canevaloro, 2006). Desta forma, as medidas de
viscosidade foram realizadas a uma taxa de cisalhamento de 200 s para a
determinacao do efeito de diluigdo em fungcédo das concentracdes de zeina (FIGURA
6.19b). Foram identificados trés regimes comportamentais associados as
concentragdes poliméricas. No regime diluido, entre 0 e 10%, considera-se que as
interagdes intermoleculares sdo fracas e o emaranhamento entre as cadeias é
desconsideravel, exibindo uma viscosidade consideravelmente baixa. O regime
semidiluido foi estabelecido para as concentracbes entre 15 e 30%, onde as
interagdes entre as cadeias sao significativas. Segundo Oliveira et al., (2011), a partir
deste regime, o sistema polimérico apresenta baixa tensido superficial e alta
evaporagao do solvente que possibilita a formagdo de aglomerados denominados
beads. A deposicdo da camada de zeina na forma de aspersdo foi alcangada
utilizando uma solugcdo de 20%, a qual se encontra no regime em questdo. Para

concentragdes entre 40% e 60%, o regime concentrado foi atingido, caracterizado pelo
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alto grau de interagdes intermoleculares e a formagdo de uma rede interconectada
entre as cadeias poliméricas. Tais fatores permitem a obteng¢do de fibras, como
demostrado por Oliveira et al., (2013).

A taxa de cisalhamento que o DSS exerce sobre as solugdes poliméricas
foi estimada pela equacéao aplicada em reologia capilar, visto que o a regido da ponta
da agulha apresenta um fluxo analogo a um reémetro capilar. O calculo € apresentado

a seqguir.

. 4Tyim 4.(06mLmin"") 1min 107°m?
WETTR3 T m(02mm)?  C 60s © 1mlL

=1600s71

O valor obtido foi de 1600 s™', o qual se se encontra dentro da regido do
perfil Newtoniano das solugdes (FIGURA 6.19a), de forma que a correlagao entre os
regimes de viscosidade e as concentragdes polimeéricas sejam validas para esta taxa
de cisalhamento.

Testes iniciais referentes a formulacao da terceira camada foram feitos
a partir de solugdes acidas contendo 20 e 40% de zeina, além do uso do AT (15% em
relacdo a massa do polimero) na composi¢ao do sistema. Assim como ja discutido, as
solugdes proteicas de 20% encontram-se no regime semidiluido, enquanto as de 40%,
estdo em regime concentrado. A mudancga de regime corrobora as caracteristicas do
material depositado na forma de aglomerados ou fibras. Os parametros do DSS como
pressao do ar, distancia bocal-coletor, taxa de alimentagao e rotagao do coletor foram
baseados em trabalhos prévios do grupo (Piccinin et al., 2024).

A FIGURA 6.20 mostra as imagens e as respectivas microscopias dos
testes iniciais da deposi¢cao da zeina sobre uma monocamada de caseina. Os filmes
sobre os quais a camada de zeina foi aspergida (Aspersao 1, 2 e 3) (FIGURA 6.20a-
¢) apresentaram uma coloragdo amarelada e o recobrimento foi macroscopicamente
homogéneo. As microscopias (FIGURA 6.20f-h e k-m) mostraram que a zeina foi
depositada na forma de aglomerados e foi observado a presenga de trincas na
camada de caseina. O aparecimento de defeitos pode estar relacionado com o uso
do acido acético, solvente utilizado, o qual provoca na desestabilizacdo das micelas
de caseina devido ao pH acido, assim como ja observado nas andlises de potencial
Zeta em fungdo do pH. Foi realizado um teste rapido com o intuito de investigar

possiveis mudangas nas caracteristicas da camada de caseina.
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Aspersao 1: Aspersao 2: Asperséo 3: Fibras 1: Fibras 2:
20% ZN 20% ZN 20% ZN 40% ZN 40% ZN
Sem AT Com AT Com AT Sem AT Com AT

25 mL 25 mL 35mL 25 mL 25 mL

FIGURA 6.20. (a-e) Imagens de filmes monocamadas de caseina depositadas com aspersdo
ou fibras de zeina (ZN), com ou sem a incorporag&o de &cido tanico (AT), e (f-o) imagens MEV
das superficies dos filmes. A descricdo acima remete a concentracdo da solu¢do de zeina, a
presenca do acido tanico na formulacdo e o volume de solugcdo depositada sobre um filme

monocamada de caseina com dimensées de 13 cm x 22 cm.

Acido acético foi borrifado sobre filmes de caseina e, apds a secagem,
o procedimento foi repetido por mais duas vezes. Os valores de angulo de contato
foram 45 £ 2°, 37 + 4° e 31 + 7°para os filmes que tiveram o solvente borrifado uma,
duas e trés vezes, respectivamente. Comparando com o valor do angulo do filme de
caseina (81 = 4°), infere-se que o acido acético favoreceu a molhabilidade da
superficie proteica devido a desorganizagao das micelas, o que pode ter provocado a
exposicao de grupos hidrofilicos, além da promogao de trincas pela qual a agua é
infiltrada na matriz. Visualmente, a presenca do AT e a deposicdo de uma maior
quantidade de zeina (FIGURA 6.20c, h e m) ndo afetaram a dispersdo dos
aglomerados sobre a superficie do filme. Os valores de angulo de contato para 30 s
de analise foram44 £ 7°,40 + 5° e 47 + 3° para as aspersoes 1, 2 e 3, respectivamente.
Nao foram constatadas variagdes significativas em relagdo a molhabilidade da
cobertura contendo ou nao AT. No entanto, foi observado que para as coberturas sem
o polifenol, as superficies absorveram mais rapidamente a agua e apresentaram
mudanga de coloragéo, enquanto as contendo AT ficaram intactas durante o ensaio e

nao mostram sinais de umedecimento.
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As monocamadas que tiveram a deposi¢cao de fibras (fibras 1 e 2)
(FIGURA 6.20d-e) exibiram um recobrimento ndo uniforme, além das fibras serem
facilmente removidas com o manuseio do material. As microscopias (FIGURA
6.20i,j,n,0) constataram a obtengao de fibras com aglomerados micrométricos. Assim
como as aspersdes, a presenga do AT nao alterou a aparéncia do material final.
Considerando que o objetivo da camada de zeina é a promog¢do do aumento da
resisténcia a umidade do material multiestruturado, pressupde-se que a deposi¢cao da
proteina na forma de fibras ndo seja compativel com a proposta inicial. Portanto, foi
designado que a terceira camada fosse produzida pela aspersao de 25 mL de uma
solugéo de zeina (20% m/m), contendo 15% (m/m) de AT, sobre os filmes bicamada

com dimensdes 13 cm x 22 cm que remete um recobrimento de 0,02 g.cm.

6.2.2. Caracterizagao dos filmes multicamadas (ZN-CA-CMC)

A terceira camada do sistema multiestruturado foi produzida pela
aspersao de uma solugcao de zeina sobre os filmes bicamadas CA-CMCis5 e CA-
CMC1s30. Os filmes multicamadas foram denominados como ZNa71-CA-CMCi1si5 €
ZNat-CA-CMCi15/30, sendo que o subscrito AT junto ao ZN indica a presenca do
polifenol na composi¢céo da camada. As espessuras dos filmes multicamadas variaram
entre 0,12 e 0,2 mm.

Os filmes multicamadas obtidos apresentaram-se autossuportaveis,
continuos e com uma cobertura homogénea de zeina (FIGURA 6.21a-b). No entanto,
foi percebido que apds a deposigao da terceira camada, os mesmos tornaram-se mais
rigidos e quebradigos ao serem manuseados. As imagens de MEV (FIGURA 6.21c-
d) indicaram uma dispersdo homogénea da zeina sobre a superficie de caseina,
mostrando a viabilidade da técnica. Nas imagens da secdo transversal (FIGURA
6.21e-f), foram visualizadas as trés camadas poliméricas, sendo possivel a
delimitagdo das interfaces apenas para as duas primeiras camadas. E importante
ressaltar que a aspersao da proteina promoveu a formagao de uma cobertura rugosa
que nao recobre totalmente a superficies da camada caseina, aspectos importantes a

serem considerados nas caracteristicas superficiais.
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ZNp-CA-CMCy55  ZNapr-CA-CMCg50

FIGURA 6.21. (a-b) Imagens dos filmes multicamadas e de suas respectivas (c-d) imagens

MEYV da segéo transversal.

Para verificar diferencgas estruturais nas superficies dos filmes referentes
a deposicdes das camadas, sdo apresentados na FIGURA 6.22 os espectros de FTIR-
ATR da ultima camada dos filmes controles (mono e bicamadas) e multicamadas. Os
perfis apontaram diferencas consideraveis, mostrando que a cada inser¢cao de
camada as caracteristicas estruturais da face sao alteradas, o que remete a uma
anisotropia para filmes bi e tricamadas em relagdo as faces inferior e superior
expostas. Os espectros da tricamada sugere a hidrofobizagdo do material devido a
reducao significativa das intensidades de vibracdo das bandas associadas ao
estiramento dos grupos hidrofilicos -OH (3215 cm-"), C-H de aromatico (2937 cm™) e
ao dobramento das ligagdes -NH das amidas | (1600 cm") e Il (1500 cm™) (Aytac et
al., 2020; Zaleska et al., 2002). O aparecimento de uma banda em 2370 cm™ esta
associado ao CO2 atmosférico. Nao houve variagdes consideraveis em relagdo aos
filmes multicamadas, visto que ambos diferem apenas na composi¢gdo da camada
base de CMC.
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(b) ZNar-CA-CMC1s/30. Espectros normalizados pela soma das intensidades.

Na FIGURA 6.23 esta apresentada as analises referentes a afinidade
com a agua para os filmes controles (mono e bicamadas) e os multicamadas.
Mudancas na molhabilidade dos filmes foram investigadas por medidas do angulo de

contato (FIGURA 6.23a) da face referente a ultima camada depositada.
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FIGURA 6.23. (a) Graficos referentes as medidas de angulo de contato apos 30 s de analise
referente a face da ultima camada depositada, (b) permeabilidade ao vapor de agua (PVA)
tendo a ultima camada depositada voltada para o interior da cela contendo agua e (c) grau de
intumescimento apos 24 h em UR= 50 % a 25 °C. Diferentes indices indicam valores

significativamente diferentes (p<0,05) no mesmo grafico

A molhabilidade dos filmes bicamadas foi semelhante a do filme controle
de caseina, dado que a face analisada é composta por uma camada de caseina. Ja

as multicamadas exibiram valores significativamente inferiores aos sistemas
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bicamadas e aos filmes monocamadas controles, contrapondo a caracteristica
hidrofdbica esperada para a zeina. Comportamento analogo foi observado por Chen
et al., (2019) em filmes bicamadas de zeina e amido, nos quais a camada proteica
apresentou uma melhor molhabilidade que a do amido. Os autores argumentaram que
a zeina forma uma superficie microporosa que favorece e acelera a migragao de agua,
além da exposigao de grupos hidrofilicos na superficie apds a evaporagéo do solvente.
Outro aspecto a ser considerado € a presenca de trincas na superficie de caseina,
que deve contribuir para infiltracdo da agua no filme. Tais observagdes podem ser
corroborados com as analises de PVA (FIGURA 6.23b), nas quais os filmes
multiestruturados demostraram ser mais permeaveis a umidade quando comparados
com os fiimes controles. Como discutido anteriormente, o carater
hidrofilico/hidrofobico da superficie ndo afeta consideravelmente a transmissao da
agua para estes sistemas; desta forma, a presenga de defeitos pode explicar tal
comportamento. O grau de intumescimento das multicamadas foi cerca de 30%
superior aos dos filmes controles, o que suporta a discussdo anterior. E interessante
notar que os comportamentos entre os filmes ZNar-CA-CMCi1s/5 € ZNaT-CA-CMC15/30
sao semelhantes indicando que a camada de zeina determina as propriedades de
barreira e afinidade com agua ou que a presenga dos defeitos mascarou a contribuigao
de cada componente.

As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas segundo testes
de tracdo uniaxial e teste de resisténcia ao rasgo, os quais sao apresentados na
TABELA 6.6. A resisténcia a tracao esta associada a capacidade dos filmes em
resistir ao estiramento até seu ponto de ruptura. Ja a resisténcia ao rasgo refere-se a
resisténcia do material a iniciagdo de uma trinca e sua respectiva propagacgao. Para
aplicacbes como embalagens de alimentos, tais propriedades afetam a
funcionalidade, integridade e facilidade de uso do material (Briassoulis & Giannoulis,
2018).

Os valores das forgas de rasgo mostraram que os filmes monocamadas
de CMC sao mais resistentes devido uma maior coeséo entre as cadeias poliméricas.
Entretanto, observou-se que as monocamadas requerem uma maior forga para iniciar

o rasgo que os filmes bicamadas.
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TABELA 6.6. Valores dos atributos mecanicos resisténcia a tracdo (o), elongacao na ruptura
(€), médulo de elasticidade (E) e forga maxima de rasqo (Frasgo). OS valores de Frasgo foram
normalizados pelas espessuras dos filmes. Diferentes indices indicam valores

significativamente diferentes (p<0,05) dentro da mesma coluna.

Filmes Frasgo/ N.mm-" o/ MPa €l % E/ GPa
CA 6 + 2% 9+12 25+ 92 2+12
CMCi1sis 17 £ 1P 20 + 1 7 +3P 16 + 3P
CMCi5/30 6 + 3ac 20 + 1P 3+1¢ 10 £ 0,3¢
CA-CMCis/5 4 +1° 12, £ 52¢ 8+2b 5+ 2d
CA-CMCis/30 7 +12 19 + 4¢ 2,3+0,3° 94+ 2¢
ZNaT-CA-CMCi15/5 2+1d 1,9 + 0,49 2+1° 13+ 2P
ZNaT-CA-CMC15/30 3 +0,54 1,2 + 0,24 4 + 1bc 6+ 1d

Tal comportamento pode estar relacionado com a delaminagao
observada para as bicamadas nos testes de tracdo (FIGURA 6.15b), o que podem
atuar ponto de inicio da trinca. Em relagao aos filmes multicamadas, a resisténcia aos
rasgos foi significativamente inferior aos demais sistemas. Foi observado que a

resisténcia a tracdo seguiu a mesma tendéncia observada para a resisténcia ao rasgo.

O comportamento mecanico dos filmes multicamadas em relagdo aos
controles mostraram que a deposi¢cdo da camada de zeina prejudicou o desempenho
mecanicos do sistema. Como discutido anteriormente, o uso do acido acético como
solvente desestabiliza as micelas de caseina que viabiliza o aparecimento de trincas
(Li & Zhong, 2020). Desta forma, supde-se que a presenca de defeitos e a infiltragao
dos solventes nos filmes deve aumentar a rigidez do material, seja por meio da
desidratagédo ou formacao de defeitos, corroboradas com os valores da elongagcao na
ruptura e do modulo de elasticidade. Em relagéao aos filmes ZNat-CA-CMCi1s/5 e ZNaT-
CA-CMCi1s/30, a composicdo da camada base de CMC promoveu algum efeito em
relagéo de elongacgao na ruptura e modulo de elasticidade, no entanto, estes ndo sao
coerentes com o comportamento dos filmes mono e bicamadas.

Os valores de todas as analises referentes as propriedades mecanicas
e de afinidade com agua para os filmes mono, bi e multicamadas estao listados nas
TABELAS C1 e C2, respectivamente.
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O comportamento térmico foi avaliado por TGA, conforme mostrado pela
FIGURA 6.24 e TABELA 6.7. Foi constatado quatro principais estagios de
decomposicdo (FIGURA 6.24a). A perda de massa inicial entre 25-130 °C esta
relacionada a evaporagao da agua livre e adsorvida nos filmes (Salem et al., 2022). O
segundo e o terceiro estagio, encontrados entre 150-260 e 260-430 °C,
respectivamente, estdo associados a degradacdo do glicerol e da agua estrutural,
além da quebra de ligagbes peptidicas e glicosidicas das matrizes poliméricas (Picchio
et al., 2018; Seki et al., 2014).
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FIGURA 6.24. Curvas termogravimétricas e suas respectivas derivadas para os filmes mono,
bi e multicamadas.

TABELA 6.7. Valores das temperaturas de onset (Tonset) para os filmes mono, bi e

multicamadas.

Filmes Tonset/ °C

CA 316

CMCi1ss5 298

CMCi1si30 300

CA-CMCi1s/5 290

CA-CMCi1s/30 284

ZNaT-CA-CMCi15/5 292

ZNaT-CA-CMC15/30 279
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As temperaturas de degradagao dos polissacarideos e das proteinas sé&o
relativamente diferentes, o que causa o alargamento da faixa referente a
decomposicdo poliméricos, observado principalmente para os fiimes bi- e
multicamadas (Abdullah et al., 2022). Os valores das Tonset (TABELA 6.7) mostraram
que os filmes bi e multiestrurados sdo menos estaveis termicamente que os filmes
monocamadas controles, assim como observado por Zhou et al., (2021). O quarto
estagio, entre 440-600 °C, remete a formagao de compostos carbonaceos (Picchio et
al., 2018).

Os espectros no UV-VIS (FIGURA 6.25) exibiram alteracbes nas

transmitancias na regidao do UV em funcéo da adigdo de camadas.
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FIGURA 6.25. Espectros de transmitancia de luz na regido do ultravioleta e visivel dos filmes

bicamadas.

Os filmes monocamadas exibiram transmitancia praticamente nula da
radiagao na regiao do UVC e, no caso do CMC1s/30, também na regiao do UVB. Nao
foi observada variacao significativa da transmitancia entre os filmes bicamadas e os
multicamadas na regido do UV, sendo que ambos apresentaram um bloqueio de cerca
de 15% da UVA em relagdo as monocamadas. No entanto, os filmes contendo a
camada de zeina demostraram uma diminuicdo de 10% na transmitancia na regiao
entre 400-520 nm do visivel devido a sua coloragdo amarelada, mantendo a
transparéncia do sistema. Tais caracteristica sao relevantes considerando aplicacoes
em embalagens alimenticias, visto que a protecdo UV desfavorece processos
oxidativos, enquanto a transparéncia possibilita a observagdo dos alimentos e a
coloragao torna o produto mais atraente ao consumidor (Guzman-Puyol et al., 2022).

A TABELA 6.8 contém os valores dos parametros colorimétricos e dos

indices de alvura dos filmes controles e multicamadas. Os filmes mono e bicamadas
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apresentam valores semelhantes. A deposicdo da camada de zeina alterou a
coloracdo dos filmes para uma regido do verde e amarelo, além de torna-los mais
escuros, como observado pelas mudancas nos valores de a* b* e L7
respectivamente. O aumento significativo do parametro AE* mostra que houve
mudanca da cor dos filmes de forma a torna-los menos alvos, indicado pela diminuigao

dos valores de /A.

TABELA 6.8. Valores dos pardmetros colorimétricos (a* b* e L¥), da diferenga de cor total
(AE) e do indice de alvura (IA).

Filmes a* b* L* AE* 1A/ %
CA 1+0,022 -2+0,0562 900,52 2+0,22 900,52
CMCiss5 2+0,02°> -3+0,12 90+0,22 160,22 89+0,2°
CMCisi30 1+0,012 -09+0,1® 90+0,52 4+0,2° 89+0,5°
CA-CMCis5 2+0,02® -0,7+0,1° 88+0,3° 4+0,1° 880,32
CA-CMCis30 1+0,022 1+0,2° 87 +£0,1¢ 7+0,2¢ 87+0,12

ZNAT-CA-CMCi15/5 -2+0,3° 17 + 29 86 + 0,4° 22 +2¢ 78 +2°
ZNaT-CA-CMCi1530 -2 + 0,05° 37 + 2° 82 +0,6¢ 42 £ 2¢ 59 + 2¢

A atividade antimicrobiana dos filmes foi avaliada pelo teste de difuséo
em disco contra E. coli e S. aureus, como visualizado na FIGURA 6.26. Nao foi
detectada atividade antimicrobiana dos filmes contra E. coli, possivelmente por se
tratar de uma bactéria Gram-negativa, que contém uma parede celular
lipopolissacaridica complexa e mais resistente a permeacdo de componentes
externos (Bouchelaghem, 2022, Ruhal & Kataria, 2021). Em relagdo a S. aureus, os
filmes CMC1s5, CMC15/30, ZNAT-CA-CMC15/5 € ZNaT-CA-CMC15/30, 0S quais continham
AT incorporado na face em contato com a cepa, foram capazes de inibir o crescimento
dos micro-organismos. A literatura mostra que a atividade antimicrobiana do AT esta
relacionada com a supressao de genes associados a adesao intercelular das

bactérias, exibindo um efeito mais potente contra S. aureus (Zhang et al., 2020).
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FIGURA 6.26. Imagens dos testes de disco difusao para as bactérias Staphylococcus aureus

(S. aureus) e Escherichia coli (E. coli) dos filmes mono, bi e multicamadas.

A técnica escolhida para investigar a atividade antimicrobiana do
material ndo foi considerada adequada para os materiais estudados, visto que o AT
adicionado nos filmes nao difunde para o meio externo, o que nao acarreta a formagao
de halos de inibi¢do. Entretanto, a metodologia permitiu observar qualitativamente a
capacidade de inibicdo antimicrobiana pela regido em que os filmes estavam em
contato com as bactérias. E considerada a realizacdo de testes adicionais para uma

melhor avaliacdo da atuagao dos filmes como material antimicrobiano.

6.3. Medidas das forgcas de interagdao entre os biopolimeros por

microscopia de forga atdbmica (AFM)

Nesta secdo, medidas de forca de interagdo utilizando AFM foram
realizadas a fim de investigar as forcas de adesao entre os biopolimeros que
compdem o filme multicamada. O intuito do experimento foi quantificar as forcas que
atuam entre uma sonda modificada com caseina (CAsonda) € substratos de caseina
(CA), zeina (ZN) e CMC como uma tentativa de mimetizar as interfaces dos sistemas
CA-CA, CA-CMC e CA-ZN. Vale ressaltar que as sondas de AFM foram modificadas
apenas com caseina, o polimero da camada intermediaria, a fim de realizar as

medidas de forca com substratos produzidos com os polimeros das camadas
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adjacentes, tornando as medi¢gdes mais reprodutiveis e comparaveis. Adicionalmente,
foi feito medidas de for¢a dos sistemas CAsonda-CA de forma a comparar as forgas de
coesdo entre as cadeias de caseina e as for¢cas de adeséo entre caseina e os demais
biopolimeros. Os substratos forma obtidas a partir da deposi¢cdo de um filme fino dos
biopolimeros sobre um wafer de silica. Para tal, foi necessario a elucidagao de uma
metodologia para a funcionalizagdo da sonda com a proteina e a adequagao da
obtencao de substratos adequados e estaveis em meio salino, o qual esta descrito no
APENDICE D. Os experimentos foram conduzidos em meio salino (10 mM NaCl) a
fim de evitar a influéncia de forgas capilares e a formagao de uma dupla camada
elétrica infinita, além de tornar as medidas mais reprodutiveis. Foi avaliado a afinidade
entre os biopolimeros constituintes do sistema multiestruturado, a contribuicdo do AT
em diferentes concentracgdes (0, 5 e 30% b.s.) para a promogéo da adeséo interfacial
e o efeito do tempo de contato (0, 5 e 10 s) entre a sonda e o substrato na magnitude

das interagdes.

6.3.1. Modificacao da sonda coloidal carboxilada de AFM com

caseina

As sondas de AFM foram adquiridas com um pré-recobrimento, o qual
continha grupos carboxilas superficiais expostos. Assim, foi possivel promover o
acoplamento da caseina na superficie da sonda a partir de uma reacido mediada por
EDC/NHS, como previsto pelo protocolo desenvolvido, cujo mecanismo esta
representado na FIGURA 6.27. O EDC reage com um grupo carboxila para formar o
intermediario O-acilisoureia, o qual se liga prontamente a um grupo amina da proteina.
Esta etapa resulta na formacdo de uma ligagdo amida e na liberacdo de um
subproduto isoureia. Em solugcbes aquosas, o intermediario é instavel e pode sofrer
hidrdlise, regenerando o grupo carboxila e liberando ureia N-substituida caso n&o
reaja com uma amina. A presenca da NHS na reagdo promove a conversdo da O-
acilisoureia em um éster mais estavel, minimizando reagdes colaterais indesejadas e
aumentando a reatividade das aminas. O EDC é um agente de reticulacdo de
comprimento zero, pois durante a reagao os atomos s&o eliminados dos reagentes,
formando uma ligacao curta que conecta os grupos carboxilas e aminas (Biranje et al.,
2022; Kim et al., 2004).
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FIGURA 6.27. Mecanismo de rea¢do de acoplamento entre uma particula carboxilada e uma
proteina utilizando os reagentes EDC/NHS via acoplamento mediado por carbodiimida
(modificado de Xu et al., (2022)). EDC: cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)

carbodiimida; NHS: N-hidroxisuccinimida.

A FIGURA 6.28 mostra as imagens MEV das sondas coloidais antes e
depois de medidas de forca. A funcionalizacdo com a caseina promoveu uma
cobertura uniforme e continua na superficie coloidal (FIGURA 6.28a-c), o que
influencia diretamente na reprodutibilidade e sensibilidade das analises. Apds dez
mapas forga-distancia, a cobertura da sonda permaneceu estavel, ja que ndo foram
visualizadas falhas ou a remocdo da cobertura proteica da superficie do coloide
(FIGURA 6.28d-e). Observa-se que, em algumas regides (FIGURA 6.28f), houve a

deposicdo de polimero residual retirado do substrato.

FIGURA 6.28. Imagens MEV da sonda modificada com caseina (a-c) antes e (d-f) apés as

medidas de forga.
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A eficiéncia da modificacao foi verificada comparando os valores das
forgas de pull-off de medidas realizadas com sondas ndo modificadas e modificadas
com caseina, 0s quais apresentaram valores médios diferentes. Os resultados s&o

discutidos na sessao 6.3.2.

6.3.2. Medidas de forca por AFM

As forcas de interacédo dos sistemas CAsonda-CMCs e CAsonda-ZNs foram
investigadas por medidas das forgas de pull-off utilizando a técnica de AFM. O perfil
tipico de uma curva forga-distancia (FIGURA 2.9) descreve as forgas que ocorrem
durante a aproximagdo da sonda ao substrato (curva de aproximagao),
frequentemente relacionadas as forcas atrativas de van der Waals. Apds atingir o
trigger point, a sonda € muda a direcdo do movimento e o equipamento registra as
forgas resistivas para a separagéo da sonda do substrato (curva de retragéo), as quais
estdo associadas a uma somatédria de interacdes adesivas (Kaftan et al., 2011). A
forca de pull-off representa o valor minimo da curva forga-distancia de retracao, ou
seja, a maior forca de interagao, em magnitude, que o equipamento registou durante
a separacgao entre a sonda e o substrato. A aquisicdo dos dados foi feita por meio de
mapas de forga de 100 x 100 um (10 pixels x 10 pixels), o qual teve como intuito avaliar
regides distintas da amostra evitando medidas em pontos repetidos ja que cada pixel
correspondeu a uma curva distancia-forga, conforme ilustrado na FIGURA 6.29.

Assim, as propriedades inerentes dos biopolimeros que compdem o
substrato podem impactar os resultados de adesao entre eles. Além das interagdes
quimicas, as caracteristicas fisicas também afetam a forma como o contato é feito
(Poggemann et al., 2023). Considerando que o trigger point foi o mesmo para todas
as analises, infere-se que a area de contato foi semelhante para todas as medigdes,

mitigando a influéncia da natureza do substrato.
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FIGURA 6.29. Representagdo do mapa de forca de pull-off, histograma e curvas forca-
distancia adquiridas através de medidas de forga por AFM. Cada pixel no mapa corresponde
a uma curva forga-distancia, no qual as forgas de pull-off sdo avaliadas na forma de um

histograma.

As FIGURA 6.30 e 6.31 apresentam os histogramas e os valores médios
das forcas de pull-off dos sistemas sem o probe modificado e modificado com caseina,
respectivamente. O tempo de contato da sonda com o substrato antes da separagao
também foi estudado, pois este afeta a magnitude das interacbes intermoleculares
(Nugroho et al., 2019).
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FIGURA 6.30. Histogramas das distribuicbes de forcas de pull-off entre sondas nao
modificadas e os e substratos de caseina (CA), zeina (ZN) e carboximetilcelulose contendo
30% de acido ténico (CMCso%uat). As distribuigbes de forga correspondem aos tempos de

contato de 0, 5 e 10 s. Os valores entre parénteses sdo a média aritmética e os desvios
padrbes das forgas de pull-off.
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desvios padrbes das forgas de pull-off.
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A modificacdo da sonda foi avaliada e confirmada pela comparacéo da
distribuicdo dos histogramas das medidas realizadas com sondas ndo modificadas
(FIGURA 6.30) e modificadas com caseina (FIGURA 6.31) em relagdo aos substratos
CA, ZN e CMCso%aT. Para as sondas ndao modificadas, a distribuicdo das forcas foi
mais concentrada e os valores médios foram menores do que para as sondas
modificadas, indicando dinamicas de interacdo distintas e uma menor adesdo. Além
disso, o efeito do tempo de contato pareceu ter pouca influéncia na magnitude das
forcas de interagao para as sondas nao modificadas. Esse comportamento € uma forte
evidéncia do sucesso da reacado de acoplamento proteico, garantindo que as
medigdes foram realizadas entre os biopolimeros investigados. E importante ressaltar
que os valores médios apresentaram erros relativamente elevados devido a amplitude
das distribuicdes. Assim, os histogramas podem ser melhor avaliados observando os
deslocamentos das curvas de distribuigcao.

O sistema CAsonda-CA apresentou distribuicbes dos valores bem
definidas, demonstrando um aumento evidente na magnitude das forgas a medida que
o tempo de contato aumentou. Para o sistema CAsonda-ZN, a distribuicao foi mais
alargada apresentando valores médios na mesma faixa que o sistema CAsonda-CA.
Isto sugere que as forgas de interagcdo entre as cadeias de caseina e zeina sao
comparaveis as forgas coesivas da caseina. A adicdo de AT a matriz de zeina
(CAsonda-ZN15%AT) Nndo causou alteragdes significativas nos valores da forga de pull-off,
provavelmente porque o polifenol atuou na reticulagao entre as cadeias de zeina em
vez de estabelecer ligagdes entre as cadeias de caseina e zeina na interface. Também
foi verificado que o aumento do tempo de contato estimulou a adeséao interfacial,
mostrando que ha uma cinética envolvida no estabelecimento de interagdes (Nugroho
et al., 2019).

Em contraste com a magnitude das forgas de pull-off entre as proteinas,
em torno de 10 nN, as interagdes entre caseina e CMC ficaram em cerca de 3 nN. A
diferenca de afinidade pode ser atribuida a maior energia superficial das proteinas
referente a sua estrutura de aminoacidos capazes de interagir entre si por meio de
interacdes hidrofébicas, eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio (Khalifa et al., 2022).
Tais observagdes corroboram com a discussdo de Nugroho et al., (2019), os quais
apontam que os dominios N-terminais e C-terminais das cadeias proteicas
apresentam alta tendéncia a interagem entre si. O sistema CAsonda-CMC exibiu forgas
em torno de 0,2 nN, sem impacto significativo em relagao ao tempo de contato.
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Tal comportamento indica que a caseina e a CMC apresentam baixa
afinidade, como ja observado nos filmes bicamadas que eram facilmente
delaminados. No entanto, as forcas de interacdo de CAsonda-CMCs%aT foram
consideravelmente mais pronunciadas, principalmente um contato de 5s. A maior
eficiéncia na adeséao pode ser atribuida a formagao de ligagdes covalentes e ligagdes
de hidrogénio entre AT e a caseina (Alavarse et al., 2022). Para CAsonda-CMC30%AT, a
magnitude das forgas foi similar ao sistema contendo 5% de AT, e o tempo de contato
nao promoveu mudangas significativas na adesao entre os biopolimeros. Isto sugere
que houve uma saturagdo das interagdes interfaciais ou que as interagdes foram
desfavorecidas pelo efeito estérico causados pela alta concentragao do polifenol no
substrato (Takemoto et al., 2015; Zhang et al., 2023).

A FIGURA 6.32 ilustra curvas forga-distancia representativas de cada
sistema estudado. As curvas de aproximagao nao apresentam variagdes nas forgas
devido a atracdo ou repulsdo da sonda, conforme descrito pelas curvas tedricas. As
curvas de retracao, por sua vez, contém informagdes referentes a adesao do sistema,
apresentando perfis diferentes para as medidas realizados em substrato de proteina
e de CMC. As maiores forcas de pull-off foram obtidas entre CAsonda-proteinas,
enquanto as maiores extensdes de adesao ocorreram para CAsonda-CMCs, indicando

mecanismo de descolamento distintos.
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Os sistemas CAsonda-CMCs mostraram que a incorporagédo do AT
melhorou a compatibilidade entre a caseina e o CMC por meio da reducao das forcas
repulsivas entre os biopolimeros. No sistema sem AT (CAsonda-CMC), a curva de
aproximacao exibiu um perfil de interag¢des repulsivas fracas de longo alcance, no qual
a sonda encontrou repulsdo a uma distancia de aproximadamente 0,9 uym da
superficie (Lefebvre & Gray, 2005; Nascimento et al., 2022). A introducdo de AT
provocou o deslocamento do ponto de contato entre a sonda e o substrato para cerca
de 0,6 pm e 0,2 ym para os sistemas CAsonda-CMCs%aAT, € CAsonda-CMC30%AT,
respectivamente. (Chen et al. (2020) observaram que a introdugdao de AT em
complexos de ovalbumina e CMC aumentou a repulséo entre os biopolimeros devido
as cargas negativas do polifenol em meio aquoso. Entretanto, os autores constataram
que as forgas atrativas, associadas as ligacbes de hidrogénio e as interagdes
hidrofébicas, sobressaem as forgas repulsivas em pH préximo a neutralidade,
causando uma diminui¢cao da repulsao do sistema. Nos sistemas CAsonda-ZNs, nao foi
observado variagdes de perfis das curvas de aproximac¢ao devido a incorporagao do
AT, isso porque este atua na reticulagdo entre as cadeias proteicas ao invés da
interacao interfacial, como previamente discutido.

Nas curvas de retragao, observou-se que a separacao entre a sonda e
o substrato de proteinas ocorreu como um evento Unico. No entanto, para os
substratos de CMCs, multiplos eventos foram registrados devido ao desprendimento
gradual entre a sonda e o substrato, caracteristico de hidrogéis (Kaftan et al., 2011).
Notou-se que a presenga e a concentragao de AT influenciam o numero de eventos
de adeséo, o que é atribuido ao maior numero de pontos de interacdo. As forcas de
pull-off representam a forca maxima necessaria para retirar a sonda do contato do
substrato desconsiderando a dindmica de separacdo. A fim de considerar toda a
informagé&o contida no pogo da curva de retragao, determinou-se a energia de adesao
a partir da integracado da area entre a curva de retragdo a baseline na forga zero
(Sychev et al., 2023).

Nas FIGURAS 6.33 e 6.34 estdo apresentados os histogramas das
energias de adesdo dos sistemas com a sonda ndo modificada e modificada com

caseina, respectivamente, para os tempos de contato de 0, 5e 10 s.
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FIGURA 6.34. Histogramas das distribuicbes das energias de adesdo entre sondas
modificadas com caseina (CAsonds) € Substratos de caseina (CA), zeina sem (ZN) e com a
incorporacdo de acido ténico (ZNisua1) € carboximetilcelulose sem (CMC), contendo 5%
(CMCs%a1) € 30% de acido ténico (CMCso%at). As distribuicbes de forga correspondem aos
tempos de contato de 0's, 5 s e 10 s. Os valores entre parénteses sdo a média aritmética e

os desvios padrées das energias de adeséo.
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Os perfis das distribuicdes da energia de adesao foram diferentes dos
perfis da for¢a de pull-off. As distribui¢des das energias para os sistemas com a sonda
nao modificada foram distintas daquelas das sondas modificadas, as quais
apresentaram um efeito menos significativo do tempo de contato. Diferentemente dos
histogramas das forgas de pull-off, a magnitude das energias de adesao para os
substratos de proteinas foi similar aos da CMC. Os sistemas CAsonda-CA € CAsonda-ZN
exibiram um aumento nos valores das energias e um alargamento das distribui¢ces
com o aumento do tempo de contato, o que néo foi observado para CAsonda-ZN15%AT.
Como ja discutido, supde-se que o AT interage com as cadeias de zeina limitando os
grupos disponiveis para a promogao da adeséo interfacial, ja que ndo se observa uma
dindmica que favoreca o aumento das interacbes com o tempo. Em relacdo aos
substratos de CMC, estes exibiram o0 mesmo comportamento das for¢as de pull-off. A
introducdo de 5% AT aumentou significativamente a adesdo com a caseina, no
entanto o aumento da concentragéo para 30%, provocou um aumento das energias e
apresentou uma distribuicdo mais concentrada dos valores, os quais nao foram
afetados pelo tempo de contato. Essa distribuicdo mais concentrada indica uma menor
variabilidade dos valores e uma medida mais precisa da adesao. Diferentemente das
anadlises das forcas de pull-off, as energias de adesdo apresentaram valores médios
de mesma magnitude, indicando que as afinidades entre CAsonda-ZNs € CAsonda-CMCs
sao comparaveis. Em resumo, a caseina e a zeina sao compativeis

termodinamicamente, no entanto, as interagcbes com a CMC é mediada pelo AT.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados, conclui-se que foi possivel a
producdo e a integracdo de trés camadas adjacentes, cada uma com diferentes
caracteristicas e parametros de processamento, a partir da combinagéo das técnicas
de casting continuo e deposigao por sopro em solugédo (DSS). A CMC e a caseina
exibem boa capacidade de formagao de matriz e s&o soluveis em agua, o que permitiu
sua conformacdo em uma maquina de laminagao continua. Por outro lado, a zeina,
com suas pobres propriedades filmogénicas e solubilidade em solventes volateis, foi
convenientemente depositada por aspersédo. Essas técnicas mostram potencial para
serem escalonaveis, o que é altamente relevante do ponto de vista industrial. Os filmes
multicamadas foram autossuportaveis, continuos e manuseaveis. Além disso,
apresentaram-se transparentes indicando a auséncia de incompatibilidade interfacial.
Adicionalmente, os sistemas multiestruturados exibiram certo bloqueio a luz
ultravioleta na regido do UVA e UVB em relagdo as monocamadas.

A producéo inicial de um filme bicamada mostrou-se uma estratégia
viavel para combinacdo da CMC e caseina sem que houvesse a complexacao e/ou
coacervagao, resultando em filmes opacos e com separacgao de fases. Além disso, foi
possivel a obtengdo de um material com uma interface que abrange toda a extensao
bidimensional do filme, favorecendo as interagdes interfaciais. Em relacdo a
composi¢cao dos filmes bicamadas inicialmente produzidos, o AT incorporado na
matriz de CMC promoveu a formacao de ligagdes covalentes e interagcées secundarias
entre as camadas de CMC e a caseina, o que resultou no aumento da adesao
interfacial. Tal efeito acarretou a diminuigdo do grau de intumescimento e no aumento
da forga requerida para a delaminagdao das bicamadas, o que foi justificado pela
reducao dos espagamentos livres na interface. Também foi constatado que as
diferentes propor¢des entre o BTCA e o AT, na formulagdo da camada de CMC,
modularam as propriedades dos sistemas bicamadas, principalmente no tocante da
afinidade com a agua. Ambos os reticulantes atuaram no balango entre os efeitos
estéricos promovido pelas macromoléculas de AT e a reticulagdo e,
consequentemente, a restricdo da mobilidade das cadeias ocasionado pelo BTCA. Foi
constatado mudancas estruturais referentes a diferentes exposi¢cdes de grupamentos

funcionais entre as faces externas e delaminadas de ambas as camadas poliméricas,
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como demostrado pelos diferentes graus de molhabilidade e variagao dos perfis dos
espectros de FTIR/ATR.

A deposicao da terceira camada de zeina reduziu a resisténcia
mecanica e aumentou a suscetibilidade a agua das multicamadas. Esse
comportamento foi atribuido a desestabilizagdo das micelas da camada caseina,
sobre a qual a zeina foi depositada, causada pelo acido acético. O solvente provocou
a formacgao de trincas, as quais atuaram como pontos de tensdo e facilitaram a
infiltragcao de umidade.

Foi possivel o desenvolvimento de um protocolo para a realizagao de
medidas de forca entre os biopolimeros componentes do filme multicamada utilizando
a técnica de AFM. O protocolo elucidou a modificacdo de sondas coloidais com
caseina, a producao de substratos com superficies planas e pouco rugosas, 0s
parametros para aquisicao dos dados e as medidas de forgca entre os biopolimeros.
As medidas de forgas de adesao e a determinagao das energias de adesé&o indicaram
que a caseina apresentou maior afinidade termodindmica com a zeina do que com a
CMC, a qual nao foi afetada com a presenga do AT. Além disso, a incorporacao de
AT na matriz de CMC aumentou significativamente os valores de for¢a e energia de
adesdo entre a caseina e a CMC, corroborando com a hipétese da formagcao de
ligacbes covalentes interfaciais. A contribui¢cdo das forgas secundarias foi investigada
a partir do modelo tedrico vOCG, o qual mostrou que as proporgdes entre BTCA a AT
também modulam as interagdes do tipo van de Waals e eletrostaticas.

A multiestruturagao escalonada mostrou-se uma estratégia viavel para a
combinacao de biopolimeros com propriedades distintas na forma de um material com
potencial para ser aplicado como embalagens de alimentos. A integracdo de
diferentes técnicas e materiais oriundos de fontes renovaveis e naturais, além de ser
interessante industrialmente, alinha-se com o modelo econdmico emergente de
economia circular. Os filmes multicamadas produzidos nao exibiram as propriedades
que foram objetivadas, entretanto, a metodologia aplicada mostrou-se de grande

potencial para ser estendidos a outros sistemas.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar a deposi¢cdo da camada de zeina utilizando um solvente mais brando
ou substituir a terceira camada por um outro polimero hidrofébico, a fim de
evitar a desestabilizacdo da camada de caseina e aperfeicoando as
propriedades genéricas do sistema.

e Desenvolvimento de um filme multicamadas contendo quatros camadas, sendo
as duas interiores produzidas por casting continuo e as camadas externas por
aspersao, as quais desempenhariam um papel de selagem do material.

e Fazer a incorporacdo de outros taninos que atuariam na hidrofobizacdo do
material.

e Acoplamento das técnicas de casting continuo e deposicdo em série, 0 que
permitiria a otimizacdo da producao dos filmes.

e Expandir a combinacéo das técnicas para outros sistemas poliméricos.
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TABELA B1. Valores das tensbes superficiais totais (ys), componentes Liftshitz-van der

Waals (ys\'"), componentes polares (ys/*®), componentes da base de Lewis (ys) e

componentes de acido de Lewis (yS) para os filmes monocamadas de caseina, zeina e CMC

em suas diferentes composigées.

+

Filmes Vs ys-W ysB Vs Vs
CA 341+29 299+0,7 42 %22 8,9+35 0,5+0,3
CMC 71,1+£2,0 355+0,3 356=x1,7 72,3+1,9 4,4 +0,3
CMCaisr0 146,0+x 144 44,7+1,0 101,3+134 99,6+17,3 258x24
CMCasss 84,4+5,8 34,7+0,6 49,7+5.3 106,44+ 7,0 58+0,8
CMCais130 92,9+6,6 36,6 +0,6 56,3+6,0 102,5+49 7,8+1,3
CMCsorz0 78,0+ 11,2 343x14 43,7+9,8 112,0x+ 7,2 44+15
CMCor30 81,2+7,1 32220 49,0x5,2 120,0£1,0 51+1,1
ZN 36,051 104+4,7 25,6+9,9 27,1+8,0 9,1+55
ZNAaT 37944 151+46 228+6,2 22,6 £13,8 10,9+6,5

TABELA B2. Valores calculados dos trabalhos totais de adeséo (Wa) e de suas componentes

apolares (Wa'") e polares (Wa"B) para os filmes de bicamada.

Combinacbes WaAB Wa-W Wa
CAI/CA 8,3+t4,4 509+15 68,2+5,8
CA/ICMC 23,7+6,6 65,2+ 1,0 88,9+7,7
CA/CMCasi0 43,4+ 12,6 73,2%+1,5 116,6 £+ 14,1
CA/CMCas5 28,2+75 64,4 +0,8 92,6 + 8,3
CA/CMCasr30 29,3+5,5 66,2 £ 0,3 955+5,8
CA/CMC3or30 26,4+94 64,1+1.8 90,4 +11,2
CA/CMCorzo 27,5%+6,6 62,1+1,6 895+64
CA/ZN 24,4 +9,6 343+75 58,7+6,0
CA/ZNat 22,8+ 3,3 42,0+6,9 64,8 £5,8




APENDICE C

TABELA C1. Valores das propriedades mecénicas dos filmes monocamadas, bicamadas e multicamadas.

120

Tensao maxima

Filmes o/ MPa €l % E/ Gpa (rasgo)/N.mm?2 Espessura/ mm Forca de adesdo/ N
CA 8,9+0,7 24,8+ 9,2 2,2+0,7 9,1+2 0,038 -

CMC 38,6 £3,5 2,7+0,4 15,6 + 6,3 - 0,030 -
CMCaisi0 246+44 1,2+0,5 15,8+ 2.3 0,7+0,1 0,037 -
CMCaiss5 19,8+1,1 6,7 +2,7 16,3+ 2,8 6,2+0,7 0,040 -
CMCisi3o 19,9+0,8 2,56+0,9 9,5+0,3 6,2+3,8 0,046 -
CMCasorz0 24,0+6,0 35+0,9 10,3+0,1 - 0,030 -
CMCorzo 189+1,2 1,1+0,4 155+25 - 0,039 -

CA-CMCis0 19,1+2,0 56+0,7 7,4+17 6,5+0,9 0,086 0,060 + 0,02

CA-CMCisss 12,2+5 75122 50+1,6 55+19 0,126 0,16 £ 0,04

CA-CMCa1s/30 19,2+4.3 2,3+0,3 9,2+1,6 74+18 0,119 0,14 £ 0,03

CA-CMCsor30 13,2+1,9 44+11 0,5+0,04 - 0,070

CA-CMCorz0 16,1+24 8,0+1,9 0,6 + 0,07 - 0,110 0,09 £ 0,02
ZNaT-CA-CMCas/5 19+0,4 1,8+0,6 13,2+1,8 20+x15 0,163 -
ZNaT-CA-CMCi15/30 1,2+0,2 38+1,1 6,0+ 0,6 1,0+0,1 0,193 -
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TABELA C2. Valores das propriedades de afinidade com a agua dos filmes monocamadas, bicamadas e multicamadas.

PVA (face CA)/ PVA (face CMC)/  Grau de intumescimento/ Grau de solubilidade/

Filmes 10.m.h-1.Pa?! 10.m.h-t.Pa? %24 h %
CA 0,62 + 0,035 - 3+04 100+ 0
CMC - 0,4 + 0,004 50+1 1000
CMCaisio - 0,4 +£0,02 32+2 49 + 2
CMCisss - 0,1 + 0,005 6+0,3 55+5
CMCisizo - 0,1 +0,001 6+0,3 62+7
CMCasorz0 - 0,3 + 0,003 3+0,2 59+2
CMCorz0 - 0,1 +0,001 32+1 1000
CA-CMCisipo 2,7+0,1 1,8+0,2 38.5+0,6 1000
CA-CMCisss 1,3+0,2 1,6 £ 0,08 8,7+0,2 1000
CA-CMCis/30 2,3+0,05 19+0,1 9,9+0,3 94 +6
CA-CMCsor30 1,5+0,09 1,5+0,09 7,1+0,1 39+2
CA-CMCorz0 25+0,04 25+0,2 11,0+0,3 73+0,6
ZNaT-CA-CMCis/s 4,7+0,2 - 40+0,8 -
ZNaT-CA-CMCis/30 3,8+0,2 - 38+ 2 -
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APENDICE D

Elucidacao de um protocolo para a funcionalizagao de sondas
coloidais com proteinas e producao de substratos para os
experimentos de medidas de forga de interacao utilizando

microscopia de for¢ca atdmica (AFM).
D.1. Metodologia

D.1.1. Acoplamento de proteinas em nanoparticulas de silica
carboxilada (Si-NPs)

A funcionalizacéo das Si-NPs com proteina foi realizada a fim de verificar
a viabilidade da metodologia antes da modificagdo das sondas de AFM. Inicialmente,
duas etapas de lavagem foram realizadas pela adigdo de 10 mL de tampao MES (pH
5) em 1 mL de Si-NPs (25 mg.mL-"), seguida de centrifugagdo (Thermo Scientific,
Sorvall Legend XTR, Alemanha) a 10.000 rpm durante 15 min, descartando o
sobrenadante. Em seguida, as Si-NPs foram ressuspensas em 2,5 mL de tampéo
MES (pH 5) com auxilio de um banho de ultrassom por 15 min. Na sequéncia, 75 mg
de cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e NHS (N-
hidroxisuccinimida) foram adicionados a suspensao e o sistema foi mantido sob
agitacéo por 15 min a temperatura ambiente. As Si-NPs foram lavadas com a adigéo
de 10 mL de tampao MES (pH 7) e centrifugadas, em duplicata, e posteriormente
ressuspensas em 5 mL de tampao MES (pH 7) em banho de ultrassom por 15 min.
Uma solugéo de 0,4% m/v de caseina em tampado MES (pH 7) foi adicionada a
suspensao de Si-NPs, mantendo a mistura sob agitacdo por 4 h a temperatura
ambiente. O sistema foi novamente lavado com 10 mL de agua purificada e
centrifugado para obter as nanoparticulas modificadas, que foram dispersas em 5 mL
de agua utilizando banho de ultrassom por 15 min. Para os Si-NPs modificados com
zeina, 0s mesmos passos foram seguidos, substituindo o tampdo MES por uma
solucédo de etanol 80%, devido a insolubilidade da zeina em agua (Biranje et al., 2022;
Kim et al., 2004; Morgan et al., 2021).



123

D.1.2. Producao de substratos

Os substratos foram produzidos segundo a metodologia ja descrita na
segao 5.2.20.2.

D.1.3. Imagens por AFM

As imagens e os valores de rugosidade dos substratos foram coletados
utilizando um equipamento Jupiter XR AFM (Asylum Research AFM, Oxford Instruments,
EUA), o qual foi operado em modo de contato intermitente (tapping) a temperatura
ambiente. A raiz quadrada média da rugosidade (Rq) foi calculada pelo proprio

equipamento conforme a equacao:

onde m é o numero total de pontos de medi¢ao na superficie e z; é a altura

da superficie no ponto i.
D.1.4. Outras caracterizagoes

Foram realizadas analises de FTIR, potencial Zeta, espalhamento

dinamico de luz, MEV os quais tiveram os parametros ja descritos na seg¢ao 5.2.

D.2. Resultados
D.2.1. Modificagado das nanoparticulas de silica

carboxiladas (Si-NPs) com proteina

O mecanismo da reacao de acoplamento entre a Si-NPs carboxiladas e
as proteinas foi relatada na se¢ao 6.3.1.

As mudancas na morfologia dos Si-NPs foram observadas por meio de
imagens de MEV, apresentadas na FIGURA D1. As nanoparticulas modificadas
exibiram uma morfologia mais rugosa comparadas com as ndo modificadas, indicando
a deposicdo de proteina na superficie das nanoestruturas, especialmente as Si-

NPs/Zeina. As imagens foram obtidas apds a etapa de lavagem com agua,
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demonstrando que a proteina permaneceu aderida as nanoparticulas, o que é

fundamental, considerando que as medidas de for¢ca s&o conduzidas em meio aquoso.

'
d

Si-NPsCaseina

FIGURA D.1. Imagens de MEV das nanoparticulas de silica carboxilada sem acoplamento

proteico (Si-NPs), acopladas a caseina (Si-NPs/Caseina) e acopladas a zeina (Si-NPs/Zeina).

A FIGURA D.2 mostra os espectros de FTIR das Si-NPs antes e apds o
acoplamento com proteinas. Foram observadas alteracbes na forma e intensidade das
bandas de vibracdo, especialmente nas regides caracteristicas das proteinas
(destacadas na figura). Notou-se uma diminuicdo nas intensidades das bandas entre
3500 e 3000 cm™, associadas ao estiramento das ligagbes -OH e -NH. Tal
comportamento indica que os Si-NPs foram recobertas por proteinas devido a supressao
das bandas de hidroxilas das nanoparticulas. A banda em 1633 cm™, referente ao
estiramento da ligagdo C=0 das amidas |, apresentou aumento de intensidade para as
Si-NPs modificadas. Mudancas no formato da banda em 1107 cm™ referente ao
estiramento de ligagcbes de alcoois secundarios, indicam alteracbes na energia

vibracional das liga¢des devido a mudangas no ambiente quimico (Wu et al., 2020).
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FIGURA D.2. Espectros de AFM das nanoparticulas de silica carboxiladas (Si-NPs) sem

modificacdo e modificadas com caseina e zeina. Os espectros formam normalizados pela soma.

Na TABELA D.1 estdo mostrados os valores de potencial Zeta e tamanho
hidrodindmico dos polimeros em solucédo e das Si-NPs antes e apdés a modificagdo. A
modificagdo com zeina causou uma redugao no potencial Zeta de -26 mV para -2 mV
devido a carga positiva da proteina. Entretanto, a modificagdo com caseina n&o exibiu
alteracdo consideravel nas cargas superficiais, pois esta apresenta carater aniénico no
pH avaliado. Em relagéo aos tamanhos hidrodinamicos, houve um aumento significativo
nas dimensdes das Si-NPs acoplados as proteinas. A variagdo nos tamanhos
hidrodindmicos das nanoestruturas indicou a imobilizacdo da proteina sobre as
nanoparticulas. No entanto, as alteragdes nas dimensdes ndo foram proporcionais aos
valores observados para os polimeros em solucdo, isto porque as cadeias livres em
solucdo apresentam maior mobilidade e ocupam um maior espago hidrodinamico
(Canevaloro, 2006).
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TABELA D.1. Valores do potencial Zeta e do tamanho hidrodindmico das cadeias poliméricas e
das nanopatrticulas de silica carboxilada (Si-NPs) acopladas com caseina (Si-NPs/Caseina) e
zeina (Si-NPs/Zeina).

Potencial Zeta/ mV Tamanho hidrodindmico/nm

Caseina -36 + 1 135+ 0.1
Zeina 3+0.1 613+3
Si-NPs -26 £ 0.7 108 £ 0.8

Si-NPs/Caseina -256+0.5 569 + 13
Si-NPs/Zeina -2+ 0.1 3053 + 395

Considerando as analises realizadas, a metodologia aplicada na
modificagdo de nanoparticulas carboxiladas demostrou ser viavel para a funcionalizacio
das sondas de AFM.

D.2.2. Produgao dos substratos por spin coating

Os substratos de caseina (CA), zeina (ZN, ZNat) e CMC (CMC15/0, CMC 155,
CMCi1s/30) foram produzidos pela deposi¢cao das solugdes poliméricas sobre wafers de
silica por spin coating. As rugosidades quadraticas médias (Rq) das superficies foram
determinadas por imagens de AFM. Considerando que as analises de forgca foram
conduzidas em meio aquoso salino, a estabilidade dos recobrimentos foi avaliada por
medidas de espessura, antes e apos 24 h de imersdo em solucdo de NaCl, por
elipsometria. A FIGURA D.3 mostra as imagens de AFM dos substratos e a TABELA

D.2 contém os valores de Rq e das solubilidades dos recobrimentos.
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FIGURA D.3. Imagens de AFM dos substratos de caseina (CA), zeina (ZN) e

carboximetilcelulose (CMC) sem e com a incorporag¢do de acido tanico (AT).

TABELA D.2. Valores da rugosidade quadratica média (Rq) obtidos a partir de imagens AFM
(20 um x 20 um) e as espessuras dos substratos antes e depois de serem mantidas por 24 h
em meio aquoso contendo 10 mM de NaCL. Para os substratos de CMC, um pré-recobrimento
com poli-L-lisina (PLL) foi realizado antes da deposi¢do da solugdo polimérica. Diferentes

indices indicam valores significativamente diferentes (p<0,05) dentro da mesma coluna.

Teste de solubilidade

Substrato Rg/nm  Espessurato/ nm Espessura =24/ nm Solubilidade/ %
CA 4+12 21,3+ 0,042 18,3+ 0,22 14
CMC 0,5+0,1° 22 + 2% 6,2 +0,1P 72
CMCs%aT 0,9+0,1b 20 + 1P 17,4 + 0,5°¢ 14
CMCso%AT 0,40 £ 0,02°¢ 26 = 2°¢ 15 + 14 44
ZN 36 + 44 15,6 + 0,1¢ 14,10 + 0,05¢ 10
ZN15%AT 47 £ 7¢ 24,4 + 0,3¢ 24,2 +£0,3¢ 1

A rugosidade dos substratos € um aspecto importante a ser considerar, pois

influencia diretamente a precisdo das medidas de forga. Isso porque uma superficie
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irregular pode resultar em um contato ineficaz com a sonda coloidal, levando a
interpretacdes errbneas (Butt et al., 2005).

Os valores de rugosidade obtidos foram de 3,5 nm para os substratos de
CA, menos de 1 nm para CMCs e cerca de 40 nm para ZNs. O diametro da sonda (10
pm) € cerca de 200 vezes maior que os valores de rugosidade o que, segundo a
literatura, n&o deve afetar consideravelmente as medidas de forga (Butt et al., 2005). Os
testes de solubilidade mostraram que os substratos de CA e ZNs exibiram uma
solubilidade abaixo de 20%, enquanto os substratos de CMCs apresentaram uma
solubilidade de 75%, que foi reduzida com a incorporagao do AT. Considerando que as
medidas de forca levam cerca de 2 h, estipulou-se que os substratos foram aquedados
para as analises. Testes anteriores mostraram que, na auséncia do pré-revestimento de

PLL, a solubilidade dos recobrimentos de CMCs era préoxima de 100%.



