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RESUMO

A utilizagdo de polimeros de fontes renovaveis € amplamente estudada e esses séo, em geral,
biodegradaveis, biocompativeis e podem ser obtidos a custo relativamente baixo. O presente
trabalho tem como objetivo apresentar os resultados da producéo de um biofilme de alginato
aditivado com vanilina utilizando o glicerol como plastificante e o cloreto de calcio como
agente reticulante. Os biofilmes a base de produtos naturais sdo de bastante interesse na
indUstria farmacéutica por apresentarem baixa rejeicdo pelo organismo. O alginato, um
polissacarideo encontrado nas paredes celulares de algas marrons, possui boas
propriedades para o0 uso como biomaterial, devido a sua biodegradabilidade e
biocompatibilidade. Os curativos de alginato ja sdo uma realidade terapéutica, porém, eles
atuam apenas mantendo o ambiente adequado para a cicatrizacdo. Com o intuito de
melhorar suas propriedades, foi proposta a incorporacdo da vanilina devido ao potencial
antioxidante e antimicrobiano. Diferentes biofilmes foram produzidos com o auxilio do
planejamento de experimentos e mediante a analise da superficie de resposta, o quer permitiu
determinar a melhor regido para um médio valor de solubilidade e alto grau de
intumescimento. Esta regido se refere a valores acima de 0,07g de CaCl, e concentragdes
superiores a 0,024g de vanilina, desencadeando uma solubilidade entre 25 e 30% e o grau de
intumescimento superior a 100% e com valores fixos de alginato (0,85g). Quanto a
otimizacdo do processo, o0 método NBI pdde analisar regides concavas, prevendo os pontos
6timos e gerando o grafico de Pareto com limites equidistantes O teste antimicrobiano
permitiu observar a atividade antimicrobiana contra 0s micro-organismos Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa dos biofilmes validados na otimizagdo, bem como uma solucéo de
vanilina com cloreto de célcio e glicerol, comparando os resultados com o filme controle e
obtendo um halo de inibicdo apenas na presenca de vanilina. As andlises térmicas de
termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial demonstraram que o material possui
estabilidade térmica, na faixa de temperatura ideal para a aplicagdo como um biomaterial, por

exemplo, o biocurativo.

Palavras-chave: Biopolimeros; Biomateriais; Alginato; Vanilina; Biocurativo.



ABSTRACT

The use of polymers from renewable sources is widely studied and these are, in general,
biodegradable, biocompatible and can be obtained at relatively low cost. The present work
aims to present the results of the production of an alginate biofilm additived with vanillin
using glycerol as plasticizer and calcium chloride as cross-linking agent. Dressings based on
natural products are of great interest in the pharmaceutical industry because they present low
rejection by the body. Alginate, a polysaccharide found in the cell walls of brown seaweed,
has good properties for use as a biomaterial, due to its biodegradability and biocompatibility.
Alginate dressings are already a therapeutic reality, but they act only by maintaining the
appropriate environment for healing. With the intention of improving its properties, the
incorporation of vanillin was proposed due to its antioxidant and antimicrobial potential.
Different biofilms were produced with the help of experiment planning and by means of
response surface analysis, which allowed determining the best region for a medium value of
solubility and high degree of intumescence. This region refers to values above 0.07g of CaCl2
and concentrations above 0.024g of vanillin, triggering a solubility between 25 and 30% and
the degree of intumescence higher than 100% and with fixed values of alginate (0.85g). As for
the optimization of the process, the NBI method was able to analyze concave regions,
predicting the optimal points and generating the Pareto chart with equidistant limits The
antimicrobial test allowed the observation of the antimicrobial activity against Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa microorganisms of the biofilms validated in the
optimization, as well as a solution of vanillin with calcium chloride and glycerol, comparing
the results with the control film and obtaining a halo of inhibition only in the presence of
vanillin. Thermal analyses of thermogravimetry and differential exploratory calorimetry have
shown that the material has thermal stability, in the temperature range ideal for application as

a biomaterial, for example, bio-curative.

Key-words: Biopolymers; Biomaterials; Alginate; Vanillin; Bio-curative.
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1. INTRODUCAO

Os polimeros possuem papel fundamental na evolugdo industrial e no bem estar da
humanidade. Estes materiais podem ser encontrados em produtos simples, como também
naqueles complexos, com as mais diversas aplicacdes (DE OLIVEIRA, 2014; FELDMAN,
2008).

A sua utilizagdo contribui para o desenvolvimento econdmico e a melhoria da
qualidade de vida da sociedade, entretanto, com aumento da poluicdo ambiental. A maioria
dos materiais poliméricos é produzida por sintese quimica de derivados do petroleo, o que
dificulta sua decomposicdo na natureza (THIRE, 2013). A preocupagdo em minimizar
possiveis problemas ambientais, causados pelo descarte incorreto desses produtos, leva ao
estudo e producdo de polimeros biodegradaveis (ALARCON et al., 2017).

Os polimeros advindos de fontes naturais sdo chamados de biopolimeros, podem ser
produzidos a partir de proteinas, polissacarideos, lipidios e apresentar biocompatibilidade e
baixo custo de producdo devido & abundéncia de matéria prima (BAGNATO et al., 2017;
PIRES; MORAES, 2015).

Segundo Almeida (2010), os filmes produzidos por biopolimeros, ou seja, biofilmes
podem ser empregados na industria de alimentos sob a forma de embalagens ativas e também
na area da saude e farmacéutica. A vantagem da utilizacdo esta associada a sua capacidade de
manipulacdo, pois, permitem modificacbes na superficie que podem conferir novas
caracteristicas.

O alginato é um polissacarideo, extraido de algas marinhas, utilizado como polimero
natural e que apresenta caracteristicas como a acdo gelificante e espessante,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, potencial antimicrobiano, formacao de géis e filmes.
Podendo ter aplicacBes em alimentos, cosméticos, na area médica e farmacéutica, por
exemplo, em sistemas de liberacdo de farmacos, curativos e substitutos de pele temporéarios
(CARVALHO, 2019; GEORGE; ABRAHAM, 2006; AGUERO et al., 2017).

A fragilidade dos filmes biodegradaveis de alginato leva a necessidade do uso de um
agente plastificante que atue como redutor das forcas intermoleculares e aumentando a
mobilidade das cadeias poliméricas, a flexibilidade, resisténcia e estabilidade do produto final
(LINS, 2018; BAGNATO et al., 2017; PIRES; MORAES, 2015). O glicerol € um material
com funcdo plastificante de baixo custo, utilizado na producéo de biofilmes poliméricos.
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Como os sistemas formados por alginato e glicerol sdo hidrofilicos, ou seja, exibem
baixa resisténcia a 4gua, o que pode limitar sua aplicabilidade, a alternativa se apresenta na
preparacdo dos filmes a partir de polissacarideos submetidos a processos de reticulacao, o que
pode reduzir a sensibilidade a agua (JUNIOR, 2017; XU et al., 2003; ROGER et al., 2006).

A vanilina, extraida da vagem da baunilha, na pratica, pode ser utilizada em
aplicacdes, como por exemplo, na liberagdo controlada de substancias ativas, (WALTON et
al., 2003; NOGUEIRA, 2018). Sendo sua adicdo ao filme alginato/ glicerol uma busca de
usufruir das suas propriedades antioxidante e antimicrobiana.

Assim sendo, esse trabalho teve como intuito a producdo de um biofilme a base de
alginato e vanilina utilizando o glicerol como plastificante e o cloreto de calcio como agente
reticulante e uma possivel aplicacdo como biocurativo. Os biofilmes foram preparados por
Casting, isto €, aliquotas da solucdo filme-formadora foram vertidas em placas de Petri e
submetidas a secagem. O planejamento de experimentos foi utilizado visando o estudo das
variaveis, alginato, vanilina e cloreto de calcio, em detrimento as respostas almejadas: baixa
solubilidade e alto grau de intumescimento, a fim de encontrar a melhor regido para a
producdo dos biofilmes, passando por um processo de otimizagdo. Posteriormente eles foram

caracterizados quanto a atividade antimicrobiana e propriedade térmica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Esse trabalho teve por objetivo principal produzir um biofilme a partir de

alginato e vanilina.
2.2. Especificos

e Realizar um planejamento experimental aplicado a preparacao do biofilme;
e Analisar o biofilme quanto & solubilidade e o grau de intumescimento;
e Encontrar uma regido 6tima para a producao por meio da superficie de resposta;

e Caracterizar quanto a atividade antimicrobiana e propriedade térmica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Polimeros

A natureza quimica dos polimeros comecou a ser conhecida no inicio dos anos vinte
(1920), por meio de pesquisas sobre a celulose, borracha natural e o amido. Os polimeros s&o
compostos por grandes cadeias de &tomos de carbono unidas por ligagcdes do tipo covalente e
pela repeticdo de unidades menores denominadas meros (ADEKUNLE, 2015; ZAHEDI,
REZAEIAN; RANAEISIADAT; JAFARI et al., 2010). A Figura 1 apresenta a formacao do

polimero através da unidade mero.

Figura 1. Representacdo da formacdo do polimero (Adaptado de SULZBACH,;
BRAIBANTE; STORGATTO, 2015)

Mero Polimero

A massa molecular dos polimeros esta diretamente relacionada ao grau de
polimerizacgéo e a disposicéo espacial dos meros na cadeia, fatores os quais podem influenciar
em propriedades como a viscosidade da solucdo, temperatura de fusdo, forca elastica e
resisténcia ao calor (PIRES; MORAES, 2015; SANTOS, 2005). As moléculas com baixo
grau de polimerizacdo, chamadas oligdbmeros, produzem solugbes com menor viscosidade
devido ao efeito do tamanho da cadeia.

Os materiais poliméricos se diferem de outras classes, como 0s metais e ceramicos,
por apresentarem caracteristicas similares como resisténcia a tracdo, modulo de elasticidade, o
alongamento na ruptura, a resisténcia ao impacto, mas sdo atraentes pelo menor custo e a
capacidade de serem obtidos e processados por diversas técnicas (BIERHALZ; DA SILVA;
KIECKBUSCH, 2012; DE SOUZA, 2016; PIRES; MORAES, 2015).

O tamanho das moléculas poliméricas e seu grau de organizacdo dificultam o processo
de degradacéo, o que desencadeou a preocupacdo com o descarte, levando a necessidade de

pesquisas na obtencdo de materiais alternativos que mantenham as suas principais
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propriedades, mas que apresentem um tempo de degradacgéo reduzido (ALARCO et al., 2017,
BIERHALZ; DA SILVA; KIECKBUSCH, 2012; ZAHEDI et al., 2010).

3.1.1 Biopolimeros

Os biopolimeros sdo materiais que podem ser obtidos de fontes renovaveis como a
biomassa, 0s 6leos vegetais, a cana de aclcar e o amido como também de fontes nédo
renovaveis (QUINTAOQ, 2017). Os biopolimeros s&o compostos por cadeias heterogéneas com
a presenca de adtomos de oxigénio e nitrogénio na cadeia principal, além dos atomos de
hidrogénio, favorecendo a acdo de fungos, bactérias e micro-organismos, 0 que torna o
polimero possivel o processo de biodegradacdo (KALE et al., 2007; SWAPNIL et al., 2015).

A atividade bioldgica reduz o tamanho das moléculas menores do material tornando a
decomposicdo possivel e, consequentemente, reduzindo o impacto ambiental. (CALVAO,
2009; MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014; VASCONCELQOS, 2014).

A utilizacdo de polissacarideos na producdo de biofilmes é interessante ao mercado
devido a sua capacidade gelificante, espessante e biodegradabilidade. Este material é utilizado
na producdo de embalagens bioativas e, no ambito da medicina, na produgédo de dispositivos
biomédicos, os biomateriais, em virtude da baixa toxicidade, da biocompatibilidade e
multifuncionalidade (AGUERO et al., 2017; BOATENG; CATANZANO, 2015; CONDE,
2011; LEE; MOONEY, 2012; SACCHETIN et al., 2010).

3.2. Biomateriais

O Biomaterial pode ser definido como um material capaz de interagir com o sistema
bioldgico de seres vivos, permitindo promover o reparo de 6rgdos ou tecidos, aumentando ou
substituindo sua funcdo natural (GALLER et al., 2011; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Como nenhum deles é, individualmente, adequado para todas as situacBGes, novas
aplicacbes sdo continuamente desenvolvidas com os avancos da medicina (CONDE, 2011,
GEORGE; ABRAHAM, 2006)

Registros sobre a utilizagdo no corpo humano existem ha 9000 anos e estéo associados
aqueles tolerados pelo organismo (RATNER et al., 2004). Em mumias egipcias foram
encontrados Orgdos artificiais como: orelhas, olhos, dentes e narizes. Do mesmo modo,
chineses e indianos faziam a utilizac&o de colas, ceras e reconstrucdo de tecidos danificados
(PATEL; GOHIL, 2012). O conceito de biomateriais foi introduzido no século XX, apesar de

existirem relatos anteriores da aplicagdo desses, em sua grande maioria por tentativa e erro,
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nédo existiam pesquisas sobre a interagdo dos mesmos com o0 organismo e informacgdes sobre
toxicidade (RATNER et al., 2004).

O sucesso da utilizacdo de um biomaterial dependera da qualidade da matéria-prima e
do processo de fabricacdo, sendo de vital importancia o desenvolvimento de produtos com
alto desempenho, que interajam com o corpo hospedeiro cumprindo as especificacbes de
biocompatibilidade e biofuncionalidade, a0 mesmo tempo em que, devera possuir
propriedades mecénicas e fisicas adequadas com a aplicacdo final (PIRES; BIERHALZ;
MORAES, 2015).

Os biomateriais podem ser classificados, de acordo com a origem, em naturais ou
sintéticos e, quanto a sua composicdo em polimeros, metais ou ligas e ceramicos
(PETERSON; BRONZINO, 2014). Os materiais poliméricos possuem um campo amplo de
aplicacdo como biomaterial devido a sua capacidade de moldagem em diferentes formas
como fibras, tecidos e filmes (FIDELES, 2010).

Segundo Zactiti e Kieckbusch (2006), os filmes poliméricos podem ser utilizados
como veiculos de substancias que apresente acdo antimicrobiana e antioxidante. Motta (2012)
avaliou o potencial antioxidante de filmes de carboximetilcelulose com a incorporacdo de um
antioxidante natural, o a- Tecofenol, os quais apresentaram um bom perfil de liberacdo e
atividade antioxidante. Knapp (2017) desenvolveu e caracterizou filmes biodegradaveis,
utilizando extrato de erva mate como componente ativo na formulagdo de filmes de amido,
obtendo também bons resultados no potencial antioxidante. Norajit e colaboradores (2010)
realizaram estudos comparativos sobre a caracterizacdo e propriedades antioxidantes de
filmes de alginato biodegradaveis contendo extrato de ginseng e a incorporagdo melhorou o
potencial antioxidante do filme em comparagéo ao filme controle.

Dessa forma, os estudos acima citados, corroboram sobre uma cacteristica importante
dos filmes poliméricos, dentre eles os polissacarideos, sendo a possibilidade de incorporagédo
de substancias ativas, como também a sua liberacdo, com énfase nas antioxidantes e

antimicrobiana, estudada nesse trabalho, e assim uma possivel aplicacdo como biocurativo.

3.3. Polissacarideos

Os polissacarideos sdo polimeros que podem ser encontrados inimeros seres Vivos,
como: animais, plantas, algas e micro-organismos (HARVEY; FERRIER, 2012; NELSON;
COX, 2018). Estes polimeros podem ser utilizados como espessantes, gelificantes,

emulsificantes, hidratantes e de suspensdo, em diferentes aplicacBes nas industrias de
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alimento, cosmética, biomédica e farmacéutica (LU et al., 2019; NESIC; SESLIJA, 2017). As
principais caracteristicas dos polissacarideos se referem & biocompatibilidade e
biodegradabilidade, além do baixo custo de producdo, aliada a alta disponibilidade de matéria
prima (CONDE, 2011).

Alguns polissacarideos tém atraido a atencdo de pesquisadores das areas de
bioquimica e farmacologia devido as propriedades diferenciadas que permitem seu uso como
excipientes na liberacdo controlada de substancias e o aumento da estabilidade da preparacao
de produtos farmacéuticos. Os sistemas de liberacdo controlada a partir de polissacarideos sao
percebidos através de hidrogéis, revestimentos para farmacos, curativos e substitutos de pele
(AGUERO et al., 2017; CAMARGO, 2017; GEORGE; ABRAHAM, 2006; PIRES, 2016;
SILVA, 2017).

Em sua forma original ou modificada guimicamente, possuem boas propriedades
mecanicas para aplicagdes como filmes e a incorporacdo de outros compostos bioativos pode
ser feita por simples mistura fisica (KNAPP, 2017; MOTTA, 2012; NORAJIT et al., 2010).

Podendo citar como os exemplos mais comuns de polissacarideos: o amido, celulose,
pectina e o alginato (MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014; SOARES et al.,2004).

3.3.1. Alginato

O alginato é um polimero extraido da parede celular de trés espécies de algas marrons,
comuns em regides costeiras do Brasil, sendo elas: Laminaria byperborean, a Ascophyllum
nodosum e Macrocytis pyrifera (GOH; HENG; CHAN, 2012). Nas algas, esse polissacarideo,
representa um componente estrutural que corresponde a cerca de 40% da matéria seca dos
organismos citados (RINAUDO, 2008).

A sintese do alginato pode ser realizada por bactérias como Azotobacter e
Pseudomonas (PAWAR; EDGAR, 2012). Entretanto, a producdo ndo é considerada
economicamente vidvel para aplicacbes comerciais, sendo, portanto, restrita a praticas em
escala laboratorial (BRACCINI; PEREZ, 2001). Esses estudos indicam como uma alternativa
que permite a exploragdo controlada de fontes naturais e a obtencdo de materiais com
caracteristicas uniformes (LEE; MOONEY, 2012; LEONARD et al., 2004).

O alginato é constituido pelos acidos D-manurdnico (bloco M) e L-gulurénico (bloco
G), os quais se encontram dispostos de maneira irregular em porcdes variaveis de ligacdes

GG, MG e MM (Figura 2). A quantidade e a distribuicdo de cada monémero dependem da
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espécie, localizacio e a idade das algas (DE SOUZA, 2019; DRAGET; SKJAK-BRAK;
SMIDSR@D, 1997; FREITAS, 2020; SILVA, 2009). As caracteristicas da cadeia carb6nica
do alginato variam em funcao das sequéncias de blocos M e G, por exemplo, filmes formados
por alginato que possuem alto teor de acido L-gulurénico (G), apresentam melhores
propriedades mecanicas ( DE SOUZA, 2019).

Figura 2: LigacGes quimicas do alginato baseada nas interac@es dos blocos M, G e MG
(BRANDAO FILHO, 2019).
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Comercialmente, o alginato é encontrado na forma de sal, como o alginato de sodio,
potassio e amonio e as principais propriedades que sdo exploradas pela inddstria sdo sua
capacidade de aumentar a viscosidade das solucBes aquosas e de formar géis e filmes
(BRACCINI; PEREZ, 2001; YANG; XIE; HE, 2011). Na industria téxtil, ele é utilizado como
espessante e na alimenticia em preparacdo de molhos, xaropes e coberturas de sorvetes (DE
SOUZA, 2019; FREITAS, 2020). Este polimero pode ser utilizado como revestimento para
conservacdo de alimentos evitando a oxidagdo e contaminagdo bacteriana (GOH; HENG,;
CHAN, 2012; PIRES; MORAES, 2015).

Na area da saude, a propriedade de formacéo de filmes é explorada na obtencdo de
membranas para uso como curativos de lesbes cutaneas (HOFFMAN, 2001; PIRES, 2016;
SALEM; SALLAM; YOUSSEF, 2019; TREVISOL, 2018). Dessa forma, pode se dizer que
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apresenta potencial utilizagdo na engenharia de tecidos, devido & sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e resisténcia mecanica (KHOTIMCHENKO et al., 2001; KNILL et al.,
2004).

Segundo Santana (2010) e Turbiani (2007) os filmes de alginato podem ser preparados
pelo método de Casting (Figura 3) na qual envolve primeiramente a solubilizacdo do
polissacarideo em um solvente e nessa etapa pode acorrer a incorporacao de diversos aditivos,
de acordo com a aplicacdo, como: plastificante, agente reticulante, farmaco e substancia
antioxidante. Posteriormente, esta solucdo filme - formadora é vertida sobre um suporte e

submetida a secagem.

Figura 3: Etapas da preparacéo do filme de alginato pelo método de Casting (Adaptado
de LAROTONDA, 2002)
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3311 A aplicagéo do alginato sob a forma de biocurativo

Os curativos sdo utilizados com o intuito de cobrir a area lesionada da pele, atuando
como protecdo contra micro-organismos e fatores externos, evitando uma infec¢do futura.
Possui como objetivo a protecdo da ferida, mantendo um ambiente favoravel para a
cicatrizacdo e permitindo que a pele respire, além disso, ndo deve ser tdxico e possuir
caracteristicas bioativas.

O alginato como um curativo pode ser utilizado tanto na forma seca, com a finalidade
de absorver fluido da ferida, ou na forma de gel hidratado, fornecendo umidade ao ferimento
seco. Em ambos os casos, a interagdo entre o biocurativo e a superficie do ferimento
proporciona umidade favoravel para a cicatrizacdo, uma vez que nesses ambientes a migracao
de células epiteliais das extremidades da ferida para o seu centro é mais rapida do que quando
os ferimentos sdo mantidos em um ambiente seco (CAMARGO, 2017; DE SOUZA, 2019;
LEE; MOONEY, 2012; SALEM; SALLAM; YOUSSEF, 2019).
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Comercialmente o alginato pode ser encontrado sob a forma de curativos como: o
AlgiDERM®, Sorbson®, Nu- Derm®, Algosteril ®, Kaltostat ®, Kalginate ®, Restore ® e
AlgiSite® (BUENO, 2015).

A literatura apresenta estudos sobre uso de matrizes poliméricas de alginato para a
aplicacdo como curativos (Tabela 1) com a possibilidade de liberagdo de compostos bioativos
(AGUERO et al., 2017; CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2011; GEORGE;
ABRAHAM, 2006; LIN; YEH, 2004).

Tabela 1: Estudos utilizando filmes de alginato para aplicagdo como curativo

Estudo Aplicagio Referéncias
Filmes de bicamada de alginato Curativo com potencial anti- (MONTEIRO;VIEIRA,
com Sinvastatina inflamatério, anti-trombageénico, 2019)

antioxidante e funcéo restauradora.

Filmes de alginato e Liberacdo de anti-inflamatério em (TREVISOL,2018)
carboximetilcelulose com curativos

Diclofenaco de sédio

Biofilme de alginato contendo Curativo e embalagem antimicrobiana (SILVA,2017)

nanoparticulas de ZnO

Incorporacdo de nanoemulsdes Curativos (PIRES, 2016)
de 6leos essenciais em filmes de

alginato

Desenvolvimento de
membranas mucoadesivas de Membranas mucoadesivas (CAMARGO,2017)
quitosana e alginato para
liberacéo controlada do fa&rmaco

antineoplasico Imiquimode

De acordo com esses estudos, o polissacarideo apresenta-se como um importante
componente na formacdo de filmes com caracteristicas que permitem sua aplicagdo como
curativo, destacando-se a estabilidade mecénica; a resisténcia a contaminacdo microbioldgica;
a alta porosidade e a natureza hidrofilica 0 que permite uma difusdo de macromoléculas, o

baixo custo de producdo em relagdo aos polimeros sintéticos e a abundancia de origem
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renovavel (CAMARGO, 2017; MONTEIRO; VIEIRA, 2019; PIRES, 2016; SILVA, 2017;
TREVISOL, 2018).

Os curativos bioativos sdo preparados a partir de polimeros que participam
efetivamente no processo de cicatrizacdo e a apresentam como vantagem a possibilidade do
melhoramento das caracteristicas como também da aplicacdo (GEORGE; ABRAHAM, 2006;
MONTEIRO; VIEIRA, 2019; PINHEIRO; BORGES; DONOSO, 2013).

Segundo Monteiro e Vieira (2019) a utilizacdo do alginato como curativo
proporcionou a manutencdo do ambiente Umido na ferida. Camargo (2017) observou o
favorecimento da aderéncia ndo excessiva na pele o que implica na facilidade de remogéo do
biofilme produzido quando utilizado como curativo.

Para este trabalho, em especifico, aditivos como o glicerol e o cloreto de célcio foram
utilizados com a finalidade de melhorar as caracteristicas mecéanicas do filme e a vanilina,
como a substancia ativa, com o intuito de usufruir o seu potencial antioxidante e

antimicrobiano.
3.4. Aditivos

3.4.1. Agente reticulante

Nas diversas aplicagdes dos biopolimeros ha a necessidade que estes sejam
parcialmente insollveis e, em alguns casos, insollveis em meio aquoso. Sendo assim, a
adicdo de um agente reticulante se faz imprescindivel, pois este promove ligacdes cruzadas
entre as cadeias poliméricas, formando uma rede ou um reticulo (PACHECO, 2016; ROGER;
TALBOT; BEE, 2006; XU; BARTLEY; JOHNSON, 2003). Os polimeros, quando
reticulados, exibem diferencas consideraveis em suas propriedades, dependendo do grau e do
método de preparacdo, podendo ser determinado pela solubilidade, grau de intumescimento,
estabilidade mecanica e, além disso, tamanho dos poros (PIRES; MORAES, 2015).

As reacOes de reticulacdo séo, em geral, utilizadas para formar redes polimeéricas com
maior resisténcia o que auxilia no aprisionamento de substancias entre essas regides, como
consequéncia a liberacdo daquela incorporadas em matrizes de polissacarideos é adiada
(AGUERO et al., 2017; GEORGE; ABRAHAM, 2006).

O alginato pode passar por esse processo na presenca de cations bivalentes, como o
ca®*, Mg®*, Fe**, Ba?*ou Sr** (BRACCINI; PEREZ, 2001).

Na literatura o fon Ca* ¢ utilizado como o agente reticulante em filmes de alginato em
forma de solucéo de cloreto de célcio (GEORGE; ABRAHAM, 2006; ROGER; TALBOT;
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BEE, 2006; XU; BARTLEY; JOHNSON, 2003). Esse ion foi classificado como mais efetivo

quando comparado em outros estudos realizados com os fons Mg e Fe®*

, 0S quais
demostraram a necessidade de uma maior concentracdo para que obtivessem resultados
equivalentes aos de célcio (LEE; MOONEY, 2012).

Segundo Rhim (2004) existem dois métodos para o processo de reticulcdo nos filmes
de alginato, utilizando o fon Ca**, sendo a imerséo direta do filme em uma solucéo de cloreto
de caélcio (reticulagdo por imersdo) ou a adicdo do sal na solucdo filme - formadora
(reticulacdo em solucdo). Os filmes reticulados por imersdo apresentam alteracdes
significativas como o0 aumento da resisténcia a tragcdo, diminui¢cdo no valor de elongacéo,
permeabilidade e solubilidade em &gua, podendo ser controlados pela concentragdo como
também pelo tempo do banho (BRACCINI; PEREZ, 2001).

Para filmes com diferentes tipos de alginato em solugdo de CaCl, Sartori e
colaboradores (2007) verificaram que o processo de troca iénica é rapido e que a maioria da
conversdo entre o sodio e o calcio ocorreu nos primeiros 30 segundos. Nos instantes iniciais,
todos os sitios ativos presentes nas cadeias estdo disponiveis, ja em tempos maiores, hd uma
resisténcia da difusdo devido as ligacOes ja existentes (ROGER; TALBOT; BEE, 2006).

Nesse processo 0s cations divalentes se ligam aos blocos G, 0s quais apresentam uma
estrutura que permite um maior grau de coordenacdo desses ions. Entdo, os blocos G de
cadeias adjacentes se ligam, formando um modelo de reticulagdo conhecido como “caixa de
ovos” (Figura 4). As zonas das paredes desses blocos criam cavidades em formato de losango

que sdo preenchidas pelos cations, aumentando a interacdo (BRACCINI; PEREZ, 2001).

Figura 4: Representacdo da reticulacdo do polimero na presenca do ion de calcio (XU;
BARTLEY; JOHNSON, 2003).
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O alginato o qual apresenta maior propor¢do de bloco G é capaz de gerar filmes mais
rigidos, enquanto os com maior proporcdo de blocos M formam filmes mais fracos, porém
flexiveis (LEE; MOONEY, 2012).

A sintese de um filme polimérico envolve forgcas coesivas que dependem de
propriedades como massa molecular, polaridade e estrutura da cadeia e podem resultar em
filmes quebradigos. No entanto, esta limitacdo pode ser melhorada pela adicdo de uma
plastificante (BRANDAO FILHO, 2019; BUENO, 2019).

3.4.2. Plastificante

Os plastificantes sdo substancias de baixo peso molecular que possuem a capacidade
em realizar interacfes com as cadeias dos materiais poliméricos na estrutura dos filmes
melhorando a funcionalidade dos mesmos e desencadeando um aumento no volume livre da
molécula por meio da modificacdo na organizacdo molecular (FARHAN; HANI, 2017
KUMAR; SHARMA; MISHRA, 2012).

A presenga de grupos polares na cadeia dos plastificantes promove a substituigdo das
interacbes polimero-polimero por interacdes de ligacGes de hidrogénio entre plastificante-
polimero nos filmes (CIANNAMEA et al., 2018; PRIYADARSHI; KUMAR; NEGI, 2018).

O objetivo para o uso desse aditivo é o aumento da flexibilidade, diminuicdo da
resisténcia mecanica (BAGNATO et al., 2017). E possivel também observar uma melhoria na
cristalinidade e na barreira para gases (GONCALVES et al., 2019).

Os plastificantes comumente empregados em biofilmes sdo os monossacarideos,
oligossacarideos, poliéis e lipideos (BIERHALZ, 2010; CAZON; CAZON; VELAZQUEZ;
VAZQUEZ, 2019; CIANNAMEA et al., 2018; PRIYADARSHI; KUMAR; NEGI, 2018). A
escolha deve se basear na capacidade de se misturar homogeneamente e permanecer
dissolvido, antes e ap0s o resfriado (BUENO, 2019).

Mchugh e Krochta (2004) mostraram que polidis como, sorbitol, glicerol e
polietilenoglicol séo plastificantes efetivos, em biofilmes, sendo o glicerol o principal
utilizado por apresentar um menor peso molecular, o que faz interagir melhor com as cadeias
poliméricas.

Segundo Santana e Kieckbusch (2013) o glicerol é o mais utilizado para matrizes de
alginato no contexto da producdo de filmes obtendo resultados bem sucedidos,

proporcionando melhorias nas propriedades mecénicas, enfraquecendo as forcas
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intermoleculares entre as cadeias poliméricas e reduzindo a energia necesséria para fornecer
mobilidade a estrutura do filme (CAZON et al., 2017; GONCALVES et al., 2019).

Quimicamente, o glicerol (Figura 5) € um tri-alcool com trés carbonos, tendo como
nome sistematico (IUPAC) 1, 2, 3 — propanotriol. A cadeia desse plastificante é composta por
trés atomos de carbono com um grupo hidroxila ligado a cada um desses que Sao responsaveis
pela solubilizacdo em 4gua e pela sua natureza hidroscépica (DICK et al., 2015; TAN; AZIZ;
AROUA, 2013).

Figura 5: Estrutura quimica do glicerol (CAZON et al., 2017)
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Classificado como um liquido incolor, sem cheiro e muito viscoso, derivados de
fontes naturais e petroquimicas (BAGNATO et al., 2017). O termo glicerina aplica-se a
purificacdo de compostos comerciais que contém, normalmente, quantidades maiores ou
iguais a 95% de glicerol (TURBIANI, 2007).

3.4.3. Vanilina

A baunilha é uma substancia utilizada na culindria mundial, especialmente em
sobremesas como sorvetes, cremes, biscoitos e em algumas massas. Possui também
propriedades farmacologicas como atividade antioxidante e antimicrobiana, atribuida aos
compostos fenolicos, como a vanilina, a qual é extraida da fava seca (Figura 6) com
concentragdes entre 1-2 % na vagem das orquideas (ANURADHA; SHYAMALA; NAIDU,
2013).
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Figura 6: Fava da orquidea para extracdo da vanilina (LIMA, 2016)

A vanilina € um composto fenolico extraido das favas de orquideas do género Vanilla
sendo, a Vanilla planifélia considerada sua principal produtora por apresentar melhor aroma e
sabor (WALTON et al., 2003; MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014). Esse género foi
publicado pela primeira vez em 1754 e a sua fonte original passou a ser cultivada em paises
tropicais, sendo Madagascar o maior produtor, seguido pela Indonésia, China e México
(KAUR; CHAKRABORTY, 2013). A Bahia se destaca em producdo nacional, mas sua
capacidade é reduzida o que leva a necessidade de importacdo para atendimento do mercado
brasileiro (LIMA, 2016).

Essa substancia é um dos aromatizantes mais importantes do mundo e, devido ao seu
odor agradavel é amplamente utilizada na industria alimenticia e cosmética como aditivo para
bebidas, comidas, velas, incenso, fragrancias e aromatizantes de ambiente (KUMAR et al.,
2012; PACHECO; DAMASIO, 2010).

A vanilina é classificada como é um aldeido fendlico, um composto orgéanico com a
férmula molecular CgHgO3 (3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido). Seus grupos funcionais incluem
aldeido, éter e fenol. Uma substancia que possui um estado fisico sélido, com aspecto de
agulhas cristalinas de cor branca e com aroma doce. Soltvel em alcool, cloroférmio e éter.

Essas propriedades fisico-quimicas sdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas da vanilina (MEDEIROS, 2018)

VANILINA 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido
Formula molecular CgHs03
Peso molecular 152,15 g/ mol
Estrutura quimica N
Estado fisico Sélido
Cor Branco ou esbranquicado
Odor Cheiro adocicado
Aspecto fisico Agulhas cristalinas
Ponto de ebulicéo 285 °C
Ponto de fuséo 81,5°C
Solubilidade Alcool, cloroférmio e éter.
Status de aditivo alimentar Aprovado pela FDA

Recentemente, as propriedades bioativas da vanilina foram apresentadas nos estudos
de Dhanalakshmi e colaboradores (2015) os quais constataram que o potencial antioxidante
deve-se ao fato dessa substancia interagir com espécies radicalares, evitando, dessa forma,
processos oxidativos.

Os compostos antioxidantes sdo moléculas capazes de inibir e/ou retardar a oxidagao
causada pelo ataque de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, podendo intervir tanto no
organismo quanto nos alimentos (MARTELLI; NUNES, 2014; GULCIN, 2012; KUMAR,;
GOEL, 2019). Em sua constituicdo apresentam um nucleo fendlico, com diversas
permutacfes no anel que o permitem doar atomos de hidrogénio aos radicais livres, tornando-
os indisponiveis para a propagacdo da reacdo em cadeia (BOROSKI, 2015). Os fendlicos sdo
compostos de natureza hidrofobica e, portanto, considerado como membrana ativa
(FITZGERALD et al., 2004).

A literatura mostra que substancias como a capsaicina, o eugenol e o acido feralico
(Figura 7), ou seja, substdncias que possuem o grupo vanildide, também apresentam
propriedades antioxidantes (MEDEIROS, 2018; WORANUCH et al., 2016; YANG et al.,
2016; LICCIARDELLO et al., 2015).
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Figura 7: Estrutura quimica dos vanil6ides (A autora)
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Ao avaliar os antioxidantes de ocorréncia natural, esses sdo mais vantajosos em termo
de toxicidade, que embora existente, € menos lesiva aos tecidos do que produtos sintéticos
(ESCOBAR, 2002; RAMOS et al; 2014).

De acordo com Fitzgerald e colaboradores (2004) a vanilina é também considerada
como um composto ativo que desestabiliza a integridade da membrana bacteriana, resultando
na dissipacdo de gradientes idnicos e, portanto, inibindo a respiracdo desses micro-
organismos.

Sangsuwana e colaboradores (2008) realizaram um comparativo de filmes de
quitosana/metilcelulose com e sem a incorporacdao de vanilina como agente antimicrobiano
natural. O resultado foi um melhor efeito inibitério contra o crescimento de Escherichia coli
na presenca da vanilina. Fitzgerald e colaboradores (2004) também analisaram a acdo
antimicrobiana da vanilina e os resultados mostraram que ocorreu uma atividade inibitoria
dessa substancia nas bactérias Escherichia coli, Lactobacillus plantarum e Listeria innocua.

Nesse cenario, a proposicdo de projetos e pesquisas que envolvam compostos
bioativos, na producdo de biofilmes representa boas perspectivas de sucesso devido as
importantes propriedades das matérias primas empregadas (MELO et al., 2011,
MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).
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3.5. Planejamento de experimentos e analise das variaveis de resposta

Os experimentos sdo técnicas que podem ser utilizadas para analisar o desempenho de
processos e sistemas. Essa ferramenta é considerada um teste ou uma série de testes nos quais
se induzem mudangas deliberadas ou estimulos nas variaveis de entrada (inputs) do processo,
com a finalidade de que seja possivel observar e identificar os efeitos nas respostas ou nas
varidveis de saida (outputs), conforme a Figura 8, buscando melhoria e a reducéo de custos
(MONTGOMERY, 2017).

Figura 8: Modelo geral de um sistema de um processo (MONTGOMERY, 2017)
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Essa ferramenta possui a capacidade de reduzir tempo e gastos desnecessarios a partir
de matrizes previamente construidas de acordo com o método utilizado e principalmente
guantidade de fatores analisados em relacdo a determinada resposta (COSTA et al., 2016;
PAIVA et al., 2007).

De acordo com WERKEMA; AGUIAR, 1996, apresentam-se alguns conceitos e
termos fundamentais para a aplicacdo dessa técnica:

Fatores de controle: estes sdo os fatores alterados intencionalmente no experimento. O
objetivo fundamental de introduzir estimulos nos fatores de controle é analisar o efeito
produzido nas variaveis de resposta e com isso determinar os principais fatores do processo.
Variaveis de resposta: sdo as varidveis dependentes que sofrem algum efeito quando
estimulos s&o introduzidos nos fatores que regulam ou ajustam os processos de fabricacgéo.
Nos experimentos, podem existir uma ou mais variaveis de resposta a se avaliar.

Fatores de ruido: sdo os fatores, conhecidos ou ndo, que influenciam nas variaveis de
resposta do processo/experimento.

Matriz experimental: é o plano formal construido para conduzir os experimentos. Nesta

matriz sdo incluidos os fatores de controle, os niveis e tratamento dos experimentos.
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Apresentam condigdes individuais referentes as condicOes especificas de cada um dos fatores
testados durante a experimentag&o.

Tratamento: é a combinacdo dos niveis de fatores de controle, isto significa que cada um dos
experimentos representard um tratamento.

Efeito principal: é a diferenca média observada na resposta quando se muda o nivel do fator
de controle investigado.

Blocos: é a técnica utilizada para avaliar a variabilidade produzida pelos fatores perturbadores
dos experimentos. Mediante essa técnica procura-se criar um experimento (grupo ou unidades
experimentais balanceadas) mais homogéneo e aumentar a precisédo das respostas que s@o
analisadas.

As propostas experimentais em pesquisas, em sua grande maioria, podem ser
melhoradas com métodos para a construcdo de modelos, visando sempre a melhor
interpretacdo do processo (MONTGOMERY, 2017; SHAYKHI; ZINATIZADEH, 2014). Tal
fato é plausivel a partir da andlise estatistica avancada, a qual se trata de uma ferramenta de
estudo, em que é possivel avaliar as variaveis e suas interacdes, como também se podem ou
ndo ter influéncia sobre as respostas a serem analisadas (SUKRITI et al., 2017). As etapas de

um procedimento experimental como todo estdo apresentas na Figura 9.

Figura 9: Etapas do procedimento experimental (A autora)
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O planejamento de experimentos é constituido de matrizes experimentais, que
representam condicGes individuais referentes as condicdes especificas de cada um dos fatores
testados durante a experimentacdo (SUKRITI et al., 2017). Ao se estudar as variaveis com
pelo menos dois niveis € possivel identificar os seus efeitos sobre as respostas de interesse
(BARROS NETO et al., 2010).

Nessa classe de projeto de experimentos, existem alguns métodos que podem ser

selecionados de acordo com a capacidade de analise. Os tipos mais utilizados no DOE
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(Design of Experiments) sdo o planejamento fatorial completo, planejamento fatorial
fracionado, os arranjos de Taguchi, a metodologia de superficie de resposta e 0s experimentos
com mistura (LEE; ABDULHAMID; LAI; 2015).

Particularmente, os planejamentos fatoriais s@o técnicas que consistem em realizar
testes com cada uma das combinag¢Ges da matriz experimental, determinando as variaveis que
sdo mais significativas e que influenciam direta ou indiretamente na resposta final
(GALDAMEZ, 2002). Contudo, a metodologia superficie de resposta é um conjunto de
técnicas de planejamento e analise de experimentos usados na modelagem matematica, um
procedimento para determinar as condi¢bes Otimas dos fatores de controle e que também
interferem no sistema, além disso, € uma maneira de analisar varios fatores ao mesmo tempo
permitindo a construcdo de modelos (OLIVEIRA, 2018).

Com a finalidade do modelo de superficie de resposta ser utilizado é preciso que a
regido de andlise seja quadrética, ou seja, observa-se a presenca de curvatura a qual pode ser
encontrada por meio da andlise do teste de hipotese, podendo ser configurado em funcgéo da
distancia entre o ponto central do arranjo e a linha diagonal que liga os vértices do cubo em
um modelo fatorial. Ela é encontrada quando o ponto ndo pertence a reta diagonal, ou seja, P-

valor menor que o nivel de significancia igual a 0,05 (NAVES, 2017).

3.6. Otimizagéo

A Otimizacdo de processos pode ser definida como um grupo de técnicas capaz de
melhorar e manter a qualidade dos processos dentro dos padrdes desejados (MILAGRES,
2018). Na presenca de problemas com mdltiplos objetivos, a otimizagdo consiste em obter
uma solucdo 6tima com varios termos sujeitos a um conjunto de restricdes e algumas vezes
conflitantes (LOPES, 2015; SIMAB; JAVADI; NEZHAD, 2018). Portanto, a solucdo de um
problema multiobjetivo resulta em um conjunto de solugbes 6timas, em vez de uma Unica
solucéo especifica (SIMAB; JAVADI; NEZHAD, 2018).

Em casos bidimensionais, o método Normal Boundary Intersection (NBI)
desenvolvido por Das e Dennis (1996), visa a construcdo da fronteira de Pareto. Conforme
apresentado na Figura 10, a fronteira de Pareto para problemas bi-objetivos consiste em uma
curva representada no plano, nos quais os pontos distribuidos uniformemente séo os valores
otimizados das respostas (NAVES et al., 2016; PAIXAO et al., 2019; SIMAB; JAVADI;
NEZHAD, 2018).
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Figura 10: Fronteira de Pareto para problemas bi-objetivos obtidos com o NBI (Adaptado de
LOPES, 2015).
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Este método é independente das escalas relativas das fungdes objetivo com vantagem
sobre os convencionais (LOPES, 2015).
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4. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo descreve os materiais e métodos utilizados em cada etapa deste trabalho:
0 planejamento e a execucdo dos experimentos como também as andlises e caracterizacdes a

serem realizadas.
4.1. Materiais utilizados

Os materiais utilizados como também a procedéncia dos mesmos estdo descritos na

Tabela 3 a sequir.

Tabela 3: Os reagentes utilizados na producéo dos biofilmes

Reagentes Procedéncia

Glicerol Dindmica Quimica Contemporanea
Alginato de s6dio  Dinamica Quimica Contemporanea
Vanilina Alphatec

Etanol Alphatec

Cloreto de cdlcio  Neon

Agua destilada Laboratorio - UFSJ

4.1.1. Andlise experimental

Todo o modelo da parte de experimentos foi realizado de acordo com um
planejamento experimental (DOE), utilizando o fatorial completo, a fim de verificar a
curvatura do modelo, o qual permite analisar posteriormente a metodologia de superficie de
resposta.

Utilizou-se a combinagdo de 3 fatores e 2 niveis sendo 2 = 8 pontos fatoriais, seis
pontos axiais (2k = 6), quatro pontos centrais (Cp = 4) e dois pontos centrais axiais, chegando
a um resultado de 20 experimentos. Foi adotada uma distancia axial de 1,633, empregada
quando se tem a presenca de 3 fatores.

As variaveis de entrada foram definidas como o alginato, a vanilina e o cloreto de
calcio, e, além disso, utilizou-se a técnica blocos para a avaliacdo de outro fator, sendo a

influéncia na concentracdo de cloreto de célcio presente na segunda etapa de desenvolvimento



33

do filme, apresentados na matriz do planejamento. Quanto as variaveis de resposta, duas
analises foram feitas: a solubilidade e o grau de intumescimento.

A partir de testes preliminares, foi possivel identificar os intervalos dos niveis de cada
um dos fatores que melhor expressam as caracteristicas do processo estudado. Uma matriz foi
gerada (Tabela 4) pelo planejamento de experimentos e as respectivas concentragoes

utilizadas na producéo dos filmes.

Tabela 4: Concentracdes utilizadas na producéo dos biofilmes de acordo com o

planejamento de experimentos

Ordem  Blocos TipoPt Alginato  Vanilina Cloreto de célcio

(9) (9) (9)
1 1 1 0,5 0,01 0,005
2 1 1 1,2 0,01 0,005
3 1 1 0,5 0,04 0,005
4 1 1 1,2 0,04 0,005
5 1 1 0,5 0,01 0,009
6 1 1 1,2 0,01 0,009
7 1 1 0,5 0,04 0,009
8 1 1 1,2 0,04 0,009
9 1 0 0,85 0,025 0,007
10 1 0 0,85 0,025 0,007
11 1 0 0,85 0,025 0,007
12 1 0 0,85 0,025 0,007
13 2 -1 0,27845 0,025 0,007
14 2 -1 1,42155 0,025 0,007
15 2 -1 0,85  0,000505 0,007
16 2 -1 0,85  0,049495 0,007
17 2 -1 0,85 0,025 0,003734
18 2 -1 0,85 0,025 0,010266
19 2 0 0,85 0,025 0,007
20 2 0 0,85 0,025 0,007

Os filmes foram preparados pela técnica de Casting, seguindo a metodologia de
Santana (2010) e Turbiani (2007), com adaptacdes. O processo foi realizado em duas etapas.

Inicialmente Placa Aquecedora em Cerdmica com Agitacdo (IKA® C-MAG HS7)
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solubilizou-se a glicerina (0,75 ml) em &gua destilada (50 ml) por 10 minutos, em seguida,
adicionou-se o alginato mantendo a maxima agitacdo por 30 minutos. A vanilina, previamente
solubilizada em etanol, foi acrescentada ao sistema (glicerol-agua-alginato), permanecendo 20
minutos sob agitacdo. A solucdo de CaCl, foi gotejada ao sistema, 10ml de solucdo. A
temperatura do processo foi mantida constante a 40°C. Posteriormente, foi realizado o
porcionamento através da dosagem de 30 ml da solucédo filmogénica obtida, a qual foi vertida,
manualmente, em placas de Petri. As amostras foram levadas para secagem, em bancada, a

temperatura ambiente. A Figura 11 apresenta o fluxograma do primeiro estagio para a
producéo dos filmes.

Figura 11: Fluxograma da metodologia empregada no primeiro estagio de producao dos

biofilmes
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@ SECAGEM
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Gotejamento da solugdo. |:> Petri.
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O biofilme produzido é totalmente solivel em agua, deve-se entdo passar por uma
reticulagdo complementar, a qual consiste na imersdo do filme, previamente seco, por 30
segundos em 25 ml de uma solucdo de cloreto de célcio, a temperatura ambiente, variando de

2 a 3% (bloco 1 e 2, respectivamente) conforme o planejamento de experimentos.
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Ap0s a secagem, foram levados a um ambiente com umidade (75%), utilizando uma
solucdo saturada de cloreto de sodio (NaCl), durante 48hs e, posteriormente, 0s mesmos
foram caracterizados. A Figura 12 a seguir apresenta o fluxograma do segundo estagio de

producdo dos filmes.

Figura 12: Fluxograma da metodologia empregada no segundo estagio de producao dos

biofilmes
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Ap0s essas etapas, os biofilmes foram entdo estudados quanto a uma analise
fisica, de solubilidade e do grau de intumescimento.

Dentre os melhores pontos gerados na fronteira de Pareto, processo de
otimizacdo das respostas, eles foram caracterizados quanto a atividade antimicrobiana e

comportamento térmico.
4.2. Estudo dos filmes

4.2.1. Andlise fisica dos filmes

Avaliacbes subjetivas, considerando 0s aspectos visuais e tateis como a

homogeneidade (auséncia de particulas), continuidade (auséncia de rupturas ou regioes
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quebradicas), flexibilidade, facilidade de desprendimento do suporte e transparéncia foram

realizadas.

4.2.2. Solubilidade

Para a determinacdo da solubilidade dos filmes em &gua, uma amostra quadrada (2x2)
cm foi imersa em 25 ml de &gua destilada e o sistema mantido sob agitacdo utilizando o
equipamento shaker com uma rotacdo de 150 rpm (NERY, 2014). A amostra final foi
determinada submetendo-se a um processo de secagem.

A solubilidade (S) pode ser expressa em funcdo da massa seca inicial e final, conforme

a Equacéo 1:

S = Mxmo @)

Na qual:
S- é a quantidade de matéria solavel (%);
Mi- é a massa inicial da amostra (g);

Mf- é a massa seca final da amostra (g).

4.2.3. Grau de intumescimento percentual (GI)

O grau de intumescimento de cada filme foi avaliado com uma amostra quadrada
(2x2) cm, imersa em 5 ml de agua destilada durante 40 minutos (XU et al., 2003). O excesso
de umidade na superficie das amostras foi retirado antes de cada pesagem

O grau de intumescimento de cada amostra no tempo t pode ser calculado mediante a

Equacéo 2:

al = M= M) 00 )

Na qual:
GlI- é o grau de intumescimento do filme;

M, — é a massa da amostra retirada da solucéo (g);



37

M; — é a massa inicial da amostra (g).

4.3. Técnicas de caracterizacao

4.3.1. Atividade antimicrobiana

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para medir a sensibilidade das
bactérias aos agentes antimicrobianos e dentre eles pode citar o método de disco - difusdo em
agar (Figura 13). A amostra a ser testada € colocada em contato com 0 meio de cultura sélido
inoculado com um micro-organismo, onde ocorre o0 aparecimento de um halo no qual ndo ha o

crescimento do micro-organismo, denominado halo de inibigdo (MAIZURA et al., 2007).

Figura 13: Principio de teste de suscetibilidade pelo método do disco-difusao
(MACHADO; GALES, 2008)

Dentre os patdgenos de relevancia tanto na area de alimentos, quanto de infecgdes de
lesbes de pele destacam-se as bactérias Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Pires et
al. 2008). Dessa forma, a eficiéncia antimicrobiana dos filmes de alginato aditivado com
vanilina foi avaliada contra as bactérias pelo teste de difusdo em &gar.

Apbs a diluicio seriada, a partir da cultura inicial, 0,1 ml das suspensdes contento 10°
UFC/ml de P. aeruginosa e E. coli foram inoculadas no meio de cultura Miuller-Hinton.
Amostras de filme foram colocadas assepticamente sobre a superficie da placa de Petri (9 cm
de diametro) contendo o meio inoculado e o conjunto foi incubado a 35°C por 24h. Depois
deste periodo, o halo de inibicdo foi determinado pela medida do didametro formado ao redor

do filme.
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4.3.2. Analises térmicas

Um analisador termogravimétrico (Shimadzu modelo DTG60, Japéo) e calorimetro
diferencial de varredura (Shimadzu modelo DSC-60 Plus, Japdo) foram utilizados para
monitoramento das propriedades térmicas dos biofilmes. A anélise termogravimétrica (TGA)
foi realizada com uma amostra de 4,139 mg (filme com vanilina) e 4,976 mg (filme controle)
aquecida de 0 a 600 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob um fluxo de nitrogénio
de 50,0 mL/min em uma célula de alumina. Mudancas na massa em funcdo da temperatura
foram registradas. As analises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram realizadas
com uma amostra de 3,921 mg (filme com vanilina) e 4,274 mg (filme controle), sob as

mesmas condicOes das analises termogravimétricas (VIDAL, 2021).
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5. RESULTADOS

5.1 Analise fisica dos filmes

Os resultados mostraram que os biofilmes submetidos a variacdo de alginato, vanilina
e cloreto de calcio exibiram diferencas modulaveis nas suas propriedades, como na coloragéo,
espessura, flexibilidade e no enrugamento da superficie.

Os biofilmes apresentaram tendéncia a coloracdo rosa claro naqueles com maior
concentracdo de vanilina (3, 4, 7, 8 e 16), como mostra a Figura 14. Quanto a superficie,
observou-se homogeneidade de mistura, pois, ndo verificou a permanéncia de qualquer
substancia em regides especificas. Os biofilmes com maior concentragdo de alginato (2, 4, 6,
8 e 14), se apresentaram com maior espessura o que facilitou sua retirada das placas de Petri,
porém os de menor concentragdo foram de dificil manuseio, necessitando de maior cuidado

para que ndo houvesse a ruptura de sua estrutura.

Figura 14: Biofilmes desenvolvidos de acordo com a matriz do planejamento

experimental

Ap0s a segunda etapa de reticulacdo, o enrugamento da superficie, posteriormente, o

banho de CaCl; ocorreu para 0s com maior espessura.
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5.2 Analise da solubilidade e do grau de intumescimento

Diante do planejamento fatorial completo para os trés fatores ja elencados na Tabela 4,
as andlises de solubilidade e do grau de intumescimento foram realizadas e os resultados

encontrados estdo na Tabela 5 a seguir.

Tabela 5: Resultados encontrados para a solubilidade e o grau de intumescimento de

acordo com o planejamento de experimentos

Ordem Blocos Alginato (g)  Vanilina (g) Cloreto de Solubilidade Gl (%)
célcio (g) (%)
1 1 0,5 0,01 0,005 26 35
2 1 1,2 0,01 0,005 20 205
3 1 0,5 0,04 0,005 25 53
4 1 1,2 0,04 0,005 24 249
5 1 0,5 0,01 0,009 32 76
6 1 1,2 0,01 0,009 27 248
7 1 0,5 0,04 0,009 25 39
8 1 1,2 0,04 0,009 17 211
9 1 0,85 0,025 0,007 29 127
10 1 0,85 0,025 0,007 30 128
11 1 0,85 0,025 0,007 29 127
12 1 0,85 0,025 0,007 31 126
13 2 0,27845 0,025 0,007 30 25
14 2 1,42155 0,025 0,007 23 135
15 2 0,85 0,000505 0,007 29 57
16 2 0,85 0,049495 0,007 23 43
17 2 0,85 0,025 0,00373 24 50
18 2 0,85 0,025 0,01026 25 53
19 2 0,85 0,025 0,007 30 37
20 2 0,85 0,025 0,007 29 36

A partir das respostas para as analises dos experimentos foram adotadas ferramentas a
fim de avaliar o processo estudado. Primeiramente precisou identificar a presenca de
curvatura no modelo por meio da tecnica de planejamento fatorial completo e assim gerar

uma superficie de resposta com a finalidade de encontrar os fatores que mais influenciaram no
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processo, suas interacdes e também identificar se o experimento foi executado da maneira
correta e posteriormente os resultados foram entéo avaliados.

A analise de variancia foi utilizada para um nivel de significancia de 5% e uma
confiabilidade de 95%, nivel este que reflete uma boa aproximacdo do modelo empirico com
modelo experimental.

Com o objetivo de encontrar uma regido viavel do processo, ou seja, onde se consegue
obter respostas mais proximas ao ideal, que oferecem uma melhor solucdo para o problema

analisado, utilizou-se 0 método de otimizacdo NBI.

5.2.1 Avaliagéo do planejamento experimental

Identificada a presenca de curvatura no modelo linear, foi possivel realizar a superficie
de resposta com a finalidade de identificar a influéncia das variaveis de forma mais robusta no
processo estudado. Também, a partir da superficie de resposta foi possivel utilizar algoritmos
de otimizacdo, que faz parte da composicdo deste trabalho. Nas Tabelas 6 e 7 estdo

representadas as analises de variancia para a solubilidade e para o grau de intumescimento.

Tabela 6: Andlise da variancia para a solubilidade

Fonte GL SQ(A].) QM(A)) Valor F Valor P

Modelo 10 0,036485 0,003648 2193 0

Blocos 1 0,00025  0,00025 15,01 0,004

Linear 3 0,018052 0,006017 361,68 0

Alginato 1 0,015855 0,015855 952,98 0
Vanilina 1 0,002089 0,002089 125,57 0

Cloreto de célcio 1 0,000108 0,000108 6,48 0,031
Quadrado 3 0,009222 0,003074 184,77 0
Alginato*alginato 1 0,000562 0,000562 33,78 0
Vanilina*vanilina 1 0,002496 0,002496 150 0
Cloreto de célcio*cloreto de calcio 1 0,00706 0,00706 424,35 0
Interacdo com dois fatores 3 0,008961 0,002987 179,54 0
Alginato*vanilina 1 0,000042 0,000042 2,55 0,145

Alginato*cloreto de calcio 1 0,000058 0,000058 3,5 0,094
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Vanilina*cloreto de célcio 1 0,00886 0,00886 532,57 0
Erro 9 0,00015 0,000017
Falta de ajuste 5 0,00015 0,00003 * *
Erro puro 4 0 0
Total 19 0,036635
Modelo R%: 99,14% R? Ajust: 99,59%
GL.: grau de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio e F: valor da estatistica F.
Tabela 7: Anélise da variancia para o grau de intumescimento
Fonte GL SQ (AJ) QM (Aj.) Valor F Valor P
Modelo 10 121417 121417 42,24 0
Blocos 1 21529 21528,5 74,9 0
Linear 3 85916 28638,5 99,63 0
Alginato 1 85722 85722,3 298,22 0
Vanilina 1 91 91,2 0,32 0,587
Cloreto de calcio 1 102 102,1 0,36 0,566
Quadrado 3 11516 3838,5 13,35 0,001
Alginato*alginato 1 10923 10923,2 38 0
Vanilina*vanilina 1 127 126,6 0,44 0,523
Cloreto de calcio*cloreto 1 85 84,8 0,3 0,6
de célcio
Interacdo com dois 3 2457 819 2,85 0,097
fatores
Alginato*vanilina 1 85 84,5 0,29 0,601
Alginato*cloreto de 1 61 60,5 0,21 0,657
calcio
Vanilina*cloreto de 1 2312 2312 8,04 0,02
calcio
Erro 9 2587 287,4
Falta de ajuste 5 2587 517,4 * *
Erro puro 4 0 0
Total 19 124004
Modelo R2: 95,60 R2 Ajust: 97,91%
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GL.: grau de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio e F: valor da estatistica F.

Dentre os principais fatores avaliados para a solubilidade, todos foram significativos
para essa resposta, ou seja, p-valor < 0,05. O mesmo ndo ocorreu para o0 grau de
intumescimento, sendo o alginato o Unico fator relevante.

Quanto a interacOes entre dois fatores, a vanilina*cloreto de célcio (BC) foi a Unica
significativa para as duas analises. Em relacdo a ferramenta *blocos a concentracdo utilizada
no experimento de bloco 1 foi mais consideravel na producéo dos biofilmes.

Pode-se perceber, a partir da analise do p-valor para falta de ajuste do modelo, que
ambos estdo ajustados as condicdes experimentais, com valores superiores ao nivel de
significancia de 5%. Para o modelo completo estudado, os valores dos ajustes R* Ajust sdo
superiores a 97 %. O conjunto dessas duas andlises reflete ao estudo uma possibilidade de
replicacéo e de confiabilidade.

Apesar de se identificar a partir da analise de variancia (ANOVA) quais sdo os fatores
mais significantes nas respostas de solubilidade e no grau de intumescimento é importante
determinar em qual magnitude cada um desses fatores afeta a resposta final. Para isso, uma
forma de apresenta-la, porém com um conceito mais visual é pelo grafico de Pareto (Figura
15).

Figura 15: a) Grafico de Pareto para a analise da solubilidade e b) Grafico de Pareto

para analise do grau de intumescimento
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Ambos os gréficos na Figura 15 indicam a importancia do alginato e da interacdo
BC para as duas respostas analisadas. Isto pode vir a ilustrar que a regido do ponto
préximo a curvatura desses fatores levam as melhores respostas.
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5.2.2 Analise dos efeitos principais

Diferentemente do grafico de Pareto, a analise dos efeitos principais, as Figuras 16 e
17, permitem identificar em cada uma das respostas analisadas, 0 comportamento em termos
de gradiente atribuido aos niveis de cada um dos fatores. Assim, essa analise se torna uma das
primeiras premissas para a aplicacdo de qualquer algoritmo de otimizacdo. Apds a
identificacdo desses fatores e dos seus niveis, facilita encontrar uma possivel regido que leva a

melhores respostas no processo (NAVES, 2017).

Figura 16: Grafico dos efeitos principais do planejamento de experimentos

para solubilidade.
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De acordo com a Figura 16, a concentracdo de alginato é inversamente proporcional
ao resultado da solubilidade, uma menor a concentracao desse reagente formou-se filmes mais
finos, facilitando a desintegracdo. O mesmo comportamento foi observado no trabalho de
Bierhalz (2010) na producéo de filmes de alginato reticulados com calcio.

Entretanto, o acréscimo da vanilina proporcionou uma diminui¢do na solubilidade,
devido a regido hidrofobica definida por “interfaces da vanilina" ao longo da estrutura do
filme o que desencadeia um efeito contrario da desintregacdo do mesmo (MARIN et al.,
2013). Polifendis como a vanilina, estabelecem ligacdo de hidrogénio, o que pode limitar as
interacOes entre grupos hidrofilicos com as moléculas de &gua, reduzindo a solubilidade pela
diminuigdo do “H” livre disponivel (QUIN ZOU et al., 2015). Os menores valores para a
solubilidade nesse estudo s&o encontrados ao se utilizar uma concentragdo maior do que 0,029

dessa substancia.
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Em relacdo ao agente reticulante CaCl,, observa-se que uma reticulagdo efetiva no
primeiro estagio de producéo dos filmes ocorreu com uma concentracdo superior a 0,007g.

No grafico de efeitos principais para analise do grau de intumescimento (Figura 17)
apresenta uma importancia significativa na concentracdo de alginato e o acréscimo da vanilina
ndo interferiu no intumescimento dos filmes. O mesmo comportamento também foi observado
no trabalho de Stroescu e colaboradores (2015) na producdo de filmes poliméricos com
vanilina. Todavia, no estudo de Qin Zou e colaboradores (2015) a vanilina foi utilizada como
agente de reticulacdo em filmes de quitosana para a producdo de microesferas na liberacao de
farmacos, porém com uma concentracdo maior do que a empregada nessa pesquisa,

influenciando na reducgéo do grau de intumescimento.

Figura 17: Grafico dos efeitos principais do planejamento de experimentos para o grau

de intumescimento
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O cloreto de célcio ndo influenciou na resposta para o grau de intumescimento, como a
concentracdo utilizada na reticulagdo complementar, segundo estéagio, foi baixa (2%), a rede
tridimensional formada néo é tdo efetiva (BIERHALZ, 2010).

A capacidade dos filmes poliméricos de intumescer, como o de alginato é facilitada
pelos grupos carboxilicos, que se associam fortemente as moléculas de agua (DONATI et al.,
2005; YANG, 2011). Dessa forma, ocorre a difusdo do solvente para o interior dos filmes que
se acomodam na fase polimérica, promovendo a liberagdo de substancias ativas como também
provocando a desintegracdo dos mesmos, assim a concentracdo do agente reticulante utilizada
deve estar de acordo com a finalidade de aplicacdo (XU et al., 2003; ROGER et al., 2006).
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5.2.3 Anélise dos efeitos das interagdes entre os fatores

O comportamento individual de cada um dos fatores nos niveis em ambas as respostas
foi avaliado. No entanto, deve-se averiguar se existe alguma relacéo entre eles e a forma com
que podem interferir na resposta final. Como observado nas Tabelas 6 e 7, a interagdo a qual
influenciou foi a BC, em ambas as respostas, sendo ela a ser analisada.

A partir da Figura 18, é possivel de observar que a concentragdo de 0,005g de CaCl,
ndo apresenta bons resultados de reticulagdo para as respostas solubilidade e grau de
intumescimento. A solubilidade abaixo de 30%, por exemplo, € encontrada utilizando valores
de CaCl, acima de 0,007g e de vanilina superiores a 0,024g.

Quanto a andlise do grau de intumescimento para a concentracdo de 0,007g de CaCl,
ndo ocorreu variacdao na resposta mesmo variando a massa de vanilina. Entretanto, ao utilizar
a concentragéo de 0,009 g de CaCl, 0 aumento na presenca de vanilina, influencia fortemente
nos resultados, ocorrendo uma diminuicdo no grau de intumescimento, como explicado

anteriormente.

Figura 18: a) Efeito das intera¢fes na solubilidade e b) efeito das interagdes no grau de

intumescimento
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Ao avaliar as Figuras 19 e 20 pdde-se detectar a presenca de curvatura no modelo e
analisar que se trata de uma superficie concava. As funcgdes quadraticas completas evidenciam
pontos de maximo, o que caracterizam essas funcdes, desse modo é possivel de se encontrar
uma regido Gtima (média solubilidade e alto grau de intumescimento) de acordo com a
aplicabilidade desse material, o uso da superficie de resposta auxilia nesse resultado.

De uma forma geral, os valores encontrados para a solubilidade foram considerados de
baixo/médio valor (17 a 30%) o que ndo provocou a desintegracdo dos mesmos em 24hs.
Com o auxilio da superficie de resposta, foi possivel encontrar a melhor regido para um médio

valor de solubilidade sendo aquela utilizando valores acima de 0,007g de CaCl, e
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concentracOes consideraveis de vanilina, ou seja, maiores do que 0,024¢g, desencadeando uma
solubilidade entre 25 e 30%.

Figura 19: Superficie de resposta para a analise da solubilidade
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Na Figura 20 a mesma regido foi considerada a ideal em relacdo ao grau de

intumescimento, atribuida aos maiores valores.

Figura 20: Superficie de resposta para a analise de intumescimento
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Por mais que a superficie de resposta ajude a identificar visualmente regido de 6timo,
ela ndo permite elencar o valor especifico de cada parametro do processo a fim de alcancar as
respostas desejadas. Sendo assim, o0 pesquisador pode seguir dois caminhos
distintos, sendo de tentativa e erro para encontrar os niveis dessas variaveis ou empregos de
métodos de otimizacdo mais robustos e precisos para a obtencdo de resultados mais
adequados (SABIONI, 2018).
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5.3 Otimizacéo

Para realizar a otimizacdo do processo por meio da funcdo NBI primeiramente foi
necessario definir as especificacfes desejaveis para as variaveis estudadas (maximizar o grau
de intumescimento e minimizar a solubilidade).

Das e Dennis (1998) criaram essa ferramenta com o objetivo de compensar as
deficiéncias atribuidas ao método de somas ponderadas como sua insuficiéncia em encontrar
um espalhamento uniforme de solucdes 6timas de Pareto, mesmo se uma propagacao
uniforme de vetores de peso usava. O surgimento se deu ao fato de ndo gerar fronteiras com
uma uniformidade entre os pontos de Pareto e apresentar restricGes em analises quando o
conjunto for ndo convexo, perdendo-se 0s pontos localizados nas partes cdncavas da
superficie. Portanto, se a qualidade das solucdes de Pareto esta relacionada aos pesos, podem-
se descobrir novas solugdes modelando e otimizando o espaco mapeado pela fronteira de
Pareto (NAVES et al., 2017). Utilizando o método NBI e variando interativamente 0s pesos

de 0 a 1, obtiveram-se os resultados apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Resultado da otimizacédo para a solubilidade e para o grau de intumescimento pelo
método NBI ((1), (2) e (3): pontos avaliados da otimizados)

Solubilidade Grau de intumescimento Alginato Vanilina Cloreto de
(%) (%) (8) (8) célcio (g)

(1) 22% 129% 1,057 0,037 0,00859
22% 139% 1,083  0,0366 0,00852
22% 148% 1,104 0,0362 0,00846
23% 155% 1,124  0,0358 0,0084
23% 162% 1,141  0,0355 0,00833
23% 169% 1,156  0,0351 0,00827
23% 175% 1,171  0,0347 0,00821
23% 181% 1,184  0,0343 0,00814
23% 187% 1,197  0,0339 0,00807
23% 192% 1,209 0,0335 0,008

(2) 23% 198% 1,22 0,0331 0,00792
23% 203% 1,231  0,0326 0,00785
23% 208% 1,241 0,0322 0,00777
24% 212% 1,25 0,0317 0,00768

24% 217% 1,26 0,0311 0,00759




24% 221%
24% 225%
24% 229%
24% 232%

(3) 25% 235%
25% 235%

1,268
1,276
1,283

1,29
1,295
1,296

0,0305
0,0298
0,029
0,028
0,0266
0,0243

0,00749
0,00739
0,00727
0,00714
0,00701

0,007
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Com os pontos 6timos obtidos na Tabela 8 gerou-se o grafico com a fronteira de

Pareto equispacada, conforme a Figura 21, abordando uma regido mais préxima do ponto

6timo.

Figura 21: Fronteira de Pareto obtida pelos pontos da otimizagdo (NBI)
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Por meio do conjunto de parametros otimizados foi possivel configurar o processo da

de tal forma que se obtivesse os melhores resultados para as respostas de interesse, dentro das

condicdes de operacao do processo estudado. A partir da Figura 21 espera-se uma variacao na

faixa de solubilidade entre 22,5% e 25% e do grau de intumescimento entre 120% e 240%,

quando o processo operar em condicdes étimas.

Alguns autores relatam a eficiéncia do método NBI em seus processos como por

exemplo Sabioni (2018) o qual utilizou a técnica para otimiza¢do do processo de filagem de

queijo mussarela, implicando na padronizacéo do teor de agua dos produtos fabricados e no

aumento do rendimento do processo, em termos de recuperacdo de gordura. Naves e

colaboradores (2017) apontaram 0 método NBI como ideal para otimizacdo no tratamento de

alaranjado de metila
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Por fim, para verificar a consisténcia e eficiéncia das condi¢es otimizadas pelo NBI,
aplicou-se o teste One-Sample-T (MONTGOMERY; RUNGER, 2017). Apos a realizacdo de
3 experimentos de validacdo do método, os quais estdo destacados na Tabela 8, obteve-se

valores proximos, percebendo que otimizacéo foi efetiva.

5.4 Técnicas de Caracterizacdo

5.4.1 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana contra E. coli e P. aeruginosa foi avaliada utilizando a
formulacdo dos trés filmes validados na Tabela 8, além do filme controle, como também de
uma solucdo de vanilina com cloreto de calcio e glicerol (VCG), depositada em papel de
filtro. O efeito antimicrobiano foi determinado pela medida das zonas formadas ao redor dos
filmes incluindo o didmetro da amostra (5 mm). Os resultados podem ser observados nas
Figuras 22 e 23.

Figura 22: a) Atividade antimicrobiana do biofilme (1) contra E. coli. b) Atividade antimicrobiana do
biofilme (2) contra E. coli. c) Atividade antimicrobiana do biofilme (3) contra E. coli. d)
Crescimento do micro-organismo E. coli. e) Atividade antimicrobiana da solugdo (VCG) contra E.

coli. f) Atividade antimicrobiana do biofilme controle (sem vanilina) contra E. coli
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Figura 23: a) Atividade antimicrobiana do biofilme (1) contra P. aeruginosa. b) Atividade
antimicrobiana do biofilme (2) contra P. aeruginosa. ¢) Atividade antimicrobiana do
biofilme (3) contra P. aeruginosa d) Crescimento do micro-organismo P. aeruginosa e)
Atividade antimicrobiana da solucdo (VCG) contra P. aeruginosa. f) Atividade

antimicrobiana do biofilme controle (sem vanilina) contra P. aeruginosa

Os halos (mm) apresentados na Tabela 9 mostram que todos os biofilmes contendo
vanilina promoveram a inibicdo do crescimento dos dois tipos de bactérias, com valores
maiores do que utilizando somente a solucdo VCG. As bactérias presentes nesse estudo sao
gram- negativas e essa classe caracteriza-se por apresentar uma parede celular mais complexa,
0 que as tornam mais resistentes (MOURTZINOS et al., 2009; STROESCO et al., 2015).

Tabela 9: Resultados encontrados para a zona de inibicdo (mm) dos biofilmes ((1), (2)

e (3)) e da solugdo VCG contra as bactérias E. coli e P.aeruginosa

Filme E. coli: halo P. aeruginosa: halo
(mm) (mm)
(1) 10,97 + 0,16° 8,2 +0,14°
(2) 10,77 + 0,04° 8,2 +0,14°
(3) 8,6 0,37 7,33£0,12°

Controle 5,13 + 0,05° 5,1+ 0,08°
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VCG 7,13 £0,05° 6,13 £ 0,047°

“Valores com 0 mesmo sobrescrito indicam que néo houve diferenca significativa, de acordo com o Teste de Tukey.

Os biofilmes (1) e (2), aqueles com a maior concentracdo de vanilina, foram os que
proporcionaram melhor halo de inibicdo, mas com respostas diferentes para as bactérias, uma
justificava para esse fato poderia ser a maior resisténcia da P. aeruginosa (Novaruckiene et
al., 2021; Bezerra et al., 2017)

Stroescu e colaboradores (2015) desenvolveram biofilmes de quitosana com vanilina e
obtiveram resultados proximos aos encontrados contra a E. coli, 11mm de halo de inibicéo,
porém utilizando uma amostra com didmetro de 6mm. Adicionalmente, Kim e colaboradores
(2016) relataram a inibicdo contra este mesmo micro-organismo, na associacao entre o acido
caprilico e a vanilina.

Bizerra e colaboradores (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana da vanilina com
antibioticos contra a E. coli, P. aeruginosa, em concluséo, a vanilina modulou seletivamente a
atividade dos antibioticos contra bactérias multirresistentes.

Estes dados corroboram com os resultados obtidos no presente estudo, os quais
demonstraram que a vanilina apresentou atividade significativa quando combinada com
outros produtos e os valores de cloreto de célcio, utilizado como reticula¢do, ndo impediram a
liberacdo dessa substancia.

O biofilme controle apresentou inibicdo por contato para as duas bactérias, nao
ocorrendo a formacdo do halo, resultados semelhantes foram observados no estudo de Laia
(2015) a qual produziu biofilmes e hidrogéis a base de alginato e goma gelana e 0s mesmos
ndo apresentaram didmetro de inibicdo. Rodrigues e colaboradores (2008) também néao
observaram a formacéo do halo de inibicdo em biofilmes de alginato e quitosana.

Os resultados sdo, portanto satisfatorios, tendo em vista o poder inibitorio do biofilme

de alginato aditivado com vanilina em relagdo aos micro-organismos avaliados.

5.4.2 Analises térmicas

Para estabelecer os limites de temperatura em que o polimero pode ser utilizado
foram realizados estudos de anélises térmicas. O controle desse pardmetro € importante, pois
o filme precisa ser termicamente estavel no intervalo de temperatura de trabalho, dependendo
da aplicacao (IWAKI, 2010).
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As medidas de termogravimetria e DSC foram realizadas em duas amostras sendo o
objetivo a comparagdo dos resultados entre o filme controle e o acréscimo da vanilina,
utilizando o melhor ponto da otimizacgéo (Tabela 8).

De acordo com os termogramas, 0 primeiro estagio de perda de massa ocorreu na
regido entre 35 e 110 °C para o filme controle, Figura 24, e 35 e 90 °C, Figura 25, para o
filme com vanilina, caracterizando a desidratagdo da agua presente no material, ocorrendo a

perda de 20% e 18%, de massa, respectivamente.

Figura 24: Analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratdria diferencial
(DSC): filme controle
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Figura 25: Analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria diferencial
(DSC): filme com vanilina (2).
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A regido de decaimento até, aproximadamente, 210 °C representa a decomposicdo do
glicerol. Gao e colaboradores (2017) ao produzirem filmes contendo alginato plastificado com
glicerol, obtidos por mistura termomecanica, identificaram esse evento em uma temperatura
proxima a 218 °C. E possivel de se observar que para essa regido, a adicdo da vanilina
promove um aumento na estabilidade dos filmes, diminuindo a perda inicial de massa para
27% quando comparado com o filme controle (32%).

Entre 210 e 260°C ha uma perda de massa de 60% devido aos processos de
degradacdo do alginato, sendo os valores encontrados bem proximos para os dois filmes
estudados. Segundo Trevisol (2018) nessa faixa de temperatura ocorre a degradacao dos anéis
sacarideos, quebra das ligagdes C-H e das ligacdes glicosidicas C-O-C da cadeia principal do
alginato. Da silva e colaboradores (2015) produziram filmes de alginato e monoetanolamina e

de acordo com esse estudo, na faixa de 410°C ocorre a formacdo de residuos carbonéceos
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(Na,C0O3). Com o0 aumento da temperatura promoveu a degradacdo completa dos filmes
(soares et al 2004; CANDIDO, 2019).

A analise de DSC mostrou diferentes picos endotérmicos e exotérmicos para 0S
filmes estudados. O primeiro evento endotérmico com pico em 75°C refere-se a evaporagédo
da agua, conforme constatado no TGA.

Em torno de 210 © C observa-se um pico endotérmico, 0 que sugere a decomposicao
do glicerol. O primeiro evento exotérmico observado no grafico presente na faixa de
temperatura de 215°C a 250 °C, apresentando apice 225°C no filme controle e 240° C para
filme com vanilina, pode estrar associado ao processo de decomposi¢do da amostra (Soares et
al 2004; Laia, 2015). E possivel observar que a presenca da vanilina gera um pequeno
deslocamento em relacdo aos eventos quando comparados ao filme controle e, além disso,
como a amplitude maior em alguns eventos, isso se justifica pela necessidade de uma maior
energia para que esse processo aconteca. Em seguida foi iniciado um segundo evento
exotérmico, somente para os filmes com vanilina, correspondendo a oxidacdo dessa
substancia. De acordo com Mourtzinos e colaboradores (2009) ao realizar o DSC de uma
amostra de vanilina a sua oxidacdo ocorreu em uma faixa de temperatura 258-273 °C, sendo
essa a mesma encontrada nesse estudo.

Um terceiro pico exotérmico, aproximadamente a 420°C foi observado e pode ser
atribuida a temperatura de carbonizacdo das amostras. O Gltimo evento endotérmico com pico
em 550° C ocorre a decomposicao da amostra com liberacdo de CO..

Com a finalidade de aplicacdo desse biofilme como um biocurativo, nota-se que a
vanilina apresenta uma estabilidade térmica, ou seja, a mesma ndo apresentou degradacdo de
suas caracteristicas na faixa de temperatura ideal, até 50° C, sendo assim, ao ocorrer o
aumento da temperatura no corpo humano o biofilme ird perder agua e a vanilina continuara a

fornecer suas propriedades antioxidante e antimicrobiana.
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6. CONCLUSAO

A metodologia aplicada pelo planejamento experimental permitiu a producéo de um
filme de alginato dopado com vanilina no intuito de usufruir de suas propriedades
antioxidante e antimicrobiana. Os filmes apresentaram boas caracteristicas quanto a
homogeneidade da superficie e transparéncia. As analises de solubilidade e intumescimento
mostraram que o acréscimo da vanilina influenciou somente nos resultados da solubilidade,
mas a interacdo dessa substancia com o cloreto de calcio interferiu nas duas respostas
analisadas, podendo encontrar a melhor regido para a producdo do material com o auxilio da
superficie de respostas e a otimizacao do processo. Ao avaliar os filmes dopados com vanilina
ocorreu um aumento no halo de inibicdo contra 0s micro-organismos E. coli e P.aeruginosa,
quando comparado ao filme controle. A andlise termogravimétrica apresentou-se em
consonancia com a andlise de calorimetria exploratoria diferencial e o perfil demonstrou a
estabilidade térmica do material, na faixa de temperatura ideal. Dessa forma, os biofilmes
desenvolvidos apresentam caracteristicas que exprimem seu potencial uso como um

biocurativo e baixa toxicidade mediante as matérias — primas empregadas.

7. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Para continuar analisando os resultados obtidos nesse trabalho, como também a
sugerida aplicacdo, seria imprescindivel realizar os testes de toxicidade e antioxidante desse

biofilme.
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