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Resumo

APLICACAO DE NANOPARTICULAS EM FILMES UTILIZADOS
EM EMBALAGENS PARA ALIMENTOS: Nanoparticulas formadas a partir de
quitosana (QS) foram obtidas pelo método de polimerizacdo em molde (QS-
PMAA) e gelatinizacdo ionotropica (QS-TPP). As nanoparticulas foram analisadas
através de analises de FT-IR, tamanho de particula, potencial zeta, microscopias
eletronicas (transmissdao e varredura) e medidas de TGA. As nanoparticulas
sintetizadas apresentaram morfologia homogénea, ou seja, tamanho uniforme e
forma esférica. O tamanho das particulas e o potencial zeta foram dependentes da
concentracdo de quitosana utilizada no método de preparacdo ¢ do pH. As
diferentes particulas foram incorporadas em filmes de hidroxipropil metilcelulose
(HPMC) a fim de melhorar suas propriedades. Para isso, uma solucdo de HPMC
com 3% m/v foi preparada e sobre esta foi adicionada solucdo de nanoparticulas de
ambas as sinteses. Nos filmes foram realizadas andlises de propriedades mecanicas
(tensdo, elongacdo e mddulo de elasticidade), propriedades de barreira [vapor de
agua (WVP) e oxigénio], andlise de espessura, microscopia eletronica de varredura
e analises térmicas. O filme controle de HPMC sem nanoparticula apresenta um
valor de WVP de 0,79 g mm/ kPa h m*>. Com a incorporagio das nanoparticulas de
QS-PMAA os valores de WVP do filme decrescem para 0,64; 0,59 e 0,47 g mm/
kPa h m’ com a incorporagio de nanoparticulas de 59; 82 e 110 nm,
respectivamente. Com a incorporacao de nanoparticulas de QS-TPP os valores de
WVP decrescem para 0,58; 0,45 ¢ 0,33 g mm/ kPa h m’ com a incorporagdo de
nanoparticulas com 220; 110 e 85 nm, respectivamente. Da mesma forma, as
propriedades mecanicas dos filmes de HPMC foram significativamente melhoradas
com a inser¢do de nanoparticulas de quitosana. Este trabalho demonstrou que os
filmes contendo nanoparticulas podem ser considerados como extremamente

promissores para serem aplicados em embalagens na conservacao de alimentos.
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Abstract

APPLICATION OF NANOPARTICLES IN FILMS USED FOR
FOOD PACKAGING: Dispersions composed of chitosan (CS) were obtained by
the template polymerization (CS-PMAA) and ionotropic gelatinization (CS-TPP).
The nanoparticles were analyzed by FT-IR analysis, particle size, zeta potential,
electron microscopy (transmission and scanning), and TGA analysis. The
nanoparticles obtained presented a very homogeneous morphology showing a quite
uniform particles size distribution and a rather spherical shape. The particle size
and zeta potential were dependent on the chitosan concentration used during the
preparation method and pH. Different particles were incorporated in the
hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) films in order to improve their properties.
For this, a 3% HPMC (in w:v %) solution was prepared and added in this
nanoparticles solutions of both syntheses. The films were characterized by
mechanical (tensile, elongation and elastic modulus), barrier [water vapor (WVP)
and oxygen], thickness, morphological, and thermal properties. The WVP of the
control HPMC film was 0.79 ¢ mm/kPa h m*>. The WVP decreased significantly
when CS-PMAA nanoparticles were incorporated to HPMC films. For example,
WVP decreased to 0.64; 0.59 and 0.47 g mm/kPa h m® for films containing 59, 82
and 110 nm, respectively. For CS-TPP nanoparticles the WVP decreased to 0.58;
0.45 and 0.33 g mm/kPa h m® for films containing nanoparticles with 220, 110 and
85 nm, respectively. The same way, the mechanical properties of the HPMC films
were strongly improved when CS nanoparticles were incorporated. In this way,
HPMC films containing nanoparticles could be considered as promising materials

for application in packaging for preservation of foods.
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INTRODUCAO

A conservacdo dos alimentos exige em geral tratamentos fisicos ou
quimicos para manter ou aumentar a sua vida de prateleira. A utilizacdo de
embalagens, rigidas ou flexiveis, ¢ imprescindivel, visto que esta tem que agir
como uma barreira entre o ambiente externo e o alimento. Atualmente, a maioria
das embalagens flexiveis ¢ produzida com plasticos, isto ¢, de materiais sintéticos
de fonte ndo renovavel, que apesar de possuirem excelentes propriedades
funcionais, sdo consideradas ndo biodegradaveis e estdo envolvidas em problemas
ambientais (SOARES et al., 2005).

Recentemente surgiu um grande interesse pelo desenvolvimento de
embalagens biodegradaveis, principalmente, devido a demanda por alimentos
ecologicamente corretos, de alta qualidade e devido, também, as preocupacdes
ambientais sobre o descarte desses materiais nao renovaveis que levam milhares de
anos para serem degradados (LE HELLAYE et al., 2008; MARCOS et al., 2008;
CAO et al., 2009).

Uma das solucdes encontradas para amenizar este problema,
particularmente na area de embalagens de alimentos, ¢ o desenvolvimento de
filmes ou biofilmes a partir de materiais renovaveis que possam substituir os
materiais sintéticos. Porém o maior desafio da utilizacdo destes filmes
biodegradaveis ¢ substituir as embalagens convencionais, mantendo, com a mesma
eficacia, a qualidade do produto, garantindo sua vida de prateleira através do
controle de caracteristicas mecanicas e de permeabilidade (KESTER e
FENNEMA, 1986; KROCHTA et al., 2002; YAKIMETS et al., 2007,
SRINIVASA et al., 2007; OLIVAS e BARBOSA-CANOVAS, 2008).

Alguns sistemas promissores desenvolvidos pelo nosso grupo para

melhorar as caracteristicas dos filmes biodegradaveis sintetizados envolvem a



incorporacdo de nanoestruturas nos filmes (MOURA et al., 2008; MOURA et al.,
2009).

O agronegdcio brasileiro tem ocupado uma posi¢ao de lider mundial,
entre outros aspectos, devido as pesquisas e investimentos neste setor. Para que os
paises continuem crescendo e abrindo novos mercados, varios setores ainda
requerem agregacdo de valor aos seus produtos, o que s6 pode ser feito pela
incorporagdo continua de novas tecnologias.

As perdas pos-colheita de frutas frescas sdo enormes, cerca de 25 a
40%, dependendo do tipo de fruta e do uso de tecnologias de operagdes poOs-
colheita. Isso reflete a falta de conhecimento dos manipuladores de frutas sobre os
fatores bioldgicos e as condigdes do ambiente envolvido na deterioragdo, ou a falta
de uso de tecnologias pos-colheita requeridas na preservacdo da qualidade das
frutas.

Muita pesquisa atualmente vem sendo realizada com o objetivo de
explorar o potencial dos filmes e coberturas comestiveis e/ou biodegradaveis em
manter e estender a qualidade ¢ a vida util de produtos frescos e reduzir a
quantidade de embalagens descartdveis nao biodegraddveis. As coberturas sao
formadas diretamente sobre a superficie do alimento, enquanto os filmes sdo pré-
formados e posteriormente aplicados. Entretanto € comum que os termos coberturas
e filmes sejam utilizados indistintamente.

Tradicionalmente, os filmes sdo usados para reduzir a perda de peso,
alterando a permeabilidade e criando um efeito de “atmosfera modificada” sobre as
frutas frescas. Coberturas ja foram aplicadas em frutas como bananas, macas,
mangas, péras, morangos, goiabas entre outras. As coberturas e filmes sintetizados
apresentaram influéncia na fisiologia das frutas, no atraso do amadurecimento e no

metabolismo do fruto pds-colheita. Filmes sintetizados podem também sofrer



modificagdo, com o intuito de melhorar ainda mais as propriedades e desempenho
desse filmes, frente ao seu uso.

Neste contexto a aplicagdo da nanotecnologia para aumentar a
competitividade e a sustentabilidade do agronegocio pelo desenvolvimento de
novos usos de produtos de origem agropecuaria pode se tornar uma solugao.

O presente trabalho busca a melhoria das propriedades mecanicas e de
barreiras de filmes comestiveis para a industria de embalagens pela inser¢cdo de
materiais nanoestruturados em filmes de polissacarideos. A utilizagdo de
polissacarideo como matriz ¢ muito importante, visando a diminui¢ao da poluicao
ambiental causada pelo excesso de embalagens plasticas descartadas no ambiente.
Além disso, o aprimoramento na sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de
quitosana ¢ extremamente promissor na utilizacdo em embalagens.

Para uma melhor apresentacao e discussao dos resultados obtidos, essa
tese serd subdividida como descrito a seguir:

- Capitulo 1: Onde foi apresentada uma revisdo geral da literatura
sobre os aspectos principais da tese.

- Capitulo 2: Contém o método de sintese e caracterizacdo de
nanoparticulas de quitosana baseado em dois métodos de sintese: polimerizacdo em
molde e gelatinizagcdo ionotropica.

- Capitulo 3: Contém a preparacdo e caracterizacdo dos filmes de
HPMC contendo nanoparticulas sintetizadas com base na polimerizacdo em molde.

- Capitulo 4: Contém a preparagdo e caracterizagdo dos filmes de
HPMC contendo nanoparticulas sintetizadas com base na gelatiniza¢ao ionotropica.

- Capitulo 5: E apresentado um resumo das principais conclusdes da

tese, em um item denominado consideragdes finais.



O principal objetivo da tese ¢ a incorporacdo de nanoparticulas
poliméricas em matrizes polissacaridicas de fontes renovaveis, derivadas de
celulose, atuando como refor¢o nas propriedades mecanicas e melhoria nas
propriedades de barreira.

Esse trabalho compreendeu ainda os seguintes objetivos especificos:

1) Determinar o tamanho de particulas variando a concentracdo de
polimeros na sintese, a fim de se obter sistemas com possivel controle de tamanho.

2) Caracterizar as nanoparticulas quanto a morfologia, potencial zeta,
distribuicao de tamanho, FT-IR, analise térmica, dando énfase principalmente para
o sistema de sintese desenvolvido por este grupo, baseado na polimerizagdo em
molde.

3) Determinar a melhor condicdo de preparo dos filmes, a fim de se
obter filmes homogéneos.

4) Caracterizar os filmes quanto as propriedades mecanicas e de

barreira com o objetivo de se otimizar as propriedades dos filmes.



CAPITULO I: Revisdo Bibliogrdfica




1.1. Nanotecnologia aplicada em embalagens

A nanotecnologia, a manipulagdo da matéria na escala dos atomos e
moléculas (um nanémetro [nm] ¢ um bilionésimo de metro), estd rapidamente
convergindo com a biotecnologia e tecnologia da informagdo para alterar
radicalmente os sistemas da alimentagao e agricultura.

A nanociéncia e a nanotecnologia sdo consideradas atualmente, como
um dos mais fascinantes avancos nas tradicionais arecas do conhecimento e
constituem um dos principais focos das atividades de pesquisa, desenvolvimento e
inovagdo em todos os paises industrializados (CHAVES, 2002; PIRES, 2004).

Atualmente, a embalagem e o monitoramento de alimentos constituem
o foco principal de pesquisa e desenvolvimento nanotecnoldgico da industria de
alimentos. As embalagens que incorporam nanomateriais podem ser “ativas”, o que
significa que podem responder a condigdes ambientais ou se autoconservarem, ou
“inteligente”, significando que podem alertar o consumidor sobre contaminagdo,
condi¢des inadequadas de estocagem e/ou presenga de patdgenos.

Existem varios tipos diferentes de nanoestruturas, onde dependendo do
material de composi¢cdo e tipos de sinteses, podem variar suas caracteristicas.
Dentre os materiais nanoestruturados as nanoparticulas merecem destaque, devido
ao grande niimero de estudos realizados nesses sistemas. As nanoparticulas podem
ser divididas em organicas (nanoparticulas poliméricas, que serdo aplicadas em

nosso trabalho) e inorganicas (nanoparticulas metélicas e 6xidos).

1.2. Nanoparticulas poliméricas

O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, as
quais diferem entre si segundo a composi¢do e organizagdo estrutural (FIGURA
1.1). As nanocapsulas sdo constituidas por um involucro polimérico disposto ao

redor de um nucleo oleoso, ou seja, ha diferenciacao de ntcleo. Por outro lado, as



nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composi¢do, sdo formadas por uma
matriz polimérica, onde a diferencia¢ao de nucleo ndo € observada, trata-se de uma
matriz mais homogénea.

Matriz Polimérica

Parede Polimérica Nicles of

NAMOESFERAS MNANOCAPSULAS
FIGURA 1.1: Diferenciacdo estrutural entre nanoesferas e

nanocapsulas.

As nanoparticulas poliméricas podem ser sintetizadas a partir de
polimeros sintéticos como poliacrilatos e policaprolactona (PCL) ou polimeros
naturais como gelatina e quitosana (PANYAM e LABHASETWAR, 2003;
QURRAT-UL-AIN et al., 2003). Varios métodos de preparagdo sdao encontrados
na literatura. Esses métodos podem ser classificados em duas principais categorias:
(1) as que requerem uma reacdo de polimerizacdo ou (2) as que utilizam
diretamente uma macromolécula, ou um polimero pré-formado (SCHAFFAZICK
et al., 2003).

No caso da sintese de nanoparticulas poliméricas, um material que esta
sendo bastante utilizado ¢ a quitosana. Uma grande variedade de métodos de
sintese e aplicagdes de nanoparticulas de quitosana € encontrada na literatura
(BORGES et al., 2007; AJUN et al., 2009; DU et al., 2009). No presente trabalho
foram utilizados dois métodos de sintese: polimerizagdo em molde e gelatinizagao

ionotropica.



1.2.1. Polimerizacdao em molde

A polimerizagdo em molde ocorre através de interagdes cooperativas
(interagOes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e forgas eletrostaticas) entre os
grupos complementares de moléculas de mondmeros ¢ o molde, formando um
complexo polieletrolitico (Polowinski, 2002). Interacdes de van der Waals ndo
especificas em combinacdo com interagdes estereoquimicas do polimero em
formacdo com o molde, também pode levar a polimerizagdo em molde. De modo
geral, forma-se um gel interpolimérico compacto ou um precipitado de complexo
polimérico agregado. A presenga de um molde normalmente afeta varias
caracteristicas da polimerizacdo, tais como a cinética, a massa molar ¢ a
microestrutura do polimero formado.

O mecanismo de polimerizagdo em molde depende do grau de

adsor¢ao ou complexagdao do monomero (M) pelo molde:

M + -T- <> -T(M)-

onde -T- significa um sitio do molde. A constante de equilibrio de
adsorcdo, Ky , depende de alguns fatores tais como o modo de interagdo, a
temperatura ¢ o solvente. Dois casos extremos podem ser discutidos: Ky = o ¢ Ky
= 0. Quando Ky se aproxima do o« (tipo I), o mondmero estd completamente
adsorvido por todos os sitios do molde por forgas eletrostaticas ou ligagcdes de
hidrogénio. Uma forte preferéncia do molde pelo mondmero indica que o molde
pode ser insoluvel no solvente na auséncia do monomero. Se o molde € soluvel em
um solvente apropriado, entdo o solvente pode competir com o mondmero pelos
sitios T, reduzindo Ky;. Deste modo, apenas variando o solvente, pode-se ajustar o

Kum e portanto, o modo de propagacdo do molde. Quando Ky se torna muito



pequeno, a propagacdo do molde se procede as custas da reacdo com o0 mondmero
adsorvido adjacentemente.

Com Ky = 0 (tipo II) as macromoléculas do molde estdo praticamente
solvatadas pelo solvente. Um pré-requisito para a propagacdo em molde sob esta
condi¢do ¢ que o oligbmero formado na solucao (ou seja, a polimerizagdo se inicia
fora do molde) se complexa com o molde, depois de atingido um tamanho critico.
A partir dai, a propagacdo procede ao longo do molde pela adigdo de moléculas de
mondmero advindo da solugdo, presente na vizinhanga do molde. Esses dois tipos
de reagdes podem ser ilustrados pelos esquemas apresentados nas FIGURAS 1.2 e

1.3.

MM M M M M M M

SN - S . N —

FIGURA 1.2: Representacao esquematica da polimerizagao em molde

tipo I. (POLOWINSKI, 2002)
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FIGURA 1.3: Representacao esquematica da polimerizagao em molde

tipo II. (POLOWINSKI, 2002)

1.2.2. Gelatinizacéo lonotropica

Uma propriedade da quitosana, muito interessante, ¢ sua habilidade de
gelatinizar em contato com polidnions especificos. Esse processo de gelatinizagao
se deve a formagdo de reticulagdo inter- e intramolecular mediada por esses
polianions. O método de gelatinizagdo i1onotroépica (FIGURA 1.4) ¢ um dos
métodos mais utilizados na obtengdo de nanoparticulas de quitosana (CALVO et
al., 1997; GAN et al., 2005). Essa técnica envolve a adi¢do, a temperatura
ambiente, de uma fase alcalina (pH 7-9) contendo tripolifosfato (TPP) em uma fase
acida (pH 4-6) contendo quitosana. As nanoparticulas sdo formadas imediatamente
apds a mistura das duas fases através de ligagdes inter- e intramoleculares formadas

entre os fosfatos do TPP e os grupos amino da quitosana.
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Tripolifosfato de Sodio

Quitosana Quitosana

FIGURA 1.4: Gelatinizagao da quitosana com tripolifosfato de sédio.

A formagdo de nanoparticulas de quitosana-TPP de alto rendimento
com tamanho nanométrico e densidade de carga predeterminada, pode ser
simplesmente manipulada e controlada variando-se as condi¢des de processo como

concentracao de quitosana, razao em massa de quitosana e TPP e valores de pH.

1.3. Quitosana

A quitina ¢ um polissacarideo natural que se destaca do ponto de vista
quimico por apresentar um grupo acetamido. Sua desacetilagdo conduz a um novo
biopolimero denominado quitosana (KUMAR et al., 2000).

Durante os ultimos trinta anos, estes biopolimeros vém despertado
bastante interesse junto a comunidade cientifico mundial, devido principalmente ao
grande potencial de aplicagdo apresentado por estes materiais em diversas areas
(SHAHIDI e ARACHCHI, 1999). Este fato é observado tanto para formas
naturais como para os derivados. Entretanto, o reconhecimento cientifico, como ja
comentado anteriormente, ndo se deu imediatamente apds a descoberta, mas sé veio

depois do reconhecimento das propriedades quimicas e fisicas.
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A confirmacdo de presenga de glucasamida na estrutura desses
polissacarideos, que possui como caracteristica basica um grupo amino no carbono
2, os tornaram especiais do ponto de vista quimico, fisico e bioldgico (HIRANO et
al., 1999).

Sendo assim, a quitosana ¢ um polissacarideo derivado da quitina,
cujas estruturas sdo mostradas nas FIGURAS 1.5a e 1.5b, respectivamente.
Apresenta, em maior propor¢ao na cadeia polimérica, unidades de - (1 -4) — 2 —
amino — 2 — desoxi — D — glicose e, em menor nimero, unidades de - (1 —4) -2 —
acetamido — 2 — deséxi — D — glicose da quitina. Possui semelhanga na sua estrutura
quimica com a celulose, porém exibe propriedades diferenciadas devido a presenga

dos grupos aminicos (BELITZ e GROSCH, 1992).

- M,
HO-7 =/ ™.
"--._6--"/”7"""'0 -

CH,OH

n
QUITOSANA
(a)
CH,OH NHCOCH
-___,.-"J -':\}-E,_,_--" D H(.P‘:";r----\-_"d{-{?"‘a_ ) 3
-"| HO—2 —O0— L0 -
NHCOCH, CH;OH n
QUITINA
(b)

FIGURA 1.5: Representacao da estrutura primaria da quitosana (a) e

quitina (b) onde n € o grau de polimerizagao.

A quitosana pode ser encontrada naturalmente na parede celular de

fungos, mas sua maior fonte disponivel ¢ obtida através do processo de
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desacetilacdo da quitina, polissacarideo encontrado abundantemente na natureza e
que constitui o exoesqueleto de insetos e crusticeos (SOLOMONS, 1996).

A pratica industrial mais comum, utilizada no processo de
desacetilagdo, e que também ¢ bastante empregada em laboratorio de pesquisas €
aquela na qual a desacetilacdo da quitina ¢ realizada em suspensdo de solugdo
aquosa de hidroxido de sédio, sendo que a concentracdo dessa solucdo, o excesso
de alcali, o tempo e a temperatura da reagcdo sdao variaveis, conforme o
procedimento adotado (FIGURA 1.6). Assim, ndo se pode definir uma condigdo
padronizada para a realizagdo dessa reacdo. Entretanto, NO et al. (1992) afirmam
que a eficiéncia da desacetilacdo e as caracteristicas da quitosana sao afetadas pelos
seguintes fatores:

a) temperatura e tempo de reacao;

b) concentragcdo da solucao de alcali e adi¢ao de diluente (alcoois de
cadeia curta e cetonas sdo empregados);

¢) razao quitina/alcali;

d) tamanho das particulas de quitina;

e) atmosfera da reagdo e presenga de agentes que evitem a
despolimerizagao.

Quitina e quitosana s3o polimeros atoxicos, biodegradaveis,
biocompativeis e produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades
vém sendo exploradas em aplicagdes industriais e tecnologicas hd quase setenta
anos (ROBERTS e GOOSEN, 1996).

Devido as suas caracteristicas atoxicas e de facil formacao de geis, a
quitosana tem sido considerada, ha décadas, como um composto de interesse
industrial e especialmente de uso farmacéutico (CAMPANA-FILHO et al., 2000).

Recentemente, contudo, uma série de estudos tem sido publicada, caracterizando o
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uso da quitosana como cobertura de alimentos ou revestimentos protetores em

frutas e legumes processados (COMA et al., 2002; EUSABEE et al., 2008).

Desmineralizagdo em solugdo de HCI

Desproteinizacédo em solugédo de NaOH

Despigmentagdo por branqueamento

QUITINA

Desacetilagido em solugédo de NaOH (40-50%) & quente

|

QUITOSANA

FIGURA 1.6: Esquema da obtenc¢do da quitina e quitosana.

Estes trabalhos enfocam, essencialmente, as propriedades antifingicas
¢ antibacterianas da quitosana, conforme demonstrado por NO et al. (2007),
indicando, por conseguinte, o seu uso potencial sobre superficies cortadas ou sobre
frutos com alta taxa de maturagdo pds-colheita. Como a quitosana se constitui de
fibras ndo-digeriveis, ndo apresenta, portanto, valor calorico, independentemente da

quantidade ingerida, o que € mais um atrativo para a industria alimentar.
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DEVLIEGHERE et al. (2004) investigaram a atividade
antimicrobiana da quitosana, suas interagdes com os componentes alimenticios e
sua aplicabilidade no recobrimento de frutas e vegetais. Neste estudo verificou-se
que o retardamento do crescimento microbiano ficou limitado a produtos com baixa
concentragdo de proteinas e NaCl. Com relacdo ao recobrimento de frutas e
verduras, no entanto, o efeito foi promissor quanto as frutas, porém, foi verificada a
adicao de um leve gosto amargo para as verduras.

CHIEN et al. (2007), trataram fatias de manga com solugdes de
quitosana, a diferentes concentracdes, armazenadas a 6 °C. As coberturas ndao
afetaram o sabor natural da manga em fatias e a caracteristica de cor ndo diferiram
das amostras in natura. Além disso, inibiram crescimento de microrganismos ¢

prolongaram a qualidade e a vida de prateleira da manga.

1.4. Matrizes polissacaridicas

A utilizacdo de revestimentos comestiveis ou biodegradaveis com o
intuito de retardar a desidratagdo nao € recente. J4 no século XVI, os europeus
protegiam a carne da perda de umidade através da aplicagdo de gordura animal
(LABUZA e CONTRERAS, 1981).

Dentre as principais classes de materiais que sdo utilizados na
formacao de filmes estdo: polissacarideos, lipidios e proteinas. Dentre esses os
polissacarideos merecem destaque.

Os polissacarideos apresentam caracteristicas coloidais e, quando em
contato com o solvente apropriado ou agente de intumescimento, produzem géis ou
suspensoes de elevada viscosidade mesmo em baixas concentragdes. Apresentam
uso consagrado na industria alimenticia e farmacéutica, atuando como agentes

filmoégenos, espessantes, emulsionantes, estabilizantes, formadores de matrizes
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hidrofilicas e hidrogéis, entre outras aplicagdes, principalmente devido a suas
caracteristicas biodegradaveis (WHISTLER e MILLER, 1997).

O grande crescimento na utilizagdo de polimeros biodegradaveis e
sistemas poliméricos aquosos, observado nas ultimas duas décadas, estdo
diretamente relacionados a redugdao do impacto ambiental. Por exemplo, o
crescente aumento na quantidade de materiais plasticos desperdigados e
descartados, sendo que uma parte disso € oriunda das embalagens, tém levado
varios paises a se mobilizarem para minimizar e tentar solucionar problemas
ambientais. As embalagens produzidas com polimeros sintéticos convencionais sao
consideradas inertes ao ataque imediato de microrganismos. Essa propriedade faz
com que esses materiais apresentem um longo tempo de vida util e,
conseqiientemente, provoquem sérios problemas ambientais, visto que, apos o seu
descarte, demoram em média 100 anos para se decomporem totalmente (ROSA,
2001).

Plasticos ou polimeros biodegradaveis sdao aqueles que degradam sob a
acdo de organismos vivos, e também por meio de reagdes abidticas tais como foto-
degradagdo, oxidagdo e hidrolise, que podem alterar o polimero devido a fatores
ambientais (RAGHAVAN, 1995; AMASS et al., 1998). Dentre estes materiais,
polissacarideos, como derivados de celulose, quitina/quitosana, alginato e
carragenina sdo extensivamente usados em alimentos, cosméticos € na medicina,
devido as suas diferentes propriedades e biodegradabilidade. A hidroxipropil
metilcelulose (HPMC), ¢ um éter de celulose no qual os hidrogénios e grupos
hidroxilas da celulose foram parcialmente substituidos por alquil ou por grupos
alquil substituidos, para modificar as caracteristicas da celulose nativa. E um
polimero altamente solivel em dgua e de facil obtencao de filmes, e ja ¢ largamente

aplicado na industria alimenticia.
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1.5. Hidroxipropil metilcelulose (HPMC)

A celulose ¢ formada por unidades D-glicopiranosidicas, unidas por
ligagdes B 1—4 numa cadeia longa e ndo-ramificada, as quais levam a formagao de
uma cadeia linear. Os trés grupos hidroxilas por unidade monomérica formam
fortes ligagdes secundarias entre as cadeias, impedindo sua fusdo
(CANEVAROLO, 2002). Devido a sua infusibilidade e insolubilidade, a celulose
¢ geralmente convertida em derivados para tornar-se mais processavel. O numero
médio de hidroxilas que sdo substituidas em um determinado produto ¢ conhecido
como grau de substituicdo (GS). Todos os derivados da celulose importantes sao
produtos da reagdo de um ou mais dos trés grupos hidroxilas, que estdo presentes
em cada unidade glicopiranosidica (CHANDRA e RUSTGI, 1998). A estrutura do
HPMC ¢ encontrada na FIG. 1.7 (PEKEL et al., 2004).

Derivados de celulose sdao principalmente utilizados em embalagens,
devido a sua biodegradabilidade. Uma limitagdo destes materiais ¢ sua
sensibilidade a 4gua, produzindo uma perda de propriedades quando o grau de

hidratagdo aumenta (COMA et al. 2003).

ROH,C

RO
RO

FIGURA 1.7: Estrutura quimica da hidroxipropil metilcelulose, onde n
¢ o grau de polimerizagado. (R = -CH,CH(OH)CHj3;, CH; ou H)

BALASUBRAMANIAM et al. (1997) utilizaram filmes de HPMC no

recobrimento de almondegas de frango fritas em 6leo de amendoim. Este filme
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reduziu a perda de umidade e a quantidade de oleo absorvida a partir de 40
segundos de fritura, entre 50 a 90 °C.

HIREMATH et al. (2002) estudaram a miscibilidade entre polivinil
pirrolidona (PVP) e HPMC. Os resultados mostraram que os polimeros formaram
blendas misciveis em toda faixa de composicdo. Através de infravermelho, os
autores demonstraram que ocorre forte ligacdo de hidrogénio intermolecular entre o
grupo carbonila do PVP e grupos hidroxila do HPMC.

Apesar da grande capacidade do HPMC em formar filmes, a
elaboracdo do método de sintese dos filmes e métodos para melhoria das
propriedades, tanto de barreira quanto mecanicas, sdo etapas que devem ser levadas

em consideragdo no estudo.

1.6. Formacao de filmes

Existe diferenca em relacdo a recobrimentos comestiveis e filmes. Os
recobrimentos sao aplicados ou confeccionados diretamente sobre o produto ou
alimento a ser protegido enquanto filmes sdo estruturas independentes que podem
ser utilizadas para envolvé-los, apos sua fabricagdo (AZEREDO, 2003). Os filmes
podem localizar-se na superficie ou como finas camadas entre diferentes partes do
produto. No nosso trabalho estamos desenvolvendo a producdo de filmes e ndo de
recobrimentos. Ou seja, a preparacao do filme € feita em separado ao produto que
este vai proteger.

O processo de revestimento de uma matriz por um filme polimérico
envolve forcas de coesdo, que atuam entre as cadeias do polimero formador do
filme, ¢ forcas de adesdo, que atuam entre o filme e o suporte (CARVALHO,
1996). Entre os materiais que constituem os suportes, sdo citados na literatura: o

acrilico (TAPIA-BLACIDO et al., 2005), o poliestireno (AUDIC e CHAUFER,
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2005), o vidro (GODBILLOT et al., 2006), o polietileno (CARVALHO, 1996) ¢
o poli(tetrafluoretileno), Teflon (HOSNY et al., 1998).

Duas técnicas podem ser usadas, basicamente, para a obtencao de
filmes poliméricos livres: o processo de nebulizacdo (“spraying”) € o processo
conhecido como evaporacao do solvente (“solvent casting”). Durante o processo de
“spraying”, o filme ¢ formado por deposicdo de goticulas atomizadas, formando
camadas homogéneas de filmes (KFURI, 2003). O processo de evaporagdo do
solvente envolve a dispersao do polimero em um solvente ou mistura de solventes
adequados, formando um sistema relativamente viscoso. A dispersdao € entdo
vertida sobre uma superficie ndo adesiva (suporte) e ¢ levada para uma estufa para
que o solvente evapore.

Depois que todo o solvente foi evaporado, o filme seco pode ser
retirado do suporte. Alguns fatores, tais como o tipo do solvente utilizado e as
condi¢des de evaporagdo (temperatura), exercem forte influéncia nas propriedades
finais de filmes poliméricos (CARVALHO, 1996).

Alteragdes estruturais nos filmes podem ser obtidas se as dispersoes de
polimeros sdao preparadas com “solventes adequados ou ndo”, ou se sao preparadas
com uma mistura desses solventes. Pode-se dizer que um solvente ¢ adequado para
um polimero quando os valores dos parametros de solubilidade do solvente e do
polimero forem semelhantes. Em “solventes adequados”, as moléculas poliméricas
apresentam uma conformag¢ao em hélice de forma expandida. Durante a evaporagao
do solvente, ha um aumento da concentragdo da dispersdo. Assim, as forcas
intermoleculares, entre os segmentos das cadeias de uma molécula polimérica e
também entre os segmentos das cadeias das moléculas poliméricas da vizinhanga,
tornam-se cada vez mais eficazes e o filme resultante ¢ formado por uma estrutura

densa e forte, devido ao entrelacamento das cadeias.
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Uma outra situagdo ocorre se o polimero for colocado em uma solucao
diluida contendo “solventes adequados ou solventes ndo adequados”. As hélices
poliméricas sdo compactas e interagem somente superficialmente quando o
solvente evaporar. O filme resultante ¢ heterogéneo, pois sua estrutura apresentara
microporos. Se o polimero for preparado com uma mistura de solventes, devido as
diferentes taxas de evaporagdao de cada componente da mistura, uma situagao
critica ocorrera durante a formacdo do filme, na qual a separacdo do polimero a
partir da solu¢do acontecerd (formacao do gel).

A estrutura do filme polimérico ¢ dependente do estadgio no qual ocorre
a separacdo de fases. Se a separacdo ocorrer precocemente, por exemplo, antes da
formacao do gel, entdo serd obtido um filme com poros abertos em sua estrutura.
De uma outra forma, se a separa¢do ocorrer em um estagio posterior da formagao
do filme, quando as moléculas do polimero j& estiverem interagindo fortemente
(apods a formagao do gel), entdo filmes contendo poros fechados em sua estrutura
serao formados. E se nenhuma separagao ocorrer, filmes com estrutura densa serao
formados de maneira similar aos filmes preparados com bons solventes
(KROCHTA et al., 1994; JONES e MEDLICOTT, 1995).

Uma das preocupacgdes na técnica de evaporacao do solvente ¢ manter
constante para todos os filmes que serdo sintetizados e analisados, as mesmas
condi¢des de preparagdo, como: temperatura, solvente, tempo de evaporagdo e

suporte.

1.7. Propriedades dos filmes

Os filmes utilizados em alimentos ndo devem apresentar sabor para
nao serem detectados durante o consumo do produto alimenticio que foi coberto ou

embalado. Quando os filmes apresentarem um aroma ou sabor particular, suas
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caracteristicas sensoriais devem ser compativeis ao alimento (DEBEAUFORT et
al., 1998).

Os filmes para embalagens devem apresentar os seguintes requisitos:
alta eficiéncia a barreira (vapor de 4gua e gas) e mecanica; estabilidade térmica,
obtencdo por tecnologia de processamento simples, ndo poluente e de baixo custo,
tanto de matérias primas como de processo (DEBEAUFORT et al., 1998).

A eficiéncia a barreira de agua ¢ desejavel para retardar a desidratacao
da superficie de produtos frescos (carne, frutas e verduras) ou congelados. Muitos
produtos requerem embalagens que sejam barreira ao vapor de dgua para evitar
ganho ou perda de umidade. A migracao de vapor de agua ¢ um dos principais
fatores de altera¢dao da qualidade sensorial, caracteristicas microbioldgicas, fisico-
quimicas e sensoriais bem como estabilidade de estocagem.

Filmes preparados com polissacarideos apresentam alta taxa de
permeabilidade ao vapor de dgua, devido principalmente, a grande solubilidade
apresentada por esses. Assim esse € um pardmetro que necessita ser melhorado.

O controle das trocas gasosas, particularmente do oxigénio, permite o
melhor controle da maturacdo das frutas ou a reduc¢ao da oxidag¢dao de alimentos
sensiveis ao oxigénio. A transferéncia de vapores organicos deve ser diminuida a
fim de reter os compostos de aroma no produto durante a estocagem ou prevenir a
penetracao de solventes no alimento, o que pode envolver toxicidade ou sabor nao
caracteristico (“off-flavor”) (GENNADIOS e WELLER, 1990). A deterioragdo
dos alimentos ¢ causada principalmente pelo crescimento microbiano nas
superficies dos alimentos (TORRES e KAREL, 1985). A utilizagdo das peliculas
que apresentam baixa taxa de permeabilidade a gases, como as sintetizadas por

polissacarideos, reduz o acesso do oxigénio aos tecidos, minimizando tais

alteragdes (KESTER e FENNEMA, 1986).

21



Para que as embalagens ndo percam sua protecdo pelo manuseio ou
armazenamento ¢ necessario que os filmes apresentem uma certa resisténcia a
ruptura, a abrasdo e também uma certa flexibilidade, que permita a deformacao do
filme sem a sua ruptura (VICENTINI e CEREDA, 1999).

Assim, uma importante propriedade dos filmes poliméricos é sua
resposta a aplicacdo de uma forg¢a, indicada por dois tipos principais de
comportamentos: o eldstico e o plastico. Materiais elasticos irdo retornar a sua
forma original desde que a forca seja removida. Materiais plasticos ndo retomam
sua forma. Nestes, o fluxo ocorre semelhantemente a um liquido altamente viscoso.
A maioria dos filmes poliméricos sintéticos demonstra uma combina¢do dos
comportamentos elastico e plastico, apresentando comportamento plastico apos o
limite elastico ter sido excedido. A FIGURA 1.8 exemplifica o comportamento de

um material viscoelastico sob tensao.

MODULD DE ELASTICIDADE

PLASTICO
:‘_’_,-"'_

TENSAD =

RUPTURA,

ELASTICD

DEFORMAGED

FIGURA 1.8: Representacao grafica das propriedades mecanicas de
tensdo versus deformagdo. FONTE: (WARD e HARDLEY, 1998).

Uma das propriedades mecanicas apresentadas pelos filmes sdo
resisténcia a tracdo e elongacao. A resisténcia a tragdo ¢ a maxima tensdo suportada
pelo filme até o momento de sua ruptura. A elongacao ¢ a medida de maleabilidade

do filme e pode ser considerada como uma caracteristica que define a habilidade do
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filme em deformar antes de ocorrer sua ruptura. Baixos valores de elongacgao
implicam em filmes quebradicos (MACLEOD et al., 1997). Outra propriedade
mecanica avaliada em filmes poliméricos ¢ o modulo de elasticidade (mddulo de
Young), que ¢ a relagcdo linear entre a tensdo aplicada e a deformacao sofrida e ¢
determinado pela inclinacdo da curva de tensdo versus deformac¢do na regido

elastica.
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CAPITULO II: Sintese e Caracterizacdo de

Nanoparticulas de Quitosana Sintetizadas Por

Diferentes Métodos
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2.1. Introducao

A quitosana (QS) ¢ um biopolimero obtido da desacetilagao da quitina,
que ¢ o maior constituinte de exoesqueletos de crustaceos e outros animais
marinhos (BOONSONGRIT et al.,, 2006). Atualmente a quitosana vem sendo
utilizada no tratamento de dguas, producdo de cosméticos, drogas e medicamentos,
aditivos alimenticios, membranas semipermeaveis € no desenvolvimento de
biomateriais (JIANG et al., 2006; ALMENAR et al., 2009; XIAO et al., 2009).

A abundancia (baixo custo), biodegradabilidade, ndo toxicidade e
origem natural, fazem da quitosana um material bastante viavel na utilizacdo na
agricultura.

O estudo de nanoparticulas (NPs) de quitosana ja ¢ algo bem difundido
no meio cientifico. S6 que a cada ano, vem crescendo o nimero de descobertas
inovadoras na area de nanotecnologia utilizando a quitosana (NASCIMENTO et
al., 2001; WU et al., 2005; BODNAR et al., 2005; DOUGLAS et al., 2006). As
nanoparticulas (NPs) tem sido desenvolvidas visando inumeras aplicacdes, tais
como: aumentar a capacidade de armazenamento e processamento de dados dos
computadores; criar novos mecanismos para a liberagdo de medicamentos mais
seguros € menos prejudiciais ao paciente dos que os disponiveis de hoje; criar
materiais mais leves e mais resistentes do que metais e plasticos, para aplicagao em
constru¢des, automoveis e avides; e diversas outras inovacoes.

Novos meios de energia, protegdo ao meio ambiente, menor uso de
matérias primas escassas sdo possibilidades concretas dos desenvolvimentos em
nanotecnologia que estdo ocorrendo.

A literatura relata varias maneiras diferentes de sinteses de
nanoparticulas, com diferentes tamanhos (JANES e ALONSO, 2003; LIU et al.,
2005). Entretanto, as nanoparticulas de quitosana na maioria dos trabalhos

apresentam tamanhos maiores que 125 nm, usualmente na faixa de 175 a 600 nm.

25



A obtencdao de nanoparticulas de quitosana com tamanhos menores ¢
algo realmente inovador no campo da nanotecnologia.

Essa etapa teve como objetivo, sintetizar nanoparticulas de quitosana a
partir de dois métodos diferentes: 1) polimerizacio em molde através da
polimerizacdo de acido metacrilico em solucdo de quitosana (QS-PMAA); ii)

gelatinizagdo ionotrépica da quitosana com tripolifosfato de sddio (QS-TPP).

2.2. Materiais e Métodos
2.2.1. Materiais
2.2.1.1. Sintese 1

- Quitosana; a quitosana utilizada foi da Polymar, (Fortaleza-Brasil).
(MW= 71,3 kDa, grau de desacetilagao 94%, fornecido pelo fabricante).

- Persulfato de potéssio (K,S,0s); obtido da Aldrich (St. Louis, USA).

- Acido metacrilico (MAA); obtido da Aldrich (St. Louis, USA).

2.2.1.2. Sintese 2

- Quitosana; Polymar, Fortaleza-Brasil. (MW= 71,3 kDa, grau de
desacetilagao 94%).

- Tripolifosfato de s6dio (TPP); obtido da Aldrich (St. Louis, USA).

2.2.2. Métodos

2.2.2.1. Preparacao das Nanoparticulas

2.2.2.1.1. Método de polimerizacéo do acido metacrilico
(QS-PMAA) - Sintese 1

As nanoparticulas foram preparadas por polimerizacdo do 4cido

metacrilico em solugdo de quitosana, a partir de duas etapas (MOURA et al.,
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2008). Na primeira etapa, a quitosana foi solubilizada em solugdo de acido
metacrilico (0,5% v/v) por 12 horas, sob agitacdo magnética. As concentracoes de
quitosana utilizada na sintese foram de 0,2; 0,5 ¢ 0,8 (% m/v). Na segunda etapa,
adicionou-se sob a solu¢do previamente solubilizada 0,2 mmol de K,S,Og com
agitacdo mecanica. O sistema foi fechado e mantido a 70 °C por 1 hora, para que
ocorresse a polimerizagdo do acido metacrilico (FIGURA 2.1). Com o aumento de
poli(acido metacrilico) na solucdo, essa muda de clara para uma suspensao

opalescente, indicando a formacdo de nanoparticulas QS-PMAA.

FIGURA 2.1: Fotografia da sintese das nanoparticulas.

Finalmente, apds 1 hora de reagdo, a suspensdo foi imersa em banho
de gelo por 30 minutos. As nanoparticulas foram centrifugadas e entdo re-
suspensas em agua deionizada (Mili-Q). Na FIGURA 2.2, ¢ apresentada uma foto

da solu¢do de nanoparticulas antes e apds a formagao das nanoestruturas.
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FIGURA 2.2: Foto das solu¢des: com auséncia (solugdo transparente)

e presenga (solugdo opalescente) de nanoparticulas.

2.2.2.1.2. Método de gelatinizacéo ionotropica (QS-TPP) -
Sintese 2

Para a preparagdo de nanoparticulas de quitosana e tripolifosfato de
sodio, utilizou-se o método de gelatinizagdo idnica de grupamentos da QS com
TPP.

As nanoparticulas foram obtidas de acordo com o procedimento,
reportado primeiramente por CALVO et al. (1997). Na primeira etapa, solubilizou-
se a quitosana em solu¢do de 4cido acético nas concentragdes de 3,0 e 4,4 mg/mL.
Deixou-se a quitosana solubilizando em 4acido, por cerca de 6 horas. Apos esse
periodo, a solugdo foi alocada em um homogenizador (Polytron PT 3000-
Brinkmann). Sob agitacdo de 4500 rpm, 28 mL de solucio de TPP com
concentragdo de 1,2 e 2,1 mg/ mL foram adicionados em 70 mL das solugdes de
QS (TABELA 2.1). A taxa de adigao da solu¢ao de TPP foi de 1 mL/min. A zona
de suspensdo opalescente, que apareceu no sistema apds a adi¢do do TPP, foi

atribuida as nanoparticulas formadas.
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TABELA 2.1: Trés diferentes tipos de nanoparticulas QS-TPP

formadas, com diferentes concentracdes dos reagentes.

Concentracao de Concentracao de
Quitosana (mg/mL) TPP (mg/mL)
3,15 0,6
2,14 0,6
2,14 0,3

Na Figura 2.3, ¢ apresentado uma fotografia dos equipamentos

utilizados na sintese das nanoparticulas.

>OLYTRO

FIGURA 2.3: Equipamentos utilizados na sintese das nanoparticulas

QS-TPP.
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2.2.2.2. Caracterizacdo de nanoparticulas QS-PMAA
2.2.2.2.1. Analise por FT-IR

A partir das nanoparticulas sintetizadas, estas foram centrifugadas,
congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas, para s6 depois serem misturadas
com brometo de potadssio (KBr) e prensadas em alta pressao, formando pastilhas.
Espectros de FT-IR foram obtidos registrando 128 varreduras de 4000 a 400 cm’,
com resolugdo de 2 cm™', em um Perkin Elmer Spectrum, modelo Paragon 1000.

As andlises de FT-IR foram realizadas na quitosana pura e nas NPs
com diferentes quantidades de QS. As analises de FT-IR foram importantes para
analisar o mecanismo pelo quais as NPs sdo formadas. Permitird também, a
caracterizagdo estrutural e composi¢ao quimica dos diferentes tipos de polimeros e
dos materiais, elucidando os tipos de ligagdes quimicas e os grupos funcionais

presentes nos polimeros utilizados no trabalho.

2.2.2.2.2. Analise por RMN

Os ensaios de RMN C" VACP-MAS foram realizados em um
espectrometro Varian Inova 400, com campo de 9,4 T. Os espectros de RMN no
estado solido foram obtidos utilizando os seguintes parametros: pulso de m/2,
tempo de aquisi¢ao de 12,8 ms, e tempo de repeticdo de 1 ms.

Foram utilizados aproximadamente 200 mg de amostra em rotores de
zirconio com 5 mm de didmetro.

As amostras foram analisadas com frequéncia de rotacao de 6.500 Hz.

Todos os espectros foram filtrados usando fung¢do de decaimento exponencial

(1b=10).
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2.2.2.2.3. Tamanho médio e distribuicdo do tamanho das

particulas

A distribuicao do tamanho das particulas foi determinada no aparelho
Fiber Optic Quasi Elastic Light Scattering (FOQELS) (Brookhaven, USA), que
opera pelo principio de difracdo de raios laser. As medidas foram realizadas em
triplicata, na temperatura de 25 °C. As analises foram feitas, em solu¢des com
diferentes concentragdes de QS na sintese das nanoparticulas (0,2; 0,5 ¢ 0,8 %
m/v). Para nanoparticulas obtidas a partir do método de polimerizagdo em molde,

foram realizadas medidas de tamanho em diferentes pHs na faixa entre 3,0 - 9,0.

2.2.2.2.4. Analise por Potencial Zeta

A carga superficial das particulas foi analisada por um Zeta Potencial
Analyzer (Brookhaven, USA). Nessas medidas, o KCI foi adicionado a fase
dispersora, de modo que sua concentracdo foi de 10” mol L, a fim de manter
constante a for¢a i6nica do meio. As medidas foram realizadas a temperatura
ambiente (25 °C). Para nanoparticulas obtidos a partir do método de polimerizagao
em molde, foram realizadas medidas de potencial zeta em diferentes pHs, onde a

faixa analisada foi pH 3,5 - 9,0. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.2.2.2.5. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

As suspensoes de particulas foram caracterizadas quanto a forma das
particulas e homogeneidade da suspensdo, através de Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET). O microscopio utilizado foi um Philips CM200. As amostras
foram sonificadas por 2 min, para obter melhor dispersdo e prevenir a aglomeragado
das NPs. Uma gota da suspensdo foi adicionada sobre uma grade de cobre e seca a

temperatura ambiente, para entdo ser analisada por MET.
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2.2.2.2.6. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Todas as medidas de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
realizadas nas nanoparticulas foram feitas utilizando um equipamento de DSC da
marca TA Instruments Q100.

Aproximadamente, 4 mg de amostra foram pesadas em panelas de
aluminio, essas panelas foram seladas e alocadas no equipamento. A programagao
utilizada para todas as anélises foi: rampa de aquecimento de —20 até 450 °C; razao

de 5 °C/min sob atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 mL/min.

2.2.2.2.7. Termogravimetria (TG)

As analises foram realizadas no aparelho TGA Q-500.
Aproximadamente 5-6 mg da amostra foram analisados em panela de platina. Os
experimentos foram programados com rampa de aquecimento de 20 até¢ 500 °C,
com razao de aquecimento de 10 °C/min para cada amostra. A vazao de nitrogénio

foi mantido em 60 cm*/min. Todas as analises foram feitas em triplicatas.

2.2.2.3. Caracterizacdo nanoparticulas QS-TPP
2.2.2.3.1. Analise por FT-IR

As solugdes de nanoparticulas foram centrifugadas, congeladas em
nitrogénio liquido e liofilizadas (12 horas), para s6 depois serem misturadas com
brometo de potéssio (KBr) e prensadas em alta pressao, formando pastilhas.

Espectros de FT-IR foram obtidos registrando 128 varreduras de 4000
a 400 cm”, com resolugao de 2 cm’', em um Perkin Elmer Spectrum, modelo
Paragon 1000. As andlises de FT-IR foram realizadas na quitosana pura e nas NPs
com diferentes concentracdes de materiais na sintese. A analise permitira a

caracterizagdo estrutural e composi¢ao quimica dos diferentes tipos de polimeros e
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dos materiais, elucidando os tipos de ligacdes quimicas e os grupos funcionais

presentes nos polimeros utilizados no trabalho.

2.2.2.3.2. Tamanho de particulas e distribuicdo do

tamanho das particulas

A distribui¢dao do tamanho das particulas foi medida no equipamento
Horiba LA 900, (Horiba Instruments Inc., Irvien, CA, USA), que opera pelo
principio de difragdo de raios laser. As medidas foram realizadas em triplicata na

temperatura de 25 °C e pH 4,5.

2.2.2.3.3. Analise por Potencial Zeta

A carga superficial das particulas foi analisada por um Zeta Potencial
Analyser (Brookhaven, USA). KCI foi adicionado a fase dispersora, de modo que
sua concentracdo foi de 10 mol L, a fim de manter constante a forca idnica do
meio. As particulas foram analisadas na temperatura de 25 °C e pH 4,5. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

2.2.2.3.4. Termogravimetria (TG)

O procedimento foi similar ao descrito no item 2.3.2.7. As andlises
foram realizadas no aparelho TGA Q-500. Aproximadamente 5-6 mg da amostra
foram analisados em panela de platina. Os experimentos foram programados com
rampa de aquecimento de 20 até 500 °C, com razao de aquecimento de 10 °C/min
para cada amostra. A vazdo de nitrogénio foi mantida em 60 cm’/min. Todas as

analises foram feitas em triplicatas.
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2.2.2.3.5. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

O procedimento foi similar ao descrito no item 2.2.2.2.5. As
suspensoes de particulas foram caracterizadas quanto a forma das particulas e
homogeneidade da suspensdo, através de Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET). O microscopio utilizado foi um Philips CM200. As amostras foram
sonificadas por 2 min, para obter melhor dispersdo e prevenir a aglomeracao das
NP. Uma gota da suspensdo foi adicionada sobre uma grade de cobre e seca a

temperatura ambiente, para s6 entdo ser analisada por MET.

2.3. Resultados e Discussoes
2.3.1. Nanoparticulas QS-PMAA

2.3.1.1. Sintese das nanoparticulas

A quitosana ¢ um polimero que apresenta a caracteristica de um
polieletrolito positivo quando em solucdo. Essa caracteristica faz com que a
quitosana apresente interacdo eletrostatica com o acido, o que provoca a formacao
das nanoparticulas, a partir, da polimerizagdo do 4cido na solugdo.

O mecanismo de preparagdo das nanoparticulas estd presente na
FIGURA 2.4. Em se tratando de um método de polimerizagdo em molde, a
quitosana ¢ insoluvel em dgua pura, atingindo uma completa solubilizagao quando
o MAA ¢ adicionado na solugdo. Isso indica que, tal como ocorre com o acido
acético nas solucdes comuns de quitosana, 0 MAA protonou os grupos NH, da
quitosana. Quando a polimerizagdo comegou, a propagacao das cadeias de PMAA
resultou em um aumento da densidade de carga, de modo que, ao tornar-se critica,
os complexos polieletrolitos insoluveis entre a quitosana e o poli(acido metacrilico)
sdo formados através de interagdes eletrostaticas. Naturalmente, as interagdes

hidrofobicas e as ligagdes de hidrogénio ndo podem ser desconsideradas.
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FIGURA 2.4: Mecanismo proposto de preparacao das nanoparticulas
(MOURA et al., 2008).

35



2.3.1.2. Analise de FT-IR

A fim de estudar a interagdo existente entre o grupamento amina da
QS e o grupamento acido do PMAA foram realizadas as analises de FT-IR.

O espectro de FT-IR pode ser observado na FIGURA 2.5 e foi
realizado nas nanoparticulas contendo 0,2, 0,5 ¢ 0,8 % (m/v) de quitosana ¢ na
quitosana pura. O espectro da quitosana pura (FIG. 2.5a) apresenta picos
caracteristicos: 1649 cm™' correspondente ao estiramento da ligagio C=0 de amina
I; 1083 — 1020 cm™ devido ao estiramento do C-O e 620 cm™ devido as vibracdes

dos anéis piranosidicos, de acordo com a literatura (TONHI e PLEBIS, 2002).
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FIGURA 2.5: Espectro de FT-IR da quitosana (2a) e nanoparticulas
(2b-d).

Na FIG. 2.5b observamos que a banda em 1649 cm™, que aparece
claramente no espectro da quitosana pura, diminui surgindo duas novas bandas em
1638 cm™ (grupo COO") e 1545 cm™ (grupo NH;"), indicando a interagdo idnica

entre PMAA e QS, caracterizando a formag¢do de nanoparticulas.
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As bandas em 1703 e 1264 cm' (C=0) confirmam a presenca de
PMAA nas nanoparticulas (AZHGOZHINOVA et al., 2004). O aumento da
quantidade de quitosana nas NPs (FIG. 2.5b-d) provoca uma mudanca quimica
significativa, pois bandas em 1703 ¢ 1264 cm™ decrescem drasticamente, com
aumento concomitante das bandas em 1638 cm’ e 1545 cm™. Esse fato estd
relacionado diretamente com o decréscimo na quantidade de PMAA, e aumento nas

interagdes 10nicas entre PMAA e quitosana que passam a existir no sistema.

2.3.1.3. Analise de RMN

A FIGURA 2.6, apresenta o espectro de RMN das nanoparticulas de
QS-PMAA com 0,2, 0,5 e 0,8 % m/v de quitosana na sintese. Os picos C1 (6105,7),
C2 (857,6), C3 (875,5), C4 (882,9), C5 (876,1) e C6 (061,5), que aparecem no
espectro da FIG. 2.6a correspondem a estrutura da quitosana, estando de acordo
com a literatura (SILVA et al., 2007).

Os picos caracteristicos do poli(acido metacrilico) reportados na
literatura sao: C1 (8183,6), C2 (643), C3 (857) e C4 (818,7). Para as nanoparticulas
QS-PMAA os picos de RMN obtidos, estdo proximos dos picos apresentados pela
QS ¢ PMAA. Isto mostra que essa pequena diferenca no deslocamento dos picos
acontece devido a formacao de nanoparticulas, ou seja, a interagdo entre os dois
sistemas (FIG. 2.6b — 2.6d).

Nos espectros das nanoparticulas, o pico do C1 (6183,6), referente ao
grupamento COO™ do acido, se desloca para uma regido de campo mais baixo
(0,2% - 6184,0; 0,5% - 8188,5; ¢ 0.8% - 8190,8). Isso ocorre devido @ mudanca na
massa relativa da razdo dos grupos COO™ / COOH, que reflete nas diferencas da
frequéncia de vibragdo. Os picos em 49 e 20 ppm sao atribuidos ao C2 ¢ C4 do
PMAA, respectivamente. E também observado um decréscimo na intensidade de

ambos o0s picos, quando a concentragdo de quitosana na sintese das nanoparticulas ¢
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aumentada. Com o aumento na quantidade de quitosana, uma maior quantidade de
acido ¢ utilizada para solubiliza-las. Os outros picos, presentes nos espectros das

nanoparticulas, sdo atribuidos a estrutura da quitosana.
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FIGURA 2.6: Espectro de C"”° VACP-MAS: a) quitosana pura; b)
0,2% (m/v) de quitosana na sintese das nanoparticulas; c) 0,5% (m/v) na sintese e

d) 0,8% (m/v) na sintese. * Corresponde ao grupo CHj acetil residual.

2.3.1.4. Analise do tamanho médio das particulas

Na TABELA 2.2, ¢ apresentada a dependéncia entre a quantidade de
quitosana na sintese e o tamanho médio das nanoparticulas.

Nesta tabela observa-se que o diametro das particulas esta diretamente
relacionado com a quantidade de quitosana utilizada na sintese. Nas mesmas

condi¢gdes de preparacdo, quanto menor a massa de quitosana maior o tamanho
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médio das particulas, variando de 111 nm quando foi utilizado 0,2 % m/v de

quitosana até 60 nm para a massa de 0,8 % m/v.

TABELA 2.2: Valores de tamanho médio para as diferentes NPs de

quitosana em pH = 4,0.

Nanoparticula Tamanho médio (nm)
0,2 % m/v de QS 111+4
0,5 % m/v de QS 82+2
0,8 % m/v de QS 60+ 4

A literatura mostra casos em que ocorre o aumento € também a
diminuicdo do tamanho de particulas com a adicdo de maior quantidade de
polimero na sintese.

No nosso trabalho a explicagao foi baseada na determinagao da razao
molar COOH/NH,. Para COOH/NH, = 4,8/1, o tamanho de particula foi de = 110
nm (0,2 % m/v). Entretanto, quando a razdo ¢ de COOH/NH, = 1,2/1, o tamanho
médio das particulas fica em torno de 60 nm (0,8% m/v). As particulas de QS-
PMAA sao formadas por ligagdes inter e intra-moleculares, entre grupamentos
carboxil do acido e aminos protonados da quitosana. Quando as nanoparticulas sao
formadas através da razdo COOH/NH, = 1,2/1, praticamente toda a quantidade do
acido MAA que remanescera na solugdo (sem ser utilizado para solubilizar a
quitosana) interage com os grupos protonados da quitosana. Nesse caso o tamanho
das cadeias de PMAA que estdo interagindo com as de QS ¢ menor. Com o
aumento da razdo COOH/NH,, o tamanho das cadeias de PMAA devera aumentar,
resultando em expansdo do volume da particula (ver Fig. 2.4). Assim, os maiores

tamanhos de particulas foram observados para razdoes de COOH/NH, maiores.
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Explica¢dao similar ¢ apresentada por HU et al. (2002), onde particulas menores
formadas a partir de QS e &cido acrilico (AA) foram obtidas quando a razdo
AA/QS ¢ 1/1.

Um fator interessante na pesquisa ¢ o fato de que, na maioria dos
trabalhos que sintetizam nanoparticulas de quitosana, o tamanho médio dessas
particulas foi superior a 125 nm (LIU et al., 2005; TANG et al., 2003). No
presente trabalho obteve-se o tamanho de 60 nm, com possibilidade de controle de
tamanho variando-se a quantidade de quitosana na sintese. Esse ¢ um outro fator de
grande importancia, pois 0 campo da pesquisa se expande para varias outras
aplicagdes que necessitam de particulas menores que 100 nm.

A distribui¢do do tamanho médio das particulas ¢ unimodal com baixa

polidispersidade, como pode ser observado na FIGURA 2.7.
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FIGURA 2.7: Distribuigdo do tamanho médio de nanoparticulas de
QS-PMAA com 0,5 % (82 nm) e 0,2 % m/v (110 nm) de quitosana.
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Informagdes relevantes sobre a estabilidade de suspensdes
nanoparticuladas podem ser obtidas mediante o monitoramento do pH, em fungao
do tempo. Por exemplo, a alteracdo do pH pode ser indicio de degradacao do
polimero (SCHAFFAZICK et al., 2003). Em um trabalho realizado por CALVO
et al. (1997), foi verificado uma diminui¢do da massa molar do polimero
policaprolactona em suspensodes de nanocapsulas e de nanoesferas, apos 6 meses de
armazenamento, com conseqiiente diminui¢ao do pH destas formulagdes.

Outras informagdes sdo a respeito da variagao de tamanho médio das
particulas, que pode ser obtido com a variagdo do pH nas solugdes.

A FIGURA 2.8 apresenta a relagdo entre tamanho meédio de particulas

e pH, para suspensdes de nanoparticulas.
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FIGURA 2.8: Dependéncia do tamanho de particula com a variacdo de
pH para concentragdes de 0,2; 0,5 e 0,8% m/v de QS utilizadas na sintese.

Os tamanhos das nanoparticulas aumentam com o aumento nos valores

do pH da solug¢do. Nanoparticulas preparadas com 0,2 % m/v de quitosana
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apresentam um aumento de tamanho de 99 para 218 nm com o aumento no pH da
solucdo de 3,0 para 8,0. Ha duas razdes possiveis para essa transicao. A primeira ¢
que o aumento no pH aumenta o grau de ionizagdo ¢ densidade de carga das
moléculas de PMAA e como consequéncia, as forcas de repulsdes eletrostaticas
inter- e intra-moleculares aumentam. Através disso, por efeito de intumescimento,
as particulas aumentam de volume. A segunda razao ¢ o aumento da insolubilidade
da quitosana com o aumento nos valores de pHs. Com o aumento da insolubilidade,
a quitosana comeca a se agregar na suspensao, aumentando os valores de tamanho
médio medido no aparelho.

As nanoparticulas com tamanho menor, com 0,5 ¢ 0,8% (m/v) de QS,
apresentam maior elevagdo de tamanho em pHs acima de 6. Esse fato ocorre
devido a serem sistemas menores, com maior proximidade dos grupos carregados
que fazem com que uns sentem mais a presenca dos outros. Com isso, ocorre um
aumento de tamanho maior devido a maior repulsdo nesses sistemas.

Uma maior agregacao das particulas em pH mais alcalino pode ser

observada na micrografia representada na FIGURA 2.9.

FIGURA 2.9: Micrografia de MET de nanoparticulas de QS-PMAA
preparadas com 0,2% (m/v) de QS na sintese, equilibrada em pH 8,0.
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2.3.1.5. Andlise do potencial zeta das particulas

A estabilidade de uma suspensao depende das propriedades fisicas das
particulas coloidais que as constituem, sendo necessario determind-las para a
compreensdo das interagdes individuais de cada particula que podem levar a
desestabilizacdo de uma suspensdo. Em geral, busca-se maximizar as forgas
repulsivas entre as particulas a fim de minimizar as interagdes que levam a
formacao de agregados, os quais desestabilizam as suspensdes coloidais. Dessa
forma, as forgas de interagdao nas superficies dos coloides sdo as responsaveis pelo
comportamento das suspensoes, sendo as forgas eletrostaticas repulsivas uma das
vias pelas quais as particulas podem resistir a agregacao.

A maior parte dos materiais macroscopicos ou particulados em contato
com um liquido adquire uma carga elétrica superficial, a qual pode ser gerada
devido a dissociacao de grupos ionogénicos presentes na superficie das particulas,
ou devido a adsorgao diferencial de ions da solugdo na superficie do coloide. Esta
carga superficial influencia a distribui¢do dos ions proximos a superficie (SHAW,
1975). Considerando-se uma particula carregada negativamente, ions de carga
positiva (contra-ions) sdo atraidos pela superficie e formam uma rigida camada
adjacente ao redor da mesma, conhecida como camada de Stern. Outros contra-ions
sdo também atraidos pela particula negativa, no entanto, sao repelidos pela camada
de Stern. Isto resulta em uma camada difusa de contra-ions caracterizada pela alta
concentracdo de ions positivos proximos a particula negativa e pela diminuig¢do
gradual desta concentragdo com o afastamento em relacao a particula carregada, até
que seja atingido o equilibrio com a concentragcdo dos contra-ions em solugdo. De
forma oposta, os ions negativos (co-ions) sao repelidos pela superficie da particula
carregada negativamente, de maneira que na camada difusa hd uma pequena
concentragdo de co-ions proxima a particula carregada. No entanto, a concentragao

de ions negativos tende a aumentar com o afastamento em relagdo a particula
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carregada, em funcdo da diminuigdo do efeito repulsivo, até que o equilibrio com a
concentragdo dos co-ions em solucdo seja atingido (HUNTER, 1988).

Assim se constitui uma dupla camada elétrica a qual esta dividida em
duas regides: uma interna que inclui ions fortemente ligados a superficie e uma
regido externa, onde a distribuicdo dos ions ¢ determinada pelo equilibrio entre
forgas eletrostaticas ¢ movimento térmico (HUNTER, 1988). Quando um campo
elétrico € aplicado a uma suspensdo, cada particula e os ions mais fortemente
ligados 2 mesma se movem como uma unidade eletrocinética, e o potencial
determinado na superficie de cisalhamento (superficie imaginaria constituida pelos
contra-ions ligados a superficie da particula, bem como por algumas moléculas do
solvente também ligada a superficie) ¢ chamado de potencial zeta (HUNTER,
1988), o qual pode ser utilizado para prever a tendéncia das particulas coloidais a
agregacao.

Na FIGURA 2.10 ¢ apresentada a dependéncia dos valores de
potencial zeta com variacao no pH. As variagdes dos valores de potencial zeta com
o pH resultam em mudangas na densidade de carga ao redor da particula.

O potencial zeta positivo encontrado na superficie das particulas ¢
devido as caracteristicas catidnicas das cadeias de quitosana, em pH baixo. Com
um aumento na concentragdo de quitosana, ha um excesso de grupamento NH; em
relagdo aos grupamentos COO’, o que resulta em nanoparticulas com valores
maiores de potencial zeta.

Com o aumento do pH para valores maiores que 4,6, um aumento nas
cargas superficiais negativas € observado. Esse fato ocorre devido a ionizacao dos
grupamentos COO"do acido PMAA e a neutralizagao dos grupamentos NH, da QS.

Os resultados de potencial zeta sdo extremamente interessantes. Além
de mostrarem que as nanoparticulas QS-PMAA sdo sensiveis ao pH, mostram que

controlando o pH a carga da superficie pode ser alterada de positiva para negativa.

44



Essa caracteristica ¢ muito importante, pois pode servir para entender e aplicar
essas nanoparticulas em sistemas como filmes de self-assembled, derivados de

varios materiais de diferentes naturezas (BORATO et al., 2006; WU et al., 2006).
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FIGURA 2.10: Dependéncia do potencial zeta com a variacdo do pH
em suspensdes de nanoparticulas preparadas com 0,2; 0,5 e 0,8 % (m/v) de QS. As

analises foram realizadas na temperatura de 25 °C.

Com base nesses dados comprovamos que nossos resultados de
potencial zeta, estdo de acordo com dados ja relatados, de que o potencial zeta sofre
variagdo com mudancas no pH de positivo para negativo. E, além disso, passa por
uma regido onde o sistema se torna instavel, ou seja, valores proéximos de potencial
igual a zero.

Outro fato interessante no nosso trabalho ¢ a grande estabilidade das
solucdes preparadas, ou seja, por um periodo de quatro meses nossa suspensao esta

estavel, ndo apresentando indicio do aparecimento de agregados. Esse tempo ¢
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ainda maior para particulas preparadas com 0,2% de quitosana e que apresentam

tamanho de 110 nm.

2.3.1.5. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

No Microscopio Eletronico de Transmissdao (MET), os elétrons
transmitidos sdo usados para formar a imagem de microestrutura da amostra,
resultante da interacdo entre os elétrons incidentes ¢ a matéria. Este fendmeno
ocorre devido ao espalhamento elastico dos elétrons pelo nacleo dos atomos da
amostra, com a mesma energia do elétron incidente, mas com uma alteracdo na
dire¢ao.

Todas as nanoparticulas analisadas apresentam morfologia
homogénea, com uniforme distribuicio de tamanho de particulas e esféricos
formatos, como apresentado na FIGURA 2.11.

Os tamanhos de particula determinados pelas imagens de MET foram
de 38, 50 e 78 nm para sistemas contendo 0,8; 0,5 ¢ 0,2 % (m/v) de quitosana na
sintese. Os tamanhos sdo menores que os medidos por FOQELS (60-110 nm em
pH = 4,0). Para a analise de MET a suspensdo de nanoparticula ¢ gotejada sobre
uma grade e deixada evaporar na temperatura ambiente, para s6 depois ser
realizada a andlise. Com a evaporacdo, a agua presente na nanoparticula ¢
eliminada e esta sofre uma contracao, diminuindo de tamanho. Assim a analise de
MET nao ¢ muito recomendada para a determinagao do tamanho das nanoparticulas
em solugdo, mas sim no estado seco indicando também a homogeneidade e forma

das NPs.
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FIGURA 2.11: Micrografias de MET das nanoparticulas de quitosana
preparadas com (a) 0,2; (b) 0,5 e (¢) 0,8 (m/v) de quitosana a pH = 4.

Com o objetivo de avaliar a caracteristica morfologica das
nanoparticulas variando-se o pH, foram analisadas as micrografias da NP com
0,2% (m/v) de QS no pH 7. As micrografias de MET das nanoparticulas de QS sdo
mostradas nas FIGURA 2.12a e 2.12b (em pH 7,0 e 8,0 respectivamente).

Pode ser observado que em altos valores de pHs, as nanoparticulas
apresentam maior facilidade de aglomeragdo. As nanoparticulas de QS-PMAA sdo

formadas por interagdo entre as cargas positivas da quitosana e negativas do acido.
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Por essa razdo, como discutido anteriormente, com um aumento do pH alguns
fatores contribuem para a aglomeracdo. O primeiro fator ¢ a insolubilidade da
quitosana em pHs basicos, 0 que ocasiona uma separacao de fases no sistema, € um
segundo fator ¢ o maior numero de carga negativa no sistema, que passa a

apresentar forcas repulsivas, diminuindo a estabilidade e aumentando a facilidade

de aglomeracao.

1000 nm

(a) (b)
FIGURA 2.12: Micrografias de MET de nanoparticulas de Q
sintetizadas com 0,2% (m/v) em pH = 4,0 e equilibradas apods a sintese em a) pH=

7,0 e b) pH= 8,0.

2.3.1.6. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
Na FIGURA 2.13 ¢ apresentado um termograma de DSC para os trés

diferentes tamanhos de particulas e quitosana pura.

A curva de DSC da quitosana pura apresenta dois picos. O primeiro
um pico endotérmico em 123 °C, que ¢ atribuido a evaporacao da dgua absorvida
pelo material através de ligagdes de hidrogénio com os grupamentos hidroxilas da

quitosana.
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FIGURA 2.13: Curva de DSC para quitosana pura e nanoparticulas
sintetizadas com 0,2; 0,5 ¢ 0,8% (m/v) de QS. A programacao utilizada para todas
as andlises foi: rampa de aquecimento de —20 até 450 °C; razdo de 5 °C/min sob

atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 mL/min.

Nas demais curvas que descrevem as caracteristicas das
nanoparticulas, a temperatura referente a esse pico depende da composi¢dao das
nanoparticulas. Um decréscimo na quantidade de quitosana utilizada na sintese das
particulas ocasiona uma diminui¢do no valor de temperatura referente a esse pico.
Ou seja, menor quantidade de quitosana, menor numero de hidroxilas que entram
em contato com a agua, conseqiientemente diminuicdo na temperatura do pico
endotérmico.

O segundo pico, exotérmico em 295 °C corresponde ao processo de
decomposicdo. As nanoparticulas sintetizadas a partir de solugcdo contendo 0,2%
(m/v) de QS apresentaram pico endotérmico de desidratagdo em 98 °C. A medida

que ¢ aumentada a concentracdo de quitosana ¢ observado um deslocamento nos
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valores dos picos de desidratacao: para 0,5% (m/v) em 107 °C e 0,8% (m/v) em 117
°C. Assim com o aumento de QS na sintese das NPs ocorre um deslocamento dos
valores do pico de desidratagdo em direcdo aos valores apresentados para QS pura.

Na literatura BORGES et al. (2005) reportam que picos na regidao de
180 a 290 °C sdo atribuidos & quebra da interacdo entre grupamentos NH;' da QS e
COO' do 4cido. Portanto, a area total dessa regido nos fornece o calor necessario
(AH) para romper essa interacao.

Na TABELA 2.3 sdo apresentados os valores de AH para as diferentes
nanoparticulas sintetizadas. Nas nanoparticulas contendo 0,2% (m/v), o valor de
AH é de 188 J g'. Para NP com 0,5% (m/v) obteve-se AH igual a 64,3 J g'. J4 NP
sintetizadas a partir de 0,8% (m/v) o valor de AH é de 36,8 J g™

TABELA 2.3: Valores de AH para as diferentes NPs de quitosana.

Nanoparticula AH (3 g™
0,2 % m/v de QS 188,0
0,5 % m/v de QS 64,3
0,8 % m/v de QS 36,8

Dessa forma nanoparticulas sintetizadas com menor quantidade de QS,
apresentam maior estabilidade térmica. Isto ¢ devido a maior estabilidade do
PMAA e baixa carga superficial quando comparada a NP sintetizada com alta

quantidade de QS.

2.3.1.7. Termogravimetria (TG)

Andlises de TG sdo eficientes técnicas para avaliar a estabilidade

térmica das nanoparticulas. Curvas de TG da quitosana e nanoparticulas estdo

demonstradas na FIGURA 2.14.
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No inicio das curvas ¢ mostrada a diferenca da eliminacao de volateis
em cada amostra. Essa eliminagdo € praticamente a mesma para as nanoparticulas e
um pouco maior para QS pura, devido a interagdao forte de pontes de hidrogénio
entre moléculas de quitosana e agua.

A medida que a temperatura aumenta a massa se mantém constante até
cerca de 240 °C para QS pura. Essa temperatura corresponde ao inicio da
temperatura de degradacao (Td).

A temperatura de degradagao (Td) para QS e nanoparticulas de QS
sintetizadas com 0,2 % (m/v) de QS foi de 240 £ 2,0 °C e 241 £ 2,3 °C,

respectivamente.
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FIGURA 2.14: Curvas de TG para (a) QS, nanoparticulas de QS com

(b) 0,25 (¢) 0,5 e (d) 0,8 % (m/v). As curvas foram obtidas nas seguintes condi¢cdes:

rampa de aquecimento de 20 até 500 °C, com razao de aquecimento de 10 °C/min

~ . A . . 3 .
para cada amostra; vazao de nitrogénio mantida em 60 cm”/min.
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Com um aumento na quantidade de QS utilizada na sintese das
nanoparticulas, um aumento na Td foi observado. Para nanoparticulas sintetizadas
com 0,5 ¢ 0,8 % (m/v) de quitosana na sintese os valores de Td encontrados foram
de 242 + 2,5 e 251 £ 2,3 °C, respectivamente. Esses resultados indicam que
nanoparticulas de QS-PMAA s3o mais estaveis termicamente, que o polimero

quitosana puro.

2.3.2. Nanoparticulas QS-TPP
2.3.2.1. Analise de FT-IR

As caracteristicas moleculares da QS, TPP e nanoparticulas de QS-

TPP estdo demonstradas no espectro de FT-IR representado na FIGURA 2.15.
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FIGURA 2.15: Espectro de FT-IR da quitosana (A); TPP (B) e
nanoparticulas QS-TPP(C).
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O espectro da quitosana pura (Fig. 13.2a) apresenta picos
caracteristicos: 3435 cm™ correspondente ao estiramento do NH, e grupo OH; 1649
cm ' correspondente ao estiramento da ligagio C=0 de amina I; 1083 — 1020 cm’'
devido ao estiramento do C-O e 620 cm’, devido as vibracdes dos anéis
piranosidicos, de acordo com a literatura (TONHI e PLEBIS, 2002). No espectro
referente as nanoparticulas QS-TPP (C) o pico em 3430 cm™ indica que ocorrem no
sistema ligagdes de hidrogénio (JIA-HUI et al. 1999). O pico em 1530 cm™ no
espectro das nanoparticulas é um indicativo da interagdo entre grupos NH;' da
quitosana e grupos fosfatos do TPP. No espectro das NPs pode ser visto ainda, o
estiramento referente ao grupamento P=0, do TPP que aparece em 1219 cm™ . O
aparecimento desse pico no espectro das NPs ¢ um indicativo da formag¢ao dessas,

uma vez que aparecem tanto caracteristicas da quitosana quanto do TPP.

2.3.2.2. Tamanho médio de Particulas

A variagdo na concentragdo dos materiais formadores das
nanoparticulas influencia no tamanho final dessas particulas. Na TABELA 2.4 ¢
apresentada a influéncia das concentragdes finais de QS e TPP no tamanho das
NPs.

Um aumento no tamanho da particula foi observado com um aumento
na concentragdo de QS e TPP. Com um aumento na concentragao de QS, ocorre um
pequeno aumento da viscosidade na solugao de sintese, o que favorece a formagao
de particulas maiores (JAWAHAR e BALASUBRAMANIAN, 2006). O liquido
mais viscoso dificulta as interacdes entre os materiais que formam as NPs,
favorecendo a formacao de particulas maiores, ou seja, que ndo necessitam de
energia favordvel a formacdo. As NPs com tamanho menor (85nm) foram as
obtidas com a utilizagdo de menor concentracdo de QS ¢ TPP na sintese das

particulas.
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TABELA 2.4: Influéncia da concentragao de QS ¢ TPP no tamanho de

particula.
Concentracéo de QS | Concentragdo de TPP Tamanho de
(mg mL™) (mg mL™) Particula (nm)
2,14 0,3 85
2,14 0,6 110
3,15 0,6 221

O efeito da concentragdo de QS e TPP no tamanho final das NPs e
pardmetros que afetam o tamanho de particulas ja foram relatados na literatura.
CALVO et al. (1997) relataram que o tamanho dessas particulas depende de ambas
as concentragoes, tanto de QS quanto de TPP. GAN et al. (2005) estudaram a
diferenca entre particulas associadas com proteina, tipo albumina do soro bovino
(BSA) e particulas sem BSA. Particulas carregadas com BSA apresentam tamanho
maior que particulas sem o carregamento. Esse fato ocorre devido a alta massa

molar e tamanho das moléculas de proteinas.

2.3.2.3. Potencial Zeta

Para analisarmos a estabilidade dos sistemas coloidais dessas NPs,
determinamos os valores de potencial zeta, para as trés composi¢des sintetizadas.

Na andlise de potencial zeta, verificou-se que as particulas t€ém carga
superficial positiva, em pH acido (pH = 4,5) e que a carga superficial das particulas
ndo variou significativamente com mudang¢as na composicdo como mostra a

TABELA 2.5.
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TABELA 2.5: Influéncia da concentragao de QS ¢ TPP nos valores de
potencial zeta.

Concentracdo de QS | Concentracdo de TPP | Potencial zeta
(mg mL™) (mg mL™) (mV)
2,14 0.3 +43
2,14 0,6 + 40
3,15 0,6 +40

De acordo com dados da literatura (LOPEZ-LEON et al., 2005), as
particulas de QS-TPP apresentam um decréscimo nos valores de potencial zeta com
aumento do pH, com ponto isoelétrico préximo do pH = 8,0. Esses dados foram
relatados também por outros autores na literatura (GAN et al., 2005).

A carga positiva, como relatada anteriormente, € uma caracteristica das
NPs de QS. A estabilidade do sistema ¢ comprovada, uma vez que o valor de
potencial zeta de um sistema considerado estavel eletrostaticamente deve ter um

valor (em mddulo) maior que 20 mV.

2.3.2.4. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As micrografias de MET tém sido muito empregadas na obtengdo de
informagdes relativas a forma e ao tamanho das NPs. A MET pode permitir
também a diferenciagdo entre nanocapsulas e nanoesferas, possibilitando, inclusive,
a determinacdo da espessura da parede das nanocapsulas (SCHAFFAZICK et al.,
2006).

Na FIGURA 2.16 pode-se avaliar a forma e tamanho das suspensoes

de nanoparticulas QS-TPP através de andlise de MET.
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Através da andlise da micrografia podemos observar que as NPs
apresentam tamanho de particula de cerca de 45nm (devido a andlise em sistema
seco) e forma esférica. Além disso, comprova que realmente o sistema apresenta

particulas de tamanho nanométrico.
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FIGURA 2.16: Micrografia eletronica de transmissao de
nanoparticulas sintetizadas a partir de 3,00 mg L' de QS ¢ 1,2 mg L' de TPP (85

nm).

A andlise de MET ¢ muito importante em sistemas nanomeétricos, pois
como medidas de tamanho em solucdo, nos da uma idéia da quantidade de
particulas e tamanho nanométrico do sistema. A Unica peculiaridade ¢ que, como as
medidas de tamanho sdo realizadas em sistemas secos, ap0s a evaporacdo da agua
existente na suspensao, os valores de tamanho analisados representam valores da
amostra seca ¢ ndo equivale aos em solugdo. Uma vez que a agua presente em
suspensdes de nanoparticulas ¢ evaporada, essas sofrem um processo de
murchamento, pois uma certa quantidade de agua ¢ retida pela particula, causando

uma diminui¢ao de tamanho em relagao ao tamanho normal dessa em solugao.
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2.4. Conclusoes

As nanoparticulas QS-PMAA foram sintetizadas com sucesso, atraveés
da polimerizacdo de acido metacrilico na presenca de solucdo de quitosana.
Analises de espectroscopia FT-IR e de ?C VACP-MAS das NPs, indicaram a
presenca de sinais atribuidos a grupos da quitosana e de PMAA. O que mostra o
sucesso nas sinteses das nanoparticulas, através da formagdo do complexo de
polieletrolito.

O tamanho de particula foi dependente da concentracdo de quitosana
utilizada na preparacdo das nanoparticulas e fortemente influenciada pela variacao
de pH na solucdo. Essa variagdo de tamanho ¢ devido ao grau de ionizagdo e
densidade de carga das moléculas de PMAA, que resultam em um aumento no
tamanho médio das nanoparticulas por efeito de intumescimento.

Andlises de potencial zeta viabilizam a aplicacdo dessas NPs (QS-
PMAA) nas mais diversas areas, pela variagao de potencial zeta com o pH que o
sistema nos proporciona. Microscopias eletronicas de transmissao (MET)
mostraram que nanoparticulas de QS-PMAA apresentaram morfologia homogénea
em forma e distribuicdo de tamanho, com predominancia da forma esférica. A
partir dos resultados de DSC, nas diferentes condigdes estudadas, obtiveram-se
alguns pardmetros interessantes, da dependéncia da quantidade de quitosana na
sintese com a maior estabilidade das NPs. Maior quantidade de quitosana resulta
em NPs com menor estabilidade.

Resultados adquiridos através de andlises de TGA indicaram que
nanoparticulas de QS-PMAA s3o mais estaveis termicamente que o polimero
quitosana puro.

A sintese das nanoparticulas de QS-TPP pelo método de gelatinizacao

ionotropica foi realizada com sucesso.
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A partir das analises de FT-IR, atribuiu-se a formagdo das
nanoparticulas a gelatinizacdo i6nica ocorrida entre o grupamento catidnico da
quitosana (NH;") e aniénico do TPP (POO’). O tamanho médio das particulas é
fortemente dependente da concentracao de QS e TPP utilizada na sintese.

Nao observou-se mudangas significativas nos valores de potencial zeta
com variacdo nas concentragdes de QS e TPP. As micrografias de MET
demonstraram que as particulas estdo distribuidas de forma homogénea em
tamanho e forma.

A possibilidade de sintetizar nanoparticulas com diferentes tamanhos,
variando a concentragdao do material na sintese ¢ de grande importancia, pois 1Sso

permite otimizar as propriedades e o campo de aplicagdo dessas nanoparticulas.
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CAPITULO III: Sintese e Caracterizacdo de

Filmes de Hidroxipropil Metilcelulose Contendo

Nanoparticulas de Quitosana e Poli(acido

metacrilico)
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3.1. Introducao

A pesquisa em nanotecnologia ¢ uma area multidisciplinar e alguns
resultados estdo sendo aplicados em produtos ja comercializados, apds testes
(JANG e LEE, 2008; RIMANN et al.,, 2008). O aumento da demanda por
produtos de alta qualidade, juntamente com capacidade de vida longa de prateleira,
for¢a o setor de alimentos a desenvolver novas estratégias em alimentos (DOGAN
e MCHUGH, 2007; SOTHORNVIT et al., 2009; SOZER e KOKINI, 2009).
Com esses objetivos a industria vem aplicando varios polimeros biodegradaveis
(proteinas, polissacarideos e lipidios) em filmes comestiveis, que com base na
literatura, devem servir como materiais para embalagens (CHEN et al., 2009;
MONEDERO et al., 2009).

Hé cerca de 10 anos, muitos pesquisadores em todo mundo estdo
focalizando suas pesquisas e desenvolvendo filmes comestiveis e embalagens para
alimentos, cada vez mais sofisticadas em termos de qualidade (KROCHTA e
MULDER-JOHNSTON, 1997; SUBRAMANIAN et al., 2007; CONCETTA et
al., 2007; LEE et al.,, 2008; DEL NOBILE et al.,, 2008). Com base nessas
pesquisas, polissacarideos como hidroxipropil metilcelulose (HPMC) e quitosana
(QS) estao sendo largamente estudados (BELALIA et al., 2008).

O derivado de celulose HPMC ¢ um promissor material para ser
aplicado em filmes para alimentos. HPMC ¢ um polimero soluvel em agua,
utilizado na industria de alimentos como agente gelificante e estabilizante.
Entretanto filmes de HPMC apresentam pobres propriedades mecéanicas e de
barreira de agua (PEREZ et al., 2008).

Filmes comestiveis sdo camadas finas de materiais formados
diretamente na superficie do produto, sendo usados para substituir o revestimento
de cera de protecdo natural e para reduzir a perda de dgua de frutas e hortalicas.

Nem sempre eles podem substituir materiais de embalagem sintética, nao
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comestivel, mas servem como adjunto para proporcionar maior qualidade,
estendendo a vida-de-prateleira ¢ possibilitando economia com materiais de
embalagem (AZEREDO et al., 2000; SOBRAL, 2000; MIN et al., 2008). Filmes
comestiveis e para revestimentos devem ajudar a manter a qualidade dos alimentos
depois que a embalagem sintética ¢ aberta, protegendo contra mudancas de
umidade, oxigénio e perda de aroma. Os filmes devem apresentar resisténcia
adequada a ruptura e a abrasdo permitindo uma boa prote¢do do alimento sem
perder qualidade por manuseio. Eles também devem ser flexiveis o suficiente para
se adaptar as eventuais deformagdes dos alimentos, sem danos mecanicos.

Um problema da agroindustria de alimentos ¢ a perda de qualidade
durante o armazenamento, transporte e distribuicdo de alimentos frescos, pré-
cortados e embalados (= 30% do produto ¢ perdido). Muitas embalagens flexiveis
sdo feitas com plasticos, isto ¢, materiais sintéticos, que apesar de possuirem
excelentes propriedades funcionais, sdo considerados nao-biodegradaveis e estdo
envolvidos em problemas de gerenciamento de residuos solidos municipais. A
biodegradacdo do polietileno, por exemplo, ¢ estimada em 200 anos (TORRES,
1994). Por isso, a produgdo de embalagens biodegradaveis comestiveis ou ndo para
alimentos ¢ um fato extremamente importante no mundo atual. Por esses fatores, a
pesquisa em nanotecnologia aplicada em embalagens ¢ algo de extrema
importancia e interesse no campo mundial, pois a exigéncia dos consumidores ¢
cada vez maior, assim como o interesse em trabalhar e desenvolver materiais nao
prejudiciais ao ambiente, mas para uma maior preservacao.

Essa etapa do trabalho tem como objetivo, incorporar nanoparticulas
de quitosana em filmes de HPMC, a fim de melhorar propriedades mecénicas e de

barreira desses filmes, além da obtencao de um filme biodegradavel.
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3.2. Materiais e Métodos
3.2.1. Materiais

- Quitosana; a quitosana utilizada foi da Polymar, Fortaleza-Brasil.
(MW= 71,3 kDa, grau de desacetilacao 94%).

- Persulfato de potassio (K,S,0g); obtido da Aldrich (St. Louis, USA).

- Acido metacrilico (MAA); obtido da Aldrich (St. Louis, USA).

- Hidroxipropil Metilcelulose (HPMC); obtido apartir da Dow
Chemical Co. (Midland,Mich.,U.S.A.).

3.2.2. Métodos

3.2.2.1. Preparacao dos filmes
Para o preparo dos filmes foi empregada a técnica de “casting”, que
consiste no preparo de solu¢do coloidal composta de agua, HPMC com e sem

nanoparticulas, depositado em um suporte, seguida de secagem conforme mostra a

FIGURA 3.1.

-

FIGURA 3.1: Fotografia do esquema de preparacdo do filme de
HPMC.
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A solugao de HPMC (filme controle) foi obtida dissolvendo-se 3,0g de
HPMC em 100 mL de agua destilada sob agitacdo magnética por 12 horas. A fim
de estudar o efeito do tamanho e concentracdo de particulas na formacao dos
filmes, diferentes tamanhos e concentragcdes de particulas foram adicionadas na
solucdo de HPMC. Depois das solucdes filmogénicas preparadas, esta foi
acondicionada em temperatura ambiente por 6 horas para degasagem. A solucao foi
colocada sobre uma placa de vidro (30 x 30 cm) recoberta com um filme de
polietileno. As espessuras dos filmes foram ajustadas com uma barra de nivel (0,5
mm) e as placas deixadas sobre uma superficie plana em temperatura ambiente por
24 horas. Apos os filmes secos, esses foram retirados das placas e alocados em

sacos plasticos, para protecao de agentes externos.

3.2.2.2. Caracterizacao dos Filmes

3.2.2.2.1. Determinacao da espessura

As medidas das espessuras dos filmes foram realizadas utilizando um
micrometro digital (No. 7326, Mitutoyo Manufacturing, Japan) em 5 diferentes
pontos ao redor do filme. Os valores obtidos foram utilizados para calcular a

permeabilidade de vapor de agua e propriedades mecénicas.

3.2.2.2.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Foi utilizado um microscopio Hitachi S-4700 (Hitachi High-Tech
Corp., Tokyo, Japan), para analisar propriedades morfologicas dos filmes contendo
nanoparticulas. As amostras dos filmes foram depositadas em um porta amostras,
contendo fita de carbono (Ted Pella Inc., Redding, CA, U.S.A.) e recobertas com
ouro (Denton Vacuum Inc., Moorestwon, NJ, U.S.A.) por 45 s em 20 mA. Todas as

amostras foram examinadas utilizando 1,5 kV. As magnificacdes foram de 10, 20 e

60k.
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3.2.2.2.3. Solubilidade do filme em agua

Para determinacdo da solubilidade do filme em 4gua utilizou-se um
procedimento modificado por GONTARD et al. (1992). Aproximadamente 150
mg da amostra foram pesadas e secas em forno (100 = 2 °C, 24 h) para obter a
massa seca inicial do filme. O filme seco apds pesagem foi imerso em 50 mL de
agua deionizada contendo 0,02 % (mm) de azida de sodio (para prevenir o
crescimento de microorganismo) e agitada vagarosamente (20 = 2 °C, 24 h). Os
filmes em 4gua foram monitorados de tempo em tempo, no final de 24 horas, a
parte de filme insoluvel foi separada por centrifugagdao a 5000 rpm e retirada da
solucdo para secagem (100 £ 2 °C, 24 h), a fim de determinar a massa seca que nao
foi solubilizada. A massa de filme que solubilizou foi calculada com base na

equagdo 3.1 e tratada como sendo a percentagem de filme que solubiliza-se em

agua (PEREZ-GAGO e KROCHTA, 2001):

Solubilidade em &gua (%) = massa seca inicial — massa do filme n&o solubilizado X 100 (3. 1)

massa seca inicial

3.2.2.2.4. Propriedades Mecanicas

O teste mais comumente realizado para a determinagdo da resisténcia
mecanica de filmes € o teste de tensdo x deformagdo sob tragdo. As propriedades
mecanicas dos filmes foram determinadas pelos testes de tracdo. Os filmes foram
deixados em ambiente com 30% umidade relativa a 24 °C por 48 horas, antes dos
testes de tragdo. Os filmes foram cortados em forma retangular nas dimensdes de
acordo com o método ASTMDS882-97: 15 mm de largura e 100 mm de
comprimento. O equipamento utilizado para a andlise foi um Instron Universal

Testing Machine (Model 1122, Instron Corp., Canton, Mass., U.S.A.). A
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propriedade mecanica dos filmes foi avaliada com base na concentragdo e tamanho
de particulas. As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas com relagdo a
tensao (o) e modulo de elasticidade (E) em temperatura ambiente, de acordo com o
método ASTM D882-97. A velocidade de tracionamento utilizada foi de 50
mm/min.

A deformacao (¢) dos filmes foi determinada pela equagao abaixo:

g = 1n(L£)

0 (3.2)
onde L e Ly sdo os comprimentos de elonga¢do do filme durante o experimento e o
comprimento inicial do filme, respectivamente.

A tensdo (o) foi determinada medindo-se a forgca necessdria para

romper o filme. Os valores de ¢ foram calculados utilizando a equagdo abaixo:

S (3.3)

onde F ¢ o valor da for¢a de ruptura exercida e S ¢ a area seccional do filme.

O modulo de elasticidade (E) foi calculado a partir da inclinagdo
inicial da curva obtida tensdo-deformacao (o vs €). As propriedades mecanicas

foram avaliadas com base na concentracao e tamanho das particulas.

3.2.2.2.5. Permeabilidade ao Vapor de Agua (WVP)

Uma das mais importantes propriedades de um filme comestivel ¢ a
permeabilidade ao vapor de agua (WVP), que ¢ definida pelo "Annual Book of
Standards" (ASTM E96-80), como a taxa de transmissao de vapor de agua por
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unidade de area de um material delgado, de espessura conhecida, induzida por uma
diferenca de pressao entre duas superficies especificas, sob condigdes de
temperatura e umidade relativa. Valores de permeabilidade ao vapor de 4gua foram
determinados a partir do método modificado ASTM E96-92, utilizado para
determinar a umidade relativa (RH) do filme, descrito na literatura por MCHUGH
et al. (1993). Para cada tratamento sdo utilizados quatro filmes (4 replicatas) que
sao cortados em forma circular (15,5 cm de diametro). Na parte interna de placas
de Teflon” adicionaram-se 6 mL de 4gua destilada. Sobre a 4gua, o filme foi fixado
na placa com cola de silicone, outra placa foi colocada sobre a primeira ¢ fixada
com quatro parafusos. As placas fora, alocadas em um gabinete com controle de
umidade utilizando sulfato de calcio (0 % RH) (W.A. Hammond Drieritr Co.,
Xenia, Ohio, U.S.A.). As massas das placas foram pesadas periodicamente e
anotadas para o célculo das propriedades requeridas.

A umidade relativa foi calculada com base nas equagdes de 3.4 até

3.6:

erda de massa por tempo
Veloc. de transmiss&o = P P P (3.4

do vapor de agua (WVTR) area do filme

mw.P.D.In[(P—p,)/(P—p,)]
RT.z

WVTR =

(3.5)

=P24100

1

RH

underside

(3.6)

onde mw ¢ a massa molar da dgua (18 g /g mol), P ¢ a pressdo total (1 atm), D ¢ a
difusividade de vapor de agua através do ar a 298 K (0,102 m’/s), p ¢ a pressdo

saturada de vapor a 298 K (0,0313 m%/ s), p, ¢ a pressio parcial da face inferior do
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filme, R ¢ a constante dos gases (82,1 x10°° m’ atm/g mol K), e z ¢ a altura média
atingida pelo gés inerte.
Permeabilidade ao vapor de agua (WVP) foi calculada com base na
seguinte equacao 3.7:
WVTR

WVP=——y 3.7
(p, —P5) 7

onde y ¢ a espessura média dos filmes e p; € pressdo parcial de vapor do lado

superior do filme.

3.2.2.2.6. Permeabilidade ao Oxigénio (O,P)

A taxa de transmissdo de oxigénio foi determinada utilizando um
aparelho OX-TRAN 2/20 (Modern Controls Inc., Minneapolis, MN) a 25 °C a
partir do método padrao D3985 (ASTM, 1995) com uma umidade relativa de 55 +
1% . Cada filme foi fixado em um suporte com uma 4area de abertura de 5 cm’. As
amostras do filme, no instrumento de medida, foram submetidas a 100% de gés
oxigénio de um lado e de um gés de arraste contendo 98% de nitrogénio e 2% de
hidrogénio do outro lado. O equilibrio foi programa para 10 horas de experimento.
A permeabilidade ao oxigénio foi calculada, dividindo a taxa de transmissao de O,
pela diferenca da pressdo parcial de O, entre ambos os lados do filme e
multiplicando pela média das espessuras dos filmes. Quatro replicatas de cada
filme foram avaliadas. A unidade utilizada para as medidas de O,P ¢ cm’ um/m* d

kPa.

3.2.2.2.7. Termogravimetria (TG)
A temperatura de degradacdo foi analisada em um TGA Q-500.

Utilizou-se uma massa de amostra de 6-7 mg. Os experimentos foram realizados na
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faixa de temperatura de 20 — 500 °C com razdo de aquecimento de (10 °C min™)
para cada amostra. A vazdo de nitrogénio foi mantida em 60 cm® min”'. O porta

amostra utilizado foi de platina. As analises foram realizadas em triplicata.

3.2.2.2.8. Andlise Estatistica
As analises de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando-se o
programa Minitab® versdo 14.12.0 (Minitab Inc., State College, Penn., USA). As

diferengas significativas entre as médias foram identificadas através do teste de

Tukey (p<0,05).

3.2.2.2.9. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As temperaturas de transicdo vitrea (Tg) dos filmes de HPMC e
nanoparticulas foram determinadas por calorimetria diferencial de varredura (DSC)
através do equipamento DSC da marca TA Instruments Q100. Aproximadamente
4-6 mg de amostra foram colocadas em panelas de aluminio, sob atmosfera de
nitrogénio a uma vazao de 50 mL/minuto, com uma razao de aquecimento de 10 °C
/minuto até 180 °C. A temperatura de transi¢do vitrea (Tg) foi obtida no ponto de

inflexdo entre as linhas bases pela varia¢do da capacidade calorifica da amostra.

3.3. Resultados e Discussoes

3.3.1. Determinacdo do Tamanho Médio

De acordo com o capitulo anterior ¢ apresentada a TABELA 3.1 onde
aparece a dependéncia entre a quantidade de quitosana na sintese € o tamanho
médio das nanoparticulas. Pode ser observado que aumentando a quantidade de
quitosana na sintese das nanoparticulas, o tamanho médio das NPs apresentam um

decréscimo. Estas diferentes particulas foram inseridas nos filmes.
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TABELA 3.1: Valores de tamanho médio para as diferentes NPs de

quitosana em pH = 4,0.

Nanoparticula Tamanho médio (nm)
0,2 % m/v de QS 11144
0,5 % m/v de QS 8212
0,8 % m/v de QS 6014

3.3.2. Morfologia do Filme

Visualmente o filme apresentou boas propriedades, apresentando
transparéncia e aspecto tactil ndo quebradigo.

Antes das andlises de morfologia e também das demais analises foram
medidas as espessuras dos filmes. As espessuras de praticamente todos os filmes se
encontravam entre 0,030 ¢ 0,033 mm.

A morfologia dos filmes de HPMC contendo nanoparticulas foi
analisada através de microscopia eletronica de varredura (FIGURA 3.2).

O filme controle foi sintetizado a partir de uma solu¢do de 3% m/v de
HPMC (hidroxipropil metilcelulose) em dgua (FIGURA 3.2a).

Como pode ser observado o filme controle apresenta alto grau de
porosidade. Na FIGURA 3.2b ¢ apresentada a micrografia das nanoparticulas de
QS-PMAA preparadas com 0,2% m/v, uma homogeneidade de tamanho e forma ¢
observada.

Na FIGURA 3.2c ¢ apresentada uma maior compactacao do filme de
HPMC com adigdo das nanoparticulas de QS-PMAA. As nanoparticulas passam a
ocupar os poros desses filmes aumentando assim sua compactacdo. O efeito desse
aumento na compactacao do filme pode ser analisado nos resultados dos préximos

capitulos.
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cla 4.0kV 16.2mm x60.

(c) (d)

FIGURA 3.2: Micrografias de MEV: (a) filme controle (somente
HPMC); (b) QS-PMAA nanoparticulas com 0,2 % (m/v) de quitosana; (c) filme de

HPMC contendo 6,3 % de nanoparticulas com 110 nm; (d) o mesmo que (¢) em

20.000 X de magnificagao.

3.3.3. Solubilidade do filme em agua

A solubilidade em &gua ¢ uma propriedade importante dos filmes
baseados em HPMC. Algumas aplicacdes podem precisar de filmes que apresentem
certa insolubilidade, ou seja, que sejam resistentes na presenca de agua. A
TABELA 3.2 apresenta a solubilidade dos filmes com e sem nanoparticulas. A
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diferenca na solubilidade pode ser devido a diferenga no tamanho das particulas
incorporadas no filme de HPMC. Na TABELA os valores de concentragdo
apresentados sdo em relacdo a quantidade de NPs ou quitosana, em relagao a de
HPMC. Ou seja, filmes com 6,3 % de QS-PMAA apresentam 0,2g de quitosana em
solucdo de nanoparticulas mais 3g de HPMC. Assim também, para as outras

formulacoes.

TABELA 3.2: Solubilidade em 4&gua dos filmes com e sem

nanoparticulas incluso.

% QS-PMAA Solubilidade
em filmes de HPMC (%)
6,3 (sem nanoparticulas) * 100 °
14,3 (sem nanoparticulas) * 100 °
20,7 (sem nanoparticulas) * 99,7 ¢
6,3 (contendo nanoparticulas de 110 nm) ° 94,5 @
14,3 (contendo nanoparticulas de 82 nm ) ° 96,4 °
20,7 (contendo nanoparticulas de 59 nm) ° 97,3 ¢

e (A) MAA: Somente acido metacrilico na agua para solubilizar a quitosana.
e (B) QS-PMAA: Nanoparticulas de quitosana em diferentes tamanhos.
e *Diferentes letras na coluna dos valores de solubilidade indicam significancia a P < 0,05.

Ouseja,a#b#c.

As trés primeiras linhas da TABELA 3.2 apresentam os dados de
filmes sintetizados somente com quitosana solubilizada em 4cido metacrilico. Os
filmes que contém somente quitosana (QS-MAA), ou seja, sendo MAA o acido
metacrilico, apresentam uma maior solubilidade em agua. De acordo com dados de

ANOVA a adicao de nanoparticulas significativamente (p < 0,05) decresce a
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solubilidade dos filmes de HPMC. E observado que a solubilidade dos filmes
decresce significativamente com o aumento no tamanho de particulas.

Esse fato ¢ muito importante na area de filmes, pois em muitos
alimentos a dgua provoca decréscimo na qualidade e tempo de conservagdo. A
baixa solubilidade dos filmes ¢ um fator desejavel em muitas aplicacdes em

alimentos.

3.3.4. Propriedades mecéanicas
A FIGURA 3.3 apresenta uma curva tipica tensdo deformagdo para os

filmes.
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FIGURA 3.3: Curva de tensdao-deformagao para filmes de HPMC com
6,3 % (110 nm), 14,3% (82 nm) e 20,7% (59 nm) de nanoparticulas QS-PMAA
adicionadas e com uma curva de filme contendo somente quitosana sem

nanoparticulas (QS-MAA).
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A utilizagdo de embalagens ¢ fortemente dependente das propriedades
mecanicas e de barreira dos materiais. Tensdo, elongacdo e mddulo eléstico sdo
parametros que estdo relacionados com as propriedades mecanicas dos filmes e
suas estruturas quimicas. Os filmes de HPMC que contém nanoparticulas com
tamanho maior, apresentam alto valor de tensdo de ruptura. Os filmes com tamanho
de particula de 59 nm (6,3) apresentam menor resisténcia mecanica, pois sua tensao
de ruptura ¢ menor que para os outros filmes. Um fator importante ¢ que os filmes
que ndo apresentam nanoparticulas em sua composicao (QS/MAA) possuem menor
resisténcia mecanica que os demais, comprovando assim, melhora nas propriedades
dos filmes de HPMC com a adi¢ao de nanoparticulas.

Na FIGURA 3.4 pode ser observado o efeito do tamanho das
particulas e da concentracdo dessas na resisténcia dos filmes.

Quando nanoparticulas com 59 nm sao incluidas nos filmes de HPMC,
a tensdo dos filmes aumenta significativamente de 28,3 = 1,0 para 58,0 + 1,8 MPa.
Esse aumento na tensao, ¢ devido ao aumento na concentragdo de nanoparticulas na
solugdo. Para os filmes contendo nanoparticulas com 82 nm, a tensdo aumenta de
28,3 = 1,0 para 584 = 2,0 MPa. Com o aumento na concentracdo das
nanoparticulas (110 nm) de 0 para 6,3%, ¢ observado um aumento nos valores de
tensao de 28,3 £ 1,0 para 66,9 + 2,1 MPa. O aumento na resisténcia dos filmes, que
contém nanoparticulas inclusas, ¢ devido a maior compactagdo que essas particulas
causam no filme, resultando no reforcamento da sua matriz. As nanoparticulas nos
filmes atuam como agentes de reforcamento do filme. Na literatura, o mesmo efeito
tem sido observado em diferentes matrizes. Por exemplo, AVEROUS et al. (2001)
observou esse efeito com fibras de celulose reforcando amido termoplastico,
ANGLES et al. (1999) observou reforcamento de compdsito de polipropileno

reforcados com residuos de fibras de madeira.
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FIGURA 3.4: Tensao dos filmes de HPMC com diferentes
concentragoes ¢ tamanhos de nanoparticulas. Os valores médios sdo apresentados e

as barras indicam os erros das medidas.

Os valores de tensao para os filmes sintetizados somente com HPMC
(sem nanoparticulas) foram de 30,7 + 1,8, 39,7 £ 1,6 e¢ 38,5 = 1,4 MPa para 6,3,
14,3 ¢ 20,7 % da concentracdo de quitosana QS-MAA, respectivamente, como
mostrado na TABELA 3.3.

Em adi¢do, a tensdo para os filmes de HPMC contendo somente
PMAA (sem quitosana ou nanoparticula) foi de 27,8 + 1,2 MPa. Assim, o aumento
na tensao foi significativo com a adi¢cdo de nanoparticulas nos filmes. Dados de
ANOVA indicam que a adi¢do de nanoparticulas aumenta a tensao dos filmes de
HPMC, tornando-os mais resistentes.

A dependéncia da tensdo com o tamanho de particula, para duas
diferentes concentragdes (6,3 e 3,1 %) de nanoparticulas estd representada na
FIGURA 3.4. A tensdao ¢ fortemente dependente da variagdo do tamanho de

particula que foi inserido no filme e sintetizado com o polissacarideo HPMC. Os
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valores de tensdo aumentam com o aumento do tamanho de particulas, em ambas
as concentracdes. Em adicao, nos filmes sintetizados com 6,3 % de nanoparticulas,
um maior aumento significativo nos valores de tensao com o aumento do tamanho
das particulas foi observado. Nessa formulacdo, os poros dos filmes sdo mais
compactos que os filmes com uma menor concentragdo. As nanoparticulas com
tamanhos maiores ocupam os espagos vazios nos poros do filme de HPMC,
aumentando o colapso dos poros nos filmes, resultando em um aumento nas

propriedades de ruptura dos filmes, tornando esses mais resistentes.

TABELA 3.3: Tensdo para filmes de HPMC com diferentes

concentragdes e tamanhos de particulas.

% QS-PMAA em | Tamanho de particulas | Tensdo (MPa)

filmes de HPMC (nm)
6,3 sem nanoparticula 30,7+1,8°
14,3 sem nanoparticula 39,7+ 1,6 b
20,7 sem nanoparticula 38,5+ 1,4 b
6,3 110 66,9 +2,1°
14,3 82 584+20°
20,7 59 580+18°

*As diferentes letras nas colunas indicam significancia a P <0,05. Ou seja, a # b # c.

A porcentagem de elonga¢do aumenta significativamente com o
aumento no tamanho de particula, observado na TABELA 3.4. Através de uma
anadlise de wvariancia, concluiu-se que um aumento na concentracdo de
nanoparticulas com o mesmo tamanho de particula, aumenta o modulo de

elasticidade. Aumentando somente a concentragdo de nanoparticulas, nos filmes
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com tamanhos de 59 nm e 82 nm, observou-se que ndo houve variagdo na
elongacdo dos filmes.

O aumento na elongagdo provoca melhora na tenacidade dos filmes.
Os dados da TABELA mostram também que os filmes ndo perderam a elasticidade,
com a adi¢cdo das nanoparticulas de QS-PMAA.

Andlises de ANOVA mostraram que as adi¢cdes de nanoparticulas
apresentaram uma grande influéncia nas propriedades finais do filme,

demonstrando claramente o efeito de reforcamento dos filmes provocado pelas

nanoparticulas.

TABELA 3.4: Efeito da formulagdo e tamanho de particulas no

moédulo de elasticidade, e % de elongagao nos filmes de HPMC.

% QS-PMAA Tamanho de Mdédulo de Elongacéo (%0)
nos filmes de Particula (nm) elasticidade
HPMC (MPa)
0 (sem nanoparticula) 900 + 34 2 8,1+£0,7°
3,1 59 1212+ 150 ° 8,8+1,0°
3,1 82 1249 + 120 ° 9,7+2,1%
3,1 110 1240 £ 92°° 11,1 £1,0°
6,3 59 1245+ 140 ° 83+1,0°
6,3 82 1472 £ 112°° 10,7+0,8°
6,3 110 1426 £ 59 © 16,8 +1,6°
11,5 59 1313+ 75" 8,1+1,0°
14,3 82 1389 + 41 © 11,3+0,8°
20,7 59 1364 £45°¢ 8,1+0,8°%

*As diferentes letras nas colunas indicam significancia a P < 0,05. Ouseja,a#b #c.
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Um dos desafios dos filmes biodegradaveis estudados atualmente ¢

alcancar um tempo de vida util controlada, ou seja, o material deve manter-se

estavel e manter suas propriedades durante o armazenamento.

Sendo assim, apdés um periodo de sete meses foram medidos

novamente os valores

das resisténcias

dos filmes.

Na TABELA 3.5 sdo

apresentados os dados de tensao maxima dos filmes apds sete meses de estocagem.

TABELA 3.5: Tensdao para filmes de HPMC com diferentes

concentracoes e tamanhos de particulas, apds sete meses de estocagem.

% QS-PMAA Tamanho de Particula Tensao (MPa) apos
nos filmes de HPMC (nm) 7 meses de estocagem
6,3 110 60,8+ 2,0
14,3 82 55,0+ 1,1
20,7 59 493+ 2,1

Com i1sso foi observado que os filmes apresentaram estabilidade e

conservacao das propriedades de tensdao ao longo de sete meses.

3.3.5. Permeabilidade ao Vapor da Agua (WVP)

Em adi¢do as propriedades mecanicas, as propriedades de barreira do

vapor de agua dos filmes ¢ um fator importante para varias aplicacdes na industria

de alimentos.

A permeacgdo de agua através do filme controle de HPMC foi de 0,79 +

0,03 ¢ mm/ kPa h m’

A permeabilidade decresceu quando nanoparticulas

foramadicionadas na matriz do filme de HPMC. O efeito da concentracao e

tamanho das nanoparticulas sobre WVP dos filmes ¢ apresentado na FIGURA 3.5.
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Por exemplo, a permeabilidade decresceu para 0,64 = 0,04; 0,59 + 0,06
e 0,47 £ 0,07 para filmes com 20,7% (59 nm); 14,3% (82 nm) e 6,3% (110 nm) de
nanoparticulas QS-PMAA, respectivamente. DOGAN e MCHUGH, (2007)
mostraram um decréscimo no coeficiente de difusao da agua com adic¢ao de fibras
de celulose nos filmes de HPMC. Esse efeito ¢ similar ao efeito das nanoparticulas

na reducdo da difusividade da agua.

0,9
0,8

0,9

b 59 nm| (a)

82 nm|(b)

!
0.6
05|
04f
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02|

Permeabilidade (g mm/KPa h m?
Permeabilidade (g mm/KPa h m?)

0,1
0,0

0 31 6,3 115 20,7 ' 0 31 6,3 14,3
% QS-PMAA em filmes de HPMC % QS-PMAA em filmes de HPMC

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

c 110 nm| (¢)

Permeabilidade (g mm/KPa h m?)

0 31 6,3
% QS-PMAA em filmes de HPMC

FIGURA 3.5: Dependéncia da permeabilidade dos filmes de HPMC
com a concentracdo de nanoparticulas para diferentes tamanhos de particulas: (a)
59 nm; (b) 82 nm e (c) 110 nm. Diferentes letras sobre as barras indicam

significancia a P <0,05. Ou seja, a# b # c.
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Uma das causas desse decréscimo na permeabilidade com a inser¢ao
das NPs ¢ o caminho mais tortuoso que a 4gua tem que percorrer para permear. Um
esquema dessa permeacdo estd representado na FIGURA 3.6. Outros fatores

também podem influenciar, como aqueles associados a interface matriz-particula.

4 4
m -
1 1

Vapor Permeants Vapor Fermeants

[[] Matriz poimérica
() Nanoparticula

FIGURA 3.6: Representagao esquematica do modelo de permeagao

proposto.

Nas FIGURAS 3.5a e 3.5b ndo sdo observadas mudancas na
permeacao da dgua dos filmes, com variagdo da concentragdao de QS-PMAA em 59
nm e em 82 nm. Por outro lado, dados de permeabilidade mostram que os filmes
com nanoparticulas de 110 nm (FIGURA 3.5c), mostram decréscimo significante
na permeabilidade, com o aumento da concentra¢do de nanoparticulas nos filmes.
Esse efeito ¢ resultado do decréscimo do coeficiente de solubilidade e de
difusividade da agua nos filmes que possuem alta concentracdo de nanoparticulas
com 110 nm. A permeagdo de moléculas de 4gua através desses filmes ¢

dificultada, pela maior presenca no filme de particulas com tamanhos maiores.
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Este efeito ¢ devido a maior agregacdo (e talvez devido ao
preenchimento dos poros causado pelas nanoparticulas) das particulas menores, ou
seja, quanto maior a quantidade de particulas menores, maior a interagdo das que ja
existiam no sistema o que ndo altera os valores de permeabilidade. Com as
particulas maiores (110 nm), a adicdo de uma maior concentragdo de particulas
gera uma distribuicdo mais homogénea. Talvez um dos efeitos possa ser uma maior
repulsdo existente entre essas particulas, com tamanhos maiores. O que favorece

uma maior dispersao, dificultando a permeagdo do vapor de dgua (FIGURA 3.7).

s s
Vapor I"u-m'lurlt Vapor Fll!',_ﬂ'l'l
& 4
' !
") Permeants Vapor Permeants

L

[ Matriz poimésica
© Nanoparticula menor () Nanoparticula maior

FIGURA 3.7: Representagdo esquematica do modelo de permeagdo

proposto.
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3.3.6. Permeabilidade ao Oxigénio (O,P)

O resultado das analises de permeabilidade dos filmes de HPMC com
e sem nanoparticulas, estdo apresentados na TABELA 3.6. A O,P do filme de
HPMC controle foi de 1823 + 0,5 cm’ um/m2 d kPa. Com a adicao de
nanoparticulas nos filmes com tamanhos de 59, 82 e¢ 110 nm, os valores de O,P
decresceram para 110,0; 136,1 e 142,3 respectivamente.

A adicdo de nanoparticulas afeta a permeagdo de oxigénio através do
filme. Esse fato mostra que, filmes de HPMC que contem nanoparticulas em sua
matriz sdo boas barreiras para oxigénio. De acordo com dados da analise de
ANOVA a adicdo de nanoparticulas ¢ significante (p < 0.05) para o decréscimo da
permeacdo de oxigénio pelo filme. Outro fato interessante ¢ que, a permeagdo do

gas diminui com a diminui¢ao no tamanho de particula incluso no filme.

TABELA 3.6: Permeabilidade ao oxigénio para filmes de HPMC

contendo nanoparticulas inclusas.

Tamanho de particulas Permeabilidade ao O,
em filmes de HPMC (cm® pm / m*d k Pa)
(sem nanoparticula) 182,3+0,5¢
110 nm (0,2% QS) 1423+4,0°
82 nm (0,5% QS) 136,1 £1,0°
59 nm (0,8% QS) 110,7+09°

* Diferentes letras nas colunas indicam diferenca significativa entre os resultados a P < 0,05. Ou

seja,a=b#c

O O, para permear tem que abrir espago entre a matriz, pois € um vapor mais
apolar, necessita de maior volume livre entre as cadeias e menor densidade coesiva.

Ja o vapor de agua forga a abertura entre as cadeias, ¢ mais polar, ndo ¢ afetado por
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maior densidade coesiva ¢ menor volume livre. Devido a isso, filmes com
particulas menores apresentam maior solubilidade em dgua, maior permeabilidade

ao vapor de agua e menor permeabilidade ao O,.

3.3.7. Anédlise da degradacéo

A mobilidade de uma cadeia polimérica determina as caracteristicas
fisicas do produto, seja este um plastico duro e fragil, borrachoso e tenaz, ou um
fluido viscoso. A mobilidade ¢ funcdo da agitacdo dos 4&tomos nas moléculas, sendo
esta diretamente proporcional a temperatura. Portanto as caracteristicas térmicas do
polimero, principalmente no caso de materiais utilizados em embalagens, ¢ de
extrema importancia. Uma vez que esses materiais poderdao em escala industrial
serem produzidos em temperatura elevada, a fim de diminuir o tempo de
processamento, desde que se saiba de antemao que a temperatura de degradagao do
material ndo sera atingida.

A TABELA 3.7 mostra valores da temperatura de degradacao (Td)

para filmes de HPMC, com e sem nanoparticulas, obtidos através de curvas de TG.

TABELA 3.7: Temperatura de degradacao dos filmes de HPMC e

HPMC com nanoparticulas.

Filme Tamanho de particula Td (°C)
(nm)

HPMC sem nanoparticulas 232

HPMC + nanoparticulas 110 350
(0.2% QS)

HPMC + nanoparticulas 82 362
(0,5% QS)

HPMC + nanoparticulas 59 369
(0,8% QS)
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Os filmes que contém somente HPMC apresentam temperatura de
degradacao térmica em 232 °C. Nos filmes que apresentam nanoparticulas em sua
composicao, a temperatura de degradagao térmica aumenta para 350 (110 nm), 362
(82 nm) e 369 °C (59 nm). Esse fato ¢ muito importante para o processamento de
filmes na industria, pois a temperatura de degradacdo influencia na temperatura de

processamento dos filmes.

3.3.8. Estudos de Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC)

A Tg apresentada pelos filmes de HPMC puros esta representada no
grafico da FIGURA 3.8.

O principal objetivo da técnica de analise por DSC ¢ registrar
temperaturas de transicao, através da comparacdo de temperaturas da amostra e de
uma referéncia que € totalmente inerte dentro da faixa de temperatura ensaiada.
Observando como esta diferenga de temperatura varia com o aquecimento a uma
taxa constante, ¢ possivel registrar as transicoes importantes, como a temperatura
de transi¢ao vitrea (Tg) e a temperatura de inicio de degradagdo, que resultam em
picos endotérmicos ou exotérmicos no grafico de quantidade de calor versus
temperatura (REGIANE, 2000).

A Tg ¢ o valor médio da faixa de temperatura que, durante o
aquecimento de um material polimérico, permite que as cadeias da fase amorfa
adquiram mobilidade. Abaixo da Tg, o polimero ndo tem energia interna suficiente
para permitir o deslocamento de uma cadeia em relacdo a outra por mudancas
conformacionais. Ele estd no estado vitreo, em que se apresenta duro, rigido e

quebradico. Acima da Tg a cadeia polimérica sofre rotagdo e movimentos

difusionais, estando o polimero no estado elastico (CANEVAROLO, 2002).
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Como qualquer outra transi¢ao fisica, esta também ¢é conseqiiéncia de
um aumento da temperatura do sistema (REGIANE, 2000).

De acordo com a FIGURA 3.8 a Tg do filme de HPMC puro estd em
torno de 169 °C.

Para os filmes contendo nanoparticulas com 110 nm o valor médio da
Tg foi de 185 °C e para os filmes contendo nanoparticulas de 59 nm foi de 170 °C.
Devido a insercao das particulas na matriz do filme, como essa apresenta uma
grande area superficial, uma quantidade grande de segmentos do polimero tem
interagdo com a superficie das particulas.

A interagdo dificulta o movimento das cadeias poliméricas, com o
acréscimo da temperatura o que favorece um aumento nos valores da Tg. Pelo

aumento da rigidez dentro das cadeias poliméricas.

Filme HPFMC

exotérmico —

Temperatura (*C)

FIGURA 3.8: Curva de DSC para filme de HPMC puro. A curva foi
obtida nas seguintes condi¢des: vazdo de nitrogénio de 50 mL min’', razio de

. .1 , .
aquecimento de 10 °C min", porta amostra de aluminio com tampa.
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Outro fator que contribui para elevar a Tg ¢ a presenca de grupos
volumosos na matriz de HPMC, como no nosso caso as NPs. A presenca desses
grupos tende a ancorar a cadeia polimérica, exigindo maiores niveis de energia para

que a cadeia adquira mobilidade, isto €, aumentando a Tg do polimero.

3.4. Conclusoes

Em conclusdo, esse estudo foi o primeiro a investigar a incorporagao
de nanoparticulas de quitosana em filmes de HPMC. O estudo sugere que filmes
de HPMC com nanoparticulas de quitosana inclusas oferecem grande potencial
para serem aplicados em alimentos no futuro. Foram observadas as redugdes em
WVP e O,P, e aumento nas propriedades mecanicas dos filmes de HPMC com a
incorporagdo de nanoparticulas. A resisténcia mecanica dos filmes foi mantida por
um periodo de até sete meses, prazo em que foi realizada nova medida da
propriedade do material.

A presenca das nanoparticulas nos filmes pode ser observada em
imagens de MEV, através da mudanga na compactacao do filme. Além disso, um
fato interessante € um pequeno aumento na estabilidade térmica nos filmes com a
presenca de nanoparticulas, que foi observado pelo aumento na temperatura de
degradacdao. Os valores de Tg dos filmes aumentam com a insercdo de
nanoparticulas de quitosana.

Por fim, com o auxilio da nanotecnologia esse trabalho auxilia no
inicio dos estudos que podem buscar a melhoria de qualidade de varios tipos de

filmes de interesse comercial para utilizacdo como embalagens de alimentos.
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CAPITULO IV: Sintese e Caracterizacdo de

Filmes de Hidroxipropil Metilcelulose Contendo

Nanoparticulas de Quitosana e Tripolifosfato

de Sodio.
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4.1. Introducao

Recentemente, surgiu um grande interesse no desenvolvimento de
filmes comestiveis. Principalmente devido a demanda por alimentos de alta
qualidade, preocupagdes ambientais em relacdo ao descarte de embalagens nao
renovaveis e oportunidades para criar novos mercados para matérias-primas
formadoras de filme, provenientes de produtos agricolas (WU et al., 2002; SEBTI
et al., 2007; DENAVI et al., 2009).

Filmes comestiveis sao filmes preparados com polissacarideos,
proteinas, lipidios e derivados. Entre as proteinas que podem formar filmes estdo a
zeina do milho, o gliten do trigo, as proteinas do leite e da soja, entre os
polissacarideos estdo os derivados de celulose, amido, alginatos, pectinas e
diferentes gomas e entre os lipidios, estdo ceras, acidos graxos ¢ monoglicerideos
(SOTHORNVIT et al., 2007; NO et al., 2007; OLIVAS e BARBOSA-
CANOVAS, 2008).

As vantagens dos filmes comestiveis e/ou biodegradaveis que tem
despertado interesse em fungao de suas possibilidades sdo: controlar a migragdo de
vapor de agua; permeabilidade ao oxigénio e didxido de carbono. Além disso,
existe a possibilidade de incorporagdo de aditivos nos filmes (antioxidantes,
aromas, agentes antimicrobianos e nanomateriais) melhorando com isso a
qualidade do produto (KESTER e FENNEMA, 1986; LAGARON et al., 2005;
SINHA RAY e BOUSMINA, 2005; BERTUZZI et al., 2007; SORRENTINO et
al., 2007).

A utilizagdo dos filmes como embalagem nos alimentos exige que os
mesmos possuam adequada barreira a umidade e gases, propriedades mecanicas
que garantam a integridade durante o manuseio, transporte ¢ consumo (GARCIA

etal., 2009; HAMBLETON et al., 2009).
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Com base nisso o objetivo dessa etapa ¢ preparar filmes contendo
nanoparticulas (NPs) de quitosana (QS) e TPP (tripolifosfato de sodio), que sdo
materiais aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso em
alimentos e incorporar essas Nps em filmes de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
polissacarideo comestivel ja utilizado na industria de alimentos. Com a
incorporagdo das nanoparticulas busca-se a obtencdo de filmes com propriedades

melhores que os filmes de HPMC puro.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Materiais

- Quitosana; a quitosana utilizada foi da Polymar, Fortaleza-Brasil.
(MW= 71,3 kDa, grau de desacetilagdo 94%).

- Tripolifosfato de Sodio (TPP); obtido da Aldrich (St. Louis, USA).

- Acido acético; obtido da Aldrich (St. Louis, USA).

-Hidroxipropil Metilcelulose (HPMC); obtido apartir da Dow
Chemical Co. (Midland, Mich., U.S.A.).

4.2.2. Métodos

4.2.2.1. Preparacao dos filmes

Para o preparo dos filmes foi empregada a técnica de “casting”, como
descrito no capitulo anterior. Os filmes com nanoparticulas de QS-TPP foram
obtidos através da adicao de 3,0 g de HPMC em 100 mL de solugdao de
nanoparticula (recentemente sintetizada, capitulo II). Apos a adigcdo a solucdo foi
deixada sob agitagdo magnética por 12 horas. Depois das solugdes filmogénicas
preparadas, esta foi acondicionada em temperatura ambiente por 6 horas para
degasagem. A solug¢do foi colocada sobre uma placa de vidro (30 x 30 cm)

recoberta com um filme de polietileno e o filme foi obtido. As espessuras dos
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filmes foram ajustadas com uma barra de nivel (0,5 mm) e as placas deixadas sobre
uma superficie plana em temperatura ambiente por 24 horas. Apds os filmes secos,

esses foram retirados das placas e alocados em sacos plésticos.

4.2.2.2. Caracterizacao dos Filmes

4.2.2.2.1. Determinacao da espessura

As medidas das espessuras dos filmes foram realizadas utilizando um
micrometro digital (No. 7326, Mitutoyo Manufacturing, Japan) em 5 diferentes
pontos ao redor do filme. Os valores obtidos foram utilizados para calcular os

valores de permeabilidade ao vapor de dgua e propriedades mecanicas.

4.2.2.2.2. Propriedades Mecéanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas pelos testes
de tracdo. Os filmes foram deixados em ambiente com 30% umidade relativa a 24
°C por 48 horas, antes dos testes de tragdo, como os do capitulo anterior (item
3.2.2.2.4). Os filmes foram cortados em forma retangular nas dimensdes de acordo
com o método ASTMDS882-97: 15 mm de largura e 100 mm de comprimento. O
equipamento utilizado para a analise foi um Instron Universal Testing Machine
(Model 1122, Instron Corp., Canton, Mass., U.S.A.). As propriedades mecanicas
dos filmes, avaliadas em funcdo do tamanho de particulas foram avaliadas com
relacdo a tensdo (o) e mddulo de elasticidade (E) em temperatura ambiente. A
velocidade de tracionamento utilizada foi de 50 mm/min.

A deformacao (¢) dos filmes foi determinada pela equagdo (4.1):

€= ln(LL)

0

4.1)
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onde L e Ly s3o os comprimentos de elongacao do filme durante o experimento e o

comprimento inicial do filme, respectivamente.

A tensdo (o) foi determinada medindo-se a for¢ca necessdria para

rasgar o filme. Os valores de ¢ foram calculados utilizando a equagao (4.2):

_F
°=3 (42)

onde F ¢ o valor da for¢a de ruptura exercida e S ¢ a area seccional do filme.

O modulo de elasticidade (E) foi calculado a partir da inclinagao
inicial da curva obtida tensdo-deformacdo (o vs €). As propriedades mecanicas

foram avaliadas em fun¢ao da concentragdo e tamanho das particulas.

4.2.2.2.3. Permeabilidade ao Vapor de Agua (WVP)

Valores de permeabilidade ao vapor de agua foram determinados a
partir do método modificado ASTM E96-92, utilizado para determinar a umidade
relativa (RH) do filme, descrito na literatura por MCHUGH et al. (1993). Para
cada tratamento sdao utilizados quatro filmes (4 replicatas) que foram cortados em
forma circular (15,5 cm de diametro). Na parte interna de placas de Teflon®
adicionou-se 6 mL de agua destilada. Sobre a agua, o filme foi fixado na placa com
cola de silicone, outra placa foi colocada sobre a primeira e fixada com quatro
parafusos. As placas foram alocadas em um gabinete com controle de umidade
utilizando sulfato de célcio (0 % RH) (W.A. Hammond Drieritr Co., Xenia, Ohio,
U.S.A.). As massas das placas foram pesadas periodicamente e anotadas para o

calculo da % RH e valores de WVP.
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Permeabilidade ao vapor de dgua (WVP) foi calculada com base na
seguinte equacao 4.3:
WVTR

WVP =——y 43
(pz _p3) *3)

onde y ¢ a espessura média dos filmes e p; € pressdo parcial de vapor do

lado superior do filme.

4.2.2.2.4. Permeabilidade ao Oxigénio (O,P)

A taxa de transmissdo de oxigénio foi determinada utilizando um
aparelho OX-TRAN 2/20 (Modern Controls Inc., Minneapolis, MN) a 25 °C a
partir do método padrao D3985 (ASTM, 1995), com uma umidade relativa de 55 +
1% . Cada filme foi fixado em um suporte com uma 4rea de abertura de 5 cm®. As
amostras do filme, no instrumento de medida, foram submetidas a 100% de gas
oxigénio de um lado e de um gas de arraste contendo 98% de nitrogénio e 2% de
hidrogénio do outro lado. O equilibrio foi programa para 10 horas de experimento.
A permeabilidade ao oxigénio foi calculada, dividindo a taxa de transmissdao de O,
pela diferenca da pressdao parcial de O, entre ambos os lados do filme e
multiplicando pela média das espessuras dos filmes. Quatro replicatas de cada
filme foram avaliadas. A unidade utilizada para as medidas de O,P ¢ cm® pm/m’ d

kPa.

4.2.2.2.5. Termogravimetria (TG)
A temperatura de degradacdo foi analisada em um TGA Q-500.

Utilizou-se uma massa de amostra de 6-7 mg. Os experimentos foram realizados na

faixa de temperatura de 20 — 500 °C com razdo de aquecimento de (10 °C min™)
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~ . A . . .-l
para cada amostra. A vazdo de nitrogénio foi mantida em 60 cm’ min”'. O porta

amostra utilizado foi de platina. As andlises foram realizadas em triplicata.

4.2.2.2.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscopio eletronico Hitachi S-4700 (Hitachi, Toronto, Ontario,
Canada) foi utilizado para analisar a morfologia dos filmes contendo NPs. As
amostras foram fixadas em corpos de prova de aluminio, com ajuda de fita de
carbono (Ted Pella Inc., Redding, CA, USA) e recobertas com ouro (Denton
Vacuum Inc., Moorestown, NJ, USA), por 45s a 20 mA. Todas as amostras foram

examinadas com uma voltagem de 1,5 kV com ampliac¢des de 40,000 x e 60,000 x.

4.2.2.2.7. Andlise Estatistica

As analises de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando-se o
programa Minitab® versao 14.12.0 (Minitab Inc., State College, Penn., USA). As
diferencas significativas entre as médias foram identificadas através do teste de
Tukey (p<0,05). Esse recurso foi adotado para avaliar a significancia da diferenca

entre as médias.

4.2.2.2.8. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas de acordo com o procedimento
apresentado no Capitulo III.

O equipamento utilizado foi da marca TA Instruments, modelo Q100.
Aproximadamente 4-6 mg de amostra foram colocadas em panelas de aluminio,
sob atmosfera de nitrogénio a um vazao de 50 mL/minuto, com uma razao de
aquecimento de 10 °C/minuto até 180 °C. A temperatura de transicao vitrea (Tg) foi
obtida no ponto de inflexdo entre as linhas bases pela variagdo da capacidade

calorifica da amostra.
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4.3. Resultados e Discussoes

4.3.1. Propriedades Mecanicas

Os filmes foram obtidos com sucesso pelo método proposto. A
aparéncia desses foi satisfatoria, uma vez que se apresentou transparente € com boa
maleabilidade para manuseio. Com base nisso, partiu-se para analises das
propriedades a serem pesquisadas.

Para manter a integridade e a propriedades de barreira, os filmes
devem ser capazes de resistir ao estresse normal encontrado durante sua aplicagao
subseqiiente. Normalmente, uma alta resisténcia mecanica ¢ requerida, mas os
valores de deformagdo devem ser ajustados de acordo com a aplicacdo
(CALLEGARIN et al., 1997). Segundo CALLEGARIN et al., (1997), as
propriedades mecanicas dos filmes dependem das interagdes entre os componentes,
ou seja, da formacao de ligagdes moleculares fortes ou numerosas entre as cadeias.

O efeito da adigao de nanoparticulas de QS-TPP nas propriedades
mecanicas dos filmes de HPMC pode ser avaliado na FIGURA 4.1.

Pode ser observado que a incorporagdo de NPs nos filmes de HPMC
modifica significativamente a resisténcia do filme. A tensdo de ruptura da matriz
dos filmes de HPMC sem nanoparticula inclusa ¢ de 28,3 £ 1,0 MPa. Com a
introducao de NPs com tamanho médio de 85 nm a tensdo aumentou para 62,6 +
1,0 MPa. A adi¢dao de nanoparticulas na matriz apresentou um efeito reforcante, o
que foi coerente com trabalhos da literatura publicados previamente para outros
sistemas nanoestruturados (PEREIRA DE ABREU et al., 2007).

O aumento na concentragcdo de solvente (agua) provoca uma reducado
das interagdes moleculares entre as cadeias adjacentes, aumentando a interagdo
entre as macromoléculas ¢ o solvente (VRENTAS e DUDA, 1978; SOBRAL,
2000). Dessa forma, com a adi¢do de nanoparticulas ocorre um aumento das

interacdes moleculares entre as cadeias adjacentes, devido a diminui¢do na
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concentracdo de solvente. Com o aumento das interagdes, entre as particulas e o
material formador do filme, um maior reforcamento do filme ¢é observado.
(FACKHOURI, 2002; JAWAHAR e BALASUBRAMANIAN, 2006) .

O estudo revela que com a inser¢ao de particulas menores de QS-TPP,
nos filmes ocorre uma interacdo dessas particulas com a matriz de HPMC. Essas
particulas sdo assim distribuidas de forma homogénea e com a evaporacao da dgua
durante a formagao do filme, o compdsito formado QS-TPP/HPMC ¢ estabilizado.
As particulas maiores nesse caso causam uma diminui¢do nas propriedades
mecanicas devido a interagdo ndo homogénea na matriz. Segundo DEBEAUFORT
e VOILLEY (1995), um filme com estrutura heterogénea apresenta
descontinuidades na rede, que aumentam a fragilidade do filme, devido a pontos
preferenciais de quebra.

Uma segunda explicagdo ¢ que particulas maiores possuem maior
quantidade de grupamento do tripolifosfato, assim como em meio &cido esses
grupamentos também estdo protonados como a matriz de HPMC pode estar
ocorrendo uma repulsdo entre os materiais o que prejudica as propriedades
mecanicas do filme. Outros fatores podem atuar também, como agregacdo das
particulas na matriz.

Andlises de ANOVA mostraram que a adicdo de nanoparticulas
apresentou uma grande influéncia nas propriedades finais do filme, demonstrando
claramente o efeito de refor¢amento dos filmes provocado pelas nanoparticulas.

A elongacao corresponde a maxima variacdo no comprimento da
amostra antes da quebra ou ruptura, ou seja, mede a capacidade de esticar.

A percentagem de elongacdo do filme varia quando NPs sdo
adicionadas na matriz do filme. Elongacdo ¢ geralmente obtida no ponto de ruptura
e ¢ expressa como porcentagem de aumento do comprimento original da amostra.

Essa variagdo nos valores de elongacdao pode ser observada na TABELA 4.1. O
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aumento na elongacdo aumenta a tenacidade dos filmes. Assim ¢ observado que
filmes contendo NPs com tamanho médio de 85 nm apresentam maior tenacidade
que os filmes sem NPs. Esse fato ¢ devido a menor rigidez que esse a matriz com

insercao desse tipo de NP apresentou.
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FIGURA 4.1: Efeito da incorporagao de nanoparticulas na tensao de
filmes de HPMC. As colunas mostram os valores médios e as barras de erro

indicam os desvios. As diferentes letras nas colunas indicam significancia a P <

0,05. Ou seja, a#b #c.

O modulo de elasticidade ou mddulo de Young mede a rigidez do
filme. De acordo com a TABELA 4.1 o mddulo de elasticidade ndo apresentou
variacdo significativa com os diferentes tamanhos de NPs. O que se observou foi

um pequeno acréscimo com a adi¢cao de NPs.
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TABELA 4.1: Efeito da presenga e tamanho de particulas, no médulo

de elasticidade e elongacao dos filmes contendo nanoparticulas de QS-TPP.

Tamanho de Mdadulo de Elongacéao
particula (nm) | elasticidade (%)
(MPa)
(sem 900 + 34 2 8,1+0,72
nanoparticula)
85 1264+65° | 11,1+1,0°
110 1190 £93° 52+2,1°
221 1204 £ 64 ° 57+1,0°

* As diferentes letras nas colunas indicam significancia a P < 0,05. Ou seja, a # b # c.

Como no capitulo anterior, foram medidos os valores de resisténcia

dos filmes apds um periodo de sete meses (TABELA 4.2).

TABELA 4.2: Tensdao para filmes de HPMC com diferentes

concentragdes e tamanhos de particulas, apos sete meses de estocagem.

Tamanho de Particula Tensdo (MPa) apds
(nm) 7 meses de estocagem
85 57,6+ 1,5
110 46,7+ 1,0
210 33,1£ 2,0

Com essas medidas comprovou-se que esses

mantiveram suas propriedades de tensao sem alteracdo com o armazenamento.

filmes também



4.3.2. Permeabilidade ao Vapor de Agua (WVP)

Muitos estudos na area da ciéncia de alimentos tém se empenhado na
produgdo de embalagens comestiveis, que apresentam propriedades de atuar como
barreira para a transferéncia de agua através dessa embalagem (HONG e
KROCHTA, 2004; KIM et al. 2003; PEREZ-GAGO e KROCHTA, 2001). Um
dos problemas com filmes compoésitos na industria de alimentos esta relacionado
com a alta permeabilidade ao vapor de agua. A permeabilidade em filmes ¢
controlada por difusividade e solubilidade de 4gua da matriz do filme.

Com o uso de nanociéncia, novas formas de organizagdo dessa matriz
podem prevenir a migragao de vapor de agua através dela. Com base nisso, na
TABELA 4.3 ¢ apresentado os valores de WVP para filmes de HPMC e

nanoparticulas com diferentes tamanhos.

TABELA 4.3: Efeito da presenga e tamanho de particula no WVP dos
filmes de HPMC.

Tamanho de WVP RH (parte de baixo
Particula (@mm K™ Pa™ h™ m?) do filme) (%)
(nm)
(sem nanoparticula) 0,794 +0.03 € 78,2+0,7 2
85 0,331 £0.06 ¢ 79,6 + 0,3 @
110 0,451 +0.05 79,4 +0,5®
221 0,587 +0.05° 79,5+ 0,92

* As diferentes letras nas colunas indicam significancia a P < 0,05. Ou seja, a# b # c.
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Os valores de WVP dos filmes podem ser representativos como
método de comparagao entre eles, se for utilizada a mesma dire¢ao da forca para a
difusdo do vapor de agua para cada filme (McHUGH et al. 1993). A umidade
relativa (RH) da face inferior do filme foi mantida semelhante para todos os filmes
(79,2 £ 0,6 %) da TABELA 4.3.

De acordo com andlises de variancia, observou-se que a presenca de
nanoparticulas de QS-TPP nos filmes, provoca um decréscimo nos valores de WVP
desses filmes. Esse fato ¢ muito importante no campo da nanotecnologia. O valor
de WVP para filmes sem nanoparticulas ¢ de 0,794 g mm kPa’' h' m® O
decréscimo nos valores de WVP ¢ atribuido a formacao de ligagdes de hidrogénio
entre a quitosana e a matriz de HPMC, o que influencia na difusdo do vapor de
agua. A estrutura dos filmes contendo nanoparticulas ¢ mais compacta o que
dificulta a difusdo do vapor através do filme. Além disso, hd a influéncia do
aumento dos obstaculos encontrados pelo vapor ao atravessar a matriz do filme, ou
seja, o caminho para permear se torna mais tortuoso.

Nanoparticulas com tamanho pequeno induzem um maior decréscimo
nos valores de WVP, quando comparado com os valores calculados para particulas
maiores. Isso ocorre, porque com a adi¢do de particulas de tamanho menor nos
filmes, essas apresentam maior habilidade em ocupar os espagos vazios, 0s poros,
do filme. O que resulta em filmes com maior potencialidade de utilizagdo como
barreira ao vapor de agua. Ou seja, essas particulas menores nesse caso ndo t€ém a
caracteristica de se agregarem e sim de total dispersao na matriz.

No trabalho descrito por LOTTI et al. (2008) ¢ observado que filmes
nanocompdsitos (HDPE + argila organofilica) apresentaram um decréscimo
significativo nas propriedades de barreira (vapor e oxigénio) em comparagao ao
filme de HDPE puro. A eficiéncia do refor¢o e controle da permeabilidade

provocado por celulose microcristalina em tamanho nanométrico incorporada em
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filmes de HPMC, ¢ relatada por DOGAN e MCHUGH, (2007). RHIM et al.,
(2006) estudaram a influéncia de nanoestruturas nos valores de WVP de filmes de
quitosana. Os valores de WVP dos filmes de quitosana sio de 1,31 + 0,07 g mm K
Pa' h' m? Dependendo do tipo de NP os valores de WVP nos filmes
nanocompdsitos decrescem significativamente em 25-30%. Isto ¢ atribuido a
presenca de camadas dispersas de nanoparticulas na matriz polimérica, o que
contribui para que o vapor de agua percorra o filme por um caminho mais tortuoso
em torno das nanoparticulas, aumentando, assim, a dificuldade da difusdao. Uma
vantagem do nosso sistema ¢ que o decréscimo nos valores de WVP chegaram a

60% (QS-TPP com 85 nm de tamanho) quando comparado com o filme sem NPs.

4.3.3. Permeabilidade ao Oxigénio (O,P)

O resultado das andlises de permeabilidade dos filmes de HPMC com
¢ sem nanoparticulas, foram avaliados com base nos parametros citados nos
métodos experimentais. A O,P do filme de HPMC controle foi de 182,34 + 1,11
cm’ pm/m’ d kPa. Com a adi¢iio de nanoparticulas nos filmes com tamanhos de 85;
110 e 210 nm, os valores de O,P decresceram para 179,5 + 1,0; 175,7+ 1,2 ¢ 175,0
+1,2 ecm’ um/m” d kPa respectivamente.

Com a adi¢do de nanoparticulas de QS-TPP a permeacdo de oxigénio
através do filme ndo ¢ alterada consideravelmente. Esses resultados podem ou nao
ser considerados bons, uma vez que se a finalidade de utilizagao do filme nao
necessitar de grande melhoria nas propriedades de barreira contra gas oxigénio, o
filme pode ser utilizado sem nenhum problema. Em alguns casos a unica
preocupacao ¢ com propriedades mecanicas do HPMC, sendo assim a utilizagao

desse filme sem alteragdo na permeabilidade de gas oxigénio nao ¢ descartada.
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4.3.4. Degradacdo Térmica

Esta técnica foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica dos filmes
de HPMC, considerando a possibilidade de utilizd-los como coberturas, envoltorio
ou como embalagens de alimentos, que podem ser submetidos a processos térmicos
durante a preparagao, processamento ou mesmo no consumo (BARRETO, 2003).

Na FIGURA 4.2 sao apresentadas as curvas de TG dos filmes de
HPMC contendo as nanoparticulas de QS-TPP.
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FIGURA 4.2: Curva TG dos filmes de HPMC (A) e do filme de
HPMC com NPs de 110 nm (B). As andlises foram realizadas em atmosfera de
nitrogénio com vazio de 60 cm’ min”', amostra com massa de 6-7 mg e porta

amostra de platina.

O inicio das curvas representa a diferenga na eliminagao de volateis
pelos materiais. Como todas as amostras foram preparadas e analisadas da mesma
forma, a diferenca na eliminacdo de volateis € representativa. A amostra de filme

de HPMC que cont¢ém NP apresenta uma eliminacdo maior de volatil, que a
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amostra que contém somente HPMC. Uma das possibilidades ¢ que esses volateis
sejam dgua adsorvida na estrutura do filme. Assim o filme com NPs possuem maior
capacidade de reter vapor de agua. Esse fato esta de acordo com os dados do item
anterior, onde mostra que filmes com NPs apresentam menor capacidade de
permeacao de agua.

A medida que a temperatura aumenta a massa se mantém constante ate
cerca de 232 °C para o filme de HPMC puro. Com a adicdo de NPs a massa se
mantém constante até cerca de 271 °C, para filmes com NPs de 110 nm.

Essas temperaturas correspondem ao inicio da temperatura de
degradagdo (Td). A temperatura de degradacao foi similar para todos os filmes que

contém NPs, como pode ser observado na TABELA 4.4.

TABELA 4.4: Temperaturas de degradagao de filmes de HPMC sem

e com nanoparticulas.

Filme Tamanho de Particula TD (°C)
(nm)
HPMC Sem nanoparticula 232
HPMC + nanoparticula 85 279
HPMC + nanoparticula 110 271
HPMC + nanoparticula 221 276

A adi¢do de nanoparticulas nos filmes modificou sua caracteristica
térmica. A presenca das NPs aumentou a estabilidade térmica dos filmes. Esse fato
¢ relevante para a sintese por ‘“casting” desses filmes. Uma maquina de escala

laboratorial, para a preparacao de filmes comestiveis, pode operar em escala piloto
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para secagem dos filmes calibrada em 100-132° C, que leva cerca de 12 min para a

secagem (DU et al. 2008).

4.3.5. Morfologia dos Filmes

Viérios estudos envolvendo a avaliacdo de biofilmes tém utilizado a
micrografia eletronica de varredura (MEV) como ferramenta, buscando
correlacionar as propriedades dos mesmos com a estrutura morfologica (SOUZA,
2001). Em fungdo da grande profundidade de foco e da alta resolugdo, tais analises
podem permitir a visualiza¢ao da estrutura do filme ¢ dos constituintes adicionados
(CARVALHO, 2002).

MEYV foi utilizada para avaliar a morfologia dos filmes de HPMC puro
e dos filmes que contém NPs. Na FIGURA 4.3 ¢ apresentada a micrografia do
filme de HPMC puro (FIG.4.3a) e filme de HPMC com NP (FIG.4.3b).

(a) (b)
FIGURA 4.3: Micrografias eletronicas de varredura de filmes de
HPMC puro (a) e filme de HPMC contendo nanoparticula de QS-TPP com 221 nm

(b).
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O filme controle preparado a partir da solucdo contendo 3% (m/v) de
HPMC em agua apresenta alto grau de porosidade distribuida através do filme.

Com a adicao de nanoparticulas de quitosana no filme (FIG. 4.3b) foi
observado que o filme apresentou maior compactagdo e rugosidade na sua
superficie. Devido a essa compactagdo, foram observados anteriormente diferentes

valores de WVP e propriedades mecanicas para filmes com e sem nanoparticulas.

4.3.6. Estudos de Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC)

A FIGURA de DSC para calculo da Tg dos filmes de HPMC puro,
estd representada no Capitulo III na FIGURA 3.6.

A Tg dos filmes de HPMC puro estd em torno de 169 °C. Para os
filmes contendo nanoparticulas de QS-TPP os valores da Tg nao apresentaram
grande variacdo. Com a adi¢cdo de nanoparticulas com 85, 110 e 221 nm os valores
de Tg calculados foram de 174, 172 e 168 °C, respectivamente. Apesar de um leve
aumento, os valores permaneceram sem muita variacdo. Uma maior temperatura de
Tg foi apresentada para nanoparticulas com menor tamanho. Talvez a interagdo
dessas com matriz do polimero HPMC seja mais favorecida, o que pode ser
explicado pela maior tensdo apresentada por esses filmes nas andlises de
propriedades mecanicas. Os fatores que influenciam nesse pequeno aumento sao
também os que foram discutidos no capitulo anterior (item 3.3.8): aumento da
rigidez das cadeias moleculares, novos grupos volumosos, aqui representados pelas

NPs, inseridos no filmes, entre outros fatores.

4.4. Conclusodes
Os filmes elaborados com HPMC e nanoparticulas de QS-TPP,

apresentaram-se manusedveis e visivelmente homogéneos.
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A presenga de NPs melhora significativamente as propriedades de
barreira (WVP) e propriedades mecanicas dos filmes. A resisténcia mecanica dos
filmes foi preservada por um periodo de sete meses. A diferenca de tamanho das
nanoparticulas também resultou em filmes com diferenga nessas propriedades. As
nanoparticulas menores foram as que apresentaram filmes melhores (menor
transferéncia de vapor de agua através do filme e melhor propriedade mecanica).

A temperatura de degradacdo térmica aumentou nos filmes contendo
nanoparticulas de 232 °C para 271 °C. A importancia disso, ¢ que a presenca de
NPs nos filmes de HPMC resulta em filmes com uma maior termo-estabilidade.

As imagens de MEV revelaram que os filmes de HPMC contendo
NPs, apresentaram estrutura mais densa e compacta que os filmes puros. Os valores
de transicdo vitrea ndo apresentaram diferenca significativa nos filmes com
nanoparticulas inclusas.

Assim, o uso de nanotecnologia pode melhorar a funcionalidade desses
filmes na aplicacdo como em alimentos que necessitam de embalagens com baixa

permeabilidade de agua e maior resisténcia.
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CAPITULO V: Consideracdes Finais
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5.1. Conclusoes Gerais
e O principal resultado alcangado pelo presente trabalho foi sintetizar
nanoparticulas de quitosana e aplicar essas na melhoria das propriedades de filmes

sintetizados a partir de hidroxipropil metilcelulose.

e As nanoparticulas de quitosana foram sintetizadas com sucesso,
utilizando os métodos aplicados de polimerizacio em molde e gelatinizagao

ionotropica.

e A obtencao de nanoparticulas de tamanhos diferentes para posterior

comparac¢do de propriedades foi efetiva para ambas as sinteses.

e Obteve-se com éxito, filmes de HPMC contendo nanoparticulas de

quitosana.

e As propriedades mecanicas e de barreira dos filmes de HPMC foram
significativamente melhoradas com a inser¢do de nanoparticulas de ambas as

sinteses.

e Os filmes com as melhores propriedades, foram obtidos a partir da
incorporagdo de nanoparticulas obtidas pelo método de polimerizacdo em molde,
utilizando 0,2% m/v de quitosana na sintese inicial. Essas nanoparticulas
apresentam maior estabilidade e melhores propriedades dos filmes onde foram

inseridas.

e O estudo contribuiu para o desenvolvimento de metodologia de

inclusdao da nanotecnologia no setor de embalagens para alimentos.
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5.2. Sugestodes para trabalhos futuros

As conclusdes finais deste trabalho sugerem propostas para trabalhos
futuros.

Uma das propostas ¢ a continuidade do estudo das propriedades
mecanicas e de barreira dos filmes, utilizando como variavel a espessura e tempo
de secagem dos filmes, e a andlise toxicoldgica destes sistemas.

Outra possibilidade de trabalho futuro ¢ a realizagdo de testes da
estabilidade das propriedades dos filmes com o tempo de armazenamento, ¢ a
comparacao com filmes contendo outros tipos de nanoestruturas.

Outra proposta consiste na realizacdo de testes com o recobrimento de
frutos pelas embalagens, e monitoramento do tempo de conservacdo desse fruto.
Além de frutos e hortalicas, outros tipos de alimentos poderiam ser beneficiados
pelo revestimento ¢/ os filmes estudados, especialmente produtos que requeiram
embalagem com boa barreira a umidade, como biscoitos, produtos desidratados,

queijos, etc. Testes de biodegradabilidade dos filmes também podem ser feitos.
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