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RESUMO

Os cosméticos tém se tornado uma abordagem promissora no tratamento da acne.
Esses produtos sédo formulados com diversos ingredientes, dentre eles, os polimeros.
Diante da crescente preocupacdo com 0s microplasticos no meio ambiente, esse
mercado esta alinhado com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) para
o desenvolvimento de formulagBes mais sustentaveis com inovagdo em filmes.
Biopolimeros, como o alginato de soédio, sdo alternativas consolidadas nessas
formulacdes e literatura cientifica; porém, o uso de residuo de celulose bacteriana
ainda é pouco explorado nesse segmento. Em vista disso, o presente trabalho
objetiva-se em desenvolver filmes cosméticos biodegradaveis com potencial
aplicacdo cosmética e caracteriza-los por técnicas fisico-quimicas e morfologicas.
Para isso, desenvolveu-se filmes contendo alginato de sédio como matriz, residuo de
celulose bacteriana como agente de reforco e 6leo essencial de melaleuca como
ingrediente ativo. O trabalho dividiu-se em 4 etapas. Na primeira etapa, foi realizado
um estudo para investigar as melhores condicbes experimentais para o preparo da
nanoemulsdo (NE) O/A. A NE apresentou tamanho médio de 52,46 + 3,53 nm e PDI
de 0,26 £ 0,01. Na segunda etapa, o residuo de celulose bacteriana foi oxidado via
2,2,6,6-Tetramethylpiperidine 1-oxyl (TEMPO) e apresentou alto rendimento de
sintese e teor de agua. As técnicas de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)
e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) mostraram que as fibras produzidas
possuem tamanho de 116,07 nm. Além disso, a Difracdo de Raios-X (DRX)
comprovou que a estrutura cristalina ndo foi alterada com a oxidacdo e a
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) confirmou a
insercéo de grupos carboxilicos provenientes da oxidagdo. Na terceira etapa, foram
realizados estudos de otimizacdo de parametros para o desenvolvimento dos filmes
nanocompositos. Testou-se a concentracdo de Oleo essencial; CaClz, MnClz e AICI3
como agentes reticuladores e a metodologia de incorporacéao da celulose bacteriana
oxidada. Na ultima etapa, desenvolveu-se 08 filmes que foram submetidos a analises
como: MEV; Propriedades Mecanicas; Permeabilidade ao Vapor de Agua (WVP);
Angulo de Contato; Solubilidade em Agua; Liberacdo em UV-Vis; FTIR e
biodegradacgéo. Os resultados demonstram que os filmes desenvolvidos séo capazes
de liberar o composto ativo em condicbes semelhantes a pele com acne;

biodegradaveis; ndo afetam a germinacdo de sementes no solo e possuem



propriedades fisico-quimicas satisfatorias para a aplicacdo em cosmeéticos, bem como

em curativos.

Palavras-chave: Filmes cosméticos; Nanocompdsitos; Nanocelulose; Tea-tree oil;

Caracterizacao fisico-quimica.



ABSTRACT

Cosmetics are a promising treatment option for acne due to their formulation with
diverse ingredients, such as polymers. The cosmetics industry is becoming
increasingly concern about growing environmental over microplastics on the
environment. As a result, the industry is now aligned with the Sustainable Development
Goals (SDGs) and is working towards developing more sustainable formulations such
as innovative films. Biopolymers, including sodium alginate, are commonly used in
these formulations and in the scientific literature. Nevertheless, the use of bacterial
cellulose residue in this area still not well-defined. Therefore, the objective of this
research was to develop biodegradable cosmetic films with potential cosmetic
applications and to evaluate their physicochemical and morphological properties. To
achieve this goal, researchers produced films that consisted of sodium alginate serving
as matrix, bacterial cellulose residue as reinforcement, and tea tree essential oil as
active ingredient. The work consisted of four stages. The first stage involved
conducting a study to determine the optimal experimental conditions for the
preparation of the O/W nanoemulsion (NE). The NE exhibited an average size of 52.46
+ 3.53 nm and a PDI of 0.26 + 0.01. In the second stage, the bacterial cellulose residue
was oxidized utilizing 2,2,6,6-Tetramethylpiperidine 1-oxyl (TEMPO), yielding a high
synthesis yield and water content. Transmission Electron Microscopy (TEM) and
Scanning Electron Microscopy (SEM) techniques showed that the fibers produced
have a size of 116.07 nm. Additionally, XRD analysis revealed that oxidation did not
alter the crystal structure, and FTIR analysis confirmed the insertion of carboxylic
groups. The third stage involved parameter optimization to develop the nanocomposite
films, which included testing the concentration of essential oil, CaClz, MnClz, and AICls
as crosslinking agents, as well as the methodology for incorporating oxidized bacterial
cellulose. In the last stage, 08 films were developed and submitted to analysis such
as: SEM; Mechanical Properties; Water Vapor Permeability (WVP); Contact Angle;
Water Solubility; UV-Vis Release; FTIR and biodegradation. The discoveries indicate
that the developed films have the ability to release active compound under conditions
similar to those of acne-prone skin. These films are also biodegradable, do not hamper
seed germination in soil and exhibit satisfactory physical-chemical properties suitable

for application in cosmetics as well as dressings.



Keywords: Cosmetics films; Nanocomposites; Nanocellulose; Tea-tree oil; Physico-

chemical characterization.
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A acne é uma doenca que ocorre em foliculos capilares e glandulas sebaceas
da face, costas e peito; na forma de comeddes, papulas, pustulas e nddulos. O
principal fator para o seu desenvolvimento é a colonizagdo de bactérias como
Cutibacterium acnes (C. acnes), Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus (S.
aureus) e Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) [1]—[3].

No Brasil, 14% das consultas dermatolégicas sao devido a acnhe, e embora seja
uma condi¢ao benigna, causa dor, desconforto e cicatrizes, o que pode desencadear
depressao, ansiedade e baixa autoestima nos pacientes. Os tratamentos
convencionais incluem acidos e antibidticos que podem ocasionar irritacbes e
resisténcia bacteriana. Desse modo, 0s cosméticos tém se tornado uma abordagem
eficiente e muito utilizada [4]-[12].

A industria cosmética tem se firmado como uma das areas mais promissoras
da atualidade [13] e, diante da crescente preocupacdo ambiental devido ao uso
exacerbado de matérias-primas provenientes de recursos ndo naturais, como 0S
polimeros sintéticos, tem surgido um novo segmento no mercado, os produtos
naturais, que podem ser compostos por polissacarideos, excelentes formadores de
filmes, e Oleos essenciais [13]-[19]. Esses materiais, aliados a nanotecnologia, sdo
capazes de substituir os materiais convencionais, reduzir os impactos ambientais,
aumentar a eficacia do produto e reduzir possiveis reacfes alérgicas e resisténcia
bacteriana [18].

A escolha da forma cosmética tem como objetivo a funcionalidade, percepc¢éo
sensorial, estabilidade, seguranca e eficacia do produto. As preparacbes
desenvolvidas na forma de filmes no lugar das formas classicas, apresentam
facilidade e seguranca no transporte, pois 0 peso e 0 risco de vazamento séo
praticamente eliminados, além disso, os filmes cosméticos ou cosméticos em filmes,
apresentam praticidade e comodidade no uso, uma vez que, seus componentes ativos
serdo liberados quando em contato com a pele [20].

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho é desenvolver e caracterizar filmes
nanocompositos a base de biopolimeros como, alginato de sodio e celulose
bacteriana, incorporados com nanoemulsdo de Oleo essencial de melaleuca com
potencial aplicagdo como filme cosmético. Para isso, a presente tese foi estruturada
da seguinte forma:

Capitulo I: Introducdo — Apresenta uma introducao ao trabalho realizado;
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Capitulo II: Relevancia Cientifico-Social da pesquisa desenvolvida — Escrita
com base na normativa do PPGCM, aborda a relevancia do trabalho nas éareas
cientifica e social,

Capitulo Ill: Reviséo da literatura — Oferece uma revisao teorica; estado da arte
e propriedades dos materiais;

Capitulo IV: Objetivos — Elucida os objetivos e hipoteses mediante ao que
apresenta a literatura,;

Capitulo V: Propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais e preparo e
caracterizacdo das nanoemulsbes — Apresenta o material e métodos, bem como
resultados e discussdes acerca dos 0leos essenciais e hanoemulsoes;

Capitulo VI: Preparo e caracterizacdo das Nanofibras de Celulose Bacteriana —
Nesse capitulo, serd apresentado a metodologia para obtencdo de nanofibras via
oxidacdo mediada por TEMPO, resultados obtidos e discussoes;

Capitulo VII: Preparo da matriz polimérica e otimizacdo de processos para o
desenvolvimento de filmes nanocompositos — Sera apresentado as etapas para a
selecdo da concentracdo de 6leo essencial, agente reticulacdo e método de
incorporacao das nanofibras nos filmes;

Capitulo VIII: Preparo e caracterizacdo dos filmes nanocompdsitos: Nesse
capitulo, serdo apresentados os filmes desenvolvidos, bem como a caracterizacdo e
discusséo e

Capitulo I1X: Conclusao - Sera abordado os objetivos e resultados alcancados.
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A pesquisa bibliografica realizada na plataforma da Web of Science (Figura 1)
mostra que os temas abordados nesse projeto sdo relevantes na literatura e de
interesse cientifico e social. No entanto, quando os termos “Cosmetic film”, “Acne
patch”, “Cosmetic Patch” e “Nanocosmetics” sdo pesquisados, a quantidade de artigos
encontrada é menos expressiva (Figura 2). Isso indica que o material proposto tem
potencial inovacao cientifica e mercadoldgica.

As principais areas de aplicacdo/publicacdo dos termos pesquisados podem
ser analisadas nas Figura 3Figura 9. A area de Materiais tem um destaque
interessante para a aplicacao dos filmes cosméticos.

Os filmes desenvolvidos nesse trabalho estdo alinhados com os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) e contribuem para a reducdo da poluicdo
ambiental oriunda dos cosméticos formulados com polimeros sintéticos, impactando
diretamente na qualidade de vida da sociedade em geral. Além disso, o uso de
residuos incentiva a bioeconomia circular.

Durante o doutorado, tive a oportunidade de ministrar aulas e palestras que
contribuiram para novas pesquisas e despertaram o interesse dos jovens de ensino

meédio da escola publica em ingressar na universidade e fazer ciéncia.
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Figura 1: Pesquisa bibliogréafica realizada na base de dados da Web of Science, no

campo “topic” com as palavras-chaves: Acne; Cosmetics; Microplastics; “Sodium

Alginate”; “Bacterial celulose” e “Tea tree oil” OR “Tea tree essential oil” OR
Melaleuca essential oil” OR “Melaleuca alternifélia” OR “Melaleuca alternifélia oil”.

Periodo: 01/01/2013 a 01/10/2023.
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Figura 2: Pesquisa bibliogréfica realizada na base de dados da Web of Science, no

campo “topic” com as palavras chaves: “Cosmetic film” OR “Acne patch” OR
“Cosmetic Patch” OR “Nanocosmetics”. Periodo: 01/01/2013 a 01/10/2023.
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Figura 3: Principais areas de aplicacado/publicacéo envolvendo a palavra-chave:
Acne.

5,949 967 464

Dermatology Pharmacology Pharmacy 2 ‘Bim'.hemistrv Molecular
iology

871
Medicine General Intemal

310
Pediatrics

Fonte: Relatério gerado pelo Web of Science apos a pesquisa realizada.

Figura 4: Principais areas de aplicacédo/publicacdo envolvendo a palavra-chave:
Cosmetics.
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3,001
Chemistry Multidisciplinary

2,995
Biochemistry Molecular Biology
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Fonte: Relatério gerado pelo Web of Science apés a pesquisa realizada.



Figura 5: Principais areas de aplicacdo/publicacéo envolvendo a palavra-chave:

Microplastics.
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Fonte: Relatério gerado pelo Web of Science apos a pesquisa realizada.

Figura 6: Principais areas de aplicacdo/publicacéo envolvendo a palavra-chave:

“Sodium alginate”.
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Fonte: Relatério gerado pelo Web of Science apés a pesquisa realizada.
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Figura 7: Principais areas de aplicacdo/publicacéo envolvendo a palavra-chave:
“Bacterial Cellulose”.
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Polymer Science Chemistry Multidisciplinary Chemistry Physical o IBiuchelnistry Molecular
iology

644 510
Nanoscience Nanotechnology Chemistry Organic

Fonte: Relatério gerado pelo Web of Science apos a pesquisa realizada.

Figura 8: Principais areas de aplicacdo/publicacdo envolvendo a palavra-chave:
“Tea tree oil” OR “Tea tree essential oil” OR “Melaleuca essential oil” OR “Melaleuca
alternifélia” OR “Melaleuca alternifdlia oil”.
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pli

Microbiology

92
Dermatology
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Fonte: Relatério gerado pelo Web of Science apos a pesquisa realizada.
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Figura 9: Principais areas de aplicacado/publicacéo envolvendo a palavra-chave:
“Cosmetic film” OR “Acne patch” OR “Cosmetic Patch” OR “Nanocosmetics”.
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Fonte: Relatério gerado pelo Web of Science apos a pesquisa realizada.
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3.1 ACNE

A acne é uma condicdo inflamatoria crénica que ocorre em foliculos capilares
e glandulas sebaceas em regides do corpo como face, costas e peito, na forma de
comeddes, papulas, pustulas e ndédulos. A acne pode ser classificada em: Grau |
(presenca apenas de comeddes, sem lesdes inflamatorias); Grau Il (comeddes,
papulas e pustulas); Grau lll (comeddes, pustulas e cistos) e Grau IV (comeddes,
pustulas e lesdes cisticas maiores) [1], [2].

O principal fator para o desenvolvimento dessa doenca € a colonizacao das
bactérias gram-positivas que estédo presentes na flora da pele humana: Cutibacterium
acnes (C. acnes), anteriormente denominada Propionibacterium acnes;
Staphylococcus aureus (S. aureus) e Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) [3].

Apesar de ndo ser uma doenca infecciosa, no Brasil, a acne responde por
aproximadamente 14% das consultas dermatoldgicas, sendo predominante nas trés
primeiras décadas de vida [4]. Um estudo realizado em S&o Paulo, revelou que 100%
dos adolescentes acima de 14 anos foram diagnosticados com acne vulgar [5]. Em
2010, a acne ocupou a oitava posicao (645.499.136 casos) no ranking das 10 doencas
predominantes no mundo [6], [7].

Embora seja uma condic&o benigna, a acne causa dor, desconforto e cicatrizes,
0 que pode desencadear depressao, ansiedade e baixa autoestima nos pacientes [8],
[9].

Atualmente, os tratamentos convencionais para casos graves incluem
medicamentos como antibidticos (azitromicina, clindamicina e eritromicina) e acidos
(azelaico, salicilico e retindico), que podem causar resisténcia bacteriana e irritacées
cutaneas, respectivamente [10]. No entanto, para peles sensiveis e com acne leve a
moderada, estudos cientificos relatam que os cosméticos podem melhorar o resultado
clinicos [11], [12].

3.2 COSMETICOS: DEFINICOES E MERCADO
Os produtos cosméticos sdo definidos pela Unido Europeia (2009) como

qualquer substancia ou mistura destinada a entrar em contato com as partes externas

do corpo humano (epiderme, sistema capilar, unhas, labios e 0Orgdos genitais
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externos) ou com os dentes e as mucosas da cavidade oral, com a funcao de limpar,
perfumar, mudar a aparéncia, proteger e corrigir odores corporais [21].

Nos Estados Unidos, a industria cosmética € regulamentada pela Food and
Drug Administration (FDA) que, baseada na Lei Federal de Alimentos, Medicamentos
e Cosméticos Act (FD&C Act) aprovada em 1938, define cosmético (com excecao do
sabao puro) como “um produto destinado a ser aplicado no corpo humano para
limpeza, embelezamento, promocéo da atratividade ou alteracdo da aparéncia” [22].

No Brasil, a RDC N° 752/2022 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) segue a os padrdes internacionais e define produtos cosmeéticos, de higiene
pessoal e perfumes como “preparacfes constituidas por substancias naturais ou
sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar,
unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade
oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua
aparéncia e ou corrigir odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom
estado” [23].

O mercado global de cosméticos foi avaliado em US$ 299,77 bilhdes em 2022
e a projecao é de que cresca de US$ 313,22 bilhdes em 2023 para US$ 417,24 bilhdes
até 2030 [13]. Em 2021, o segmento global de cosméticos antiacne foi avaliado em
US$ 4,13 bilhdes e espera-se que cresga a uma taxa de crescimento anual composta
(CAGR) de 9,0% de 2022 a 2030 [14].

Para atender a demanda desse mercado, existem inUmeros tipos de
cosmeéticos com funcdes, aplicacfes e caracteristicas distintas que necessitam de

uma ampla gama de polimeros e ingredientes ativos.

3.3 POLIMEROS NA INDUSTRIA COSMETICA

Os polimeros sao “macromoléculas composta por muitas (dezenas de milhares)
de unidades de repeticdo denominadas meros, ligadas por ligacado covalente” [24].
Essas macromoléculas sado a segunda maior classe de ingredientes em cosméticos e
produtos de higiene pessoal [19] e desempenham um papel fundamental nas
formulagcbes, como: modificadores de reologia, espessantes, estabilizadores e
desestabilizadores de espuma, emulsificantes, fixadores, condicionadores e
formadores de filme [20-23]. Eles podem ser divididos em sintéticos; semissintéticos

e naturais [15]:
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|.  Sintéticos: Polietilenoglicol (PEG); a base de Acido acrilico;
Poliacrilamida; Acetato de vinila; Poliamida; Poloxamer; Poliéter;
Poliéster; Silicones e Poli (&cido latico-co-4cido glicdlico) (PLGA).
Il.  Semissintéticos: Carboximetilcelulose (CMC); Hidroxipropilcelulose
(HPC); Etilcelulose (CE); Hidroxietilcelulose (HEC) e
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).
[ll.  Naturais: Goma xantana; Goma guar; Amido; Alginato de Saédio;
Quitosana; Celulose; Colageno; Gelatina; Pectina e Agar.
Dentre as classes supracitadas, é habitual a utilizacdo de microparticulas
constituidas de polimeros sintéticos e com diversas finalidades em proporcdes de 1%
a 90% [25].

3.4 MICROPLASTICOS NO MEIO AMBIENTE

Os microplasticos (MP) séo definidos como particulas sélidas sintéticas ou
matriz polimérica, com formato regular ou irregular e com tamanho de 1 ym a 5 mm.
Esses materiais podem ser de fabricacdo primaria ou secundaria e séo insolaveis em
agua [26]. Os MP de origem primaria, sdo fabricados intencionalmente para
determinada aplicacdo, principalmente, para o setor de Higiene Pessoal, Perfumaria
e Cosméticos (HPPC). J4 os secundarios, sdo provenientes da fragmentacdo de
plasticos maiores, como embalagens. Esses materiais, quando descartados de
maneira incorreta, contaminam o ar, solo, mares, rios e até alimentos [27].

Recentemente, pesquisadores encontraram MP no pulméo [28] e coracédo [29]
de humanos. Além disso, uma pesquisa realizada no Brasil, constatou a presenca de
MP em mexilhdes da regido de Santos/SP [30].

Os MP primarios, correspondem a 10% dos MP encontrados no mar; dessa
porcentagem, 93% € oriunda do setor de HPPC [31], [32].

3.5 ALGINATO DE SODIO
O alginato de sodio é extraido de algas marrons pertencentes a classe

Phaeophyceae. Esse biopolimero apresenta uma estrutura linear formada por
unidades de acido B-D-manurbnico (blocos M responsaveis pela flexibilidade) e acido
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a-L-gulurénico (blocos G responsaveis pela rigidez), em diferentes proporcdes e
distribuicdes em cadeia (Figura 10) [33].

Figura 10: Estrutura quimica do alginato de sddio.
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Fonte: Préprio autor.

Devido as propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade,
solubilidade em agua, nao toxicidade e alta capacidade de formar géis e filmes [34], 0
alginato de sodio vem sendo extensivamente estudado para aplicacbes em filmes e

revestimentos de alimentos [35], engenharia de tecidos [36], liberacdo controlada [37]
e cosméticos (Tabela 1).



Tabela 1: AplicacGes do alginato de sédio em cosméticos.
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Aplicacao Forma cosmética Ref.
Esfoliante para a pele com curcumina Microesferas [38]
Encapsulamento de filtros UV Microcapsulas [39]
Estabilizador de emulséo Emulsao Pickering [40]
Mascara facial para liberagéo de caléndula Filme [41]
Complexo polieletrdlito para liberacéo de fragrancia Microcapsulas [42]
Microparticulas para esfoliacédo da pele Microparticulas [43]
Microparticulas para peeling Microparticulas [44]

Fonte: Préprio autor.

3.6 CELULOSE

3.6.1 Celulose vegetal

A celulose vegetal (CsH100s)n, descrita pela primeira vez em 1838 pelo quimico

agricola francés Anselme Payen, € o principal componente da maior parte das fibras

vegetais, sendo considerada o polimero natural mais abundante na terra, com taxa de
producéo total de 1011 - 1012 toneladas por ano [45], [46].

A estrutura da celulose (Figura 11) é linear e ndo ramificada, composta por 10

a 15 mil unidades de glicose unidas por ligacfes glicosidicas do tipo B entre os

carbonos 1 e 4.

Figura 11: Estrutura quimica da celulose.
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Fonte: Préprio autor.
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Os grupos hidroxila (-OH) presentes nessa estrutura desempenham um papel
importante nas propriedades fisico-quimicas da celulose. Cada molécula de glicose
possui trés -OH livres, concedendo a esse biopolimero um carater predominante
hidrofilico. As ligacdes de hidrogénio (LH) intramoleculares, que ocorrem entre 0s
grupos -OH da mesma molécula, sdo responsaveis pela rigidez da cadeia; enquanto
gue as LH intermoleculares, que ocorrem entre os grupos -OH de cadeias adjacentes,
séo responsaveis pela formacao da fibra vegetal. Além disso, as LH tornam a celulose
um composto higroscopico [47]-[49].

Embora a celulose vegetal tenha propriedades interessantes, ela esta

agrupada com outros biopolimeros, como hemicelulose e lignina [50], [51].

3.6.2 Celulose bacteriana

A celulose bacteriana (CB), ou biocelulose, € livre de lignina e hemicelulose e
foi identificada pela primeira vez em 1886 durante a fermentag&o do vinagre [52]. Sua
biossintese ocorre por meio de bactérias dos géneros: Gluconacetobacter, Rhizobium,
Sarcina, Agrobacterium e Alcaligenes em meios de cultura como frutose, glicose,
sacarose e xilose [53], [54]. A Figura 12 ilustra o processo de producdo da CB com

base na literatura [55].

Figura 12: Processo de obtencgéo de celulose bacteriana.
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Fonte: Préprio autor.



46

Apesar de possuir a mesma estrutura e formula quimica que a celulose vegetal,
as dimensdes das fibras e a organizacdo estrutural sédo diferentes [56], [57] o que

confere a esse biopolimero propriedades distintas e Unicas (Tabela 2).

Tabela 2: Comparativo entre as propriedades da celulose vegetal e celulose

bacteriana.
Propriedades CVv CB
Largura da fibra 1,4-4,0x 102 mm 70 - 80 nm
Cristalinidade 56 - 65 % 65-79 %
Mdédulo de Young 55-12,6 GPa 15 - 30 GPa
Conteudo de agua 60 % 98,5 %

Fonte: Proprio autor.

Devido a essas propriedades a CB possui um campo de aplicacdo em diversas
areas, incluindo materiais biomédicos, industria téxtil, comunicacdo, alimentos,

industria de papel e eletrnicos [58], [59] e cosméticos (Tabela 3).

Tabela 3: Aplicacdes da celulose bacteriana em cosméticos.

Aplicacéo Ref.
Méascara facial de hidratacéo [60]
Pelicula composta CB/k-carragenina para liberacdo de agentes ativos [61]
Composito BC/CMC para emulsédo Pickering de cremes [62]
Membranas para hidratacao da pele [63]
Hidrogel para liberacdo de retinol [64]

Fonte: Préprio autor.

Com o intuito de melhorar as propriedades da CB e consequentemente
expandir seu campo de aplicacéo, as pesquisas nessas areas tém se concentrado em
nanoestruturas, como as nanofibras, que séo fibras longas e finas, com elevada area
superficial, varios pm de comprimento e didmetro em escala nanométrica [65], [66].

Os meétodos mecanicos foram o0s primeiros a serem empregados na
desintegracdo da CB para a producdo de nanofibras, porém, a alta demanda de
energia exigida nesse processo tornou o método inviavel. Com isso, O
desenvolvimento de meétodos quimicos, como a oxidacdo mediada por 2,2,6,6-
tetrametil-1-piperidinoxil (TEMPO), tém se mostrado promissor para a obtencao de
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nanofibras de celulose bacteriana (NFCB) [67], [68]. Além disso, nesse processo de
oxidacdo, a hidroxila do C6 € substituida por acido carboxilico (Figura 13), tornando-

a propicia para a funcionalizagdo com outras estruturas.

Figura 13: Estrutura da celulose oxidada via TEMPO.
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Fonte: Préprio autor.

3.7 OLEOS ESSENCIAIS

Os dleos essenciais (OEs) sdo compostos naturais, hidrofébicos e volateis,
extraidos dos brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas ou raizes, de
plantas aromaticas que geralmente sdo localizadas em paises temperados a quente.
A composicdo dos OEs é caracterizada por diferentes compostos bioativos, como
fendis, terpenos e terpendides, em concentracfes razoavelmente altas (20-70%) em
comparagcao com outros componentes presentes em pequenas concentracdes [69]—
[71].

Cada composto orgéanico presente nos OEs é responsavel por diferentes acdes
terapéuticas. No tratamento da acne, sdo desejaveis 6leos que possuem acao anti-
inflamatdria, cicatrizante, antioxidante e antimicrobiana [72].

Na literatura, é possivel encontrar trabalhos cientificos que utilizam os OEs para

o tratamento da acne (Tabela 4).
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Tabela 4: Oleos essenciais utilizados no tratamento da acne.

Oleo essencial Ref.
Jasmim e Jojoba [73]
Citrico da casca de Blanco [74]
Hortela-pimenta [75]
Ocimum [76]
Melaleuca [77]
Cravo [78]
Gengibre [79]

Fonte: Préprio autor.

Dentre os Oleos citados, o 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia)
(OEM), conhecido como tea tree, € amplamente utilizado pela populacdo em geral
sem orientacdo dermatoldgica, o que incentiva pesquisas que atestem a sua eficacia
e seguranca [80].

O OEM ¢ obtido por destilacdo a vapor das folhas e ramos da planta nativa
australiana Melaleuca alternifolia (Myrtaceae). Esse Oleo contém cerca de 100
componentes, sendo o Terpinen-4-ol; Gamma terpinene; Alpha terpinene; Alpha
terpineol; Terpinolene; Alfa pineno; Para cimeno e Cineol, os componentes
majoritarios (Figura 14). O terpinen-4-ol € o componente mais abundante e

responsavel pela agdo antimicrobiana e anti-inflamatéria [81]-[83].



Figura 14: Estruturas quimicas dos compostos bioativos majoritarios nos 6leos
essenciais de melaleuca.
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Fonte: Préprio autor.
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CAPITULO IV: OBJETIVOS
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4.1

4.2
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Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar filmes biodegradaveis a base de alginato, 6leo

essencial e residuo de celulose bacteriana para potencial aplicacdo cosmética.

Objetivos especificos

Avaliar as propriedades antimicrobianas e concentracéo de 6leo essencial para
ser incorporada na matriz polimérica;

Otimizar o processo de reticulacao dos filmes de alginato de sédio;

Utilizar residuo de celulose bacteriana para produzir nanofibras;

Avaliar a melhor forma de incorporagao das nanofibras nos filmes e

Desenvolver filmes nanocompadsitos e caracterizar por técnicas fisico-quimicas.
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CAPITULO V: PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS DOS
OLEOS ESSENCIAIS E PREPARO E CARACTERIZACOES
DAS NANOEMULSOES
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5.1 MATERIAL

Bactérias Gram-positivas:  Staphylococcus aureus (ATCC  25923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Cutibacterium acnes (ATCC 6919)
Meios de cultura: Brain Heart Infusion (BHI); Trypticase Soy Agar (TSA) e Trypticase
Soy Broth (TSB). Digliconato de Clorexidina (CHX) como controle positivo. Oleos
Essenciais de Gengibre Fresco (OEG) (Zingiber officinale — CAS 8007-08-7) e
Melaleuca (OEM) (Melaleuca alternifolia — CAS 68647-73-4) e tensoativo ndo-inico -
Tween 80 (CAS 9005-65-6; Labsynth, Diadema, SP — Brasil). Os Oleos foram
adquiridos da Ferquima Ind. e Com. Ltda. (Vargem Grande Paulista, SP - Brasil) e a
caracterizacao foi realizada pela empresa, conforme laudo técnico enviado (Tabela 5
e Tabela 6).

Tabela 5 — Caracterizacdo do Oleo Essencial de Gengibre Fresco.

Itens controlados Resultados Especificacdes
Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido
Cor Amarelo Amarelo a Marrom
Impurezas Isento Isento

Odor Tipico - Especiaria Tipico - Especiaria
Densidade (20°C) 0,884 0,870 — 0,885
indice de Refracgéo (20°C) | 1,492 1,485 — 1,495
Rotacéo Otica - 33,60° [- 52°; - 25°]
Origem Costa do Marfim

Extracdo Destilacdo a vapor da raiz fresca
Principais componentes Alfa zingiberene = 30%
(aproximadamente) Betasesquifelandrene = 12%

Fonte: Laudo técnico - Ferquima Ind. e Com. Ltda. Lote: 103.



Tabela 6 - Caracterizacdo do Oleo essencial de melaleuca.

ltens controlados

Resultados

Especificacdes

Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido

Cor Amarelo Palha Incolor a Amarelo
Claro

Impurezas Isento Isento

Odor Caracteristico Caracteristico

Densidade (20°C) 0,8905 0,885 — 0,906

indice de Refracéo (20°C) | 1,4754 1,470 — 1,482

Rotac&o Otica +8,70° [+5° +15°]

Origem Australia

Extracdo Destilacdo a vapor das folhas

Principais componentes
(aproximadamente)

Terpinen-4-ol = 42%
Gamma terpinene = 21%
Alpha terpinene = 10%
Alpha terpineol = 4%
Terpinolene = 3%

Alfa pineno = 3%

Para cimeno = 3%

Cineol = 1%

Fonte: Laudo técnico - Ferquima Ind. e Com. Ltda. Lote: 206.

5.2 METODOS

5.2.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima

(CBM)

Foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo para anélise da CIM e CBM
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dos dleos essenciais dos 6leos essenciais de gengibre (OEG) e melaleuca (OEM). O

protocolo experimental dividiu-se em 5 etapas e foi realizado em triplicata:

Meios de cultura e diluicdo dos 6leos:

Brain Heart Infusion (BHI) para S. aureus e S. epidermidis; Trypticase Soy Agar

(TSA) e Trypticase Soy Broth (TSB) para C. acnes. A diluicdo dos 6leos nos

meios de cultura foi realizada utilizando tween 80 obtendo uma concentracao

final de 10%.

Primeiro dia:

- Repique dos microrganismos em agar BHI (S. aureus e S. epidermidis) ou

TSA (C. acnes) e

- Incubacéo a 37 °C por 24h, em aerobiose (S. aureus e S. epidermidis) ou

anaerobiose (C. acnes).
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iii.  Segundo dia:

- Preparo das suspensdes de microrganismos utilizando a escala McFarland
(10° cells/mL);

- Preparo das solugdes contendo os 6leos essenciais em meio de cultura;

- Preparo da solucdo aquosa do controle do veiculo (Tween 80) e meio de
cultura) e

- Preparo das placas de 96 pocos: A coluna 1 recebeu 100 pL da solugao
contendo OEG ou OEM ou o controle do veiculo. Os demais poc¢os receberam
50 pL dos respectivos meios de cultura. Em seguida, foi realizada a diluicéo
seriada entre os pocos da coluna 1 até a coluna 10. Apos a diluicdo seriada,
adicionou-se 20 pL de cada inéculo pocos. A coluna 11 ndo participou da
diluicdo seriada e recebeu apenas os indculos, controle negativo. A coluna 12
recebeu apenas as solucdes contendo os 6leos ou a solucdo do controle do
veiculo, controle de esterilidade do meio. Foi utilizado clorexidina 0,12% como
controle positivo, e em seguida, as placas foram incubadas por 24h a 37°C em
aerobiose (S. aureus e S. epidermidis) ou anaerobiose (C. acnes).

iv.  Terceiro dia: Em placas de agar BHI (S. aureus e S. epidermidis) ou TSA (C.
acnes) foi pipetado 5L de cada poco. As placas foram incubadas a 37 °C por
24h, em aerobiose (S. aureus e S. epidermidis) ou anaerobiose (C. acnes).

v. Quarto dia: Leitura dos resultados, onde CIM é a concentracdo na qual ha
diferenca visual de crescimento em relagéo ao controle de crescimento e CBM

€ a concentragcdo na qual ndo ha crescimento microbiano.

5.2.2 Preparo das Nanoemulsdes de Oleo Essencial de Melaleuca

As nanoemulsdes (O/A) foram preparadas de acordo com a literatura [84] com
algumas modifica¢des: 1,0 ou 2,5% m/V de OEM e 0,75 m/V de Tween 80 foram
homogeneizados em um dispersor Ultra Turrax® T25 (IKA, Alemanha) a 15.000 ou
20.000 RPM durante 5 minutos. As amostras foram descritas como: NE1,0/15;
NE1,0/20; NE2,5/15 e NE2,5/20 (Tabela 7) e acondicionadas em vidros de ambar sob

refrigeracdo para posterior analise e uso.
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Tabela 7: Parametros de preparo das nanoemulsdes de 6leo essencial de melaleuca.

Caddigo das Concentracao de | Concentracdo de | Rotacédo Ultra-
Nanoemulsdes OEM (% m/V) T80 (% m/V) Turrax (RPM)
NE1,0/15 1,0 0,75 15.000
NE1,0/20 1,0 0,75 20.000
NE2,5/15 2,5 0,75 15.000
NE2,5/20 2,5 0,75 20.000

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.3 Tamanho médio e indice de polidispersividade (PDI)

As medidas de tamanho médio das particulas presentes nas nanoemulsées
NE15/1% e NE20/1,0%, bem como o indice de polidispersividade, foram analisados
através da técnica de Espalhamento Dinamico da Luz (DLS, Dynamic Light
Scattering). As andlises foram realizadas em triplicata a 25°C no equipamento

Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments Inc. USA).

5.2.4 Potencial Hidrogenidnico (pH)

Para avaliar a estabilidade das nanoemulsdes, utilizou-se um pHmetro de
bancada (PG 2000, GEAKA) equipado com eletrodo combinado blindado com ponte
salina (GEPHO4BNC SC04). O sistema foi previamente calibrado com solucdes
tampdes 4,0 e 7,0. As amostras foram armazenadas em ambiente refrigerado e ao

abrigo da luz. As leituras foram realizadas em temperatura de 25°C.
5.2.5 Andlise Estatistica
Os resultados experimentais foram avaliados por meio da analise de variancia

(ANOVA) e teste de Tukey, com um nivel de significAncia de 5%, utilizando o software
SISVAR®.



57

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima

(CBM) dos 6leos essenciais

Os resultados da CIM e CBM dos 6leos essenciais de gengibre e melaleuca,
bem como do controle positivo (CHX), para as bactérias Staphylococcus aureus,
Cutibacterium acnes e Staphylococcus epidermidis, estdo apresentados nas Tabela
8Tabela 9Tabela 10, respectivamente.

Tabela 8 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Bactericida Minima
(CBM) do Oleo Essencial de Melaleuca (OEM); Oleo Essencial de Gengibre (OEG) e

Digluconato de Clorexidina (CHX) para a bactéria Staphylococcus aureus.

CIM CBM
Amostras % mg/mL % mg/mL
OEM 2,5 22,5 5 45
OEG > 10 > 88 > 10 > 88
CHX 0,004 0,040 0,004 0,040

Fonte: Proprio autor.

Tabela 9 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Bactericida Minima
(CBM) do Oleo Essencial de Melaleuca (OEM); Oleo Essencial de Gengibre (OEG) e
Digluconato de Clorexidina (CHX) para a bactéria Cutibacterium acnes.

CIM CBM
Amostras % mg/mL % mg/mL
OEM 2,5 22,5 5 45
OEG > 10 > 88 > 10 > 88
CHX 0,002 0,020 0,004 0,040

Fonte: Proprio autor.

Tabela 10 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Bactericida
Minima (CBM) do Oleo Essencial de Melaleuca (OEM); Oleo Essencial de Gengibre
(OEG) e Digluconato de Clorexidina (CHX) para a bactéria Staphylococcus

epidermidis.
CIM CBM
Amostras % mg/mL % mg/mL
OEM 0,625 5,62 1,25 11,25
OEG 5 44 10 88
CHX 0,0005 0,004 0,001 0,009

Fonte: Proprio autor.
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Para todos os microrganismos testados, observou-se que a CBM foi 2 vezes
maior que a CIM. Além disso, os valores de CIM para a S. aureus e C. acnes reduziram
74,43% com o0 uso do OEM em relagcdo ao OEG; ja para a S. epidermidis, essa
reducao foi de 87,23%. Tal resultado é devido aos diferentes componentes dos 6leos
essenciais testados. O OEG é constituido majoritariamente por alfa zingiberene
(30%), enquanto o OEM por terpinen-4-ol (42%).

Dentre os Oleos e bactérias analisadas, a atividade antimicrobiana do OEM
contra S. epidermidis obteve os resultados mais promissores. Em aplicagbes que
visam atividade antimicrobiana do material desenvolvido, valores de CIM e CBM
baixos, sdo interessantes. Diante disso, pelo OEM possui maior atividade
antimicrobiana que o OEG para as bactérias de interesse desse estudo, selecionou-

se 0 mesmo para prosseguir os estudos com nanoemulsdes (O/A).

5.3.2 Tamanho Médio e indice de Polidispersividade (PDI) das Nanoemulsées de

Oleo Essencial de Melaleuca

As nanoemulsdes de 6leo essencial de melaleuca produzidas em diferentes
rotacdes (15.000 ou 20.000 RPM), ndo apresentaram formacdo de precipitado e

separacao de fases apds a preparacao (Figura 15).

Figura 15 — Fotografia digital do aspecto visual das Nanoemulsdes de Oleo
Essencial de Melaleuca preparadas a 15.000 e 20.000 RPM: (a) sem flash e (b) com
flash.
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Fonte: Proprio autor.
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Na fotografia digital, é possivel observar que a NE preparada a 20.000 RPM
apresentou aspecto visual mais transltcido que a NE preparada a 15.000 RPM, sendo
um indicativo de que, altas rotagdes produzem particulas menores. Tal observacgéao foi
comprovada através da analise do tamanho médio (Figura 16), onde o aumento da
rotacdo do Ultra Turrax® reduziu 50,31% o tamanho da NE15. Isso ocorre, pois, altas
energias mecanica criam forcas de deformacéo que superam a pressao de Laplace e
quebram as goticulas de 6leo em gotas menores [85], [86]. Além disso, ressalta-se,
que o tamanho médio da NE20 preparada nesse estudo foi inferior a resultados
reportados na literatura utilizando o mesmo 0Oleo e surfactante [27-30], onde os autores

obtiveram tamanhos médios de 293,2; 70,67; 253,1 e 161,8 nm, respectivamente.

Figura 16 - Tamanho médio (nm) de Nanoemulsées de Oleo Essencial de
Melaleuca (NOEM) preparadas a 15.000 e 20.000 RPM. *Médias, com seus
respectivos valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Fonte: Préprio autor.

Apesar das diferentes rotacbes empregadas nesse sistema influenciarem
significativamente o tamanho das particulas, tal processo nao influenciou a
polidispersividade dos sistemas (Figura 17). Ambas NE apresentaram baixa PDI,
indicando que o sistema apresenta tamanho médio homogéneo. Esses valores estao

de acordo com a literatura [27-30].
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Figura 17: Polidisperséo (PDI) de Nanoemulsdes de Oleo Essencial de Melaleuca
(NOEM) preparadas a 15.000 e 20.000 RPM. *Médias, com seus respectivos valores
de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente entre si
seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Fonte: Préprio autor.

5.3.3 Potencial Hidrogenidnico (pH)

O pH é um parametro fisico-quimico primordial em formulacdes cosméticas e

indica a estabilidade das nanoemulsdes. Os valores obtidos para as NEs preparadas

estdo descritos na Tabela 11. Observa-se que 0s sistemas apresentaram pH proximo

a pele e ndo sofreram variacdo apés 30 dias. Esses resultados indicam que as NEs

sdo estaveis, pois quando ha alteracdes de valor, ha indicios de reacdes quimicas

indesejaveis ou crescimento bacteriano, comprometendo a qualidade do produto final

[91], [92].

Tabela 11 - Potencial Hidrogeniénico (pH) Nanoemulsdes de Oleo Essencial de
Melaleuca (NOEM) preparadas a 15.000 e 20.000 RPM.

Nanoemulsées 1° dia 30° dia
NE1,0/15 6,25 6,26
NE1,0/20 6,34 6,40

Fonte: Préprio autor.
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Diante do que foi discutido nesse capitulo, conclui-se que as NEs produzidas
apresentaram tamanho médio dentro da faixa nanométrica, baixo indice de PDI e boa
estabilidade fisico-quimica. Objetivando uma aplicacdo dérmica com atividade
antimicrobiana, selecionou-se a nanoemulsdo com menor tamanho médio (NE20),
pois sabe-se que tamanhos menores afetam diretamente as propriedades do material,
como maior permeacao de ativos [93] e maior atividade antimicrobiana [94]. Além
disso, particulas menores tém maior area de superficie, resultando em melhor

dispersdo na matriz polimérica [95]-[97].



CAPITULO VI: PREPARO E CARACTERIZACOES DE
NANOFIBRAS DE CELULOSE BACTERIANA
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6.1 MATERIAL

Celulose Bacteriana (CB) (Residuo de CB resultantes das operacgfes de corte
de filmes usados para producé@o comercial de curativos Nexfill®; Seven Industria de
Produtos Biotecnologicos Ltda). 2,2,6,6-tetramethylpiperidinel-oxyl - TEMPO
(C9oH1sNO) (MM = 156,25 g/mol; CAS 2564-83-2; Sigma-Aldrich). Brometo de sodio
(NaBr) (MM = 102,89; CAS 7647-15-6; Dindmica). Hipoclorito de sédio 11 % (NaClO)
(MM = 74,50; CAS 7681-52-9; Dinamica). Hidréxido de sédio (NaOH) (MM = 40 g/mol;
CAS 1310-73-2; Cinética).

Os reagentes foram utilizados como recebidos, sem qualquer purificacdo. Em
todos os protocolos experimentais foi utilizada agua deionizada (99% de pureza e
condutividade elétrica < 5 um/cm? - Osmose Reversa ORBC-10A BFilters).

6.2 METODOS

6.2.1 Oxidag&o mediada por TEMPO

A oxidacéao do residuo de CB ocorreu conforme descrito na literatura [54], [98]
com algumas modificagdes (Figura 18): 10g de residuo de CB foram trituradas e
imersas em 1L de solucéo aquosa contendo 0,16 g de 2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-
oxyl e 1g de NaBr. A oxidacao iniciou-se com a adicao de NaClO (5,0 mmol/g de CB
seca). Apos o NaClO ser consumido, o pH do sistema foi mantido em 10,0 pela adicéo
de uma solucéo de NaOH 0,5 mol.L1. O sistema permaneceu em agitacdo mecanica
a1.000 RPM e 25 °C durante 2 horas. Ao término da reacao de oxidacéo, a suspensao
foi sonicada durante 10 minutos em um ultrassom de banho (Unique Ultracleaner
1400); filtrada e lavada com agua deionizada até atingir pH 7,0. Em seguida, o solido
remanescente foi fibrilado em um liquidificador (Power L-22, Mondial) durante 7 ciclos
de 2 minutos. O material obtido foi descrito como NFCB e armazenado em recipiente

de vidro sob refrigeracéo para posterior analise e uso.
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Figura 18: Processo de obtencdo de Nanofibras de Celulose Bacteriana via
Oxidagéo Mediada por TEMPO.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2.2 Rendimento

O rendimento do isolamento de nanofibras de celulose bacteriana pelo método
de oxidacdo mediada por TEMPO foi calculado baseado na literatura [99] de acordo

com a Equacao 1:

R (%) = (r:l—{) %X 100 Equacéo 1

onde:
R (%) = porcentagem de rendimento;

mf = massa de NFCB ap0s secagem em estufa a 100°C até peso constante e
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mi = massa seca de residuo de CB que foi utilizada no processo de oxidacéo.

O procedimento foi realizado em triplicata.
6.2.3 Teor de Agua

O teor de agua presente nas amostras de NFCB foi determinado de acordo com

a literatura [100], utilizando a Equacéao 2:

) mi — mf .
Teor de dgua (%) = (T) x 100 Equacgao 2

onde:
mi = massa de NFCB em suspenséo e
mf = massa final de NFCB ap0s secagem em estufa a 100°C até peso constante.

O procedimento foi realizado em quadruplicata.
6.2.4 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

O aspecto morfolégico e tamanho das NFCBs obtidas foram analisados por
meio da técnica de MET. Uma solucéo diluida de NFCB foi depositada em grades de
malha de cobre ultrafino de carbono em temperatura e umidade ambiente. Em
seguida, a amostra foi alocada em um porta amostras de um microscopio eletrénico
de transmisséo (TECNAI G2F20 — FEG) operado a 200 kV. As imagens foram obtidas

no modo convencional em campo claro (bright field).
6.2.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A técnica de MEV foi empregada para analisar o aspecto morfolégico das
NFCBs produzidas, bem como o estado de agregacdo do material apds o processo
de oxidacdo. Com o intuito de preservar a estrutura do material, a suspenséo de NFCB
foi liofilizada a -55 °C durante 24 horas. Em seguida, alocada em um porta amostras
de aluminio e recoberta com uma fina camada de ouro. Para a analise da CB, foram

utilizadas amostras na forma de filmes (recortes de CB). A analise foi realizada em um
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microscopio eletrénico de varredura (ZEISS, EVO/LS15) com tensédo de aceleracao
de 10,0 kV.

6.2.6 Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

A técnica de FT-IR com ATR foi empregada para analisar qualitativamente a
insercdo de grupos funcionais provenientes da oxidagdo mediada por TEMPO.
Amostras de CB e NFCB, na forma de filmes, foram alocadas em um porta amostras
de um espectrémetro (Agilent Cary 630) e submetidas a 128 varreduras na faixa de

4000 a 650 cm™ e resolugéo de 4 cm™ para a obtencéo dos espectros.

6.2.7 Difracdo de Raios-X (DRX)

A estrutura cristalina e semicristalina das amostras de CB e NFCB foi
determinada a partir da técnica DRX. Amostras de CB e NFCB, na forma de filmes,
foram alocadas em um porta amostras de vidro no difratbmetro Shimadzu-XRD-600.
Os parametros de analise empregados foram: fonte de raios-X de Cua; A = 0,154 nm;
voltagem = 30 kV; corrente 40 mA; intervalo angular 26 de 4 a 60° e velocidade de
varredura 2°/min. O indice de cristalinidade das amostras foi determinado com base
na literatura [101] utilizando a equagéo de Segal [102] (Equagéo 3):

I -1
Crl = U200 = lam) X 100 Equacéo 3
200

onde:

Crl = indice de cristalinidade relativo;

I,00 = intensidade maxima (em unidades arbitrarias) do pico referente ao plano (200)
e

I,m = intensidade de difracdo nas mesmas unidades em 26 = 18°.
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6.2.8 Propriedades Térmicas

As andlises Termogravimétrica (TG) e Termogravimétrica Diferencial (DTG)
foram realizadas em um analisador térmico (TA Instruments SDT Q600 V20.9 Build
20). As amostras, na forma de filme e com massa aproximada de 8 mg, foram
alocadas em um porta amostra de aluminio e aquecidas de 28,3 até 800°C (10°C/min).
A vazdo de nitrogénio durante os ensaios foi de 100 mL/min. As curvas
termogravimétricas foram calculadas utilizando o software Advantage/Universal

Analysis (UA) da TA Instruments.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSAO

6.3.1 Rendimento (R) e Teor de Agua

O rendimento do processo de oxidagéo do residuo de CB para produzir NFCB,

bem como o teor de agua do material resultante, estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12 - Rendimento do processo de oxidagao mediado por TEMPO e teor de
agua das nanofibras de celulose bacteriana produzidas.

Amostra Rendimento (%) Teor de Agua (%)
NFCB 82,68 £ 2,40 98,84 + 0,07

Fonte: Préprio autor.

Nota-se que o processo de oxidacao teve alto rendimento, havendo perda de
apenas 17,32% durante os processos de: oxidacao; sonicacgao; filtragem; lavagem;
fibrilacdo e secagem. Os resultados estdo de acordo com a literatura para processos
de oxidacdo com 5,0 mmol de NaClO, onde os autores obtiveram rendimentos de 89%
[99] e 74% [103].

O alto teor de 4gua das NFCB produzidas indica a forte caracteristica hidrofilica
inerente do material. Os resultados foram utilizados para calcular a massa de NFCB

utilizada como base seca no preparo dos filmes nanocompasitos.

6.3.2 Anédlise morfolégica e tamanho médio das nanofibras de celulose
bacteriana produzidas

As micrografias obtidas via MET e MEV, Figura 19 e Figura 20,
respectivamente, demonstram que as NFCB produzidas apresentam caracteristicas
de fibras emaranhadas, longas e finas semelhantes as reportadas na literatura [104]—
[109].
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Figura 19: Micrografia Eletrbnica de Transmissdo de Nanofibras de Celulose
Bacteriana (NFCB) obtidas via oxidagdo mediada por TEMPO. Barra de escala de
@ 2ume (b) 1 um.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 20 - Micrografias Eletronicas de Varredura com aumento de 20.000x para as
amostras de: (a) Residuo de Celulose Bacteriana e (b) Nanofibras de Celulose
Bacteriana obtidas via oxidacdo mediada por TEMPO.
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Fonte: Préprio autor.

Ao comparar a micrografia do residuo de CB e NFCB (Figura 20), é possivel
observar que a oxidacdo mediada por TEMPO néo alterou a morfologia do material;
porém, o processo de sonicagdo contribuiu para a obtencéo de fibrilas mais dispersas,
pois quebram as cadeias no meio amorfo devido ao fenémeno de cavitacdo produzido
pela absorcdo de energia ultrassénica [49], [106]. Além disso, apds a oxidacdo, a
unidade de anidroglicose é clivada e a celulose é quebrada em nanofibrilas menores
[110]. O didmetro médio das NFCB foi de 116,07 nm (Figura 21).
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Figura 21: Tamanho médio e distribuicdo de tamanho das nanofibras de celulose
bacteriana.
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Fonte: Préprio autor.

6.3.4 Espectroscopia naregiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

Na Figura 22 estd apresentado o espectro da CB e NFCB. Para ambos
espectros, observa-se bandas caracteristicas da estrutura da celulose, como em 3324
cm que se atribui ao estiramento da ligacdo O — H; em 1030 e 1160 cm™ refere-se
ao alongamento C — O e C — O — C, respectivamente. A banda em 2895 cm™! refere-
se ao alongamento alifatico da ligagdo C — H e em 1370 e 1046 cm™ atribui-se a
deformacgéo angular C — CHs e ao estiramento da ligagcdo C — OH, respectivamente
[111], [112].

E importante destacar que o processo de oxidacg&o realizado na CB pode ser
validado por esta técnica, principalmente, levando em consideracgéo dois fatores:

l. pelo aparecimento de uma banda em 1600 cm™ (Figura 22 b) referente ao
grupamento carboxilato (COQO") observado no espectro da NFCB e, que ndo
consta no espectro da CB e

. pela inexisténcia de bandas de aldeidos na regido de 1720 — 1740 cm™.
Este fato € um indicativo que o processo de oxidacao ocorreu de forma
eficiente, ou seja, os grupamentos de aldeido (HC=0) se passaram a
carboxilato (-COO") que é visivelmente observado em 1600 cm™ [99], [112].
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Figura 22 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho para amostras de CB
e NFCB com varredura de: (a) 4000 - 655 cm™ e (b) 2232-655 cm™.
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Fonte: Préprio autor.
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6.3.5 Difracdo de Raios-X (DRX)

Os padroes de DRX obtidos para a amostra de CB e NFCB estdo demonstrados
na Figura 23 e confirmam a estrutura semicristalina dos materiais. Para a amostra de
CB, é possivel identificar picos em 14,50° e 22,72°, referentes aos planos (110) e (200)
dos cristais de celulose 1 [113]. O difratograma obtido para a NFCB também apresenta
0s picos referentes aos planos citados; esses, em 14,68° e 22,86°, respectivamente.
Esse ligeiro deslocamento, pode indicar a introducdo de grupos carboxilatos na
superficie dos cristais de celulose | [114], resultado que corrobora com os espectros

de FT-IR apresentados anteriormente.

Figura 23 - Difratogramas de Raios-X para as amostras de Celulose Bacteriana (CB)
e Nanofibras de Celulose Bacteriana (NFCB).
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Fonte: Préprio autor.

O indice de cristalinidade das amostras também foi calculado (Tabela 13) e
demonstrou que ambos materiais apresentam cristalinidade elevada. Além disso, 0s
resultados mostram que a oxidacdo mediada por TEMPO nao altera a estrutura
cristalina da CB; indicando que os grupos carboxilatos ndo sao formados dentro dos
cristalitos de celulose I, e estdo presentes nas superficies cristalinas e regides amorfas
[110], [114].
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Tabela 13: indice de cristalinidade para as amostras de Celulose Bacteriana (CB) e
Nanofibras de Celulose Bacteriana (NFCB)

Amostras indice de Cristalinidade (%)
CB 89,52
NFCB 88,15

Fonte: Préprio autor.

6.3.6 Propriedades Térmicas

As curvas termogravimeétricas para a perda de massa e derivada da massa das

amostras de CB e NFCB, estdo ilustradas nas Figura 24 e Figura 25, respectivamente.

Figura 24: Curvas termogravimétricas para a Perda de Massa (%) da Celulose
Bacteriana (CB) e Nanofibras de Celulose Bacteriana (NFCB).
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 25 - Curvas termogravimétricas para: (a) Derivada da Massa (%) da Celulose
Bacteriana (CB) e Nanofibras de Celulose Bacteriana (NFCB) e (b): ampliacéo da
curva para a NFCB.
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Fonte: Préprio autor.

Na Figura 24 observamos que ambas amostras apresentam evento térmico na

regido de 50 a 100 °C. Esse evento nao corresponde a degradacdo dos materiais e
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esta relacionado a evaporacédo de agua residual devido a elevada hidrofilicidade da
celulose [115].

Na Figura 25 (a), podemos identificar 1 pico exotérmico para a CB e 3 picos
exotérmicos para a NFCB. Esses picos indicam os eventos térmicos de degradacdo
gue ocorreram na amostra durante o seu aguecimento e sao importantes para analisar
as alteracdes estruturais provocadas por variacdes de temperatura. Além disso, nos
permite identificar a Temperatura Inicial (Ti); Temperatura Maxima (Tmax);
Temperatura Final (Tr) e Perda de massa para cada evento de degradacao (Tabela
14 e Tabela 15).

Tabela 14: Valores da Temperatura Inicial (Ti); Temperatura Maxima (Tmax.) e
Temperatura Final (Tf) dos eventos térmicos de degradacdo da Celulose Bacteriana
(CB) e Nanofibras de Celulose Bacteriana (NFCB).

1° Evento 2° Evento 3° Evento
Amostras Ti Tmax. Tt Ti Tmax. Tt Ti Tmax. Tt
(°C) (°€) (S | () (6 (6 | () (¢ (©
CB 2242 353,8 398,1 - - - - - -
NFCB 186,4 2395 262,7 | 262,7 313,2 361,1 | 361,1 4229 5433

Fonte: Préprio autor.

Tabela 15: Perda de Massa (%) nos eventos térmicos de degradacao da Celulose
Bacteriana (CB) e Nanofibras de Celulose Bacteriana (NFCB).

1° Evento 2° Evento 3° Evento
Amostras Perda de Massa (%) Perda de Massa (%) Perda de Massa (%)
CB 72,95 - -
NFCB 18,46 37,17 10,61

Fonte: Préprio autor.

A CB teve inicio de degradacéo térmica em 224,2 °C com perda acentuada de
massa (72,95 %). Esse resultado estd de acordo com a literatura e relaciona-se a
quebra das ligagfes glicosidicas da cadeia de CB [116].

Para a amostra de NFCB, a primeira perda de massa (18,46 %) ocorreu em
186,4 °C, indicando que a oxidacdo da CB diminuiu a estabilidade térmica em 16,86
%. Esse resultado comprova que a oxidagdo da CB diminui a estabilidade térmica do

material como relatado na literatura [109], [117].
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Apesar desse efeito, a NFCB do presente trabalho ainda apresenta boa
estabilidade térmica. Resultados da literatura indicam inicio de degradacao térmica da
CB oxidada em 170 °C [118].



CAPITULO VII: PREPARO DA MATRIZ POLIMERICA E
OTIMIZACAO DE PROCESSOS PARA O
DESENVOLVIMENTO DE FILMES NANOCOMPOSITOS
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7.1 MATERIAL

Alginato de Sodio (AS) (Mv: 85.000 g/mol; blocos M = 68%, blocos G= 32%;
M/G = 2,1 [119]; Cromoline Quimica Fina). Cloreto de Calcio Anidro (CaClz2) (MM =
110,99 g/mol; CAS 10043-52-4; Vetec Quimica Fina). Cloreto de Manganés (MnCl2)
(MM = 125,84 g/mol; CAS 13446-34-9; Labsynth). Cloreto de Aluminio Hexahidratado
(AICl3 . 6H20) (MM = 241,43 g/mol; CAS 7784-13-6; Neon).

Os reagentes foram utilizados como recebidos, sem qualquer purificagdo. Em
todos os protocolos experimentais foi utilizada agua deionizada (99% de pureza e

condutividade elétrica < 5 um/cmz2 - Osmose Reversa ORBC-10A BFilters).

7.2 METODOS

7.2.1 Matriz polimérica

A matriz polimérica foi preparada pelo método de casting (
Figura 26) baseado na literatura [84] com algumas modificacfes: 2% m/V de alginato
de sodio foi dissolvido em agua a 25°C em um agitador magnético a 1000 RPM (SP
Labor SP-159, Brasil) durante 3h. Em seguida, a suspensao filmogénica (SF) foi
deixada em repouso até a completa eliminacdo das bolhas de ar. Apos a
desgaseificacdo, a SF foi vertida em uma placa de petri e levada a estufa (Quimis
Q317M52, Brasil) a 40°C para secagem. O filme foi descrito como Matriz, retirado da
placa de petri e acondicionado no dessecador com umidade relativa (UR) de 50%

antes das caracterizagoes.
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Figura 26: Processo de obtencéo do filme de alginato de sodio pelo método de
casting.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

7.2.2 Reticulacéao

Sabe-se que o alginato de sodio pode ser reticulado com ions bi e trivalentes;
entdo, utilizou-se os fons Ca?*; Mn?* e AI* nesse processo: (Figura 27): foram
preparadas 3 solu¢gbes aquosas dos agentes reticuladores: CaClz; MnCl2 e AlCIs com
concentracdo de 1,0% m/V. O método de reticulagdo empregado foi o de reticulagcéo
ionotropica em suspenséao filmogénica, que consistiu em um gotejamento de 30 mL
(1,0 mL mint) da solugdo reticuladora (CaClz; MnCl2 ou AICls) na suspenséo
filmogénica desgaseificada e sob agitacdo magnética. O gotejamento foi realizado
através de uma bomba de infusdo (NE-1000 Syringe Pump, New Era Pump Systems
Inc., Estados Unidos). Ao término do gotejamento das solu¢des reticuladoras, as SF
permaneceram em agitacao durante 30 minutos e posteriormente foram submetidas
a secagem e acondicionamento nas mesmas condi¢fes da matriz (Figura 26). Os

filmes obtidos foram descritos como: Matriz/Ca; Matiz/Mn e Matriz/Al.
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Figura 27: Processo de reticulacéo fisica com os ions Ca?*; Mn?* e AI** para o filme
de alginato de sédio.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

7.2.3 Incorporacdo da Nanoemulséo de Oleo Essencial de Melaleuca (NEOEM)

Para o preparo dos filmes contendo 6leo essencial de melaleuca, utilizou-se o
mesmo protocolo empregado no preparo da matriz de alginato, substituindo-se a agua

pelas nanoemulsdes preparadas a 20.000 RPM com 1,0 ou 2,5% m/V de OEM (Figura
28). Os filmes foram descritos como 1,0% OEM e 2,5% OEM.

Figura 28: Incorporacgéo do 6leo essencial de melaleuca na matriz polimérica de
alginato de saodio.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

7.2.4 Incorporagéo das Nanofibras de Celulose Bacteriana

O método de incorporagédo das NFCBs foi testado no filme contendo 1,0% de

OEM. 5,0% m/m de suspenséo de NFCB (em base seca) foi adicionada antes (Figura
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29) ou apos (Figura 30) a desgaseificacdo da SF contendo alginato de sodio e 6leo
essencial. Apés a incorporacao das NFCB, os filmes foram reticulados com MnClz. As
etapas de secagem e acondicionamento seguiram o protocolo empregado na matriz.
Os filmes foram descritos como: NFCB/Antes e NFCB/Depois.

Figura 29: Método de incorporacdo da NFCB antes da desgaseificacdo da
suspensao filmogénica contento alginato de sédio e 6leo essencial de melaleuca.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 30: Método de incorporacdo da NFCB apds a desgaseificacdo da suspensao

filmogénica contento alginato de sédio e 6leo essencial de melaleuca.
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7.2.5 Anédlise Subjetiva e aspecto visual

A analise subijetiva foi realizada conforme a literatura [120], onde verificou-se
as caracteristicas dos filmes quanto a continuidade (auséncia de rupturas ou fraturas
apos a secagem); homogeneidade (auséncia de particulas insoluveis, bolhas de ar ou
zonas de opacidade) e manuseabilidade (possibilidade de ser manuseado sem riscos
de ruptura). As fotografias digitais para registrar o aspecto visual dos filmes foram
obtidas nas mesmas condi¢gbes de luz e ambiente, e ndo passaram por nenhum
tratamento digital (Camera de 12 MP, Abertura f/2.2 - Iphone 11).
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.3.1 Reticulacéao

O aspecto visual dos filmes reticulados esta registrado na Figura 31. Ao analisar
as imagens, é possivel identificar nitidamente que os filmes reticulados com CaClz e
AIClz ndo sdo homogéneos e apresentam particulas gelificadas de alginato de sédio
na superficie. Essa gelificacdo néo foi observada no filme reticulado com MnClz, que
apresentou aspecto visual homogéneo e opaco (caracteristica marcante da

reticulagéo dos filmes de alginato).

Figura 31: Aspecto visual dos filmes de alginato reticulados com: (a) CaClz; (b)
MnClz e (c) AlCls.

Fonte: Préprio autor.

Quando o AS reage com ions Ca?*, forma-se uma rede tridimensional
conhecida como “egg-box”, onde cada ion de calcio liga-se com dois grupamentos
COO do AS. Apesar do Mn também ser um fon divalente, seu raio idnico (0,67 A) é
menor que o célcio (0,99 A); portanto, sua interacdo é mais fraca, e o Mn?* ocupa
menos intersticios dos blocos G ou M do alginato, ndo permitindo que a solucéo
filmogénica de AS gelifique instantaneamente [121]-[123].

Ao comparar o Al** com Mn?*, a diferenca esta no estado de oxidacédo do Al,
que permite que cada Al se ligue a 3 grupamentos COO" do AS, formando estruturas
nao planares com maior seletividade ao AS [121]-[123].

Além disso, ha relatos na literatura [124] de ions Mn?* que se ligam
preferencialmente na parte externa dos blocos M do alginato; mas também podem se

ligar entre os segmentos de blocos G e entre a estrutura céncava formada quando ha
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pares alternados de segmentos M e G. Isso mostra que o Mn?* é seletivo e versatil na
reticulacdo do AS.

Diante dos resultados obtidos nessa sessao, e considerando que a
homogeneidade dos filmes poliméricos € caracteristica essencial para seu
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacéo, selecionou-se o reticulador MnCl2 para

prosseguir com os estudos.
7.3.2 Incorporagédo da nanoemulséao

O aspecto visual dos filmes de alginato incorporados com nanoemulséao de 6leo
essencial de melaleuca em diferentes concentracdes, esta ilustrado na Figura 32. A
concentragao de 1,0% baseou-se em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa [84]
que utilizou nanoemulsédo de 6leo essencial de melaleuca em matriz de alginato de
sodio. A concentracdo de 2,5% foi utilizada devido ao valor da CIM do OEM (Tabela
8 Tabela 9).

Figura 32: Aspecto visual dos flmes com nanoemulséo contendo: (a) 1,0 e (b) 2,5 %
m/V de 6leo essencial de melaleuca.

Fonte: Préprio autor.

ApoGs a secagem dos filmes, os mesmos foram retirados da placa de petri e
armazenados para posterior analise. Durante esse procedimento, foi possivel

identificar uma quantidade consideravel de 6leo essencial na placa que continha o
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filme com 2,5% de 6leo, sendo um indicativo de que a concentracao utilizada, foi além
do necessario para interagir com a matriz de alginato (2,0%).

Na Figura 32 (a), observa-se que o filme com menor concentracdo de OEM
apresenta superficie mais lisa quando comparada ao filme com 2,5% OEM, e
consequentemente maior concentracdo de Tween 80, que apresentou superficie mais
rugosa (Figura 32 (b)). Além disso, foi possivel identificar visualmente que, maior
concentracdo de OEM na matriz, confere menor transparéncia ao filme.

Apesar da abordagem proposta nao ter sido eficiente para incorporar OEM em
concentracdo préxima a CIM (visando aplicacdo antimicrobiana), nesta sesséo,
reitera-se a discussdo do Capitulo V sobre tamanho de nanoemulsdo e atividade
antimicrobiana: o filme com 1% OEM mostra-se promissor por conter nanoemulséo
com tamanho médio de 52,46 + 3,53.

7.3.3 Incorporacgéo das nanofibras de celulose bacteriana

A Figura 33 ilustra o aspecto visual dos filmes apds a incorporacdo de

nanofibras de celulose bacteriana.

Figura 33: Aspecto visual dos filmes de alginato de sodio e nanoemulséo de 6leo
essencial de melaleuca incorporados com nanofibras de celulose bacteriana: (a)

Fonte: Préprio autor.

E possivel identificar que, quando a NFCB é incorporada antes da

desgaseificacao, o filme apresenta bolhas em toda superficie (Figura 33 (a). Isso
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ocorre devido a alta viscosidade das NFCB, que confere maior viscosidade a
suspensao filmogénica. A elaboracdo de filmes poliméricos requer materiais sem
bolhas, pois elas interferem nas andlises realizadas. Para isso, faz se necessario
deixar a suspenséao filmogénica em repouso para a completa eliminacao das bolhas.
Esse procedimento foi realizado e as bolhas néo foram eliminadas do sistema. Diante
disso, a suspensao passou por processo de desgaseificacdo em bomba e ultrassom
de banho e, mesmo assim, n&o houve a eliminagao das mesmas.

Ao incorporar a NFCB ap0s a desgaseificacédo (Figura 33 (b), o filme produzido
nao apresentou bolhas que pudessem ser identificadas visualmente. Esse resultado

comprova que o método proposto foi eficiente no preparo de filmes homogéneos.

7.3.4 Andlise subjetiva do processo de otimizagédo dos filmes

ApOs os processos de otimizacdo dos filmes para a escolha do reticulador,
concentracdo de 6leo essencial e método de incorporacéo das nanofibras de celulose
bacteriana; os filmes foram submetidos a andlise subjetiva (Tabela 16). No geral, o
parametro de homogeneidade foi o mais afetado, seguido por continuidade e

manuseabilidade.

Tabela 16: Andlise subjetiva do processo de otimizacdo dos filmes.

Filmes Continuidade Homogeneidade | Manuseabilidade
Matriz/Ca [ 1) ° o0

Matriz/Mn (1T (T T o000

Matriz/Al o0 o [ 7 )

1,0% OEM 000 o000 000

2,5% OEM 00 [ o0

NFCB/Antes | ®o®® o (T T
NFCB/Apos | ®®e® ( 1 ) (T Y )

® (deficiente) ®® (bom) ®®® (excelente).
Fonte: Préprio autor.

Os filmes reticulados com CaCl2 e AICIs mostraram-se deficientes nos trés
parametros analisados. Para o filme com nanoemulsdo contendo 2,5% de OEM, o

parametro homogeneidade e manuseabilidade foi afetado. Ja para o filme onde houve
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a incorporacdo das nanofibras antes da desgaseificacdo, a diferenca foi na
homogeneidade.

Os filmes Matriz/Mn, 1,0% OEM e NFCB/Apds foram os que apresentaram a
melhor avaliagdo nos parametros analisados e, portanto, foram selecionados para o

preparo dos filmes nanocompdésitos.



CAPITULO VIII: PREPARO E CARACTERIZACAO DOS
FILMES NANOCOMPOSITOS
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8.1 MATERIAL

Oleo Essencial de Melaleuca (OEM) (Melaleuca alternifolia — CAS 68647-73-4)
(Ferquima Ind. e Com. Ltda.). Tween 80 (CAS 9005-65-6; Labsynth). Alginato de
Sadio (AS) (Mv: 85.000 g/mol; blocos M = 68%, blocos G= 32%; M/G = 2,1 [119];
Cromoline Quimica Fina). Cloreto de Calcio Anidro (CaClz2) (MM = 110,99 g/mol; CAS
10043-52-4; Vetec Quimica Fina). Cloreto de Manganés (MnClz) (MM = 125,84 g/mol;
CAS 13446-34-9; Labsynth). Cloreto de Aluminio Hexahidratado (AICIz. 6H20) (MM =
241,43 g/mol; CAS 7784-13-6; Neon). Fosfato de Sédio Monobasico (NaH2PO4) (MM
= 119,98 g/mol; CAS 7558-80-7); Fosfato de Sédio Bibasico (NazHPO4) (MM = 141,96
g/mol; CAS 7558-79-4) e Acido Fosférico (H;PO,) (MM = 98,00 g/mol; CAS 7664-38-
2) adquiridos da Exodo Cientifica. Substrato comercial para plantas (Carolina Soil).

Os reagentes foram utilizados como recebidos, sem qualquer purificagéo. Em
todos os protocolos experimentais foi utilizada dgua deionizada (99% de pureza e

condutividade elétrica < 5 um/cmz2 - Osmose Reversa ORBC-10A BFilters).

8.2 METODOS

8.2.1 Preparo dos filmes nanocompdésitos

Os filmes nanocompdsitos foram obtidos seguindo as melhores condictes
experimentais descritas no Capitulo VII e exemplificadas na Figura 34. Foram obtidos
08 filmes (Tabela 17) descritos como: Matriz; Matriz/Mn; 0% NFCB; 0% NFCB/Mn; 2,5
NFCB; 2,5% NFCB/Mn; 5,0% NFCB e 5,0% NFCB/Mn. Para os filmes reticulados, a
adicdo da solucdo de MnCl2 1,0% m/V ocorreu como etapa final a formacgdo das

suspensdes filmogénicas.



Figura 34: Processo de otimizacéo para o desenvolvimento dos filmes
nanocompaositos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 17: Composicdo dos filmes nanocompdésitos obtidos.

Caddigo

Matriz
Matriz/Mn

0% NFCB

0% NFCB/Mn
2,5% NFCB
2,5% NFCB/Mn
5,0% NFCB
5,0% NFCB/Mn

AS
(m/V)

2,0%
2,0%
2,0%
2,0%
2,0%
2,0%
2,0%
2,0%

OEM
(mIV)

1,0%
1,0%
1,0%
1,0%
1,0%
1,0%

T80
(mIV)

0,75%
0,75%
0,75%
0,75%
0,75%
0,75%

NFCB
(m/m)

2,5%
2,5%
5,0%
5,0%

MnCl>

(m/V)

1,0%

1,0%

1,0%

1,0%

Fonte: Elaborado pelo autor.
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8.2.2 Espessura dos filmes

As espessuras dos filmes foram obtidas em um micrémetro digital com precisao
de 0,001 mm (No. 7326, Mitutoyo Manufacturing, Japan). As medidas foram realizadas

em cinco pontos aleatorios ao longo de cada amostra de filme.

8.2.3 Potencial Hidrogenibénico (pH)

O pH das SF foram aferidos em um pHmetro de bancada (PG 2000, GEAKA)
equipado com eletrodo combinado blindado com ponte salina (GEPHO4BNC SCO04).
O sistema foi previamente calibrado com soluc¢des tampodes pH 4,0 e 7,0. As leituras
foram realizadas em temperatura de 25°C.

8.2.4 Viscosidade

A viscosidade das SF é um parametro importante na obtencao de filmes pelo
método de “casting”, pois pode promover superficies irregulares, facilitar incorporacao
de bolhas de ar e influenciar o tempo de secagem. Para determinar a viscosidade das
SF e avaliar a influéncia da incorporacdo de NFCB, utilizou-se viscosimetro de
laboratorio (DVNXLVTJG, Brookfield Ametek).

8.2.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia, superficial e interna, dos filmes foi analisada em um microscoépio
eletrbnico de varredura (ZEISS, EVO/LS15) com tensdo de aceleragao de 10,0 kV.
Para a andlise morfologica interna, os filmes foram crio-fraturados em nitrogénio
liquido. Todas as amostras foram fixadas em um porta amostra de aluminio com
auxilio de uma fita de carbono dupla face (Ted Pella Inc., Redding, EUA) e revestidas
com uma fina camada de liga de ouro / paladio por pulverizacdo catdodica em um
Metalizador “Sputter Coater” (Quorum Q150T E).
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8.2.6 Propriedades Mecanicas

O comportamento mecéanico foi avaliado em ensaios de solicitagdo mecénica
sob tracdo, obtendo-se curvas de Tensao (o) versus Deformacao (€) para determinar
a resisténcia a tracao na ruptura, elongacéo na ruptura e modulo elastico (médulo de
Young) dos filmes. Os corpos de prova (n = 15) foram cortados na forma de gravata
com dimensdes de 22 x 05 mm, conforme a ASTM 1708-18 [125]; acondicionados a
25°C e 50% de UR por 48h e carregados em uma maguina universal de ensaios
(Instron Corp, Canton-MA, EUA) operando com célula de carga de 50 N e taxa de

estiramento de 10 mm.min1.

8.2.7 Permeabilidade ao Vapor de Agua (WVP)

A permeabilidade ao vapor de dgua, WVP do inglés Water Vapor Permeability,
é definida pela ASTM E96-16 [126] como “a taxa de tempo de transmisséo de vapor
de agua através da area unitaria de material plano de espessura unitéria induzida pela
diferenca de pressdo de vapor unitaria entre duas superficies especificas, sob
condicBes especificas de temperatura e umidade.”

Essa propriedade foi determinada de acordo com a literatura [127] baseada no
método ASTM E96 [126]. Os filmes foram cortados em amostras circulares com 6 cm
de diametro, e a espessura foi aferida em 5 pontos aleatérios com o auxilio de um
micrémetro digital (Mitutoyo, Jap&do) com resolucédo de 0,001 mm e faixa de medida
de 0 a 25 mm. Para a montagem do sistema, adicionou-se 6 mL de agua deionizada
na parte interna de células de teflon (n=7) e fixou-se as amostras sobre essas células
com graxa de silicone nas bordas. O sistema foi fechado fixando a parte superior das
células sobre os filmes com o auxilio de 4 parafusos. Em seguida, cada célula foi
pesada em balanca analitica (Oh) e alocada em estufa (Quimis Q317M52, Brasil) a 25

+5°C e UR de 50 + 5% para as pesagens posteriores (1, 2, 23, 24 e 25h).
8.2.8 Angulo de contato com a agua
A determinacdo do angulo de contato (8), medida quantitativa da molhabilidade

superficial de um solido (filme) por um liquido (agua), foi realizada em um medidor de

angulo de contato (DME-211, KYOWA). Para a andlise, foi empregado o método
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optico de gota séssil (estatico): uma gota (6 + 2 uL) de agua deionizada foi depositada
sobre a superficie dos filmes (n = 3) com o auxilio de uma seringa de precisdo. O
angulo de contato foi registrado durante 20 segundos e correspondeu a média
aritmética dos angulos das extremidades esquerda e direita da gota.

8.2.9 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua foi determinada com base na literatura [128], [129] com
algumas modificacdes: os filmes foram cortados em amostras circulares com 5 cm de
diametro (n = 6), secos em estufa a 40 °C (Quimis Q317M52, Brasil) por 4h,
acondicionados em dessecador com silica por 1h e pesados em balanca analitica para
determinar a massa inicial (mi). Em seguida, foram imersos em 100 mL de &gua
destilada e submetidos a agitacdo a 20 RPM por 1h (Mesa Agitadora Shaker Orbital
Digital, SP-108/DT, SP Labor, Brasil). ApGs a agitacdo, as amostras foram filtradas
em papel de filtro qualitativo previamente pesados (80 g/m?, 3 micras, Nalgon) e secas
em estufa a 40 °C até 3 pesagens consecutivas com massa constante. Apos a
secagem, os filmes foram mantidos em dessecador com silica gel antes da pesagem

final (massa final, mr). A solubilidade foi determinada de acordo com a Equacéo 4:

Solubilidade em dgua (%) = (mlm;lmf> X 100 Equacao 4

8.2.10 Liberacdo do 6leo essencial de melaleuca e Eficiéncia de Encapsulacao

Para investigar o potencial uso dos filmes como filme cosmético para liberacao
de 6leo essencial de melaleuca, utilizou-se o espectrofotdmetro UV-visivel (UV-2600,
Shimadzu) para investigar a eficiéncia de encapsulacdo (EE) e quantificar o 6leo
liberado em condigGes controladas de pH e temperatura. Os ensaios foram realizados
com base em trabalhos do grupo de pesquisa [130]-[132], com algumas modificagcdes.

Os filmes foram cortados em amostras circulares com 3,5 cm de diametro e
imersos em meio de liberac&o estatico contendo tampéao fosfato com pH=5,5a 37 £
2 °C para a leitura das aliquotas em tempos pré-determinados. Apés as leituras, as

aliquotas foram adicionadas novamente ao meio de liberagéo para que o volume do
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sistema nao sofresse alteracdo. Para determinar as concentracfes de OEM obtidas
no Uv-vis (C,); eficiéncia de encapsulacao (EE); capacidade de liberacao e % liberada
na solucdo, foram empregadas as Equacdes 5 a 8, respectivamente. Os calculos
foram realizados com base na curva de calibragdo obtida previamente (coeficiente
linear = - 0,00886 + 0,0034; coeficiente angular = 5,22171 + 0,0835 e R? = 0,99821).

Abs tb
C, = % Equacgéo 5

onde: C; € a concentracao de 6leo essencial de melaleuca obtida no tempo “t”; Abs é
a absorbancia medida no UV-vis; b e a sdo os coeficientes linear e angular,

respectivamente.

C
EE (%) = Ff %X 100 Equacao 6

l

onde: Cr € a concentracao final desse 6leo no meio de liberagéo e C; € a concentragéo

de 6leo essencial de melaleuca adicionada nos filmes [133].

(C; — Cy) xV Equacao 7
m

Quantidade Liberada (mg.g™1) =

onde: C; € a concentracao de 6leo essencial de melaleuca obtida no tempo “t” no meio
de liberacao; C, € a concentracao inicial de 6leo essencial de melaleuca no meio de
liberacéo; V € o volume do meio de liberacdo e m € a massa de filme utilizada na

analise.

C
Quantidade liberada (%) = t

x 100 Equacéo 8

max.

onde: C; € a concentragao de 6leo essencial de melaleuca obtida no tempo “t” no meio
de liberagéo e C,,s,. € a concentracdo maxima de 6leo essencial de melaleuca obtida

nos ensaios de liberagéo.
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8.2.11 Espectroscopia naregido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Amostras de filmes foram alocadas em um porta amostras de um
espectrometro (Agilent Cary 630) e submetidas a 128 varreduras na faixa de 4000 a

650 cm™ e resolucéo de 4 cm™ para a obtencdo dos espectros.

8.2.12 Biodegradacéo

Para avaliar a biodegradacdo em solo dos filmes desenvolvidos e a influéncia
da adicdo de NFCB e reticulacdo nesse processo, selecionou-se os filmes: 0% NFCB;
0% NFCB/Mn; 5,0% NFCB e 5,0% NFCB/Mn.

O substrato para plantas comercial utilizado possuia turfa, vermiculita, residuo
organico agroindustrial Classe A (casca de arroz torrefada) e calcario. A

caracterizagéo foi realizada pela industria e descrita no rotulo (Tabela 18).

Tabela 18 - Caracterizacao do substrato comercial para plantas.

Itens controlados Resultados

pH 55+1

Condutividade elétrica (mS.cm™) 1,0 (até 50% para mais)
Umidade méaxima (% m/m) 60 (até 10% para mais)
Densidade seca (kg.m?3) 130 + 20%

Capacidade de retencao de agua (% m/m) | 300 (até 10% para menos)

Fonte: Carolina Soil.

O substrato foi preparado conforme recomendacdo do fabricante, sendo
descompactado antes da abertura da embalagem e adicionado 5 litros de 4gua para
cada 8 kg de substrato.

De acordo com a metodologia descrita na literatura [134], as amostras de filme
com 25 mmz foram dispostas em uma malha plastica, em triplicata, e posteriormente
enterradas no substrato a uma profundidade de aproximadamente 20 mm em um
recipiente de polipropileno com 14 cm de diametro interno. O ensaio de biodegradacao
ocorreu em temperatura ambiente e 25 mL de agua deionizada foi adicionada duas
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vezes por semana para manter a umidade. Filmes comerciais de polietileno de baixa

densidade (PEBD) e celulose foram testados como controle (Figura 35).

Figura 35: Organizagcdo do experimento de biodegradacao da area 1.:
biodegradacdo com malha plastica.

AREA 1 - BIODEGRADAGAO COM MALHA PLASTICA

Conjunto 1 - Periodo: 15 dias —p [0

Controle Controle 0% 0% 5,0% 5,0%
(PEBD) (Celulose) NFCB NFCB/Mn NFCB NFCB/Mn

Conjunto 2 - Periodo: 30 dias = [O]

Controle Controle 0% 0% 5,0% 5,0%
(PEBD) (Celulose) NFCB NFCB/Mn NFCB NFCB/Mn

Conjunto 3 - Periodo: 180 dias —p [O]

Controle Controle 0% 0% 5,0% 5,0%
(PEBD) (Celulose) NFCB NFCB/Mn NFCB NFCB/Mn

Fonte: Préprio autor.

O experimento com malha plastica foi preparado para possibilitar a retirada das
amostras do substrato com maior facilidade, pois as analises de biodegradacgéo por
perda de massa dos bioplasticos, séo dificeis de serem realizadas [135], portanto, as
amostras foram cuidadosamente retiradas do substrato apés 15, 30 e 180 dias para
avaliacao do processo de desintegracao realizado por inspecdo visual. Para a analise
visual (em triplicata), foi realizado fotomicrografias em um Stereo Microscépio Optico
(Stemi 508, Zeiss), além de fotografias com uma camera digital (Coolpix P510, Nikon).

O experimento também foi reproduzido sem a malha plastica para simular o
tempo real de biodegradacéo (Figura 36), uma vez que esse suporte para as amostras
pode interferir no tempo de biodegradacao.
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Figura 36: Organizacdo do experimento de biodegradacao da area 2:
biodegradacdo sem malha plastica simulando a realidade.

AREA 2 - BIODEGRADAGAO SIMULANDO A REALIDADE

Conjunto 1 - Periodo: 30 dias—p [O7 (germinacéo no substrato apds retirar as amostras)
Y ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

Controle Controle 0% 0% 5,0% 5,0% + Controle
(PEBD) (celulose) NFCB NFCB/Mn NFCB NFCB/Mn (solo)

Conjunto 2 - Periodo: 60 dias =» 90 dias—p (O]
{amostras sendo recolocadas nos vasos)

Controle Controle 0% 0% 5,0% 5,0%
(PEBD) (celulose) NFCB NFCB/Mn NFCB NFCB/Mn

Conjunto 3 - Periodo: 120 dias—[0] —p 150 dias —p 180 dias—p[O]
(amostras sendo recolocadas nos vasos e germinagao no substrato ap6s a degradagéo)

Y ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

Controle Controle 0% 0% 5,0% 5,0% + Controle
(PEBD) (celulose) NFCB NFCB/Mn NFCB NFCB/Mn (solo)

Fonte: Préprio autor.

Dessa forma, os materiais foram retirados do substrato em intervalos de 30 dias
até completar 180 dias, conforme indicado pela NBR 15448-2 [136].

ApoOs a retirada dos materiais em cada intervalo de tempo, foi realizada a
analise visual (fotografias) para acompanhar o processo de biodegradacédo que deve
ocorrer em até 180 dias [136]. Também foram determinadas as massas iniciais e finais
(quando possivel) das amostras para determinar a perda de massa ao final dos
periodos de cada conjunto.

Foi realizada a avaliacdo de toxicidade do substrato para o crescimento de
plantas ap6s a degradacéao dos filmes no periodo de 30 e 180 dias. O experimento foi
realizado de acordo com a literatura [137] com algumas modifica¢des: 7 sementes de
feijdo comum preto Phaseolus vulgaris (L.) foram plantadas por recipiente, sendo
utilizado como controle o substrato para plantas que nao foi exposto as amostras
durante o experimento de biodegradacdo. As sementes foram regadas com agua
deionizada periodicamente. Apés 10 dias, foram limpas e avaliadas pelos parametros
de germinacao (%), crescimento (cm) e biomassa total (g).
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8.2.13 Analise Estatistica

Os resultados experimentais foram avaliados por meio da analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey, com um nivel de significancia de 5%, utilizando o software
SISVAR®.
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8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.3.1 Potencial Hidrogenibénico (pH)

O pH da pele humana é levemente &cido, com valores de pH de 4 a 6, que
podem ser afetados por fatores como idade, genética e doencas de pele. A avaliacdo
do pH de produtos cosméticos € importante, pois 0 uso de cosméticos com faixa de
pH muito diferentes da pele pode acarretar danos e diminuir a eficacia do produto
[138]. Na Tabela 19 estdo demonstrados os dados de pH das SF dos filmes

nanocompaositos.

Tabela 19: Potencial Hidrogenidnico das suspensodes filmogénicas dos filmes

nanocompaositos.

Amostras pH

Matriz 6,06
Matriz/Mn 571
0% NFCB 6,26
0% NFCB/Mn 5,94
2,5% NFCB 6,85
2,5% NFCB/Mn 6,21
5,0% NFCB 7,06
5,0% NFCB/Mn 6,46

Fonte: Préprio autor.

E possivel identificar que a adigdo da nanoemulsdo de oleo essencial de
melaleuca e nanofibras de celulose bacteriana aumentaram sutilmente os valores de
pH, enquanto a reticulagdo com MnClz, diminuiu. Com exce¢do da SF com 5,0%
NFCB, todas as SF desenvolvidas apresentam pH proximos a pele. Além disso, a
adicao de MnCl2 pode ser promissora para o tratamento da acne, visto que alguns
trabalhos relatam melhora nas lesGes causadas por ache em pacientes que usam

sabonete levemente acido versus alcalino [139], [140].
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8.3.2 Viscosidade

A influéncia da adicdo de NFCB na viscosidade das SF estéd apresentada na
Tabela 20, onde é possivel identificar que a adicdo de NFCB aumentou
significativamente a viscosidade da SF 0% NFCB. Esse resultado comprova a
discussdo apresentada no item 7.3.3 sobre a relacdo entre viscosidade e

caracteristicas dos filmes poliméricos obtidos.

Tabela 20: Viscosidade aparente das suspensoées filmogénicas sem e com NFCB.

AMOStras Viscosidade Torque Velocidade Temperatura
(cP) (%) (RPM) (°C)

0% NFCB 1.411+£17,14 82,3 70 27,7

2,5% NFCB 2.262 + 30,00 75,4 40 23,3

5,0% NFCB 5.458 + 80,00 68,2 15 23,9

Fonte: Préprio autor.

8.3.3 Aspecto visual dos filmes nanocompdésitos

A Figura 37 ilustra o aspecto visual dos filmes nanocompositos desenvolvidos.
O filme Matriz (contendo apenas alginato de sédio) foi 0 que apresentou maior
transparéncia visual e, quando reticulado, apresentou caracteristica levemente opaca
(assim como os outros filmes que também foram reticulados). Além disso, destaca-
se que os filmes que continham apenas alginato (Matriz ou Matriz/Mn), foram 0s mais
dificeis de serem retirados da placa de petri ap6s a secagem sem que sofresse
rupturas.

Ja com a adicao de nanoemulsdo de 6leo essencial de melaleuca nos filmes,
os mesmos foram retirados sem esforgos da placa. Isso indica que o 6leo essencial
também pode atuar como plastificante na elaboracéo de filmes poliméricos.

Os filmes contendo NFCB demoraram mais para secar devido a viscosidade da
SF. Com isso, durante esse processo, algumas regibes secaram primeiro, 0 que
ocasionou a entrada de ar e formacao de algumas superficies ndo planas.

De modo geral, os filmes desenvolvidos apresentaram caracteristicas que
atendiam aos requisitos para serem submetidos aos ensaios de caracterizagao que

seréo discutidos a seguir.



102

Figura 37: Aspecto visual dos filmes nanocompasitos.

Fonte: Préprio autor.
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8.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As Figura 38 a Figura 41 ilustram as micrografias eletrbnicas de varredura
obtidas para a superficie dos filmes nanocompositos. Nas Figura 42Figura 43, estdo
ilustradas as secdes transversais dos filmes.

E possivel identificar que os filmes de alginato de sodio sem a incorporacéo da
nanoemulsdo e nanofibras (Matriz e Matriz/Mn), possuem a superficie mais lisa e
homogénea, com secao transversal mais compacta e sem poros, quando comparado
aos outros filmes.

A adicdo da nanoemulsdo provocou 0 aumento da rugosidade superficial dos
filmes e deixou a estrutura interna com poros provenientes de goticulas de 6leo que
evaporaram durante a secagem. Os mesmos efeitos também foram observados em
outros trabalhos com filmes de alginato incorporados com nanoemulsdes O/A [84],
[141]-[145]. Além disso, ressalta-se que essas mudancgas microestruturais nos filmes
0% NFCB e 0% NFCB/Mn estdo presentes ao longo de toda matriz polimérica,
demonstrando que as nanoemulsdes foram incorporadas de forma homogénea.

Para os filmes contendo nanofibras de celulose bacteriana (2,5% NFCB e 5,0%
NFCB), observa-se uma estrutura mais heterogénea com alguns aglomerados que
aumentam com a concentracdo de NFCB adicionada. Esse mesmo efeito foi
observado em outros estudos com nanofibras de celulose em filmes de alginato de
sodio [146], [147].

Na Figura 38, a superficie dos filmes 2,5% NFCB e 5,0% NFCB a principio
possui pequenas bolhas de ar que ndo sairam apds a desgaseificacdo das SF e ndo
puderam ser identificadas visualmente. No entanto, para os filmes reticulados (2,5%
NFCB/Mn e 5,0% NFCB/Mn), ndo foi observado o mesmo comportamento. ISso ocorre
devido a diminuicdo da viscosidade quando 30 mL de solucdo aguosa de MnClz sédo
adicionadas as SF. Como discutido anteriormente (secdo 7.3.3), SF com alta
viscosidade sao propensas a formar filmes com bolhas.

Nas Figura 40Figura 41, é possivel identificar que as NFCB incorporadas nos
filmes sem reticulagdo estdo presentes em regibes mais superficiais quando
comparadas aos filmes reticulados. Esse efeito pode estar relacionado a mudanca de
conformacao da estrutura diante do reticulador. Além disso, observa-se pequenos

cristais de MnCl2 em regides pontuais da superficie do filme 5% NFCB/Mn.



Figura 38: Micrografias Eletrbnicas de Varredura da superficie dos filmes com
aumento de 1.000x.

20 pm EHT = 10.00 kV FEIS E
WD = 7.5 mm Mag= 1.00KX

Fonte: Préprio autor.




Figura 39: Micrografias Eletrbnicas de Varredura da superficie dos filmes com
aumento de 5.000x.

EHT = 10.00 kv EHT = 10.00 kV SP
WD = 8.0 mm Mag H WD = 7.5mm Mag= 5.00 KX

EH 10.00 kv
WD = 8.0 mm

™

EHT = 10.00 kv -UN 10.00 kV SP
WD = 8.0 mm Mag H 85 mm Mag= 5.00 KX

EHT = 10.00 kV -UN EHT = 10.00 kv ESP
WD = 8.0 mm M WD = 8.0 mm Mag= 500KX

Fonte: Préprio autor.




Figura 40: Micrografias Eletrbnicas de Varredura da superficie dos filmes com
aumento de 10.000x.

EHT = 10.00 kv FEIS-UNESP EHT = 10.00 kV
WD = 8.0 mm Mag= 1000K X WD = 7.5 mm

10.00 kv FEIS-UNESP EHT = 10.00 kV
=75mm Mag= 1000KX WD = 8.0 mm

B

EHT = 10.00 kv FEIS-UNESP EHT = 10.00 kV
WD = 8.0 mm Mag= 1000KX WD = 85 mm

- 1 N b 2
EHT = 10.00 kV FEIS-UNESP EHT = 10.00 kv
WD = 8.0 mm Mag= 1000KX WD = 8.0 mm

Fonte: Préprio autor.
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Figura 41: Micrografias Eletrbnicas de Varredura da superficie dos filmes com
aumento de 20.000x.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 42: Micrografias Eletrénicas de Varredura da fratura dos filmes com aumento
de 1.000x.
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Figura 43: Micrografias Eletrénicas de Varredura da fratura dos filmes com aumento
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8.3.5 Propriedades Mecanicas

A influéncia da adi¢cdo da nanoemulséo e nanofibras na resisténcia a tracdo dos
filmes, estd demonstrada nas Figura 44 e Figura 45, e a influéncia do reticulador, na
Figura 46.

Figura 44: Resisténcia a tragéo dos filmes sem reticular. *Médias, com seus
respectivos valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Figura 45: Resisténcia a tracdo dos filmes reticulados. *Médias, com seus
respectivos valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Figura 46: Resisténcia a tracdo dos filmes nanocompdsitos. *Médias, com seus
respectivos valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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No sistema sem reticular (Figura 44) a incorporacado da nanoemulsao diminuiu
56,98% a resisténcia a tracdo da matriz; enquanto que, a adicdo de 2,5 e 5,0% de
NFCB aumentou 25,82 e 50,29%, respectivamente, a resisténcia a tracao do filme
sem nanofibras (0% NFCB). O mesmo efeito foi observado no sistema reticulado
(Figura 45): a nanoemulsao diminuiu 53,42%, e a adicdo de 2,5 e 5,0% de NFCB
aumentou 17,04 e 20,35%, respectivamente.

Esse efeito foi menos pronunciado no sistema reticulado devido a influéncia do
reticulador nas propriedades mecanicas dos filmes (Figura 46). A reticulagdo com
MnCl2 aumentou 21,60, 31,66 e 22,48% a resisténcia a tracao dos filmes: Matriz, 0%
NFCB e 2,5% NFCB, respectivamente. Essa diferenca ndo foi significativa entre os
filmes 5,0% NFCB e 5,0% NFCB/Mn. Como discutido anteriormente na MEV, o filme
5,0% NFCB/Mn apresentou alguns cristais de MnCl2 que n&o incorporaram de maneira
homogénea no filme, o que pode ter resultado nos valores obtidos.

As Figura 47 a Figura 49 mostram os valores de elongacao obtidos.

Figura 47: Elongacao dos filmes sem reticular. *Médias, com seus respectivos
valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente
entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Figura 48: Elongacéo dos filmes reticulados. *Médias, com seus respectivos valores
de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente entre si
seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.

4,0 1 m Reticulado

3,5

W
o
1

Elongacéao (%)

e
ol
1

|

=
o

1
N

o
o
1

o
o

Matriz 0% NFCB 2,5% NFCB 5,0% NFCB

Fonte: Préprio autor.

Figura 49: Elongacéo dos filmes nanocompdsitos. *Médias, com seus respectivos
valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente
entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Para o sistema sem reticulacdo (Figura 47), a adicdo de nanoemulséo
aumentou 62,80%, e a adicdo de 2,5 e 5,0% de NFCB diminuiu 10,38 e 44,51%,
respectivamente, a elongagédo do filme sem NFCB. O mesmo comportamento foi
observado no sistema reticulado (Figura 48) e as diferencas observadas foram de
57,36, 20,68 e 15,27%, respectivamente.

O efeito da reticulacéo pode ser observado na (Figura 49). Os filmes Matriz, 0%
NFCB e 2,5% NFCB diminuiram 37,68; 39,76 e 46,68%, respectivamente, os valores
dessa propriedade. Isso ocorre pois a reticulagdo aproxima as cadeias poliméricas e
dificulta o escoamento das mesmas [24].

Em relacdo ao médulo de Young, ou médulo de elasticidade, observa-se que a
adicao de nanoemulsao no sistema sem reticular (Figura 50) e reticulado (Figura 51),
diminuiu 65,37 e 60,00%, respectivamente, 0 médulo da matriz. Em contrapartida, a
adicdo de 2,5 e 5,0% de NFCB aumentou 27,48 e 76,73%, respectivamente, 0s
valores para o filme 0% NFCB (Figura 50) e 40,43 e 43,23%, respectivamente, 0
madulo do filme 0% NFCB/Mn (Figura 51).

Na Figura 52, observa-se que a reticulacdo aumentou 25,45; 44,90; 59,62 e
17,43% o moédulo de Young dos filmes Matriz; 0% NFCB; 2,5% NFCB e 5,0% NFCB,

respectivamente.

Figura 50: Médulo de Young dos filmes sem reticular. *Médias, com seus
respectivos valores de desvios padrbes, seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Figura 51: Modulo de Young dos filmes reticulados. *Médias, com seus respectivos
valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente
entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Figura 52: Mdodulo de Young dos filmes nanocompositos. *Médias, com seus

respectivos valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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A andlise geral das propriedades mecanicas permitiu observar que:

I. a adicdo de nanoemulsdo diminui a resisténcia a tracdo, aumentou a
elongacdo e diminuiu 0 médulo de Young da matriz de alginato, pois
diminui a interagdo cadeia-cadeia e aumenta a interacdo cadeia-
nanoemulsdo. Esse efeito também foi observado na literatura [148]—
[150] e indica que, a nanoemulsédo tem capacidade de atuar como um
plastificante, conferindo maior facilidade de processamento e
manuseabilidade do material obtido [24].

II. a adicdo de nanofibras aumentou a resisténcia a tracdo, diminuiu a
elongacdo e aumentou o modulo de Young do filme 0% NFCB. Como
discutido anteriormente na DRX, as NFCB apresentam alta
cristalinidade, conferindo esse efeito.

lll. areticulacdo aumentou a resisténcia a tracdo, diminuiu a elongacao e
aumentou o modulo de Young dos filmes.

IV. a formulacdo de um nanocompdésito contendo nanoemulsdo e
nanofibras, contribuiu positivamente para obter filmes menos rigidos que

a matriz polimérica de alginato de sédio.

8.3.6 Permeabilidade ao Vapor de Agua (WVP)

Nas Figura 53 e Figura 54 observa-se a influéncia da nanoemulsdo e NFCB
nos sistemas sem e com reticulacéo, respectivamente.

A adicao de nanoemulsdo aumentou 52,62 e 57,98% a WVP dos filmes Matriz
e Matriz/Mn, respectivamente. ISso ocorre pois, as hanoemulsdes possuem uma
regido hidrofébica e outra hidrofilica e, quando os filmes passam pelo processo de
secagem, a regido hidrofilica deixa de interagir com a agua e comeca a interagir com
a cadeia de alginato atraveés de ligacdes de hidrogénio, fazendo com que as moléculas
de agua ndo encontrem “obstaculos” para permear através da matriz polimérica [84].
Além disso, como discutido na MEV, a adicdo de nanoemulsdo provocou o
aparecimento de poros na matriz, contribuindo assim para maior WVP. A adi¢céo de
nanoemulsdo mostrou que o filme desenvolvido € promissor para a aplicacdo em
curativos, pois pode controlar a perda de agua da ferida e manter o ambiente Umido
durante o processo de cicatrizagao [151].
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Ao incorporar 2,5% de NFCB, foi possivel observar que a WVP dos filmes 0%
NFCB e 0% NFCB/Mn diminuiu 25,94 e 20,75%, respectivamente, devido a boa
disperséo das fibras na matriz, o que impede a difusdo das moléculas de vapor agua.
No entanto, com a incorporacdo de 5,0% de nanofibras os valores obtidos para os
filmes 2,5% NFCB e 2,5% NFCB/Mn aumentaram 26,95 e 22,49%, respectivamente;
indicando que, altas concentracfes de nanofibras se aglomeram na estrutura dos

filmes, como discutido na MEV, e leva a uma difusdo mais rapida do vapor de agua

através do filme.

Figura 53: WVP dos filmes sem reticular. *Médias, com seus respectivos valores de
desvios padrdes, seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si
seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Figura 54: WVP dos filmes reticulados. *Médias, com seus respectivos valores de
desvios padrdes, seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si
seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.

1,0
| ¥/ Reticulado
(\IIA 0,8 -1 —ar_ 9
= %
P %
: 3
< 0,64
®©
Q e %
o T
IS
£ .
9 0,4 =
o
>
=
0,2
0,0 :
Matriz 0% NFCB 2,5% NFCB 5,0% NFCB

Fonte: Préprio autor.

O efeito do reticulador nas propriedades de barreira dos filmes pode ser
analisado na Figura 55. Identifica-se que a WVP dos filmes Matriz e 0% NFCB
diminuiu 11,63 e 8,52%, respectivamente, pois a reticulacdo diminui os espacos
vazios, aproxima as cadeias, facilita interacao intermolecular e dificulta a difusibilidade
da 4gua. Para os filmes 2,5% NFCB e 5,0% NFCB ha uma tendéncia de diminuicéo
sem diferenca significativa devido a dificuldade do MnClz se solubilizar por completo

nas solugdes filmogénicas mais viscosas.
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Figura 55: WVP dos filmes nanocompdsitos. *Médias, com seus respectivos valores
de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente entre si
seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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8.3.7 Angulo de contato com a

Fonte: Préprio autor.

agua

Na Figura 56 observa-se a influéncia da reticulacdo nos filmes desenvolvidos.

Para a matriz, a adigdo do MnCl2 aumentou 41,92% o angulo de contato, indicando

que o filme reticulado diminuiu a hidrofilicidade da superficie: o processo de

reticulacdo promove a interacdo entre o Mn?* e os grupamentos COO" da cadeia de

alginato; essa reticulacéo faz com que os carboxilatos ndo estejam livres para interagir

com as moléculas de 4gua, aumentando o angulo de contato. Porém, quando os filmes

sao formulados com nanoemulsao ou nanofibras, h4 uma mudanca nos resultados, o

que dificulta a observacao do processo de reticulacdo. No entanto, demonstram que

a nanoemulsédo e nanofibras, deixam a superficie mais hidrofébica no sistema sem

reticular (Figura 57).
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Figura 56: Angulo de contato com a agua dos filmes nanocompésitos. *Médias, com
seus respectivos valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais néo diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Figura 57: Angulo de contato dos filmes sem reticular. *Médias, com seus
respectivos valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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A analise do angulo de contato é muito sensivel e qualquer modificacdo na
superficie pode interferir nos resultados obtidos. Como discutido anteriormente na
MEV, a superficie dos filmes reticulados apresentou alguns cristais que nao
incorporaram de forma homogénea ao longo da matriz polimérica. Além disso,

ressalta-se que a analise foi realizada na superficie que foi seca em contato com o ar.

8.3.8 Solubilidade em agua

O efeito da reticulacdo na solubilidade em agua dos filmes esta apresentado na
Figura 58. Nos filmes nao reticulados, os grupamentos carboxilatos do alginato estéo
livres para interagir com as moléculas de agua e solubilizar. Com a adi¢do de MnClz
como agente reticulador, a solubilidade dos filmes Matriz; 0% NFCB; 2,5% NFCB e
5,0% NFCB, diminuiu 30,75; 28,31; 23,73 e 8,14%, respectivamente. Nesse caso, a

interacdo matriz-reticulador € mais efetiva do que matriz-agua.

Figura 58: Solubilidade em agua dos filmes nanocompdsitos. *Médias, com seus
respectivos valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Fonte: Préprio autor.

A adicado de Oleo essencial e 2,5% de nanofibras nédo alterou a solubilidade dos

filmes (Figura 59 e Figura 60). Porém, no sistema sem reticulacdo (Figura 59), a
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adicdo de 5,0% de nanofibras diminuiu 7,74% a solubilidade do filme 2,5% NFCB.
Esse efeito pode estar relacionado a interacdo dipolo-dipolo entre a carboxila da
NFCB e o hidrogénio da hidroxila do alginato, diminuindo assim a solubilidade. Além
disso, acredita-se que a carboxila da NFCB pode interagir de forma nédo direcional
com o reticulador; indicando que a oxidacdo mediada por TEMPO (grupos COO" na
hidroxila do C6 da celulose), melhorou a interacdo matriz-NFCB a partir da interacao

com o MnZ*,

Figura 59: Solubilidade em agua dos filmes sem reticular. *Médias, com seus
respectivos valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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Figura 60: Solubilidade em agua dos filmes reticulados. *Médias, com seus
respectivos valores de desvios padrdes, seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si seguindo o teste de Tukey com nivel de confianca de 95%.
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8.3.9 Liberacéo de 6leo essencial de melaleuca

A técnica de espectroscopia no UV-vis permitiu construir uma curva de
calibracdo (Figura 61) para quantificar a concentracdo (Figura 62) e porcentagem
liberada (Figura 63) de 6leo essencial de melaleuca mediante condi¢cdes controladas
de pH, temperatura e meio de liberacao.

Na Figura 62 observa-se que a guantidade maxima de OEM liberada por grama
de filme segue a ordem: 2,5% NFCB/Mn > 5,0% NFCB/Mn > 0% NFCB/Mn > 0%
NFCB > 2,5% NFCB > 5,0% NFCB. Esse resultado indica que o processo de
reticulacdo combinado com a adicdo de NFCB aprisionou mais 6leo no filme no
momento da produgdo e secagem para posterior liberacdo. Também é possivel
observar que nos primeiros 50 minutos, o filme que mais liberou 6leo foi 0 0% NFCB.
Isso ocorre pois, quando esse filme entra em contato com o meio de liberacéo, se

solubiliza rapidamente, liberando maior quantidade de oleo.
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Figura 61: Curva de calibracéo do 6leo essencial de melaleuca utilizando tampéo
fosfato pH =5,5.
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Figura 62: Quantidade liberada de 6leo essencial de melaleuca dos filmes
nanocompaositos. Tempo: 0 a 300 minutos.
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Em relacdo a porcentagem de OEM liberada em funcéo do tempo (Figura 63),

0 tempo necessario para liberar 100% do OEM presente em cada filme foi de 120 a
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300 minutos e seguiu a ordem: 0% NFCB = 2,5% NFCB = 5,0% NFCB > 0% NFCB/Mn
= 2,5% NFCB > 5,0% NFCB.

Figura 63: Porcentagem liberada de éleo essencial de melaleuca dos filmes
nanocompositos. Tempo: 0 a 300 minutos.
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8.3.10 Espectroscopia naregiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Na Figura 64 estdo apresentados os espectros de FTIR para os filmes sem
reticular. Para a Matriz, observa-se em 3000 a 3600 cm™ uma banda larga referente
ao alongamento de hidroxilas; em 1590 e 1406 cm™ 2 picos evidentes atribuido ao
movimento simétrico e assimétrico dos grupos carboxilatos (COO") das unidades
acidos a-L-gulurénicos e B-D-manurdnicos. Em 1296 cm™ o pico observado refere-se
a deformacéo axial da ligacdo C — O do carboxilato e os picos em 1088 e 1025 cm™
referem-se ao estiramento de grupamentos carbonilicos (C — OH). Além disso, os
picos observados em 946 e 886 cm sdo atribuidos aos grupamentos etéricos (C — O

— C) presente na estrutura do alginato [152]-[154].
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Em relacdo ao espetro da NFCB pura os picos/bandas espectroscopicas ja
foram identificados anteriormente (Figura 22). Para os filmes 0% NFCB, 2,5% NFCB
e 5,0% NFCB, os espectros sdo similares a matriz. Deste modo, a identificacdo das
bandas destes espectros permanece as mesmas descritas para o alginato. No
entanto, é importante ressaltar que entre 2800 — 2982 cm, existem bandas mais
evidentes que referem-se ao estiramento simétrico e assimétrico das ligacées C — H
do grupo alquil presente na estrutura do 6leo essencial de melaleuca. Além disso, um
novo pico discreto em 1735 cm™ (Figura 64 (b)) pode se referir ao grupamento
carbonila (C = O) e/ou as ligagdes C = C presentes nos principais compostos ativos
do dleo e responséaveis pelas atividades inseticidas, antimicrobianas e antioxidantes.
Esse comportamento demonstra que, provavelmente, ocorreu a incorporacao do 6leo
essencial na matriz do filme [155], [156].

Para os filmes reticulados (Figura 65), os espectros apresentam picos nos
mesmos numeros de onda dos filmes nao reticulados. Portanto, mesmo que haja
interacdo entre as carboxilas do alginato e da celulose com o reticulador Mn?*, essas
ndo sdo suficientemente fortes para alterar o niamero de onda desses picos

caracteristicos e serem detectados via FTIR.
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Figura 65: Espectros de FTIR dos filmes nanocompdésitos reticulados.
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8.3.11 Biodegradacéo

O experimento de biodegradacéo foi realizado com e sem malha plastica. As

amostras de PEBD; Celulose; 0% NFCB; 0% NFCB/Mn; 5,0% NFCB e 5,0% NFCB/Mn
foram dispostas conforme ilustra as Figura 66 e Figura 67.
Na Figura 68 é possivel identificar que o filme 0% NFCB apresentou 0s primeiros
sinais de fragmentacdo com 15 dias. Apds 30 dias, 2 amostras desse filme tinham
degradado por completo. A diferenca para os demais filmes esta relacionada a sua
composicdo que ndo contém nanofibras e reticulador; o que facilita a quebra das
ligagOes entre as cadeias poliméricas e agdo enzimatica.

Apos 15 dias de biodegradacdo com malha plastica, os filmes foram retirados
do substrato e analisados em microscépio 6ptico, onde foi possivel identificar a
presenca de alguns microrganismos (Figura 69).

Na &rea sem malha plastica (simulando a biodegradacéo real) o filme 0% NFCB
apresentou os primeiros sinais de fragmentacéo, sendo degradado por completo apés
60 dias (Figura 70).
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Figura 66: Disposicdo das amostras (em triplicata) e do sistema completo com
malha plastica.

Fonte: Préprio autor.

Figura 67: Disposicado das amostras (em triplicata) e do sistema completo sem
malha plastica.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 68: Biodegradacdo com malha plastica no periodo de 0 a 180 dias para as
amostras: a) PEBD; b) Celulose; ¢) 0% NFCB; d) 0% NFCB/Mn; e) 5,0% NFCB e f)
5,0% NFCB/Mn.

0 dia 15 dias 30 dias 180 dias

Fonte: Préprio autor.
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Figura 69: Amostras apos 15 dias de biodegradacdo em malha plastica, com
aumento de 64x.

0% NFCB 5,0% NFCB

0% NFCB/Mn

Fonte: Préprio autor.

Figura 70: Biodegradacdo sem malha plastica no periodo de 0 a 180 dias para as
amostras: a) PEBD; b) Celulose; ¢) 0% NFCB; d) 0% NFCB/Mn; e) 5,0% NFCB e f)
5,0% NFCB/Mn.

0 dia 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias

Fonte: Préprio autor.
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Durante o processo de biodegradacao, os materiais podem liberar substancias
“toxicas” que impedem a germinagdo de sementes e o crescimento de plantas, por
exemplo. Esse possivel efeito foi avaliado (Figura 71 a Figura 74) e indicou que 0s

filmes analisados ndo liberam substancias que impedem a germinacao de sementes.

Figura 71: Disposicao das sementes de feijdo e do sistema completo no substrato
em que as amostras foram degradadas durante 30 dias e germinacao apds 10 dias.
Da esquerda para a direita: PEBD; Celulose; 0% NFCB; 0% NFCB/Mn; 5,0% NFCB;

5,0% NFCB/Mn e substrato controle.

|

Fonte: Préprio autor.
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Figura 72: Germinacédo de sementes de feijao em substrato apés 30 dias.

Fonte: Préprio autor.

Figura 73: Disposicdo das sementes de feijdo e do sistema completo no substrato
em gue as amostras foram degradadas durante 180 dias e germinacao apos 10 dias.
Da esquerda para a direita: PEBD; Celulose; 0% NFCB; 0% NFCB/Mn; 5,0% NFCB;

5,0% NFCB/Mn e substrato controle.

Germinacgao apés 10 dias

Fonte: Préprio autor.
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Figura 74: Germinacédo de sementes de feijdo em substrato apés 180 dias.

Fonte: Proprio autor.

8.3.12 Potencial aplicagdo cosmética

Os cosmeéticos, como definido pela ANVISA [23] sdo produtos utilizados em
diversas partes do corpo humano, inclusive na pele. As formulagcbes cosméticas
podem incluir agentes ativos que sao administrados via transdérmica. Para que um
produto cosmético possa ser aplicado na pele como cosmético em filme; adesivo
cosmético ou mascara facial, necessita de adesao a pele para que haja a liberacéo
de ativos através da pele. O filme 5,0% NFCB/Mn foi disposto sob a pele imida (Figura
75) e avaliado em aspectos sensoriais e adesado. Foi possivel observar que o0 mesmo
apresenta alta adesdo a pele e flexibilidade durante a sua aplicacdo e ap0s sua
retirada (Figura 76).

O trabalho desenvolvido, apesar de ndo utilizar ensaios com pele para
permeacdo cutanea, estudou a liberacdo dos compostos via UV-vis em condigdes
ideais a pele com acne. Todos os filmes foram capazes de liberar 6leo essencial em

tempos propicios para tratamentos de “skin care”.
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O alginato de sodio e celulose bacteriana sdo materiais difundidos na area
cosmeética (Tabela 1Tabela 3) e apresentam propriedades de absorcdo, o que pode
favorecer a aplicagdo do material desenvolvido como curativo para absor¢ao de
secrecOes da acne, assim como o curativo para acne da Needs®; bem como em
curativos em geral devido ao amplo espectro de propriedades do 6leo essencial de

melaleuca e versatilidade dos filmes obtidos.

Figura 75: Potencial aplicacdo cosmética: adeséo a pele umida e elasticidade do
filme 5,0% NFCB/Mn.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 76: Potencial aplicacdo cosmética: elasticidade do filme 5,0% NFCB/Mn apés
contato com a pele umida.

Fonte: Préprio autor.
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CAPITULO IX: CONCLUSAO
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A andlise de CIM e CBM indicou que a atividade antimicrobiana do oleo
essencial de melaleuca contra S. epidermidis obteve os resultados mais promissores.
As nanoemulsBes preparadas apresentaram tamanho médio dentro da faixa
nanomeétrica, baixo indice de PDI e boa estabilidade fisico-quimica.

Os resultados de MET e MEV indicaram que as NFCB produzidas apresentam
caracteristicas de fibras emaranhadas, longas e finas; semelhantes as reportadas na
literatura, com didmetro médio de 116,07 nm. O FTIR confirmou a inser¢ao dos grupos
carboxilicos provenientes da oxidagéo. Além disso, a oxidagdo mediada por TEMPO
nao altera a estrutura cristalina da CB e, apesar de diminuir a estabilidade térmica, o
material resultante ainda apresenta estabilidade térmica superior a alguns trabalhos
da literatura.

O processo de otimizacdo de parametros foi eficiente para o desenvolvimento
de filmes nanocompdsitos e mostrou que, a concentracdo de 6leo essencial; tipo de
reticulador; forma de incorporacdo das NFCB e viscosidade das SF, afetam
diretamente a qualidade dos filmes obtidos.

As SF produzidas apresentaram pH préximo a pele e os filmes desenvolvidos
apresentaram caracteristicas que atendiam aos requisitos para serem submetidos aos
ensaios de caracterizacao.

A técnica de MEV mostrou que a microestrutura dos filmes foi alterada apés a
adicdo de nanoemulséao, NFCB e reticulagéo.

As propriedades mecéanicas dos filmes séo satisfatérias para processos de
producdo, manuseabilidade e aplicabilidade.

Os resultados de WVP mostraram que adicdo de nanoemulsdo € promissora
para a aplicagcdo em curativos.

A solubilidade em &gua dos filmes diminuiu apds o processo de reticulacdo, no
entanto, a adicdo de Oleo essencial e 2,5% de nanofibras ndo alterou essa
propriedade.

Todos os filmes produzidos liberaram OEM e, o processo de reticulacédo
combinado com a adigcdo de NFCB aprisionou mais 0leo no filme no momento da
producéo e secagem para posterior liberacao.

O FTIR confirmou a incorporacdo do 6leo essencial na matriz do filme.

Os ensaios de biodegradacao mostraram que o filme 0% NFCB degradou por
completo apds 60 dias e todos os filmes analisados séo liberam substancias que

impedem a germinagao de sementes.
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Conclui-se que o0s objetivos propostos foram alcancados e os filmes
desenvolvidos apresentam propriedades satisfatérias para a potencial aplicacdo na
area cosmeética. Além disso, sdo versateis e promissores para a aplicacdo em outras

areas.
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