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RESUMO

Os biopolimeros de fontes renovaveis estdo ganhando destague na medicina pois,
devido as suas propriedades, podem atuar como substituintes parciais de alguns
materiais sintéticos ndo biodegradaveis. Para aplicagbes tais como curativos, a
incorporacgao de compostos bioativos com propriedades antimicrobianas em matrizes
poliméricas pode proteger e acelerar processos de cicatrizagdo e, entre as
substancias que apresentam esses compostos, destacam-se 0s 6leos essenciais.
Com o intuito de diminuir os custos envolvidos no processo, a utilizacdo de compostos
priori a extracdo do 6leo apresenta-se como uma alternativa vantajosa. O objetivo
deste trabalho consiste no desenvolvimento e na caracterizacao de filmes compostos
de quitosana e alginato contendo folhas de orégano cominuidas (OR) ou Oleo
essencial de orégano (OEQO) como agentes antimicrobianos para aplicagdo como
curativo. Filmes de quitosana e alginato (1:1), contendo OEO, nas concentracdes de
0,25 % e 0,5 % (Mesleo/Msuspensao), € contendo OR, nas concentracées de 10 % e
20 % (Moregano/Mpoalimero), foram produzidos por casting e caracterizados quanto as suas
propriedades fisico-quimicas, de barreira e fatores antimicrobianos (atividade de agua
e inibicdo de crescimento bacteriano). De forma geral, os filmes obtidos apresentaram
propriedades que estdo de acordo com algumas das principais caracteristicas
desejadas em curativos, com fluxo de vapor de &gua inferior a 35gm 2h7,
capacidade de absorcéo de liquidos (dgua destilada e solucdo salina) moderada e
propriedades mecanicas, exceto tensdo de ruptura, proximas as da pele humana.
Todos os filmes apresentaram valores de atividade de agua abaixo do limite minimo
para o crescimento de microrganismos. A incorporacédo de OEO ou de OR aumentou
a atividade antimicrobiana do material em comparacao ao controle (contendo apenas
os biopolimeros). Os filmes contendo OEO apresentaram as maiores zonas de
inibicdo, evidenciando a maior eficiéncia do Oleo como agente antibacteriano.
Contudo, o OR também foi capaz de aumentar a atividade antibacteriana dos filmes,
mesmo com baixas concentracbes dos componentes bioativos na estrutura
filmogénica, indicando seu potencial de utilizacdo sem a extracdo prévia do Oleo. Os
resultados obtidos demonstram que os filmes desenvolvidos apresentam potencial
para utilizacdo como curativos antimicrobianos, apresentando caracteristicas
oclusivas e drenagem moderada de exsudatos, sendo capazes de manter um
ambiente adequado a cicatrizacao.

Palavras-chave: biopolimeros, filmes ativos, orégano, curativos, casting



ABSTRACT

Biopolymers from renewable sources are gaining prominence in medicine because,
due to their properties, they can act as partial substitutes for some non-biodegradable
synthetic materials. For applications such as dressings, the incorporation of bioactive
compounds with antimicrobial properties in polymeric matrices can protect and
accelerate healing processes and, among the substances that contain these
compounds, essential oils stand out. To reduce the costs involved in the process, the
use of compounds before the extraction of the oil presents itself as an advantageous
alternative. The aim of this work is the development and characterization of films
composed of chitosan and alginate containing comminuted oregano leaves (OR) or
essential oil of oregano (OEO) as antimicrobial agents for application as a dressing.
Chitosan and alginate films (1:1), containing OEO, in concentrations of 0.25 % and
0.5% (Moi/Msuspension), and containing OR, in concentrations of 10 % and
20 % (Moregano/Mpolymer), Were produced by casting and characterized as to their
physical-chemical, barrier and antimicrobial properties (water activity and inhibition of
bacterial growth). In general, the films obtained showed properties that are in
accordance with some of the main characteristics desired in dressings, with water
vapor flow below 35 g m? h'1, moderate liquid absorption capacity (distilled water and
saline solution) and mechanical properties, except tensile strength, close to those of
human skin. All films showed water activity values below the minimum limit for the
growth of microorganisms. The incorporation of OEO or OR increased the antimicrobial
activity of the material compared to the control (containing only biopolymers). The films
containing OEO showed the highest zones of inhibition, showing the greater efficiency
of the oil as an antibacterial agent. However, OR was also able to increase the
antibacterial activity of the films, even with low concentrations of bioactive components
in the structure, indicating its potential for use without prior oil extraction. The results
obtained demonstrate that the films developed have the potential for use as
antimicrobial dressings, presenting occlusive characteristics and moderate drainage of
exudates, being able to maintain an adequate environment for healing.

Keywords: biopolymers, active films, oregano, dressings, casting
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1 INTRODUCAO

Os curativos tradicionais, como gaze e algodao, vém sendo substituidos por
outros que fornegcam um ambiente mais adequado para a cicatrizagéo de feridas, entre
eles destacam-se os filmes poliméricos. Alguns polimeros biodegradaveis, como
gelatina, alginato, coldgeno, amido e quitosana, provenientes de fontes renovaveis,
estdo ganhando destaque na area biomédica, principalmente para aplicagcdo como
curativos, pois em virtude de suas propriedades, podem atuar como substituintes
parciais de alguns materiais sintéticos ndo biodegradaveis.

A quitosana € um polimero com ampla variedade de aplicacdes devido as
suas propriedades funcionais, como atividade antibacteriana, nao-toxicidade e
biodegradabilidade, porém, possui elevada hidrofilicidade e os filmes produzidos a
partir dessa macromolécula apresentam elevado grau de inchamento quando em
contato com agua, limitando sua aplicacdo em alguns casos. A fim de superar essas
limitagOes, algumas alternativas podem ser testadas, dentre elas, a combinacdo de
biopolimeros com diferentes caracteristicas para que as propriedades desejadas
sejam alcancadas no material final. O alginato € um polimero natural amplamente
aplicado em curativos para feridas exsudativas e que, devido a seus grupos
funcionais, pode ser facilmente misturado com outros biopolimeros formando uma
estrutura reticulada que pode aumentar a estabilidade fisica do material do curativo e
proporcionar um ambiente Umido adequado para cicatrizacdo. A quitosana
(polissacarideo catiénico) e o alginato (polissacarideo aniénico) quando combinados
podem formar complexos de polieletrolitos (PECs) com grande potencial para
aplicacdes biomédicas, sendo o seu carater idnico fundamental na formacédo de
diversas estruturas, tais quais nanoparticulas, hidrogéis e filmes.

Dentre as caracteristicas desejadas em um curativo, estd a acao contra
microrganismos patogénicos. Para melhorar as propriedades antimicrobianas dos
curativos, diferentes compostos podem ser incorporados em sua estrutura, como
antibidticos, nanoparticulas de prata e produtos naturais, por exemplo, mel e 6leos
essenciais. A incorporacao de Oleos essenciais em matrizes poliméricas apresenta-
se como uma possibilidade interessante para producao de filmes ativos para curativos,
devido a presenca de compostos bioativos que conferem aos filmes atividade
antimicrobiana. Além de suas propriedades bactericidas e fungicidas, o uso desses

O0leos na area farmacéutica € cada vez mais difundido, pois representam uma
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alternativa vidvel a compostos sintéticos, sendo substituintes naturais e
ambientalmente amigaveis. O Oleo essencial de orégano apresenta compostos
antimicrobianos que inibem uma ampla variedade de microrganismos, logo, sua
utilizac&o se torna benéfica em relacédo a outros 6leos que, muitas vezes, apresentam
um espectro de acao antimicrobiana mais limitado.

O custo dos 6leos essenciais, dependendo da sua natureza, pode ser
bastante elevado, uma vez que estéo incluidos os custos relacionados a extracao do
oleo. Além disso, a concentracdo de 6leo necessaria para exibir as caracteristicas
desejadas nos curativos, geralmente, € baixa. Desta forma, a sua substituicdo por
compostos que contém esses 6leos sem a necessidade de extracdo apresenta-se
como uma alternativa vantajosa. Outros aspectos que devem ser considerados séo o0
rendimento do processo de extracdo e a qualidade do produto final, uma vez que o
processo deve apresentar condicdes de operacdo brandas para manter as
caracteristicas dos Oleos. Por exemplo, a quantidade de Oleo extraida das folhas de
orégano é pequena em relacdo a sua massa seca (2 a 6 %, v/m) e a utilizacdo das
suas folhas, embora ndo haja estudos relativos a este tema, reduziria 0os custos do
processamento necessario para a obtencao do 6leo essencial.

Visando a producao de curativos que proporcionem condi¢cdes adequadas a
cicatrizacdo e com menor impacto ambiental associado, a utilizacdo de biopolimeros
como quitosana e alginato aliados a compostos naturais como o0 orégano e seu 0leo
essencial representam uma alternativa viavel para o preparo de filmes ativos para

curativos, visto que sdo materiais com potencial para esta aplicacéo especifica.

1.1 OBJETIVO GERAL

Com o intuito de produzir curativos ambientalmente amigaveis e que
fornecam um ambiente adequado a cicatrizacdo, esse trabalho tem como objetivo
geral a producéo de filmes com propriedades antimicrobianas compostos de quitosana
e alginato, incorporados com folhas de orégano ou com 6leo essencial de orégano,

para aplicacdo em curativos.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do presente trabalho sao:

e produzir filmes compostos de quitosana e alginato com diferentes
concentracbes de folhas cominuidas de orégano ou de 6leo essencial de
orégano;

e caracterizar os diferentes filmes obtidos quanto as suas propriedades fisico-
guimicas e mecanicas;

e avaliar o efeito da incorporacdo dos diferentes compostos, 6leo e p6 de
orégano, nas propriedades dos filmes;

e avaliar as propriedades antimicrobianas dos filmes, comparando o efeito da
incorporacao do 6leo essencial de orégano e das folhas secas cominuidas de

orégano.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo tem por objetivo apresentar uma revisdo bibliografica das
pesquisas que motivaram o desenvolvimento do presente trabalho, sendo essas
informacdes importantes para uma melhor compreenséo dos objetos envolvidos neste
estudo. Primeiramente, estdo descritos alguns conceitos e as caracteristicas
importantes dos curativos. ApGs, sdo apresentados e discutidos os conceitos basicos,
as caracteristicas e a utilizacdo de biopolimeros para a producao de curativos, mais
especificamente sobre os polimeros utilizados neste trabalho: a quitosana e o alginato.
Também, s@o abordados conceitos sobre filmes ativos e a sua utilizacdo como
curativos antimicrobianos, bem como as propriedades de 6leos essenciais e sua
utilizacdo como agentes bioativos, destacando o 0leo essencial de orégano. Ainda, ha
uma breve descricdo relativa ao orégano, utilizado também neste trabalho como

agente antimicrobiano.

2.1 CURATIVOS

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e € responsavel por sua protecao
contra patdégenos e desidratacado causadas por agressées ambientais, atuando como
uma barreira fisico-quimica. No entanto, é o 6rgao mais frequentemente ferido no
corpo humano. Quando a pele esta lesionada, a acdo de patdégenos na ferida formada
€ uma questdo muito desafiadora para a recuperacdo da pele lesada (HOQUE;
HALDAR, 2017; VARAPRASAD et al., 2020).

A cicatrizacao de feridas é um processo dinamico e complexo que requer um
ambiente adequado para sua promoc¢ao sendo necessaria, muitas vezes, a utilizacéo
de curativos para uma cura efetiva. Durante a cicatrizacdo, o curativo protege a lesao
e contribui para a recuperacéo dos tecidos dérmicos e epidérmicos (DHIVYA; PADMA;
SANTHINI, 2015; MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014). Para a confec¢cdo de um
curativo adequado, se faz necessério considerar as caracteristicas da ferida, tempo
estimado de cicatrizacdo, bem como as propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas
do material utilizado (ALVAREZ-PAINO; MUNOZ-BONILLA; FERNANDEZ-GARCIA,
2017).
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Os curativos tradicionais (naturais ou sintéticos), como gaze e algodéo, sdo
usados para manter as feridas secas, pois permitem a evaporagao dos exsudatos e
para reduzir a entrada de bactérias. Quando ha uma drenagem excessiva da ferida,
esse tipo de curativo tende a aderir ao ferimento, tornando dolorosa a sua remocéao,
muitas vezes, aumentando ou voltando ao estagio inicial da lesao. Além disso, como
0s curativos tradicionais ndo proporcionam um ambiente Umido para a ferida, eles vém
sendo substituidos por curativos com formulacdes que atendam essa exigéncia e com
melhores propriedades (BOATENG et al., 2008; TORRES; COMMEAUX;
TRONCOSO, 2013).

A selecao do curativo deve estar baseada em sua capacidade de fornecer ou
manter o ambiente Umido, absorver o excesso de fluidos e as secre¢des das feridas
(MICHALSKA-SIONKOWSKA; WALCZAK; SIONKOWSKA, 2017), melhorar a
migracao epidérmica, propiciar a regeneracdo do tecido conjuntivo, permitir trocas
gasosas, manter a temperatura adequada do tecido para melhorar a fluxo sanguineo,
fornecer protecéo contra microrganismos patogénicos e, além disso, deve ser de facil
remocdo (ndo aderir a ferida), ser estéril, ndo-toxico e nado-alergénico (DHIVYA,
PADMA; SANTHINI, 2015). O curativo também deve apresentar resisténcia mecanica,
propriedades hemostaticas e permeabilidade ao vapor de agua adequadas a
aplicacdo. Todas essas propriedades, se adequadamente aplicadas, podem melhorar
0 processo de cicatrizagdo de ferimentos, sendo a combinacdo de materiais uma
alternativa viavel para se obter as caracteristicas desejadas (MA; YU; MA, 2007;
VARAPRASAD et al., 2020).

Os curativos podem ser nao oclusivos (permitindo elevadas taxas de
transmissdo de vapor de agua), como compressas de gaze, semi-oclusivos ou
oclusivos (apresentando menores taxas de transmissdo de vapor de &agua),
disponiveis nas formas de filmes, espumas, hidrogéis e hidrocoloides (DEGREEF,
1998; STRECKER-MCGRAW; JONES; BAER, 2007; TORRES; COMMEAUX;
TRONCOSO, 2013).

Novos curativos estdo sendo desenvolvidos para manter um ambiente
adequado a ferida e ndo apenas para cobri-la, mas também ajudar na sua
cicatrizacdo. Com base na causa e no tipo de ferida, indmeros produtos estdo
disponiveis no mercado (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015), como o Fibracol Plus®
e o Promogran® (baseados em colageno), a Membracel (membrana regeneradora),

curativos hidrocoloides e hidrogéis.
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Diversos materiais, naturais ou sintéticos, sao utilizados na producdo de
curativos devido a variedade de formas nas quais estes produtos se apresentam.
Adicionalmente, com o objetivo de melhorar e/ou obter as propriedades desejadas,
estruturas compostas por biopolimeros naturais vém sendo estudadas com uso
potencial como curativos, tendo em vista suas atrativas propriedades para aplicacéo

na area biomédica (BAl et al., 2017).

2.2 BIOPOLIMEROS PARA PRODUCAO DE CURATIVOS

Biopolimeros naturais, como polissacarideos (alginatos, quitina, quitosana,
heparina, condroitina), proteoglicanos e proteinas (colageno, gelatina, fibrina,
gueratina, fibroina de seda, membrana de casca de ovo), podem atuar como
substituintes parciais de alguns materiais sintéticos ndo biodegradaveis utilizados
como curativos, devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e similaridade a
macromoléculas reconhecidas pelo corpo humano. Além disso, a utilizacdo desses
biopolimeros pode reduzir o impacto ambiental causado pelo descarte dos curativos
gue, devido a sua natureza, apresentam baixa possibilidade de reciclagem (BAl et al.,
2017; MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).

Em funcéo das caracteristicas citadas, a maioria dos polimeros de ocorréncia
natural apresenta boa aceitacdo por sistemas biologicos, fato que reduz a reacao
imunoldgica que é frequentemente detectada com o uso de polimeros sintéticos
(MANO et al., 2007). Porém, de acordo com Mogosanu e Grumezescu (2014), as
macromoléculas naturais apresentam resisténcia mecanica relativamente baixa em
comparacdo com polimeros sintéticos utilizados em curativos. A partir de sua
reticulacdo ou mistura com polimeros sintéticos, as propriedades mecanicas dos
polimeros naturais sdo melhoradas, no entanto, sua biodegradabilidade e sua
biocompatibilidade podem ser afetadas por esses procedimentos.

A producao dos materiais para cobrir ferimentos € feita a partir do preparo de
uma solucao polimérica que dara origem a estrutura (filme, hidrogel, espuma, dentre
outros) com uso potencial como curativo. Essa estrutura passa por diversas analises,
tais como transmissdo de gases, citotoxicidade, testes mecanicos, estudo de
morfologia, atividade antimicrobiana e, por fim, testes in vivo para avaliar a evolucdo
da cicatrizacdo (NASERI-NOSAR; ZIORA, 2018). Uma representacdo esquematica do

processo de desenvolvimento de um curativo é apresentada na Figura 1.
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Figura 1 - llustracdo esquematica do processo de produc¢do e caracterizacao de
curativos produzidos a partir de biopolimeros naturais.
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Fonte: adaptado de Naseri-Nosar, Ziora (2018).

Polissacarideos (como quitosana e alginato) e proteinas (como colageno,
elastina e fibrinogénio) séo os polimeros naturais mais comumente utilizados na area
de recuperacdo de tecidos (MALAFAYA; SILVA; REIS, 2007; MOGOSANU,;
GRUMEZESCU, 2014; WIEGAND; HIPLER, 2010).

De acordo com Malafaya, Silva e Reis (2007), os polissacarideos oferecem
algumas vantagens em relacédo aos outros biopolimeros, como hemocompatibilidade
e menores custos. Sao divididos em neutros (dextranos, celulose), acidos (acido
alginico, acido hialurénico), basicos (quitina, quitosana) ou polissacarideos sulfatados
tais quais heparina e condroitina (KENNEDY; KNILL; THORLEY, 2011).

Polissacarideos que apresentam apenas um tipo de monossacarideo séo
conhecidos como homopolissacarideos ou homoglicanos, enquanto aqueles que
apresentam mais de um monossacarideo sdo  conhecidos como
heteropolissacarideos ou heteroglicanos (D’AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO,
2008).

Os homoglicanos sdo materiais biocompativeis utilizados como moduladores

locais da resposta celular, participando de forma ativa do processo de cicatrizagao,
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sendo a celulose, a quitosana, a quitina, o dextrano e o amido materiais bastante
utilizados (LLOYD et al., 1998; NASERI-NOSAR; ZIORA, 2018).

Alguns heteroglicanos, tais quais alginatos, agarose, carrageninas, pectinas,
gomas e glicosaminoglicanos, possuem aplicacfes importantes na area biomédica,
especialmente devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e caracteristicas
fisico-quimicas. Além disso, sdo formadores de filme ou de gel, apresentando
propriedades espessantes (RINAUDO, 2008).

Na literatura sado encontrados diversos estudos relacionados as aplicacées de
quitosana e alginato como polimeros para producéo de curativos (CHEN et al., 2017;
DANTAS et al., 2011; MENG et al., 2010; XIE et al., 2018), fato que demonstra seu
potencial de aplicacdo na area. A seguir serdo apresentadas de forma detalhada as

caracteristicas desses materiais, que séo objeto deste estudo.

2.2.1 Quitosana

A quitosana, derivado mais importante da quitina, € um polimero bioativo com
uma ampla variedade de aplicacdes devido as suas propriedades funcionais, como
atividade antibacteriana, néo-toxicidade e biodegradabilidade (MUXIKA et al., 2017;
RINAUDO, 2008).

A quitina, um amino-polissacarideo natural (poli-N-acetil-glicosamina), € o
principal componente dos exoesqueletos de invertebrados, crustaceos, insetos e da
parede celular dos fungos (JAYAKUMAR; REIS; MANO, 2006; SHI et al., 2006). De
acordo com a sua origem, a quitina pode ser encontrada em trés diferentes formas,
definidas com relacdo a disposicdo das cadeias que constituem o polimero: a, B ey
(RINAUDO, 2006).

A conversao de quitina em quitosana acontece através de processos de
desacetilacdo enzimaticos ou quimicos, no entanto, a conversao quimica é preferivel
devido ao menor custo e a adequacao para a producdo em grande escala (YOUNES;
RINAUDO, 2015). Na Figura 2 estéo representadas as estruturas quimicas da quitina
e da quitosana obtida ap6s o processo de desacetilacdo. Ambas as estruturas séo
constituidas por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) e
2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN), porém, diferem quanto a proporcao relativa
dessas unidades e quanto a solubilidade. A quitina € insolavel na maioria dos

solventes e em sua estrutura predominam as unidades GIcNAc, enquanto na estrutura
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guimica da quitosana a unidade GIcN se apresenta em maior propor¢cao (BATTISTI;
CAMPANA-FILHO, 2008).

Figura 2 - Estruturas quimicas da quitina e da quitosana.
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Fonte: adaptado de Muxika et al. (2017).

A desacetilacdo quimica envolve o tratamento de quitina com hidroxidos em
altas temperaturas, geralmente acima de 80 °C. Para aqueles tratamentos que usam
altas concentracdes de NaOH (50 — 60 %) e altas temperaturas (130 — 150 °C), a
desacetilacdo ocorre rapidamente, aproximadamente em 2 horas. No entanto, sob
condicBes mais severas, a massa molar da quitosana diminui, portanto, um equilibrio
entre as condicdes utilizadas no processo de desacetilacdo e as propriedades finais
do polimero deve ser encontrado (LIZARDI-MENDOZA; MONAL; VALENCIA, 2016).

Durante a reacdo de desacetilacdo ocorre a conversdo de grupos acetila
(COCH3s) em grupos amino (-NHz2) que podem ser protonados, fazendo com que o
polimero se torne sollvel em meio acido, permitindo a sua utilizacdo em diversas
aplicacdes (BATTISTI; CAMPANA-FILHO, 2008; CHANG et al., 1997). O grau de
desacetilacdo da quitosana comercial tipica esta, geralmente, entre 70 e 95 % e sua
massa molar varia entre 10 e 1000 kDa (GEORGE; ABRAHAM, 2006).

A quitosana oferece varias vantagens em aplicacbes biomédicas, como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, resultando em produtos de degradagéo nao
toxicos e que ndo produzem reacdes inflamatorias. Além do exposto, devido a sua
natureza policatidnica, ndo téxica, antimicrobiana e reabsorvivel, a quitosana possui
um amplo espectro de aplicacbes na area médica, como administracdo controlada de
medicamentos, curativos, engenharia de tecidos, anticoagulante sanguineo,

biomaterial de regeneracdo O0ssea e agente antimicrobiano (ANITHA et al., 2014,
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BUGNICOURT; LADAVIERE, 2016; VUNAIN; MISHRA; MAMBA, 2016). Além disso,
esse polimero é biologicamente renovavel, biodegradavel e biofuncional (KHOR; LIM,
2003).

A quitosana é, também, um material bioadesivo. As propriedades adesivas da
guitosana em estado inchado demonstraram persistir durante contatos repetidos do
polimero com o substrato (GEORGE; ABRAHAM, 2006), o que implica que, além da
adesao por hidratacdo, muitos outros mecanismos, como ligacdes de hidrogénio e
interacdes idnicas, poderiam estar envolvidos (MALAFAYA,; SILVA; REIS, 2007).

2.2.1.1 Solubilidade e estruturas formadas da quitosana

A quitosana se dissolve facilmente em pH baixo, enquanto € insoltvel em faixas
de pH superiores a 6,0 (MALAFAYA; SILVA; REIS, 2007; RINAUDO, 2006). Os
solventes mais utilizados para a solubilizagdo da quitosana sdo os acidos
monocarboxilicos, que apresentam um hidrogénio ionizavel em sua estrutura e atuam
apenas como doadores de prétons na solucéo, como por exemplo o acido acético e o
acido formico. Os acidos carboxilicos naturais, tais quais os acidos latico, citrico,
malico e glicdlico, vastamente utilizados na industria de alimentos e farmacéutica,
também podem ser utilizados (CHEN et al., 2007).

Quando a quitosana é dissolvida em meio acido, os grupos amino da cadeia
protonam e o polimero se torna catiénico, permitindo que ele interaja com diversos
tipos de moléculas (LIZARDI-MENDOZA; MONAL,; VALENCIA, 2016). Acredita-se que
esta carga positiva seja responsavel por sua atividade antimicrobiana, através da
interacdo com as membranas celulares carregadas negativamente de microrganismos
(CAZON et al., 2017).

A solubilizacdo da quitosana permite a producdo de diversas estruturas, tais
como filmes, nanofibras, hidrogéis, membranas, dentre outros, embora alguns usos
em sua forma pulverulenta nédo dissolvida também tenham sido estudados
recentemente (AHMED; IKRAM, 2016; ARDILA et al., 2017). Na Figura 3 esta
apresentado um esquema das possiveis estruturas obtidas a partir da quitosana e da

quitina.
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Figura 3 - Representacdo esquematica das possiveis estruturas obtidas a partir de
solugdes de quitosana e de quitina.
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Fonte: adaptado de Anitha et al. (2014).

Dentre as estruturas possiveis de se obter a partir desse biopolimero, ganham
destaque os filmes, que vém sendo estudados para aplicacdes na industria alimenticia
como embalagens, e as aplicacbes biomédicas e farmacéuticas para curativos. Mais

detalhes sobre essa estrutura estdo descritos a seguir.

2.2.1.2 Filmes de quitosana

A obtencéo e utilizacdo de filmes a base de quitosana, sejam porosos ou
densos, exploram sua natureza policatidnica. A solubilizacdo do polimero se da em
solu¢des aquosas acidas, sendo a origem da quitosana e propriedades como o grau
de desacetilagdo e massa molar parametros que influenciam em sua solubilidade. No

processo de formacéo dos filmes, o tipo de acido utilizado como solvente e a técnica
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de obtencdo séo fatores que influenciam fortemente nas caracteristicas do produto
final (PAVONI, 2018).

A escolha do solvente adequado é de grande importancia para conferir aos
filmes de quitosana as propriedades desejadas. As propriedades dos filmes, tais quais
permeabilidade ao vapor de agua e propriedades mecénicas, sdo fortemente
influenciadas pelo tipo de acido utilizado na solubilizagéo do polimero, pois interagem
de maneira distinta, gerando filmes com diferentes caracteristicas. De acordo com a
literatura, o solvente mais utilizado no processo de obtencéo de filmes de quitosana é
0 acido acético, porém, o acido latico também vem sendo estudado nos ultimos anos
(CHEN et al., 2009; VELASQUEZ-COCK et al., 2014).

O &cido latico (acido 2-hidroxipropandico) é um &cido organico natural
amplamente utilizado na induastria alimenticia, cosmética, téxtil e farmacéutica,
apresentando reatividade bifuncional devida a presenca de um grupo hidroxila e um
grupo carboxila (CASTILLO MARTINEZ et al., 2013). Em filmes de quitosana, esse
acido tem sido estudado devido a sua caracteristica plastificante, conferindo maior
elongacdo e menor rigidez, podendo também auxiliar nas propriedades
antimicrobianas dos filmes obtidos (PEH; KHAN; CH'NG, 2000; VELASQUEZ-COCK
et al., 2014).

Pavoni, Luchese e Tessaro (2019) estudaram a influéncia do tipo de acido,
latico ou acético, para a solubilizacdo da quitosana nas propriedades de filmes a base
de quitosana e quitosana/amido. Os filmes preparados com acido acético
apresentaram maior rigidez e menor deformacéao, resultando em maiores valores do
modulo de Young e menor porcentagem de elongacao até a ruptura, em comparacao
aos filmes preparados com acido latico. Além disso, os filmes contendo acido acético
apresentaram menores valores de permeacao ao vapor de agua.

Em geral, independentemente do acido utilizado como solvente, filmes de
guitosana apresentam elevada hidrofilicidade, fazendo com que esses materiais
apresentem baixa estabilidade em agua e elevado grau de inchamento, fato que pode
limitar sua aplicacdo em alguns casos (PAVONI, 2018; SCHAEFER et al., 2020).
Dessa forma, se faz necessario promover a reticulacao dos filmes ou combinagédo com
outros materiais de fonte renovavel ou sintética para que se alcance as propriedades
desejadas.

O glutaraldeido é o reticulante mais utilizado na producdo de filmes de

guitosana devido a sua estabilidade, apesar de sua citotoxicidade (LI et al., 2013).
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Baldino et al. (2015) relataram a toxicidade e a migracdo do glutaraldeido presente na
matriz polimérica, fato que pode limitar sua aplicacao, principalmente como curativo.
Com isso, a mistura de materiais, principalmente os de fonte renovavel como amido,
gelatina, alginato, coldgeno, dentre outros, se torna uma alternativa potencial para
obtencao das propriedades desejadas no filme final.

2.2.1.3 Aplicagéo da quitosana em curativos

Na literatura constam diversos estudos envolvendo a aplicacéo de estruturas
de quitosana como potenciais curativos, devido as suas propriedades, principalmente
sua atividade antimicrobiana e biocompatibilidade. Exemplos desses estudos séo a
avaliacdo de membranas de quitosana com grau de desacetilacdo de 75 % como
curativo para cicatrizacao de feridas (AZAD et al., 2004) e de ataduras microporosas
compostas de hidrogel/nanofibrina de quitosana para regeneracao de tecido da pele
(KUMAR et al., 2012), demonstrando a variedade de estruturas que podem ser obtidas
a partir desse biopolimero.

A quitosana também pode ser utilizada como matriz para liberagéo controlada
de farmacos e os curativos feitos desse biopolimero estdo ganhando atencéo na area
da medicina (AHSAN et al., 2018). Ma et al. (2017) avaliaram a utilizac&o de filmes de
guitosana como curativo para a liberacéo controlada de farmacos. Os estudos in vitro
comprovaram a liberacdo controlada dos medicamentos, atribuida pelos autores ao
impedimento da estrutura compacta formada. Os autores afirmam que essa
propriedade é bastante interessante para curativos e que esses filmes poderiam
apresentar uma alta eficiéncia terapéutica para melhorar a cicatrizacao de feridas.

Existem no mercado curativos comerciais a base de quitosana como o
KytoCel®. Esse curativo € composto por fibras de quitosana e pode ser utilizado para

feridas de moderada a alta exsudacdo.

2.2.2 Alginato

Os alginatos sdo polissacarideos anibnicos lineares ndo ramificados
encontrados em algas marinhas e algumas bactérias (GEORGE; ABRAHAM, 2006;

SZEKALSKA et al., 2016). A maioria dos alginatos é obtida comercialmente a partir
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de algas marinhas marrons, o hiperbéreo de Laminaria, Ascophyllum nodosum e
Macro-cystis pyrifera, nos quais o alginato pode compreender até 40 % da sua massa
seca. Esse material pode dar origem a fibras naturais altamente absorventes, como o
alginato de célcio e o alginato de sédio (LI et al., 2011; QIN; HU; LUO, 2006; THU,;
ZULFAKAR; NG, 2012; WIEGAND; HIPLER, 2010).

Os alginatos sédo copolimeros em bloco de polissacarideos naturalmente
compostos por regides de mondmeros de acido (3-D-manurdnico (blocos M), regides
de acido a-L-gulurdnico (blocos G) e regibes de unidades M e G intercaladas
(STEVENS et al., 2004). Na Figura 4 estéo representadas as estruturas quimicas de

ambos os mondmeros (blocos) formadores do alginato.

Figura 4 - Estrutura quimica dos mondmeros formadores do alginato, acido
B-D-manurénico (blocos M) e acido a-L-gulurénico (blocos G).
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Fonte: adaptado de Stevens et al. (2004).

A composicdo quimica e a sequéncia de unidades M e G, que representa a
estrutura primaria do alginato, dependem da fonte bioldgica, das condi¢cdes de
crescimento e dos efeitos ambientais (GOMEZ et al., 2009; MURILLO-ALVAREZ;
HERNANDEZ-CARMONA, 2007). Na Figura 5 esta representada a estrutura quimica
do alginato.

Para a obtencao desse biopolimero, as algas marinhas marrons sao lavadas,
maceradas e apoés, o alginato é extraido usando carbonato de sodio. O extrato é
filtrado e adiciona-se cloreto de sédio ou de calcio ao filtrado, formando um precipitado
fibroso de alginato de sodio ou de calcio. Este sal de alginato pode ser transformado

em acido alginico por tratamento com HCI diluido. Ap6s uma série de purificages, o
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7

alginato € seco e pulverizado em diferentes formas ibnicas (RINAUDO, 2008;
SZEKALSKA et al., 2016).

Figura 5 - Estrutura quimica do alginato.

Alginato

O OH

Fonte: adaptado de Wiegand e Hipler (2010).

O alginato possui um elevado grau de heterogeneidade fisico-quimica, o que
influencia na sua qualidade e determina sua aplicabilidade. Esta disponivel
comercialmente em diferentes massas molares, composicao e padrao de distribuicdo
dos blocos M e G, fatores responsaveis por suas propriedades fisico-quimicas, como
viscosidade, transicao sol / gel e capacidade de absorcao de agua. A massa molar do
alginato comercial, expressa como uma meéedia das massas de todas as moléculas
presentes na amostra, varia entre 33 000 e 400 000 g mol* (SZEKALSKA et al., 2016).

As industrias meédica e farmacéutica vém demonstrando um interesse
crescente em biopolimeros em geral e em alginatos em particular, pois oferecem uma
alternativa viavel para sistemas de liberacéo controlada. O alginato oferece vantagens
sobre polimeros sintéticos, pois forma hidrogéis em pHs e temperaturas relativamente
moderados e €, geralmente, considerado como nao toxico, biocompativel,
biodegradavel, mais barato e abundantemente disponivel na natureza; além disso, o
alginato atende ao importante requisito de ser passivel de esterilizacdo e
armazenamento. Todas essas vantagens tornam os alginatos materiais muito Gteis
para aplicacdes biomédicas, especialmente para administracdo controlada de
medicamentos e outros compostos biologicamente ativos e para o encapsulamento
de células (D’AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO, 2008).

Os alginatos formam filmes fortes e fibras no estado sélido devido a sua

estrutura linear e alta massa molar. Em pH baixo, os alginatos formam géis acidos
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estabilizados por ligacdes de hidrogénio. Esse biopolimero apresenta capacidade de
reter agua, bem como propriedades de gelificacéo e estabilizacdo, além do seu caréater
espessante (aumento da viscosidade do solvente apdés a dissolucdo) e suas
propriedades de troca i6nica (RINAUDO, 2008).

2.2.2.1 Solubilidade do alginato

O alginato de sédio é solavel em agua fria, formando uma solucao viscosa e
coloidal. E insoltvel em &lcool e em solugdes hidroalcoolicas, nas quais o teor de
alcool é superior a 30 % em massa. Também é insolivel em outros solventes
organicos como cloroférmio e éter, e em acidos em que o pH da solugéo resultante
seja menor que 3,0. O alginato de calcio €, no entanto, praticamente insolUvel em
agua e solventes orgéanicos, mas soluvel em citrato de sodio (SACHAN et al., 2009;
SHILPA; AGRAWAL; RAY, 2003).

A solubilidade dos alginatos é limitada pelo pH do solvente (uma diminui¢céo do
pH abaixo de pKa 3,38-3,65 pode levar a precipitacdo de polimeros), forca iénica e o
conteudo de “ions gelificantes” (SACHAN et al., 2009; SZEKALSKA et al., 2016).

2.2.2.2 Reticulacéo e formacao de gel

Os alginatos podem ser facilmente modificados por meio de reticulagéo quimica
ou fisica para formar hidrogéis e melhorar as propriedades fisico-quimicas e/ou a
atividade biolégica. Muitos métodos foram descritos para a reticulagdo de alginatos,
dentre eles a reticulacédo idnica, a reticulagcdo covalente e a transicdo de fase ou
gelificacdo térmica (SHILPA; AGRAWAL; RAY, 2003).

Uma das formas mais comuns de conduzir esse processo € a reticulacdo ibnica
(SUN; TAN, 2013). O alginato pode ser reticulado por interagédo ibnica com contra-
ions trivalentes (Fe(lll) e Al) ou divalentes (Ca, Ba, Sr, entre outros), exceto por ions
de magnésio (D’AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO, 2008; RINAUDO, 2008).

Na presenca de cations divalentes, pode ocorrer uma gelificacdo simples pela
sua interacdo com os blocos de mondémeros G para formar ligacdes ibnicas. Em uma
solucdo de alginato, blocos de monémeros M formam ligacdes fracas com cations
divalentes, no entanto, as interacdes entre blocos de mondmeros G e cations

divalentes formam fortes ligacdes. Geralmente, o Ca?* é o cation divalente mais usado
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para reticular ionicamente o alginato e o cloreto de calcio (CaCl») é o sal mais utilizado
(SUN; TAN, 2013). Na Figura 6 pode-se observar uma representacao esquematica do

processo de reticulacao do alginato por ions calcio.

Figura 6 - Representacdo esquematica da reticulagdo do alginato por ions calcio
@
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Regides de monémeros G em uma molécula de alginato podem ser ligadas a

Fonte: Rinaudo (2008).

uma regiao semelhante em outra molécula por meio de ions calcio ou outros cations
divalentes. Na presenca de ions calcio divalentes, o célcio é ionicamente substituido
no local carboxilico da molécula. Uma segunda molécula de alginato também pode se
conectar ao ion calcio, formando um elo no qual o céation divalente liga as duas
moléculas de alginato (BECKER; KIPKE; BRANDON, 2001; SHILPA; AGRAWAL;
RAY, 2003). Esse processo resulta em uma cadeia de moléculas de alginato ligados
ao calcio que formam um gel sélido, ocorrendo a gelificacdo da solu¢cdo (SACHAN et
al., 2009). O cétion divalente de calcio se encaixa em cavidades eletronegativas como
ovos em uma caixa de ovos; dessa semelhanca surge o termo modelo Egg Box
(GRANT et al., 1973).

As caracteristicas de gelificacdo dos alginatos sao distintamente influenciadas
pela composicdo e sequéncia do mondmero (MURILLO-ALVAREZ; HERNANDEZ-
CARMONA, 2007). A viscosidade da solu¢do, massa molar e estrutura primaria sao
fundamentais para determinar as propriedades de intumescimento e gelificacdo do

alginato. A viscosidade da solucado de alginato € quase constante para valores de pH
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entre 6 e 8, mas, na concentracdo moderada, apos uma lenta diminuicdo do pH, a
viscosidade aumenta abaixo de pH igual a 4,5 e atinge um valor médximo em torno de
valores de pH entre 3 e 3,5 e depois diminui (D’AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO,
2008; RINAUDO, 2008).

2.2.2.3 Aplicacédo de alginato em curativos

Diversos estudos avaliam a utilizacdo de alginatos, principalmente o de sodio,
em estruturas para aplicacdes biomédicas, como em curativos (VARAPRASAD et al.,
2020). Existem no mercado curativos comerciais de alginato de célcio e sddio, tais
guais o Kaltostat® (indicado para hemostasia) e o Melgisorb® Plus.

O alginato de calcio pode absorver agua ou fluidos corporais até 20 vezes a
sua massa. Durante esse processo, o0 gel hidrofilico resultante fornece um ambiente
umido para a cicatrizagéo da ferida. Como os curativos de alginato sdo muito porosos
e nao tém propriedades adesivas, um curativo secundario deve ser usado para
protegé-los e fixa-los na ferida (GOH; HENG; CHAN, 2012; LEE et al., 2007).

Devido a propriedade de absorcéo elevada que apresentam, os curativos com
alginatos sdo amplamente utilizados no tratamento de feridas exsudativas, criando um
ambiente Umido adequado para uma cicatrizacdo mais rapida, apresentando,
também, propriedades hemostaticas. Além disso, os curativos de alginato podem ser
removidos com menor dor e desconforto do que curativos convencionais
(VARAPRASAD et al., 2020).

Os curativos de alginatos protegem os ferimentos da contaminacdo por
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, imobilizando as bactérias dentro da sua
matriz fibrosa. As fibras de alginato absorvem agua e incham, os espacos entre as
fibras sdo fechados e quaisquer bactérias que sdo transportadas no exsudado da
ferida ficam presas no curativo (QIN, 2005). Enquanto o alginato exibe um forte efeito
estatico para bactérias, ele demonstra apenas uma ligeira inibicdo do crescimento de
Candida albicans. As células de levedura sdo maiores que as células bacterianas e,
portanto, podem nao ficar presas com a mesma eficiéncia que as bactérias no gel
formado (WIEGAND; HEINZE; HIPLER, 2009).
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2.2.3 Filmes compostos de quitosana e alginato

A combinagao de quitosana com alginato em aplicacdes para curativos vem
sendo estudada por diversos autores em diferentes estruturas, incluindo filmes,
hidrogéis e nanoparticulas (BUENO et al., 2014; CHEN et al., 2017; MNDLOVU et al.,
2019; RODRIGUES et al., 2008). Devido a seus grupos funcionais, o alginato pode
ser facilmente misturado com outros biopolimeros e formar uma estrutura reticulada
(VARAPRASAD et al., 2020). Essas estruturas de redes reticuladas podem aumentar
a estabilidade fisica do material do curativo e proporcionar um ambiente Umido

adequado para cicatrizacdo (KARRI et al., 2016).

2.2.3.1 Complexos de polieletrolitos (PECS)

Os complexos de polieletrolitos (PECs) sdo formados pela mistura de
polimeros com cargas positivas ou negativas (polications e polianions), devido a
interacao eletrostatica dos polieletrélitos, polimeros, de carga oposta na solucao.

A formacédo de PECs é governada pelas caracteristicas dos precursores
(polimeros com cargas ligadas), como por exemplo, forca e posi¢cao dos sitios idnicos,
densidade de carga e rigidez das cadeias poliméricas, bem como o ambiente quimico,
(solvente, pH, temperatura e concentracdo) (TSUCHIDA; ABE, 1982; WEBSTER,;
HUGLIN; ROBB, 1997). Trés diferentes tipos de PECs podem ser preparados em
solucdes aquosas (DOMARD; RINAUDO, 1980; WEBSTER; HUGLIN; ROBB, 1997):

a) complexos de polieletrolitos sollveis (sistemas macroscopicamente

homogéneos contendo pequenos agregados de PEC);

b) sistemas coloidais turvos com particulas de PEC suspensas na faixa de

transicdo para a separacao de fases;

c) sistemas bifasicos de liquido sobrenadante e PEC precipitado.

O tipo de sistema que se obtém depende das condicbes governantes citadas
anteriormente (TSUCHIDA,; ABE, 1982).

A quitosana (polissacarideo catidnico) e o alginato (polissacarideo anibnico)
podem formar complexos de polieletrolitos, complexos interpoliméricos (IPCs), que
vém sendo utilizados principalmente para aplicagdes em areas bioldgicas, sendo o

carater ibnico desses polimeros fundamental na formacéo de diversas estruturas para
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curativos, como nanoparticulas, hidrogéis e filmes (MNDLOVU et al., 2019; RINAUDO,
2008). De acordo com Mndlovu et al. (2019), os filmes formados por PECs, assim
como as nanoparticulas e os hidrogéis, podem ser chamados de bioplataformas.

A complexacdo dessas macromoléculas por fortes interacdes eletrostaticas
amino-carboxilicas, bem como por ligacbes de hidrogénio, resulta em melhor
desempenho do produto final quando comparado a dispositivos compostos apenas
pelos polimeros isolados (PIRES et al., 2018). A partir da comparacéo entre estudos
a respeito de propriedades de filmes de quitosana puros e de filmes compostos de
quitosana e alginato, é possivel observar que a combinacao dos polimeros melhorou
a estabilidade do material em liquidos para condi¢cdes de pH quase neutras e na
presenca de sais comumente encontrados em fluidos fisiol6gicos, quando comparado
a filmes preparados apenas com quitosana (PAVONI; LUCHESE; TESSARO, 2019;
PIRES et al., 2018; RODRIGUES et al., 2008; SCHAEFER et al., 2020).

2.2.3.2 CondicOes de processamento para obtencéo de filmes de PECs

As condi¢cdes de mistura das solucdes poliméricas afetam as propriedades
finais do material obtido a partir de complexos de polieletrélitos. A influéncia das
condicbes de preparo nas caracteristicas de filmes de quitosana e alginato foi
estudada por Rodrigues et al. (2008) a partir da variacao da velocidade de agitacao
(100 a 500 rpm) e da taxa volumétrica de adicdo da solucdo de quitosana a solucao
de alginato (20 a 40 mL / h). A utilizacdo de diferentes condi¢cGes de processo afetou
as propriedades fisico-quimicas dos filmes obtidos. A espessura do filme Umido
aumenta com o aumento da vazdo da solucdo de quitosana para uma mesma
velocidade de agitacdo, mas reduz com o aumento da velocidade de agitacéo para a
mesma vazao. A tensdo de ruptura dos filmes amentou tanto com o aumento da
velocidade de agitacdo quanto com o aumento da taxa volumétrica da solucdo de
adicdo de quitosana. A partir dos resultados obtidos, os autores concluiram que,
utilizando um protocolo simples de producdo de filmes, envolvendo condi¢des
operacionais de processo controladas, foi possivel obter com sucesso filmes fibrosos
e homogéneos com caracteristicas reprodutiveis adequadas a aplicacdo para
tratamento e cobertura de feridas.

Caridade et al. (2013) utilizaram quitosana e alginato para o preparo de filmes

de polieletrélitos por camadas (layer-by-layer films). Em filmes obtidos por essa



34

técnica, as solugdes poliméricas ndo sdo misturadas, mas vertidas e secas em
camadas, sendo cada uma delas feita por casting e seca antes da adicdo da préxima
solucao polimérica. Os autores relataram que os filmes obtidos eram biocompativeis
e permedveis, altamente estaveis em solucado fisiolégica, demonstrando potencial
para aplicacdo em cicatrizagdo de feridas e a viabilidade da combinagéo desses
biopolimeros.

Conforme pode-se observar na literatura, as condigdes de processo variam
de autor para autor, normalmente sendo utilizada agitagdo mecéancia para a mistura
das solucdes poliméricas ou o preparo de filmes por camadas, fatores que alteram as
propriedades do material final, resultando em filmes com caracteristicas bastante
diferentes a partir da combinacao dos mesmos polimeros.

2.2.4 Técnicas de producéo de filmes

Os filmes podem, de maneira geral, ser obtidos a partir de dois processos:
evaporacao de solvente (casting) e extrusdo. Dependendo do método de fabricacéo
utilizado, diferentes estruturas podem ser obtidas: densas, porosas e compostas
(PAVONI, 2018).

O processo de extrusdo, quando comparado ao de casting, apresenta
algumas vantagens, como menor tempo para produ¢do e menor custo quando se
opera em escala industrial. Porém, as altas temperaturas empregadas nesse método,
normalmente superiores a 80 °C podem afetar as propriedades dos filmes (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2009). Deve-se observar que a quitosana ndo é um material
termoplastico e se degrada antes de atingir sua temperatura de fusdo, ndo podendo
ser extrusada como, por exemplo, os polimeros derivados do petréleo (VAN DEN
BROEK et al., 2015).

Em escala laboratorial, a técnica mais utilizada é o casting, método no qual
o polimero é solubilizado no solvente e homogeneizado com plastificantes e demais
aditivos necessarios, formando uma mistura denominada solucéo filmogénica. Essa
solucdo é espalhada em uma placa e submetida a secagem até a evaporacédo
completa do solvente (GOMEZ-GUILLEN et al., 2009). Normalmente, a partir dessa
metodologia sdo obtidos filmes e membranas com estrutura densa (PAVONI, 2018).

Ma, Yu e Ma (2007) prepararam membranas (densas e porosas, com a

utilizacdo de agente formador de poros) compostas de quitosana e alginato com duas
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camadas, via casting. Segundo os autores, 0 processo de preparacao foi simples e as
membranas porosas apresentaram maior capacidade de absorcdo de agua quando
comparadas as membranas densas. As membranas compostas apresentaram
propriedades mecanicas adequadas a aplicagdo como curativo, biocompatibilidade e

permeacgao ao oxigénio.

2.3 FILMES ATIVOS PARA CURATIVOS

Materiais ativos sdo desenvolvidos de forma a incorporar componentes que
liberam ou absorvem determinadas substéancias do produto ou da atmosfera que estéao
em contato, visando manter e/ou melhorar as condicbes do meio que
cobrem/circundam (EUROPEAN COMMISSION, 2009).

Filmes com propriedades antimicrobianas caracterizam filmes ativos que séo
amplamente utilizados na industria alimenticia como embalagens, bem como na

industria farmacéutica como curativos (HUBNER, 2017).

2.3.1 Curativos antimicrobianos

A estrutura e as funcbes desempenhadas pela pele, como sensacées,
regulacdo da temperatura, vigilancia imunologica, prevencao da perda de agua e a
protecdo de musculos subjacentes, 0ssos, ligamentos e 0rgaos internos de agentes
biologicos, quimicos, mecanicos e fisicos externos, podem ser afetadas por lesdes
como cortes e queimaduras (CHUA et al., 2016; SUNDARAMURTHI; KRISHNAN;
SETHURAMAN, 2014).

Apbés o comprometimento da estrutura da pele, sua estrutura e funcodes
devem ser restabelecidas o mais rapido possivel para garantir a homeostase do
organismo. Para isso, 0 processo de cicatrizacdo da ferida inicia-se quase
imediatamente apds a ocorréncia de uma lesdo cutanea, a fim de evitar o risco de
contaminacado bacteriana (SIEDENBIEDEL; TILLER, 2012; SIMOES et al., 2018).

Segundo Han e Ceilley (2017), a cicatrizacdo de feridas € um processo
complexo e altamente regulado que é critico para manter a funcdo de barreira da pele.
A infeccdo de uma ferida é evitada pelo sistema imunoldgico a partir da eliminagéo

dos patdégenos. Se o sistema imunoldgico ndo é capaz de remover o patdégeno, a
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infeccdo ocorre e compromete o processo normal de cicatrizagdo, podendo resultar
em uma ferida cronica (HAN; CEILLEY, 2017; SIDDIQUI; BERNSTEIN, 2010).

Uma ferida aberta € um local favoravel para a coloniza¢cdo microbiana e,
geralmente, as lesdes sdo contaminadas por patdgenos encontrados no ambiente
circundante, isto €, microrganismos que estdo nas mucosas e naturalmente presentes
na pele (SARHEED et al., 2016; TEMPLER; BRITO, 2009). Nos estagios iniciais da
formacdo de uma ferida crbnica, as bactérias Gram-positivas, especificamente a
Staphylococcus aureus, sao predominantes. Nos estagios posteriores, as espécies
Gram-negativas de Escherichia coli e Pseudomonas séo observadas e tendem a
invadir camadas mais profundas da pele, causando danos significativos aos tecidos
(CARDONA; WILSON, 2015). Uma ferida aberta € vulneravel a contaminacéo
bacteriana, levando a uma fase inflamatoria prolongada.

Curativos contendo agentes antimicrobianos surgiram como opg¢des viaveis
para reduzir a colonizagdo bacteriana da ferida e a infeccéo, a fim de melhorar o
processo de cicatrizagdo. O curativo antimicrobiano atua como uma barreira que
impede a entrada e a proliferacdo de patdgenos, podendo matar microrganismos
invasores através da acao das substancias contidas no curativo, além de suportar o
processo de cicatrizacdo (SIMOES et al., 2018). Na Figura 7 est&o representadas uma
ferida aberta e uma coberta com curativo antimicrobiano, apresentando as diferencas

no processo inflamatério e de cicatrizacdo devido a acéo do curativo ativo.

Figura 7 - Representacdo esquematica do processo de cicatrizacdo de uma ferida
aberta (a) e de uma ferida coberta com curativo antimicrobiano (b).

(a) Ferida Aberta (b) Ferida coberta com curativo
antimicrobiano
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Fonte: adaptado de Simdes et al. (2018).
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Para melhorar as propriedades antimicrobianas dos curativos, diferentes
compostos podem ser incorporados em sua estrutura. Esses agentes antimicrobianos
podem ser definidos como substéncias que eliminam os microrganismos ou inibem
seu crescimento e compreendem essencialmente antibidticos (tetraciclina,
ciprofloxacina, gentamicina e sulfadiazina), nanoparticulas de prata e produtos
naturais, por exemplo, mel, 6leos essenciais e quitosana (ALVAREZ-PAINO; MUNOZ-
BONILLA; FERNANDEZ-GARCIA, 2017; SARHEED et al., 2016).

O interesse por filmes ativos para aplicagdo como curativo antimicrobiano
vem crescendo nos Ultimos anos, sendo possivel encontrar na literatura diversos
estudos voltados para esta area, principalmente com utilizagcdo de biopolimeros e
compostos naturais como agentes antimicrobianos (BAl et al., 2017; DIAS et al., 2011;
SCHAEFER et al.,, 2020; TUMMALAPALLI et al., 2016). Dentre as substancias
naturais utilizadas, os 0leos essenciais vém sendo bastante utilizados na obtencéo de

filmes ativos para utilizagdo como curativos bioativos (SIMOES et al., 2018).

2.3.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais (OEs) sao liquidos, limpidos e raramente coloridos,
lipossoluveis e soluveis em solventes organicos com massa especifica geralmente
menor do que a da agua. Essas substancias sdo misturas naturais complexas que
apresentam muitos componentes, dentre eles uma variedade de moléculas volateis
(BAKKALI et al., 2008). Esses 0Oleos apresentam diversas propriedades atrativas, tais
como propriedades antioxidantes, antivirais, anticarcinogénicas, inseticidas, anti-
inflamatorias, antialérgicas e antimicrobianas (SEOW et al., 2013).

A atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais € atribuida principalmente
aos compostos fendlicos, terpenos, alcoois alifaticos, aldeidos, cetonas, acidos e iso-
flavondides que fazem parte de sua complexa composicdo (CHORIANOPOULOS et
al., 2008; LAMBERT et al., 2001; TIWARI et al., 2009). A analise quimica de uma
variedade de Oleos essenciais demonstrou que, dentre 0s compostos citados, 0s
principais constituintes de muitos desses 6leos sao o carvacrol, timol, citral, eugenol
e 0s seus precursores (CHORIANOPOULOS et al, 2008, DEMETZOS;
PERDETZOGLOU; TAN, 2001; JULIANO; MATTANA; USAI, 2000).

Esses compostos sdo extraidos de varias plantas aromaticas, geralmente

localizadas em paises de clima temperado ou quente, como climas mediterraneo e
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tropical, onde representam uma parte importante da farmacopeia tradicional. Os 6leos
essenciais podem ser extraidos por meio de destilagcdo com 4gua ou vapor e, para o
caso de frutas citricas, por meio de prensagem a frio (BAKKALI et al., 2008; PEREZ-
RECALDE; RUIZ ARIAS; HERMIDA, 2018).

Até o ano de 2004, aproximadamente trés mil diferentes 6leos essenciais
haviam sido identificados, dos quais 300 eram comercialmente importantes (BURT,
2004). Pode-se citar como exemplos dessas substancias os 6leos de tomilho, canela,
alecrim, lavanda, eucalipto, capim-lim&o, orégano, dentre outros (JOUKI et al., 2014;
LIAKOS et al., 2014).

Devido as suas propriedades bactericidas e fungicidas, o uso de oOleos
essenciais nas industrias farmacéutica e alimenticia € cada vez mais difundido como
alternativa aos produtos quimicos sintéticos, representando substituintes
ambientalmente amigaveis (BAKKALI et al., 2008). Além disso, em muitos casos, 0s
Oleos essenciais podem exercer efeitos benéficos mais acentuados do que compostos
puros quimicamente sintetizados, devido a acéo sinérgica da complexa mistura de
componentes que podem interagir com diferentes sitios moleculares (SVOBODA;
BROOKER; ZRUSTOVA, 2006).

Altiok, Altiok e Tihminlioglu (2010) prepararam e avaliaram filmes de
guitosana incorporados com Oleo de tomilho como curativos e Grande-Tovar et al.
(2018) avaliaram filmes de quitosana com o6leo essencial de Thymus capitatus para
aplicacdo como embalagens. Em ambos os estudos, os autores concluiram que a
utilizacdo do 6leo essencial melhorou as propriedades antimicrobianas dos filmes.

Muitos outros estudos de incorporacao de OEs em matrizes poliméricas para
obtencdo de filmes ativos podem ser encontrados na literatura, todos eles
demonstrando seu potencial para aplicacdo como agente antimicrobiano (ACOSTA et
al., 2016; ATARES et al., 2010; GRANDE-TOVAR et al., 2018; HAGHIGHI et al., 2019;
JOUKI et al., 2014). Contudo, € importante salientar que, geralmente, bactérias Gram-
negativas sdo menos suscetiveis a 0leos essenciais que Gram-positivas (BURT,
2004).

As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa hidrofilica
rica em lipopolissacarideo, que é quase impermedvel aos compostos lipofilicos,
impedindo a penetracdo do Oleo essencial e, portanto, dos componentes
antimicrobianos do 6leo essencial (AL-REZA; RAHMAN; KANG, 2009). Por outro lado,

as bactérias Gram-positivas ndo possuem essa membrana externa, desta forma, os
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componentes hidrofébicos como Oleos essenciais podem entrar em contato
diretamente com a bicamada fosfolipidica da membrana celular e causar aumento da
permeabilidade aos ions, bem como vazamentos de constituintes intracelulares (GAO
et al., 2011).

No entanto, os 6leos essenciais ainda podem atuar contra bactérias Gram-
negativas, devido a presenca das proteinas denominadas porinas na membrana
externa que permitem a difusdo de compostos com baixa massa molar (HOLLEY;
PATEL, 2005; KOTZEKIDOU; GIANNAKIDIS; BOULAMATSIS, 2008). Alguns 6leos
essenciais, entre eles o 6leo de orégano, sdo agentes eficazes tanto contra
microrganismos Gram-positivos quanto Gram-negativos (TIWARI et al., 2009). Dessa
forma, esses Oleos sdo mais indicados para aplicagcbes em curativos, visto que as
feridas podem ser contaminadas por ambos os grupos de bactérias.

Na ultima década, foram desenvolvidos diferentes estudos voltados para a
utilizacdo de 6leo essencial de orégano como agente antimicrobiano em filmes ativos
(AGUIRRE; BORNEO; LEON, 2013; MARTUCCI et al., 2015; PAGLIONE et al., 2019;
PELISSARI et al., 2009). A seguir estdo apresentadas algumas caracteristicas,
peculiaridades e aplicacdes do Oleo essencial de orégano, bem como do orégano, a

sua matéria-prima.

2.3.2.1 Orégano (Origanum vulgare L.) e 6leo essencial de orégano

O género Origanum € constituido por plantas herbaceas aromaticas que
pertencem a familia Lamiaceae. Essas plantas possuem folhas intensamente
perfumadas e s&o nativas das regibes Mediterranea, Euro-Siberiana, norte da Africa,
bem como de outros paises com climas que apresentam temperaturas moderadas.
Dentre as plantas desse género esta o orégano (Origanum vulgare L.), erva aromatica
perene de porte médio considerada a mais amplamente utilizada da familia Lamiaceae
(ALIGIANNIS et al., 2001; KHAN et al., 2018; LUKAS; SCHMIDERER; NOVAK, 2015).

Origanum vulgare L. é uma epécie variavel. Na referéncia taxonémica mais
recente e amplamente aceita para o género (IETSWAART, 1980), seis subespécies
variaveis de O. vulgare foram identificadas com base em diferencas morfologicas.
Além da morfologia, uma grande diversidade também pode ser encontrada na
guantidade total e na composicdo qualitativa dos Oleos essenciais produzidos
(LUKAS; SCHMIDERER; NOVAK, 2015; MASTRO et al., 2017).
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O orégano € uma erva que pertence a uma classe denominada plantas
medicinais e aromaticas (MAPs, do inglés medicinal and aromatic plants). As MAPs
contém substancias quimicas biologicamente ativas, produzidas pelo metabolismo
secundario da planta e que pertencem a varias classes quimicas, como alcaldides,
flavonoides, saponinas, esteréides e terpendides, sendo esses compostos 0s
responsaveis pelas propriedades medicinais dessas plantas. Os compostos ativos das
MAPs sdo geralmente empregados diretamente em medicamentos, aromatizacéo e
conservacao de alimentos, cosmeéticos e produtos farmacéuticos, tendo em vista suas
propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e antioxidantes (KHAN et al., 2018).

O orégano é a matéria-prima para a producédo de 6leo essencial de orégano,
gue representa aproximadamente de 2 a 6 % (v/m) da massa seca da planta (AZIZI;
YAN; HONERMEIER, 2009; LICATA et al., 2015) e é utilizado largamente em estudos
relacionados ao preparo de filmes ativos. Contudo, n&o foram encontrados estudos
na literatura que utilizassem as folhas de orégano para producdo de filmes com
atividade antimicrobiana. Acredita-se que a incorporacao de folhas secas e moidas na
solucéo filmogénica pode ser vantajosa, pois reduziria o processamento necessario
para a extracao do oOleo e, desta forma, os custos relativos a obtencao do oleo.

O o6leo essencial de orégano (OEQO) proveniente da espécie Origanum
vulgare L. é composto por diferentes quantidades de hidrocarbonetos monoterpenos
(a-pineno, B-pineno, p-cimeno), sesquiterpenos (p-cariofileno), linalol, terpinen-4-ol e
fendis (FRAJ et al., 2019). Na maioria dos 0Oleos provenientes dessa planta, os
monoterpendides constituem até 70 % do O6leo total. Esses monoterpendides
compreendem principalmente compostos fenélicos (KHAN et al., 2018). Contudo, é
importante mencionar que 0s constituintes e a concentracédo dos compostos do OEO
geralmente variam devido a alguns fatores, como espécie da planta, condicfes do
solo, época de colheita, localizacdo geogréfica, bem como condicdes climaticas e de
crescimento (LEYVA-LOPEZ et al., 2017).

O OEO apresenta compostos antimicrobianos que atuam contra diversos
microrganismos (BARBOSA et al., 2020). A atividade antimicrobiana dos o0leos
essenciais de orégano é atribuida ao timol e ao carvacrol, que sdo isbmeros e 0s
principais compostos fendlicos do 6leo (BUSATTA et al., 2007; LI et al.,, 2018;
MARCHESE et al., 2016; ZHOU et al., 2018).

Hernandez-Gonzalez et al. (2017) utilizaram o 6leo essencial de orégano

como agente antimicrobiano contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Em seu
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estudo, os autores também atribuiram a capacidade antimicrobiana do OEO aos
compostos timol e carvacrol, por meio da desintegracdo da membrana externa do
microrganismo patogénico, causando a morte celular. Na Figura 8 estédo

representadas as estruturas quimicas do timol e do seu isbmero carvacrol.

Figura 8 - Estruturas quimicas do timol e do carvacrol, principais compostos
responsaveis pela acdo antimicrobiana do OEO.

CH, CH,
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Fonte: adaptado de Simdes et al. (2018).

A utilizacdo do 6leo em sua fase vapor foi estudada por Chang et al. (2017).
Os autores avaliaram 18 0leos essenciais contra D. Chrysanthemi na fase vapor, dos
guais apenas 7 apresentaram resultados de inibicdo, sendo o 6leo de orégano o que
apresentou maior zona de inibicdo do crescimento com diametro de 44,7 + 1,6 mm.

Além dos microrganismos citados, o 6leo de orégano também demonstrou
efeito inibitério contra Shewanella putrefaciens e Yersinia enterocolitica (JOUKI et al.,
2014), Alicyclobacillus spp. (DUTRA et al., 2019), Salmonella Enteritidis (BARBOSA
et al., 2020), Candida albicans (MANOHAR et al., 2001), entre outros.

A incorporacdo de OEO em matrizes poliméricas para producéo de filmes
ativos vem crescendo nos ultimos anos, devido ao seu amplo espectro de acéo
antimicrobiana. Benavides, Villalobos-Carvajal e Reyes (2012) obtiveram filmes de
alginato com diferentes graus de reticulacdo incorporados com o6leo essencial de
orégano. A incorporacdo do Oleo na solucdo que deu origem aos filmes afetou

significativamente as propriedades fisicas do material. A espessura e o percentual de
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elongacao na ruptura aumentaram com a adicdo de OEO, enquanto a resisténcia a
tracdo e a permeabilidade ao vapor de agua diminuiram. Os filmes contendo OEO
apresentaram atividade antimicrobiana e foram mais eficazes contra bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) do que contra bactérias
Gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella Enteritidis), sendo necessaria uma
concentracdo minima de 1,0 % de OEO para garantir sua eficacia antibacteriana.

Outros autores também tiveram sua pesquisa baseada na utilizacéo de 6leo
essencial de orégano em matrizes diversas, como por exemplo amido (LI et al., 2018),
mucilagem de semente de marmelo (JOUKI et al., 2014) e polissuccinimida
(HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2017). Em todos os estudos, os autores concluiram
que a incorporagdo do Oleo nas solucBes filmogénicas aumentou a atividade
antimicrobiana do filme obtido, demonstrando a viabilidade de sua utilizacéo para essa
finalidade.

Além de sua ampla acéo contra microrganismos, o 0leo essencial de orégano
apresenta propiedades antioxidantes, de interesse para a industria cosmética e de
alimentos, bem como propriedades anti-inflamatorias, importantes para as industrias
farmacéutica e biomédica (HAN; PARKER, 2017; LEYVA-LOPEZ et al., 2017),

demonstrando os diversos beneficios do uso deste composto nessas areas.

2.3.2.2 Disperséao de 6leos essenciais em matrizes poliméricas

Como foi descrito, 0s 6leos essenciais tém sido largamente utilizados para a
producéo de filmes ativos. A preparacédo das dispersdes formadoras de filmes requer
a emulsificacdo da fase oleosa nas fases aquosas, formando uma mistura estavel para
a realizacao do casting (BONILLA et al., 2012). Na literatura, foram descritas algumas
técnicas para produzir emulsdes estaveis, a maioria delas utilizando emulsificantes.

Li et al. (2018) utilizaram Tween 80 como emulsificante para o preparo de
filmes a base de amido de batata doce incorporados com 6leo essencial de orégano.
O emulsificante foi adicionado a solucdo polimérica em uma quantidade de 100 mg / L
(em relacédo a quantidade de 6leo) com agitacdo a 120 rpm durante 5 minutos. Os
autores observaram que o tamanho médio das gotas de O6leo aumentou
significativamente durante o processo de secagem dos filmes.

De acordo com Bonilla et al. (2012), o tamanho da gota de 6leo é um fator

determinante para a estabilidade da emulsé&o e afeta outras propriedades importantes,
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como a sua viscosidade. Os autores afirmam que os homogeneizadores rotor-estator
séo capazes de atingir tamanhos de particula na faixa de 1 um. Isso pode ser reduzido
ainda mais com a aplicacédo de homogeneizadores de alta pressao ao sistema. A
microfluidizacdo pode fornecer emulsbes com particulas muito pequenas com
distribuicbes de tamanho de particulas muito estreitas, uma vez que a emulsdo €&
submetida a alta tensdo de cisalhamento na camara de interagdo. Dessa forma,
Bonilla et al. (2012) estudaram a aplicacdo desses dois processos de
homogeneizagdo da emulsdo sem utlizar emulsificantes. Foram preparadas
dispersdes com oléo de manjericdo e de tomilho em solugéo polimérica de quitosana.
Os autores empregaram duas condicbes de processo: (a) tratamento H1,
homogeneizagéo a 21500 rpm durante 4 minutos em um ultraturrax e (b) tratamento
H2, que consistiu no tratamento H1 seguido de microfluidizacdo a 165 MPa, com um
passe no microfluidizador. Emulsdes estaveis foram produzidas e a utilizagcdo do
tratamento H2 afetou bastante as propriedades da emulsédo e dos filmes formados,
demonstrando que a técnica de homogeneizacao utilizada interfere nas caracteristicas
do material final.

Diferentes autores combinaram a utilizacdo de emulsificantes com altas
velocidades de homogeneizacgéao, resultando em dispersdes filmogénicas estaveis. O
emulsificante mais utilizado foi o Tween 80, previamente misturado ao 6leo ou
adicionado diretamente a solucédo polimérica antes da incorporacdo dos OEs, sendo
o ultraturrax o equipamento adotado para realizar a homogeneizacdo (BENAVIDES;
VILLALOBOS-CARVAJAL; REYES, 2012; GRANDE-TOVAR et al., 2018; JOUKI et
al., 2014).

2.4 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, foram descritas as func¢des dos curativos, bem como a
utilizacdo de biopolimeros na éarea biomédica como substituintes parciais dos
materiais sintéticos. Evidenciou-se que a quitosana e o alginato sao biopolimeros que
vém sendo amplamente estudados para aplicacbes biomédicas e farmacéuticas,
sendo descritos diferentes estudos da aplicacdo de filmes compadsitos de alginato e
de quitosana como curativos, demonstrando o grande potencial da combinacéo
desses polimeros e dessa estrutura como alternativa viavel e promissora para a

aplicacao.
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Também foram abordadas pesquisas em relagdo a producao e utilizacao de
filmes ativos como curativos, bem como a utilizacdo de agentes antimicrobianos
naturais como os 6leos essenciais para alcancar tal propriedade, descrevendo suas
caracteristicas e incorporacdo em matrizes poliméricas. Especificamente, buscou-se
relatar a utilizacdo do 6leo essencial de orégano como composto ativo nos filmes e
seu espectro de acdo antimicrobiana. Além disso, foram apresentadas as
caracteristicas gerais do orégano, porém, ndo foram encontrados estudos relativos a
sua utilizacdo direta para producdo de filmes e sua atividade antimicrobiana,
interessante para reducao de processamento necessario para a extracao do composto
bioativo.

Nesse contexto, o presente trabalho que trata do desenvolvimento de filmes
ativos a base de quitosana e alginato incorporados com agentes antimicrobianos
naturais (folhas de orégano e seu 6leo essencial) pretende contribuir para a producéo
de curativos biopoliméricos com propriedades bioativas. Adicionalmente, pretende-se
contribuir com a reducgéo dos custos, tanto relacionados ao 6leo em si quanto relativos
ao processamento necessario para a obtencdo do 6leo, comparando a utilizacdo do
O0leo essencial e do seu precursor solido (folhas de orégano moidas) sem a
necessidade da etapa de extracdo. Vale ressaltar que um estudo avaliando a
utilizacdo das folhas de orégano cominuido como agente antimicrobiano em filmes
para curativo pode ser importante e contribuir para avangos na area, auxiliando no
desenvolvimento de trabalhos futuros. Além disso, a utilizacdo de polimeros naturais
e biodegradaveis para a producéo dos filmes também pode contribuir para a reducéo

do impacto ambiental.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este capitulo tem por objetivo a apresentacdo da metodologia empregada na
realizacdo do presente trabalho a partir da descricdo dos materiais e equipamentos
utilizados, além do detalhamento das técnicas e procedimentos experimentais
aplicados. Para uma melhor compreensdo da metodologia adotada, na Figura 9 é

apresentado um fluxograma com as etapas realizadas ao longo do trabalho.

Figura 9 - Fluxograma das etapas envolvidas no trabalho: desenvolvimento e
caracterizacao dos filmes ativos.

Olgo e Quitosana || Alginato || Orégano
Orégano
I | I I
I |
Caracterizacao Preparo ko
Filmes
Composigdo l |
? 'c; Quitosana, ) Quitosana,
—  Quimica ) . Quitosanae .
(FTIR) Alginato e Oleo Alginato Alginato e
de Orégano Orégano
| | |
|| Andlise Térmica ] |
TGA / DTGA i
REALRIEY Atividade Caracterizagio
Antimicrobiana
/\\;peclto | Espessura
Atividade de i 'SfuT e‘ ]
] i orfologia
Agua £ Propriedades
i W Prcc))Ft):Cz?\a: Sv
- Halo de Inchamento ¢
Inibigdo >
Composicao
Propriedades | | —  Quimica
Mecanicas (FTIR)
Permeagdo Anélise
ao Vapor de J —  Térmica
Agua (TGA / DTGA)




46

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Biopolimeros: quitosana e alginato

Para o preparo das solucfes necessarias para a obtencao dos filmes foram
utilizados quitosana (baixa massa molar, grau de desacetilacéo de 75-85 %) e alginato
de sédio (viscosidade de 15 - 25 cP, 1 % em agua) comerciais, marca Sigma-Aldrich
(Missouri, EUA).

3.1.2 Agentes antimicrobianos

Folhas de orégano secas adquiridas em mercado local (Porto Alegre, RS) e
oleo essencial de orégano (56,78 % carvacrol e 5,08 % timol, segundo o fabricante, e
massa especifica de 0,9447 g mL?, conforme andlise apresentada no Apéndice A)
obtido da France-Lavande (Montguers, Franca) foram utilizados como compostos

bioativos.

3.1.3 Reagentes

Acido latico P. A. (Exodo Cientifica, Brasil) foi utilizado na solubilizacéo da
guitosana. Glicerol de grau analitico (Dinamica, Brasil) foi utilizado como plastificante
e cloreto de calcio anidro P. A. (Dinamica, Brasil) foi utilizado no preparo da solucéo
reticulante. Para as formulacdes com 6leo, Tween 80 (Dinamica, Brasil) foi utilizado
como emulsificante. Na preparacdo da solucdo salina para os testes de grau de
inchamento dos filmes, foram utilizados os reagentes cloreto de calcio dihidratado P.

A. (Dindmica, Brasil) e cloreto de sédio 99,5 % P. A. (Quimica Moderna, Brasil).
3.1.4 Caracterizacado dos biopolimeros e agentes antimicrobianos
A caracterizacdo dos biopolimeros e dos agentes antimicrobianos foi

realizada visando a comparacdo e avaliacdo da estrutura quimica e estabilidade

térmica dos filmes formados a partir desses compostos. As analises foram realizadas
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na Central Analitica do Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS. Nos itens

gue seguem, estdo apresentadas as metodologias adotadas para essas analises.

3.1.4.1 Estrutura quimica

A quitosana, o alginato, o orégano e o 6leo essencial de orégano tiveram sua
estrutura quimica avaliada por espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourrier (FTIR) utilizando um espectrometro SpectrumModel 1000 (Perkin Elmer,
EUA). Os espectros foram obtidos no modo reflexdo atenuada (UATR), com resolucao

de 4 cm ! e média de 64 varreduras, na faixa de 4000 e 650 cm™.

3.1.4.2 Analise termogravimeétrica (TGA)

A quitosana, o alginato e o orégano foram avaliados quanto a sua
estabilidade térmica por termogravimetria. A analise foi conduzida utilizando o
equipamento TA Instrument - Waters, modelo SDT Q600 (EUA), sendo as amostras
aquecidas de 25 °C até 700 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min?, sob
atmosfera de nitrogénio (100 mL mint). Para o 6leo essencial de orégano, utilizou-se

dados apresentados na literatura, ndo sendo realizado o TGA para este composto.

3.2 OBTENCAO DOS FILMES

As solucdes poliméricas, suspensodes e filmes, para todas as formulacbes
estudadas, foram produzidos no Laboratério de Tecnologia de Embalagens e
Desenvolvimento de Membranas (LATEM) e no Laboratério de Separacdo por
Membranas (LASEM), ambos do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.2.1 Solubilizacdo dos biopolimeros

Solucdes poliméricas de quitosana 1 % (m/m) em meio acido e alginato 0,5 %
(m/m) em agua, foram preparadas para a obtencdo dos filmes. A quitosana foi

solubilizada em solucdo aquosa de acido latico (1% v/v) sob agitagdo a temperatura
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ambiente (aproximadamente 25 °C) durante 16 h. O acido latico foi escolhido como
solvente tendo em vista seu carater plastificante em relagdo a quitosana, visando a
conferéncia de maior maleabilidade aos filmes para maior conforto na utilizacdo como
curativo. O alginato foi solubilizado em agua destilada sob agitacdo, nas mesmas
condi¢cOes de temperatura, durante 3 h.

3.2.2 Filmes compostos de quitosana e alginato

A metodologia adotada para o preparo da suspensédo filmogénica foi
adaptada de Bueno et al. (2014). A solucéo de quitosana foi adicionada a solucéo de
alginato por gotejamento, utilizando um funil de separagdo, a uma vaz&o de
200 mL h 1, sob agitacdo de 500 rpm. Terminada a adicdo da solucdo de quitosana,
a mistura foi mantida sob agitacéo a 1000 rpm por 10 minutos para homogeneizacao.
As solugbes poliméricas continham a mesma massa de polimero (0,5 g) e foram
misturadas em uma proporc¢ao de 2:1 (100 g de solucéo de alginato e 50 g de solucéo
de quitosana). Dessa forma, a concentracdo das solucdes poliméricas utilizadas foi
diferente, porém, a proporcéo entre os polimeros ap6s a mistura foi de 1:1, totalizando
1 g de polimero na suspenséo final. O sistema utilizado para o gotejamento da solugéo
de quitosana e para a homogeneizacdo da suspenséo polimérica esta apresentado
na Figura 10.

Apbs o processo de mistura inicial, a suspenséo foi submetida a agitacdo em
ultraturrax (IKA T18, Multitec) a 15500 rpm: apds 4 minutos de agitacdo, foram
adicionados 0,5 g de glicerol (50 % m/mpoiimero) (agente plastificante) e, transcorrido
mais 1 minuto, foram adicionados 1,5 mL de solucéo de cloreto de calcio 2 % (m/m)
(agente reticulante), mantendo-se a suspensao sob agitacdo durante 5 minutos para
ocorrer a reticulagdo polimérica, totalizando 10 minutos de mistura no ultraturrax. Em
seguida, aplicou-se vacuo na suspensao polimérica utilizando uma bomba de vacuo
(TE-058, Tecnal, Brasil) até a completa remocao das bolhas de ar visiveis a olho nu.

A suspensao foi entdo disposta e pesada em placas de Petri de poliestireno
cristal, utilizando o método de casting, aplicando-se uma gramatura de 0,53 g cm™.
As placas com a suspensao espalhada foram colocadas em estufa com convecc¢éao
forcada (DelLeo, Brasil) a 40 °C durante 24 h para a secagem. Os filmes foram
armazenados em camara com umidade relativa controlada (55 %) e temperatura

ambiente (~ 25 °C), até a realizacdo das analises para sua caracterizacao.
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Figura 10 — Sistema utilizado para mistura e homogeneizacdo das solucdes
poliméricas de quitosana e alginato.

Solugaode
Quitosana

Solugaode
Alginato

3.2.3 Preparacao dos filmes compostos de quitosana e alginato contendo 6leo

essencial de orégano

Os filmes contendo 6leo essencial de orégano foram preparados a partir de
trés formulacdes distintas, tomando como base a massa de suspensdo polimérica
(~150 g): 0,25 % (Meleo/Msuspenszo); 0,5 % (Mesleo/Msuspensao) € 1 % (Msleo/Msuspensao). Para
promover uma melhor emulsificacdo do 6leo, o reagente Tween 80 foi utilizado em
uma proporcao de 0,250 g/gsieo.

A metodologia adotada para a mistura das soluc¢des poliméricas de quitosana
e alginato foi a mesma descrita na sec¢do 3.2.2. Apés a mistura das solugdes e sua
homogeneizagédo, a suspensédo foi submetida a agitagcdo em ultraturrax (IKA T18,
Multitec) a 15500 rpm, sendo imediatamente adicionadas as quantidades de
emulsificante e de O6leo essencial de orégano adequadas a cada formulacao,

mantendo-se a agitacdo por 4 minutos para que se formasse uma emulséo estavel.
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Apds esse tempo, ainda sob agitacdo, foram adicionados 0,5 g de glicerol
(50 % m/mpoiimero) cOMO plastificante e, transcorrido mais 1 minuto, foram adicionados
1,5 mL de solucéo de cloreto de calcio 2 % (m/m) como agente reticulante, mantendo-
se a suspensao sob agitacdo durante 5 minutos para a ocorréncia da reticulagao
polimérica, totalizando 10 minutos de mistura no ultraturrax. Em seguida, aplicou-se
vacuo na suspensao polimérica emulsionada utilizando uma bomba de vacuo até a
remocao completa das bolhas de ar.

A metodologia utilizada para o casting, secagem e armazenamento dos filmes
com 6leo essencial de orégano em sua composicdo foi a mesma descrita para 0s

filmes compostos de quitosana e alginato (secéo 3.2.2).

3.2.4 Preparacado dos filmes compostos de quitosana e alginato contendo

orégano

Os filmes contendo orégano foram preparados a partir de duas formulagcdes
distintas, tomando como base a massa de polimero (1 g): 10 % (Morégano/Mpolimero) €
20 % (Moregano/Mpolimero). AS folhas de orégano secas foram cominuidas em um moinho
de facas (MF 10, IKA Werke) e peneiradas para obter um tamanho de particula
< 60 mesh.

A mistura das solugcdes poliméricas (quitosana e alginato) e a
homogeneizacéo da suspensao foram realizadas conforme descrito na se¢éo 3.2.2. A
suspensao polimérica foi levada a agitacdo em ultraturrax (IKA T18, Multitec) a
15500 rpm, sendo imediatamente adicionadas as quantidades de p6 de orégano
adequadas a cada formulacdo, mantendo-se a agitacdo por 4 minutos para a
dispersdo homogénea dos particulados. Apés esse tempo, foram adicionados 0,5 g
de glicerol (50 % m/mpoiimero) COMO plastificante e, transcorrido mais 1 minuto, foram
adicionados 1,5 mL de solucdo de cloreto de calcio 2 % (m/m) como agente
reticulante, mantendo-se a suspensdo sob agitacdo por mais 5 minutos para a
ocorréncia da reticulacéo polimérica, totalizando 10 minutos de mistura no ultraturrax.
Em seguida, aplicou-se vacuo na suspensao obtida utilizando uma bomba de vacuo
até que, visualmente, nao fosse mais possivel identificar bolhas.

A metodologia utilizada para o casting, secagem e armazenamento dos filmes
com orégano em po6 foi a mesma descrita para os filmes compostos de quitosana e

alginato (secao 3.2.2).
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3.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

Os filmes desenvolvidos foram caracterizados quanto as suas propriedades
fisico-quimicas, mecénicas, Opticas, térmicas e de barreira, bem como quanto a sua

morfologia e estrutura quimica, conforme descrito nos itens a seguir.

3.3.1 Aspecto visual e morfologia

Para a avaliacdo do aspecto visual dos filmes foi realizado um registro
fotografico das amostras. A andlise de morfologia foi feita por microscopia Optica
(Bioptika B100 series) com magnificacdo de 5%, no modo transmitancia, no LATEM.

3.3.2 Espessura

As andlises de espessura foram realizadas em 8 amostras de cada
formulacdo. Para cada amostra, a espessura foi medida em 6 pontos aleatorios
usando um micrémetro digital (Mitutoyo, Japao). Esse procedimento foi realizado em
triplicata, no LASEM.

3.3.3 Grau de inchamento

Para a analise do grau de inchamento (capacidade de absorcao) foi utilizado
0 método gravimétrico, avaliando dois liquidos distintos: agua destilada e solucéo
salina (0,368 g L de cloreto de célcio dihidratado e 8,298 g L de cloreto de s6dio).
Esta solucao salina, segundo Xie et al. (2018), simula a parte inorganica do exsudato
de feridas.

O método gravimétrico considera a massa inicial (seca) de uma amostra e
sua massa apos 24 h de imerséo. Para cada formulacgéo, cinco amostras (4 cm?) foram
inicialmente pesadas e imersas no liquido (aproximadamente 80 mL) por 24 h.
Posteriormente, o excesso de liquido foi removido com papel absorvente e a massa
da amostra foi determinada em balanca analitica (ATY224, Shimadzu, Japao), sendo
o grau de inchamento dado pela Equacao 1. A andlise foi realizada em triplicata para
cada liquido, no LASEM.
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Grau de inchamento (%) = % x 100 (1)

4

onde mi € a massa inicial da amostra seca (g) e ms € a massa da amostra ap6s 24 h
de imerséo no liquido (g).

3.3.4 Propriedades 6pticas e protecdo UV

As propriedades Opticas e de protecdo UV dos filmes foram avaliadas
utilizando um espectrofotometro (T80 UV/VIS, PG Instruments Ltda., Reino Unido) do
Laboratério de Tecnologia e Processamento de Alimentos (LATEPA), no
Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS. Uma amostra de cada formulagao
(3 cm x 1 cm) foi colocada em uma cubeta de quartzo e, em seguida, foram
determinadas a transmitancia e a absorbancia da amostra em uma faixa de 200 a
800 nm, com intervalo de 5 nm. Utilizou-se uma cubeta de quartzo vazia como branco.
O procedimento foi realizado em triplicata para cada formulagéo.

A determinacdo da protecdo UV dos filmes foi adaptada da metodologia
aplicada por Morales et al. (2019). A partir dos espectros obtidos, avaliando-se os
valores de transmitancia, foi possivel determinar a protecdo contra a radiacéo
UV-A (320-400 nm) e UV-B (280-320 nm).

A transparéncia e a opacidade dos filmes foram determinadas de acordo com
a metodologia utilizada por Schaefer et al. (2020), que considera a absorbancia a
600 nm para avaliacdo da opacidade da amostra e relaciona a transparéncia com a
porcentagem de transmitancia do material nesse mesmo comprimento de onda. A
opacidade dos filmes foi calculada a partir dos espectros de absor¢do obtidos

utilizando a Equacéo 2.
Opacidade = @ (2)

onde Absgy, € a absorbancia da amostra em um comprimento de onda de 600 nm e x

€ a espessura da amostra (mm).
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3.3.5 Estrutura quimica

Os filmes compostos de quitosana e alginato, bem como aqueles contendo
Oleo essencial de orégano e orégano em pé tiveram sua estrutura quimica avaliada
por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR) utilizando
um espectrometro SpectrumModel 1000 (Perkin Elmer, EUA) da Central Analitica do
Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS. Os espectros foram obtidos no
modo reflexdo atenuada (UATR), com resolucdo de 4 cm ! e média de 64 varreduras,
na faixa de 4000 e 650 cm™.

3.3.6 Anélise termogravimétrica (TGA)

Os filmes obtidos a partir das diferentes formulagcdes foram avaliados quanto
a sua estabilidade térmica por termogravimetria. A analise foi conduzida utilizando o
equipamento TA Instrument - Waters, modelo SDT Q600 (EUA) da Central Analitica
do Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS, sendo as amostras aquecidas
de 25 °C até 700 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C mint, em atmosfera de

nitrogénio (100 mL min?).

3.3.7 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes desenvolvidos foram avaliadas de
acordo com a ASTM (American Society for Testing and Materials), segundo o método
D882-18 (ASTM, 2018), aplicavel a determinacdo das propriedades de tracdo de
filmes com espessuras menores a 1 mm. O equipamento utilizado para a realizacéo
das medidas foi um analisador de textura TA.XT Plus (Stable Micro Systems, Reino
Unido), com célula de carga de 50 N, do Laboratério de Analise de Propriedades
Fisicas de Alimentos (LAPFA) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da
UFRGS.

Os filmes foram cortados em amostras retangulares (70 mm de comprimento
e 25 mm de largura) e alocados no equipamento utilizando um espacamento inicial
entre as garras de 50 mm, com velocidade de operacéo de 0,8 mm st. Com base nos

dados fornecidos pelo texturémetro, foi possivel obter as curvas de tensdo versus
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deformacgéao que foram usadas para realizar as medidas das propriedades mecanicas
das amostras, sendo as propriedades avaliadas a tenséo de ruptura (MPa), o modulo
de elasticidade ou de Young (MPa) e a elongacdo (%). A analise foi realizada em
triplicata para cada formulagao.

3.3.8 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e fluxo de vapor de agua (FVA)

As andlises de permeabilidade ao vapor de agua foram realizadas de acordo
com a norma ASTM E96 (ASTM, 2016), no LATEM.

Amostras de filmes provenientes das diferentes formulacdes preparadas
foram colocadas em células de permeacédo, com altura de 22 mm e diametro interno
de 63 mm, preenchidas com silica, condi¢cdo na qual a umidade relativa (UR) é 0 %.
As células foram pesadas em balanca analitica (ATY224, Shimadzu, Japéo) e
imediatamente colocadas em uma camara climatica (CL 350, ColdLab, Brasil) com
umidade relativa e temperatura controladas (UR =60 % na T = 25 °C). Ap6s 48 h, o
ganho de massa, que representa a massa de agua que permeou através do filme, foi
avaliado nas células realizando uma nova pesagem. A andlise foi realizada em
triplicata para cada uma das formula¢cdes estudadas. A permeabilidade ao vapor de

agua (PVA) dos filmes foi determinada utilizando a Equacéo 3.

pyva=%X_°¢
tA ps(UR,{—UR,)

3)
onde w é a massa de agua que permeou através do filme (g); t € o tempo de
permeacdo (h); A representa a area de permeacéo (m?); e representa a espessura dos
filmes (mm); ps é a presséo de vapor da agua na temperatura da camara climatica
(kPa); UR, € a umidade relativa da camara climatica e UR, € a condi¢cdo de umidade
relativa no interior da célula preenchida com silica (0 %). O termo ps(UR, — UR,)
representa a diferenca de pressao de vapor entre os dois lados do filme (kPa).

O fluxo massico de vapor de agua (FVA) pode ser calculado a partir dos

resultados para a PVA, resultando na Equacao 4.

_w
FVA == (4)
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onde w é a massa de agua que permeou através do filme (g); t € o tempo de

permeacdo (h) e A representa a area de permeacédo (m?).

3.4 AVALIACAO DE FATORES ANTIMICROBIANOS DOS FILMES

A avaliacdo dos fatores antimicrobianos dos filmes, que refletem a atividade
antimicrobiana dos filmes desenvolvidos, foi realizada de forma qualitativa, através de
medidas da atividade de agua das amostras e da inibicdo do crescimento microbiano

promovida pelos filmes, conforme descrito nos itens que seguem.

3.4.1 Atividade de 4gua (Aw)

A atividade de agua dos filmes, fator limitante do crescimento microbiano
(TAPIA; ALZAMORA; CHIRIFE, 2007), foi determinada utilizando um medidor de
atividade de agua (LabMaster-Aw, Novasina, Suica), operando em temperatura
constante (25 °C), com precisao de 0,003 no valor medido. A analise foi realizada em
triplicata, no Laboratério Virtual de Predicdo de Propriedades (LVPP) do
Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS, para cada uma das formulacfes

estudadas.

3.4.2 Inibicdo do crescimento microbiano

A avaliacdo da inibicdo do crescimento microbiano foi realizada através do
método de difusdo em agar (disco-difusdo), adaptado de Hubner et al. (2020),
utilizando duas bactérias, uma Gram-positiva e outra Gram-negativa, a
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e a Escherichia coli (ATCC 25922). Os ensaios
foram realizados no LATEM e no Laboratério de Processamento de Residuos (LPR)
do Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS. Todo o material utilizado
(vidrarias, meio de cultura e de suspenséo das bactérias) foi previamente esterilizado
em autoclave vertical (Prismatec, Brasil) a 121 °C durante 15 minutos.

O agar Plate Count Agar (PCA, Kasvi, Brasil) foi utilizado como meio de

cultura para o crescimento de ambas as bactérias. O PCA € um agar nao seletivo que
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permite o crescimento de diversas bactérias e € relativamente rico em nutrientes,
sendo um meio indicado para andlises de disco-difusdo (MERCK, 2010).

Uma alga de platina de 1 pL foi utilizada para transferir os microrganismos
para 10 mL de solucdo 0,1 % (m/v) de peptona bacterioldgica (Kasvi, Brasil). A alca
foi esterilizada em chama antes do contato com 0s microrganismos.

As suspensodes de S. aureus e E. coli foram homogeneizadas em um vortex
(K45-2810, Kasvi, Brasil) e 100 pL da suspenséo de cada bactériaem agua peptonada
foram espalhados, separadamente, em placas de Petri contendo o agar PCA. Em
seguida, discos (3 cm de diametro) dos filmes das diferentes formulacdes,
previamente esterilizados por UV durante 30 minutos, foram colocados no centro das
placas contendo o 4gar e a suspensdo. As placas foram levadas a incubacéo a 37 °C
durante 24 h, em incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand, TE381, Tecnal
Equipamentos Cientificos, Brasil), sendo a avaliagdo da atividade antibacteriana dos
filmes feita a partir da observacao da inibicdo do crescimento das bactérias na porcéo
do agar em contato direto com o filme e pela formacao de um halo de inibicdo. Os
halos formados foram medidos radialmente em 5 pontos aleatodrios, da extremidade
do filme até o inicio da regido onde era possivel observar crescimento das bactérias,
utilizando um paquimetro digital (PD150, TMX, Brasil), tomando-se a média dos
valores medidos. Os ensaios foram realizados em duplicata para cada bactéria e para

cada formulacéao.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais obtidos nas analises de caracterizacdo dos filmes
(exceto TGA, protecdo UV e FTIR), bem como nas andlises de atividade
antimicrobiana foram avaliados por teste de analise de variancia (ANOVA) e teste de
diferencas entre médias, utilizando-se o software STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, EUA). As comparacdes foram determinadas pelo teste de Tuckey com nivel de
confianca de 95 % (p < 0,05).



57

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados alcancados na
obtencao e caracterizacao dos filmes compostos de quitosana e alginato, contendo
6leo de orégano, bem como daqueles contendo o p6é do orégano em sua composicao.
Primeiramente, serdo apresentados resultados qualitativos referentes a formacéo do
complexo de polieletrélitos a partir da mistura das solucfes poliméricas de quitosana
e alginato, bem como da incorporagdo dos agentes antimicrobianos na suspenséao
polimérica. Na sequéncia, serdo descritos os resultados obtidos nas andlises de
caracterizacdo dos filmes e nas andlises referentes a atividade antimicrobiana das
estruturas desenvolvidas.

Para auxiliar na compreensao dos resultados, foi adotada uma nomenclatura
para os filmes desenvolvidos ao longo deste trabalho, conforme apresentado na
Tabela 1, de acordo com as diferentes formulagdes, de forma a diferenciar o composto
natural com propriedades bioativas utilizado (orégano ou Oleo essencial de orégano)
e a sua quantidade no filme. Os filmes compostos de quitosana e alginato sem 0leo
ou orégano cominuido foram tomados como amostras controle ao longo das andélises,
visando a avaliacédo da influéncia da adicdo dos compostos ativos nas propriedades

do material final.

Tabela 1 - Nomenclatura para os filmes compostos de quitosana e alginato,
contendo 0Oleo de orégano e orégano na sua composicao, em diferentes proporcoes.

Agente antimicrobiano Proporcgéo Nomenclatura
Sem adicao / CA (controle)
1 % (Meleo/Msolugao) OEO-1
Oleo essencial de orégano 0,5 % (Mésleo/Msolugao) OEO-0,5
0,25 % (méleolmsolugéo) OEO-0,25
10 % (moréganolmpolimero) OR-10
Orégano

20 % (Morégano/ Mpolimero) OR-20
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4.1 CARACTERISTICAS DAS SUSPENSOES FILMOGENICAS

Nesta secado serdo apresentadas algumas observacgdes relativas a variacoes
no aspecto da suspensao polimérica ao longo do processo de mistura das solu¢des
dos polimeros e sua homogeneizacao. Serdo, também, descritos 0os aspectos tanto
da dispersdo do 6leo quanto do p6 de orégano nas suspensdes poliméricas obtidas

através da mistura das solu¢cfes de quitosana e alginato.

4.1.1 Formacdo do complexo de polieletrdlitos

De acordo com Webster, Huglin e Robb (1997), trés sistemas de PECs
podem ser obtidos em solucbes aquosas: solUveis, coloidais turvos e sistemas
bifasicos com liquido sobrenadante e precipitado. Ao longo das etapas de mistura das
solucdes poliméricas e sua homogeneizacao foi possivel observar mudancas no
aspecto da suspensdo que podem caracterizar a ocorréncia de transicdo de um tipo
de sistema de PECs para outro. Na Figura 11 estdo apresentadas as solucodes

poliméricas de quitosana e alginato antes de serem misturadas.

Figura 11 - Solucbes poliméricas de quitosana e de alginato.

Solugdo de Alginato
0,5 % (m/m) em agua
destilada

Solugdo de Quitosana
1% (m/m) em solugédo
de acido latico 1% (v/v)

Observa-se que as solugdes poliméricas puras sdo translicidas e

homogéneas, ndo apresentando nenhum tipo de precipitado. A medida que a solugéo
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de quitosana foi adicionada a solucdo de alginato, sob agitacdo de 500 rpm, foi
possivel observar o aparecimento de pequenos aglomerados de polieletrdlitos, porém,
macroscopicamente 0 sistema permanecia homogéneo, sem modificacdo na
coloracdo em relacdo as solugdes poliméricas puras, caracterizando um sistema de
PECs soluvel, sendo o pH do sistema resultante da mistura das solu¢des poliméricas
de aproximadamente 4. Com o aumento da velocidade de agitacéo para 1000 rpm, a
suspensdo tomou aspecto mais heterogéneo, com maiores agregados de
polieletrélitos, sendo possivel observar alguns filamentos de coloracédo
esbranquicada, como apresentado na Figura 12.

Figura 12 - Complexo de polieletrdlitos resultante da mistura das solu¢fes de
guitosana e alginato, a uma velocidade de agitacéo de 1000 rpm (a)
e 15500 rpm (b).

Esses filamentos brancos indicam precipitacdo de polieletrdlitos, fazendo
com gue o sistema néo seja mais homogéneo. Quando o sistema foi submetido a
agitacdo em ultraturrax, com velocidade de 15500 rpm, a suspensdao modificou
completamente a sua coloracdo, passando a ter uma coloragédo esbranquicada, bem
como a apresentar um precipitado de PECs homogeneamente disperso. A mudanca
de cor da suspensdo pode ser explicada pela formacdo de um sistema coloidal
estavel, pois mesmo quando deixada em repouso, ndo foi observado surgimento de
fase liquida translicida que indicaria precipitacdo de PECs dispersos. Dessa forma,

foi possivel observar caracteristicas de dois sistemas distintos para a mistura final:
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sistema coloidal turvo e aglomerados de complexo de polieletrélitos na forma de
precipitado homogeneamente disperso no sistema coloidal.

De acordo com Tsuchida e Abe (1982), para solu¢des poliméricas
concentradas, o aumento da temperatura pode fazer com que a solucédo passe de
homogénea para heterogénea, sendo a temperatura um dos parametros
determinantes do tipo de sistema de PECs obtido. Durante a mistura das solucoes
poliméricas, foi possivel observar que 0 aumento na velocidade de agitacdo promoveu
um aumento na temperatura da suspensao (ndo muito elevado, de forma que ainda
era possivel segurar o recipiente sem necessidade de luvas), devido ao aumento das
forcas cisalhantes. Desta forma, mesmo para baixas concentragbes das solucdes
poliméricas, a passagem de sistema homogéneo para heterogéneo pode ser devido
ao aumento de temperatura no meio, visto que uma modificacdo nesse parametro
pode causar mudanca do sistema de complexo de polieletrdlitos.

A formacéo da dispersao coloidal pode ser explicada pela elevada velocidade
de agitacdo. Equipamentos como o ultraturrax sdo capazes de atingir tamanhos de
particulas muito pequenos (BONILLA et al., 2012), fato que pode ter promovido a
formacao de um sistema coloidal estavel, com aglomerados de ions e macromoléculas

dispersos.

4.1.2 Incorporacado dos agentes antimicrobianos na suspensao polimérica

A dispersdo das folhas de orégano cominuidas e do Oleo essencial de
orégano foi realizada a partir da mesma metodologia de dispersédo, utilizando
ultraturrax na velocidade de 15500 rpm, porém, para as formulacbes com 6leo,
utilizou-se também um emulsificante, de acordo com o descrito nos itens 3.2.3 e 3.2.4
deste trabalho.

A metodologia de dispersao do Oleo, para as trés concentracdes estudadas
(1 %; 0,5 % e 0,25 % em relacdo a massa de suspensao), se mostrou eficiente, visto
gue foi obtida uma emulsdo visualmente estavel em todos 0s casos, ndo sendo
possivel observar a separacdo de fases, mesmo apds o repouso da mistura. A
emulsdo apresentou 0 mesmo aspecto visual que a suspensao obtida apenas com 0s
polimeros, coloracdo branca com agregados de ions e macromoléculas dispersos.

Nao foi observado aumento na quantidade de precipitado, indicando que a
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incorporacdo do 6leo e a formacdo da emulsdo néo interferiu no sistema de PECs
obtido a partir da mistura das solu¢des poliméricas.

Para a incorporacdo do orégano em poO, em ambas as concentracées
estudadas (20 % e 10 % em relacdo a massa de polimero), a utilizacéo do ultraturrax
a 15500 rpm promoveu uma dispersédo visualmente homogénea do particulado na
suspensao polimérica. A cominuicao prévia das folhas de orégano é importante para
a formacdo do filme, pois quanto menor o tamanho de particula menor é a sua
influéncia na continuidade da matriz formada, além de aumentar a area de contato do
particulado no filme formado com a ferida e favorecer a liberagédo de compostos ativos
devido a ruptura da parede vegetal, que é um impedimento para a migracdo dos
compostos. As quantidades de folhas de orégano cominuidas adicionadas as
formulacdes foram menores do que as quantidades de 6leo, tendo em vista que um
elevado teor de particulado pode impedir a formacéo do filme. A adicdo do orégano
alterou a cor da suspensao, levando a uma coloracéo levemente marrom esverdeado,
resultante da mistura entre o branco do sistema de complexo de polieletrdlitos e a
coloracédo das folhas da erva.

As emulsfes obtidas a partir do 6leo essencial de orégano e as suspensoes
obtidas a partir do p6é de orégano diferiram na cor, mas também diferiram no aroma.
As emulsdes apresentaram odor acentuado e caracteristico do OEO, enquanto a
adicdo do po6 de orégano quase nao causou modificacdo no aroma das suspensoes,
gue apresentaram um odor suave e pouco perceptivel. Possivelmente, essa diferenca
tdo grande no odor tenha ocorrido, pois, mesmo o orégano sendo uma planta cujas
folnas possuem fragrancia intensa (KHAN et al.,, 2018), o 6leo apresenta 0s
compostos responsaveis pelo aroma sem o impedimento da parede vegetal, fazendo
com que 0 aroma seja mais acentuado. Além disso, a quantidade de 6leo essencial
utilizada foi maior que a quantidade de 6leo presente no orégano em po (2 a 6 %,

v/im), logo, as emulsdes possuiam maior concentracdo de compostos aromaticos.

4.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES

Nesta secdo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para os
filmes CA (controle), OR-10, OR-20, OEO-0,5 e OEO-0,25 nos diferentes ensaios de
caracterizacdo. Para os filmes OEO-1 foram realizadas apenas algumas analises,

uma vez que a quantidade de 6leo utilizada foi bastante elevada em relacéo as outras
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formulagbes com o mesmo composto, sendo maior que a massa total de polimero.
Além disso, o valor das propriedades medidas nao foi satisfatério, logo, optou-se por
nao dar segmento aos estudos com a formulagdo OEO-1. Desta forma, os resultados
obtidos para os filmes OEO-1 estao apresentados no Apéndice B.

Os resultados das caracterizagbes realizadas para os componentes puros
(quitosana, alginato, orégano e 6leo de orégano), de acordo com o descrito na secao
3.4.1, serdo apresentados nesta secao para fins de comparacdo e avaliagcdo das
caracteristicas dos filmes obtidos.

Vale ressaltar que nao foram encontrados estudos sobre a incorporacéao de
Oleos essenciais em matrizes poliméricas compostas de quitosana e alginato. Da
mesma maneira, nao foi possivel encontrar pesquisas relativas a incorporacao de
orégano em po em matrizes poliméricas. Dessa forma, a avaliagdo dos resultados
para os filmes contendo OEO foi feita a partir dos resultados apresentados em estudos
gue tratam da incorporacédo de Oleos essenciais em outras matrizes poliméricas e a
avaliacdo dos resultados para os filmes incorporados com orégano em po foi realizada
a partir dos dados apresentados em trabalhos envolvendo a incorporacéo de outros

compostos naturais, soélidos e insoluveis, na solucéo filmogénica.

4.2.1 Aspecto visual e morfologia

Na Figura 13 estdo apresentadas as fotografias dos filmes obtidos a partir
das diferentes formula¢cfes estudadas.

Macroscopicamente, todos os filmes apresentaram caracteristicas
homogéneas, foram transparentes e faceis de manusear, ndo apresentando
adesividade expressiva. E importante ressaltar que, para todas as formulagdes, os
filamentos precipitados observados na suspensdo polimérica foram também
aparentes nos filmes e, visualmente, apresentaram-se dispersos de forma homogénea
na estrutura. Pode-se verificar que houve mudanca de coloracao e os filmes contendo
orégano em po6 ou 6leo essencial de orégano em sua composicdo tornaram-se mais
amarelados. Devido ao seu aspecto transparente, é possivel afirmar que todos os
filmes apresentaram estrutura densa (SCHAEFER et al., 2020), além disso, a
metodologia de casting, utilizada na obtencéo dos filmes, favorece a formacéo desse
tipo de estrutura devido a lenta evaporagédo do solvente e ao rearranjo das cadeias

poliméricas durante a secagem. Visualmente, o orégano em p6é se apresentou
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homogeneamente disperso nos filmes, corroborando com as observacdes feitas em
relacdo a homogeneidade aparente da dispersdo do particulado nas suspensdes
poliméricas. Além disso, devido a presenca das particulas de orégano (< 60 mesh) na
estrutura filmogénica, foi possivel observar um aumento na rugosidade superficial

aparente para os filmes contendo orégano.

Figura 13 - Fotografias dos filmes compostos de quitosana e alginato (CA), contendo
Oleo essencial de orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5) e contendo orégano
(OR-10 e OR-20); gramatura 0,53 g cm™.

Na Figura 14 estédo apresentadas imagens dos filmes obtidas por microscopia
Optica, nas quais pode-se observar a morfologia da superficie das amostras. Os filmes
controle (CA) apresentaram estrutura filmogénica homogénea, indicando boa
compatibilidade entre os componentes, ndo apresentando defeitos visiveis para a
magnificacdo utilizada. Os filmes contendo OEO apresentaram uma matriz continua e
majoritariamente homogénea, com pequenas irregularidades na superficie (mais
aparentes para os filmes OEO-0,5). Esses defeitos podem estar associados a
dispersdo das goticulas de 6leo na estrutura filmogénica, bem como a pequenas

porcdes de 6leo que nao ficaram agregadas a matriz polimérica e evaporaram durante
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a secagem dos filmes (ALTIOK; ALTIOK; TIHMINLIOGLU, 2010; PAGLIONE et al.,
2019). Para os filmes com orégano em po, pode-se verificar nas imagens que a
incorporacdo das folhas cominuidas na suspensdo polimérica resultou em uma
estrutura filmogénica mais heterogénea. Isso se deve, provavelmente, aos diferentes
tamanhos e formas das particulas de orégano, conforme pode ser observado nas
imagens. Além disso, embora visualmente o particulado parecesse homogeneamente
disperso no filme, microscopicamente foi possivel observar algumas regifes com

maior quantidade de particulas, principalmente para os filmes OR-20.

Figura 14 - Morfologia dos filmes compostos de quitosana e alginato (CA), contendo
Oleo essencial de orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5) e contendo orégano
(OR-10 e OR-20); microscopia Optica, modo transmitancia com magnificacdo de 5x.

4.2.2 Espessura

Os filmes obtidos a partir das formulacbes desenvolvidas apresentaram
diferentes espessuras para a mesma gramatura, exceto os filmes OEO-0,25, que néo
apresentaram diferenca significativa de espessura em relacdo aos filmes controle. Os
valores medidos para a espessura dos filmes estdo apresentados na Tabela 2.

Os filmes CA, utilizados como controle, apresentaram espessura de
65 +5 pum. Rodrigues et al. (2008), empregando diferentes condicdes de

processamento, obtiveram filmes compostos de quitosana e alginato (proporgéo



65

polimérica de 1:1) com espessura média variando de 66 a 80 um, de acordo com a
velocidade de agitacdo (de 100 a 500 rpm) e vaz&o para a mistura das solucoes
poliméricas (de 20 a 40 mL h'), faixa na qual se enquadram os valores obtidos neste
trabalho. Outros autores, porém, obtiveram filmes de quitosana e alginato (1:1) mais
espessos, com valores entre 80 e 110 um (BUENO et al., 2014; PIRES et al., 2018).
Os valores encontrados no presente estudo sdo inferiores aos relatados por esses
autores, fato que pode ser atribuido a diferencas nas condi¢cdes de processamento
empregadas, bem como nas caracteristicas dos polimeros. De acordo com Luo e
Wang (2014), as propriedades dos PECs formados a partir de polissacarideos podem
ser significativamente afetadas por alteracdes nas varidveis de processamento e

propriedades intrinsecas das matérias-primas.

Tabela 2 - Espessura dos filmes compostos de quitosana e alginato (CA), contendo
Oleo essencial de orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5) e contendo orégano em po
(OR-10 e OR-20), para a gramatura de 0,53 g cm™.

Filmes Espessura (um)
CA 65 + 59
OEO0-0,25 67 + 54
OEO-0,5 85 + 8°
OR-10 91+ 7P
OR-20 110 £ 62

*Letras diferentes na coluna indicam que houve

diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

A adicdo de 0leo essencial de orégano na composi¢cdo promoveu mudanca
significativa na espessura dos filmes, quando comparado aos filmes controle, somente
para a formulacdo com a maior concentracdo do composto. Os filmes OEO-0,25 ndo
apresentaram diferenca de espessura em relacédo aos filmes controle, sugerindo que
a quantidade de 6leo adicionada nado foi suficiente para alterar a propriedade,
enquanto os filmes OEO-0,5 apresentaram um aumento de espessura. De acordo com
Bonilla et al. (2012), qguando o teor de 6leo aumenta, pode ocorrer um enfraquecimento
das forcas de agregacao das cadeias poliméricas, tornando a matriz mais aberta e,
dessa forma, causando um aumento de espessura no material final. Diferentes

autores verificaram que a adicdo de Oleos essenciais, incluindo o de orégano, ndo



66

afetou significativamente a espessura de filmes poliméricos (alginato ou quitosana)
para concentracdes menores que 1 % (Msieo/Msolucao); @umentando a quantidade de
0leo, observaram um aumento na espessura dos filmes (BENAVIDES; VILLALOBOS-
CARVAJAL; REYES, 2012; BONILLA et al., 2012; GRANDE-TOVAR et al., 2018). O
mesmo comportamento para a espessura pdde ser observado no presente trabalho,
embora a concentracdo de 6leo para a qual houve esse acréscimo na espessura tenha
sido menor do que a descrita na literatura.

A incorporacdo de orégano em poO na suspensdo filmogéncia afetou
significativamente a espessura do filme obtido com relagcédo ao controle em ambas as
concentragOes estudadas, elevando o valor dessa propriedade com o aumento do teor
de orégano. O mesmo comportamento foi observado por Crizel et al. (2018) para
filmes de quitosana contendo farinha de bagaco de azeitona, os quais apresentaram
incremento de espessura com o0 aumento do teor de farinha nos filmes. Luchese et al.
(2018) também reportaram um aumento de espessura de filmes poliméricos pela
incorporacao de material particulado na solugéo filmogénica, observando que a adicéo
de residuo de mirtilo, com diferentes tamanhos de particula, afetou significativamente
a espessura de filmes de amido de mandioca.

Conforme pode ser observado, o filme CA, bem como os filmes contendo 6leo
apresentaram menores espessuras do que aqueles contendo o orégano cominuido.
Esse resultado pode ser explicado pela insolubilidade do orégano em p6 na matriz
polimérica. Por serem insollveis no sistema, as particulas do composto natural ficam
depositadas na superficie do filme, aumentando a espessura do material final (CRIZEL
et al., 2018). Esse resultado corrobora com a observacdo do aumento da rugosidade
superficial aparente dos filmes com orégano descrita anteriormente, bem como com
as imagens de morfologia 6ptica que demostram maior heterogeneidade para OR-10
e OR-20 em relacdo as demais estruturas obtidas.

A espessura média dos filmes obtidos no presente trabalho,
independentemente da formulacédo, € menor do que a da pele humana, que pode
variar de 0,5 mm a 0,2 mm dependendo da idade, do género e do local da pele (MA
etal., 2001). De acordo com Pires et al. (2018), isso pode ser vantajoso para aplicacéo

como curativo, uma vez que o filmes mais finos sdo mais confortaveis para o paciente.
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4.2.3 Grau de inchamento

Os resultados para o grau de inchamento dos filmes, representativo da
capacidade de absorcdo quando em contato com agua destilada ou com uma solucéo
salina, que simula o exsudato das feridas, estdo apresentados na Tabela 3. Como é
possivel observar, o grau de inchamento para a maioria dos filmes néo foi afetado
pelo liquido no qual eles foram imersos, visto que ndo houve diferenca significativa de
inchamento do filme quando imerso em agua destilada ou em solucéo salina, exceto
para as amostras controle, que demonstraram capacidade de absor¢édo de agua maior

do que a observada para a solugdo que simula o exsudato.

Tabela 3 - Grau de inchamento em agua e em solucéo salina, que simula o exsudato
de feridas, para os filmes compostos de quitosana e alginato (CA), contendo 0Oleo
essencial de orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5) e contendo orégano em po
(OR-10 e OR-20).

Grau de inchamento (%)

Filmes Agua Destilada Solucéo Salina
CA 184 + 72A 176 + 1128
OEO-0,25 176 + 1424 182 + 1424
OE0-0,5 159 + 19PA 143 + 19bA
OR-10 183 + 1334 180 + 1224
OR-20 180 + 1324 176 + 1024

*Letras minUsculas diferentes nas colunas e letras mailsculas diferentes nas linhas indicam que

houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

O valor obtido para os filmes CA, em ambos os liquidos estudados, esta
dentro da faixa relatada por Meng et al. (2010). Em seu estudo, os autores avaliaram
o grau de inchamento de filmes formados por PEC de quitosana e alginato em
diferentes solucdes salinas, obtendo valores entre 95 % e 295 % para a propriedade.

A adicdo de 6leo essencial de orégano afetou o grau de inchamento, em
comparacao a formulacdo controle, somente para a maior concentracdo de 6leo
estudada, ndo havendo diferenca significativa na propriedade entre os filmes CA e

OEO-0,25. Esse resultado indica que a quantidade do 6leo adicionada néo foi
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suficiente para reduzir a afinidade do material com a agua. Os filmes OEO-0,5
apresentaram grau de inchamento significativamente menor do que os filmes CA,
indicando menor capacidade de absorcdo de &gua, possivelmente devido a
diminuic&o da hidrofilicidade ocasionado pela elevacao do teor de 6leo nas amostras.
Resultados semelhantes para o carater hidrofilico de filmes compostos de quitosana,
amido e pectina com 6leos essenciais (de alecrim e horteld) foram relatados por Akhter
et al. (2019), que observaram uma reduc¢do na capacidade de absorcao de agua para
os filmes com teor de 0,5 % (m/m) de 6leo essencial de alecrim ou horteld. E
importante ressaltar que essa reducdo no grau de inchamento n&o indica,
necessariamente, que esses filmes (OEO-0,5) sejam menos adequados para
aplicacdo como curativo do que os filmes controle, pois ainda podem absorver o
excesso de exsudatos da ferida e fornecer um ambiente adequado a cicatrizacao
(HUBNER et al., 2020; SHOJAEE et al., 2015).

O inchamento das amostras nao foi afetado pela incorporacéo do orégano na
matriz polimérica, visto que as formulagdes OR-10 e OR-20 ndo apresentaram
diferenca significativa no inchamento em relacdo aos filmes controle. Esse resultado
indica que a quantidade adicionada de orégano em po parece néo ter sido suficiente
para promover alteracfes nas propriedades de absorcéo e hidrofilicidade do material.
Comportamento semelhante foi encontrado por Schaefer et al. (2020) para filmes
compostos de quitosana e amido com incorporacao de acafréo.

A absorcéo de agua em um curativo deve evitar uma desidratacao excessiva
da ferida e o acumulo de exsudato, mantendo um ambiente adequado para a
cicatrizacao. Curativos com capacidade de absorcédo de agua moderada, em torno de
200 %, sdo capazes de manter um ambiente Umido e absorver o excesso de exsudato,
sendo adequados para cicatrizacao de feridas (HUBNER et al., 2020; SHOJAEE et
al., 2015). Dessa forma, os valores de grau de inchamento obtidos para os filmes
desenvolvidos neste trabalho estdo de acordo com o recomendado para aplicacéo
como curativos para ferimentos com exsudacdo moderada, ndo sendo indicados para
feridas com liberacdo excessiva de liquidos, caso no qual se faz necesséario um
curativo com alta capacidade de absor¢éo, ou trocas em menores espacos de tempo
para manter o ambiente adequado para a cicatrizacdo (DABIRI; DAMSTETTER,;
PHILLIPS, 2016; VOWDEN; VOWDEN, 2017).
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4.2.4 Propriedades oOpticas e protecdo UV

As propriedades opticas dos filmes desenvolvidos estdo apresentadas na
Tabela 4, onde é possivel observar que a absorbancia do material cresce com o
aumento do teor de orégano em po e diminui com o aumento da concentracéo de 6leo
essencial de orégano no filme. Quanto maior é a transmitancia, maior é a
transparéncia da amostra (PAVONI; LUCHESE; TESSARO, 2019).

Embora os filmes apresentassem, visualmente, um aspecto transparente, a
porcentagem de transmitancia de luz visivel foi inferior aos valores descritos na
literatura para diferentes materiais considerados translicidos, para todas as
formulacbes (HAGHIGHI et al., 2019; PAVONI; LUCHESE; TESSARO, 2019;
SCHAEFER et al., 2020) . Os baixos valores de transmitancia na regiao do UV-Vis e,
consequentemente, os valores de opacidade do material podem ser explicados,
tomando por base os filmes CA, pela presenca de filamentos de PEC (aglomerados
fibrosos) na estrutura filmogénica (BIERHALZ; WESTIN; MORAES, 2016). Esses
filamentos poliméricos, que estdo dispersos homogeneamente no filme, podem ser

opacos a luz e, dessa forma, reduzir os valores de transmitancia do filme.

Tabela 4 - Propriedades 6pticas dos filmes compostos de quitosana e alginato (CA),
contendo 0leo essencial de orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5) e contendo po de
orégano (OR-10 e OR-20), na gramatura de 0,53 g cm™2.

Filmes Absorbancia Transmitancia (%) Opacidade
CA 0,524 + 0,005° 30+0,3° 7,59 £0,072
OEO-0,25 0,49 + 0,04Pc 32+3° 6,12 +£ 0,52°
OEO-0,5 0,41 £ 0,04° 39 + 42 4,56 +0,43°
OR-10 0,59 + 0,06° 26 + 4bc 5,84 +0,62°
OR-20 0,71 £ 0,042 20+ 2 6,13 +£0,3°

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

**Valores de absorbancia e porcentagem de transmitancia para o comprimento de onda de 600 nm.

Os filmes contendo 6leo essencial de orégano apresentaram menor
opacidade do que os filmes controle, isto é, maior transparéncia, embora uma

diferenca significativa no valor de transmitancia tenha sido observada somente para a
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formulacdo OEO-0,5. Souza et al. (2017) relataram resultados semelhantes para
filmes de quitosana contendo diferentes 6leos essenciais, observando a tendéncia de
reducdo da opacidade do material devido a adicédo de 6leo na formulagcédo. De acordo
com os autores, esse comportamento pode ser explicado pela formacdo de uma
estrutura mais aberta, causada pela interrupcdo da matriz polimérica devido a
presenca das goticulas de 6leo inseridas entre as cadeias de polimero, facilitando a
passagem de luz visivel, logo, tornando o material mais transparente.

A adicdo de orégano em pé na estrutura filmogénica reduziu a transmitancia
na faixa do UV-Vis dos filmes com maior teor do composto, indicando que o material
se tornou menos transparente, e ndo afetou significativamente a propriedade para a
formulacdo OR-10. Porém, os valores obtidos para a opacidade dos filmes que
continham orégano foram menores do que para as amostras CA, podendo esse
comportamento pode ser explicado pela diferenca de espessura entre os materiais. A
absorbancia dos filmes OR-10 ndo apresentou diferenca em relagcdo ao controle,
enquanto os filmes OR-20 tiveram valores significativamente maiores, demonstrando
sua menor transparéncia e corroborando com o obtido para a transmitancia. A
opacidade é diretamente proporcional a absorbancia e inversamente proporcional a
espessura e, como os filmes OR-10 e OR-20 sdo mais espessos do que os CA, o
efeito da diferenca de espessura se sobressaiu a absorbancia, fazendo com que os
valores de opacidade do material fossem menores, embora os resultados obtidos para
a transmitancia indiguem que os filmes eram menos transparentes do que o controle.

Nas curvas que relacionam o valor da transmitancia (%) com o comprimento
de onda na faixa de 200 a 800 nm (Figura 15), € possivel observar o comportamento
de barreira contra a luz dos diferentes filmes desenvolvidos. Na regidao do UV-Vis,
como mencionado anteriormente, adicdo de 6leo essencial promoveu reducéo e a
adicdo de orégano promoveu aumento na propriedade de barreira. Para a faixa entre
400 e 320 nm, regido do espectro correspondente a radiacdo UV-A, pode-se observar
uma queda acentuada na transmitancia dos filmes contendo OEO e orégano e 0s
valores se mantém baixos ao longo da regido entre 320 e 280 nm, correspondente a

radiacdo UV-B.
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Figura 15 — Curvas de transmitancia (%) por comprimento de onda dos filmes
compostos de quitosana e alginato (CA), contendo 6leo essencial de orégano
(OEO-0,25 e OEO-0,5) e contendo pé de orégano (OR-10 e OR-20), na gramatura
de 0,53 g cm2.
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Os filmes contendo Oleo essencial de orégano apresentaram valores de
transmitancia proximos aos do filme controle para a regido UV-A do espectro, mas
para a regido UV-B, ocorreu um decréscimo consideravel dos valores. A transmitancia
obtida para os filmes controle, a 280 nm, foi de aproximadamente 13 % e para 0s
filmes OEO-0,25 e OEO-0,5 foi inferior a 1 %, sendo proxima de 0 % para a amostra
com maior concentracdo de 6leo. Esse resultado indica que o OEO conferiu melhora
nas propriedades de barreira do material contra radiacdo UV-B, sendo maior a
protecdo quanto maior o teor de OEO.

Os filmes contendo orégano em pdé em sua composicdo apresentaram 0s
menores valores de transmitancia em praticamente toda a faixa de comprimentos de
onda estudada. Esse resultado indica que esses filmes possuem elevada protecéo
contra radiacdo UV-B, visto que a transmitancia foi menor do que 2 % em
comprimentos de onda abaixo de 320 nm e menor que 1 % em 280 nm. Além disso,
os filmes contendo orégano ndo transmitiram mais que 15 % da luz em comprimentos

de onda menores que 400 nm e, para o filme com maior concentragédo de OR, a
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transmitancia foi menor do que 1 % a partir do comprimento de onda de 350 nm,
indicando que o material também apresenta protecao contra UV-A.

Tanto a adi¢do do 6leo essencial de orégano, quanto a adicao de orégano na
estrutura filmogénica promoveu um aumento na barreira contra radiacdo UV-B do
material em comparacgéo aos filmes CA, que apresentaram valores superiores a 10 %
de transmitancia entre 320 e 280 nm. Contudo, somente a adi¢do de orégano na
estrutura causou aumento na protecdo contra UV-A, visto que os valores de
transmitancia dos filmes controle e dos filmes contendo 6leo foram bastante proximos
nessa regido do espectro. E importante ressaltar que ndo foram encontrados estudos
referentes a protecao UV-A e UV-B de filmes poliméricos contendo 6leo essencial de

orégano ou orégano em sua composicao.

4.2.5 Estruturaquimica

Os espectros de FTIR para os biopolimeros, quitosana e alginato, bem como

para os filmes CA, estdo apresentados na Figura 16.

Figura 16 - Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos
biopolimeros em po, alginato (ALG) e quitosana (QUI), e dos filmes compostos de
guitosana e alginato (CA).

ALG

Qui

Transmitancia (%)

3900 3700 3500 3300 3100 2900 2700 2500 2300 2100 1900 1700 1500 1300 1100 900 700 500
Numero de onda (cm?)
—QUI ——ALG CA




73

Em todos os espectros é possivel observar a banda referente ao OH, entre
3000 e 3500 cm?, representativa da presenca de umidade nas amostras e, também,
caracteristica de polissacarideos como quitosana e alginato, além das bandas
referentes ao estiramento C-H entre 2850 e 3000 cm™ e as bandas referentes a
estrutura de polissacarideos de 900 a 1100 cm™® (NEGREA et al., 2015; PAVONI,
2018).

No espectro do filme CA hd uma banda em 1412 cmt, referente ao grupo
carboxilato presente no alginato, bem como em 1715 cm, representativa da vibragao
C=0 do lactato proveniente do acido latico utilizado na solubilizagdo da quitosana
(LAWRIE et al., 2007). As bandas caracteristicas dos grupos amino e C=0 de amidas
da quitosana em 1580 cm™? e 1650 cm™, respectivamente, bem como do grupo
carboxila do alginato em 1600 cm™, podem ser observados nos espectros dos
polimeros puros. Entretanto, a proximidade e sobreposicédo dessas bandas dificultam
a identificacéo individual de cada macromolécula na estrutura dos filmes, ainda que
seja possivel confirmar a presenca de todos pela intensificagdo das bandas nessa
regido para o filme CA (NEGREA et al., 2015; PIRES et al., 2018), sendo seu espectro
muito similar a uma sobreposicdo dos espectros dos polimeros puros, ndo havendo
deslocamento de bandas com relacdo aos biopolimeros utilizados. Lawrie et al. (2007)
relataram que os filmes obtidos a partir da mistura de uma solugcéo de quitosana em
acido latico com uma solucdo aquosa de alginato de sodio exibiram um espectro de
FTIR muito semelhante ao espectro de adicdo dos dois componentes, como
consequéncia da coprecipitacdo polimérica (precipitado do complexo de polieletrélitos
formado pela quitosana e pelo alginato), corroborando com as observacodes realizadas
no presente trabalho.

Na Figura 17 é possivel observar os resultados da analise de estrutura
guimica por FTIR do 6leo essencial de orégano, dos filmes controle (CA), apresentado
novamente para facilitar a comparacdo, e dos filmes compostos de quitosana e
alginato contendo 6leo (OEO-0,25 e OEO-0,5). Todas as bandas presentes nos filmes
CA, caracteristicas dos biopolimeros utilizados na producao dos filmes, também estao
presentes nos filmes que apresentam o OEO em sua composi¢cdo, ndo havendo
surgimento de novas bandas, apenas mudanca na intensidade dos picos presentes

na formulacdo sem o composto.
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Figura 17 - Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do 6leo
essencial de orégano (OEO), filmes compostos de quitosana e alginato (CA) e filmes
compostos de quitosana, alginato e 6leo essencial de orégano
(OEO-0,25 e OEO-0,5).
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O oleo essencial de orégano apresenta picos caracteristicos do carvacrol,
componente majoritario do 6leo utilizado, nos comprimentos de onda de 811, 864 e
994 cm, bem como bandas entre 1085 e 1125 cm™ referentes a vibragdo de orto-
substituicdo do anel aromatico na molécula de carvacrol e um pico a 1600 cm™
representativo do estiramento C=C (VALDERRAMA; ROJAS DE, 2017). No numero
de onda de 1450 cm™ h4, para o 6leo, uma banda referente a CH; (FRAJ et al., 2019).
Embora nédo seja possivel observar essas bandas nos espectros dos filmes que
contém o 6leo (OEO-0,25 e OEO-0,5) devido a sobreposicdo com as bandas
caracteristicas dos biopolimeros, o aumento da intensidade dos picos nas regidoes
descritas como representativas do carvacrol € um indicativo da incorporacéo do 6leo
essencial de orégano na estrutura filmogénica, sendo maior a intensidade das bandas
guanto maior a concentracéo de 6leo no filme.

Comparando os espectros obtidos para os filmes contendo orégano (OR-10
e OR-20) com os espectros do orégano e do filme CA, todos representados na
Figura 18, pode-se observar que, da mesma forma que para os filmes com OEOQO, todas
as bandas referentes aos biopolimeros presentes no filme CA estdo também

presentes nos filmes OR-10 e OR-20 e, devido a sobreposigéo, ocorreu um aumento
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na intensidade dos picos nas regifes que compreendem as bandas caracteristicas do
orégano. Esse composto apresenta bandas em 1400 a 1500 cm™ referentes aos
estiramentos C-O e C-C, tipicos de grupos fenil presentes na sua estrutura e também
uma banda caracteristica de 1600 a 1740 cm™ que corresponde a ligacdo N-H e ao
estiramento C=0 representativos de aldeidos, cetonas, ésteres, acidos graxos livres
e glicerideos presentes nas folhas dessa planta aromatica (BLACK et al., 2016). O
aumento na intensidade das bandas nessas regides para os filmes OR-10 e OR-20

pode ser um indicativo de que houve a incorporacdo do orégano na estrutura
filmogénica.

Figura 18 - Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do
orégano (OR), filmes compostos de quitosana e alginato (CA) e filmes compostos de
guitosana, alginato e orégano (OR-10 e OR-20).
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4.2.6 Anadlise termogravimétrica (TGA)

Na Figura 19 estdo apresentados os termogramas dos biopolimeros
guitosana e alginato, bem como do orégano, com as curvas de perda de massa (TG)
e da derivada da perda de massa (DTG). Nas curvas, € possivel observar para os trés
componentes uma perda de massa entre 25 — 100 °C, correspondente a perda de

agua absorvida e fracamente ligada ao material. Além da perda de umidade, os
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polimeros puros, quitosana e alginato, apresentaram apenas um estagio de perda de

massa, indicando que néo ha interferentes nos polimeros.

Figura 19 - Curvas de TG e DTG para os biopolimeros alginato (ALG) e quitosana
(QUI) e para o orégano cominuido (OR); taxa de aguecimento = 10 °C mint e
vazdo de N2 = 100 mL min-t.
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A quitosana apresentou uma perda de massa entre 250 — 350 °C que esta
associada com a pirdlise da matriz polimérica, isto €, com a degradagcdo do
biopolimero (MA et al., 2013; MAITRA; SINGH, 2018). A temperatura maxima de
degradacéao, obtida a partir da curva de DTG do material, foi de aproximadamente
297 °C. Este resultado esta de acordo com valores relatados por Laceta et al. (2015)
e por Qin, Du e Xiao (2002), que obtiveram temperatura maxima de degradacao para
a quitosana de 290 °C e 298 °C, respectivamente. E importante ressaltar que 0s
valores podem variar de acordo com as caracteristicas intrinsecas da quitosana, como
o grau de desacetilacdo (PAVONI, 2018).

O alginato apresentou sua maior perda de massa entre 200 — 280 °C

correspondente a quebra da estrutura em um produto intermediario que seguiu se
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degradando, até a carbonizacdo entre 280 — 550 °C (SHEN et al., 2020). De acordo
com a curva de DTG, a temperatura maxima de degradacéao foi de aproximadamente
246 °C, mesmo valor obtido por Qi et al. (2015) para o alginato de s6dio em condi¢cfes
similares de andlise.

As curvas de TG/DTG obtidas para o orégano apresentam diversos eventos
térmicos, tendo em vista a estrutura vegetal complexa que apresenta diversos
componentes em sua composicao. Dentre esses eventos, além do relativo a perda de
umidade (estagio 1), pode-se destacar dois estagios de perda de massa, um deles
ocorrendo entre 185 — 350 °C (estagio 2) e o outro entre 350 — 530 °C (estagio 3),
aproximadamente. A principal perda de massa do orégano, observada no estagio 2
com uma temperatura maxima de degradacdo de 318 °C, pode ser atribuida a
degradacéao das moléculas de celulose e hemicelulose presentes na estrutura vegetal
(KUMAR et al., 2019; MERDUN; LAOUGE, 2021). A perda de massa observada no
estagio 3, com temperatura maxima de degradacdo de 374 °C, pode ser
correspondente a degradacao dos compostos organicos volateis formados durante a
pirdlise da celulose, a degradacdo de moléculas de lignina, bem como a degradacéo
dos anéis aromaticos presentes na estrutura de compostos como o carvacrol e o timol
gue fazem parte da composicao do orégano, Vvisto que esse evento térmico ocorre em
temperaturas proximas a 380 °C (KUMAR et al., 2019; PELISSARI et al., 2009; POLA
et al., 2016).

Na Figura 20 estdo apresentadas as curvas de TG e de DTG dos filmes
obtidos a partir das diferentes formulacdes estudadas. Nas curvas, € possivel
observar, para todas as formulacdes, uma perda de massa entre 25 — 100 °C,
correspondente a perda de umidade e de agua fracamente ligada ao material.

Para os filmes controle (CA), é possivel observar trés estagios de perda de
massa. O primeiro, como anteriormente mencionado, corresponde a perda de
umidade do filme. Os eventos subsequentes, entre 150 — 270 °C e 270 — 310 °C, sdo
relativos a degradacédo das macromoléculas de alginato e quitosana do complexo de
polieletrdlitos, respectivamente (TEIXEIRA-COSTA et al., 2020). Em compara¢ao aos
biopolimeros puros, observa-se que o filme CA apresentou menor estabilidade
térmica, tendo em vista que a degradacéo do filme composto de quitosana e alginato
ocorreu em duas temperaturas, 213 e 278 °C, sendo menor do que a dos biopolimeros
puros. Além disso, o residuo dos filmes CA a 700 °C também foi inferior ao residuo

dos polimeros, também indicando a menor estabilidade dos filmes.
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Figura 20 - Curvas de TG e DTG para os filmes compostos de quitosana e
alginato (CA), contendo 6leo essencial de orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5) e
contendo p6 de orégano (OR-10 e OR-20); taxa de aquecimento = 10 °C min? e
vazdo de N2 = 100 mL min-t.
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Nas curvas de TG e DTG dos filmes contendo 6leo essencial de orégano é
possivel observar quatro estagios de perda de massa. Os trés primeiros, da mesma
forma que para os filmes controle, correspondem a perda de umidade e a degradacao
dos biopolimeros. Os filmes OEO-0,25 e OEO-0,5 apresentaram, respectivamente, a
maxima degradacdo da quitosana em 295 °C e 283 °C e do alginato em 213 °C e

212 °C, demonstrando que a adicdo do 6leo ndo afetou a estabilidade térmica dos
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filmes em comparagcdo as amostras controle (CA). O quarto estigio de perda de
massa observado para os filmes contendo OEO, com maximo de degradacao entre
360 — 375 °C, pode ser relativo a presenca do 6leo essencial de orégano na estrutura
do material e correspondente a degradacdo do seu componente majoritario, o
carvacrol (PELISSARI et al., 2009; POLA et al., 2016). Quanto maior a concentracao
de d6leo na formulacdo, maior é a perda de massa observada nessa faixa de
temperatura, sendo um indicativo da incorporacao do OEO na estrutura filmogénica e
corroborando com os resultados obtidos pela andalise de FTIR.

Para os filmes contendo orégano, é possivel observar que ocorre uma
sobreposicao das faixas de degradacdo térmica dos biopolimeros e do orégano. A
principal perda de massa desses filmes ocorre aproximadamente entre 135 — 325 °C,
gue engloba a degradacao do orégano e das macromoléculas de quitosana e alginato.
A lenta degradacdo em temperaturas a partir de 350 °C observada para o orégano
também pode ser observada para os filmes que contém o composto, sendo mais
acentuada para a formulacdo OR-20, que possui 0 maior teor de orégano em po. N&ao
foi possivel observar para os filmes, na curva de DTG, o pico relativo ao carvacrol,
tendo em vista sua baixa concentracdo na estrutura quando comparada aos filmes
contendo o Oleo essencial de orégano.

A andlise de estabilidade térmica é importante para a avaliacdo da
temperatura maxima na qual o material pode ser submetido durante o processamento
e/ou aplicacdo, para minimizar a degradacédo. Tendo em vista que a temperatura de
processamento, em operacdes industriais, varia entre 90 e 130 °C, os resultados da
analise termogravimétrica, para todas as formulacdes, estdo dentro da faixa aceitavel

para aplicacdo em diferentes areas, incluindo a biomédica (SCHAEFER et al., 2020).

4.2.7 Propriedades mecanicas

Conforme resultados das propriedades mecanicas apresentados na
Tabela 5, verifica-se que a adicdo dos compostos naturais com propriedades bioativas
na estrutura filmogénica afetou de maneira significativa as propriedades mecéanicas
do material final obtido. De forma geral, tanto a incorporacdo do 6leo essencial de
orégano, quanto a incorporacéo das folhas de orégano cominuidas, nas suspensdes
filmogénicas provocaram uma redugcdo na tensdo de ruptura, no modulo de Young

(MY) e na elongacéo dos filmes em comparagdo com as amaostras controle.
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Tabela 5 — Propriedades mecénicas dos filmes compostos de quitosana e
alginato (CA), contendo 6leo essencial de orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5) e
contendo p6 de orégano (OR-10 e OR-20), na gramatura de 0,53 g cm™.

Filmes Tensao de Ruptura Mdédulo de Young Elongacéao
(MPa) (MPa) (%)
CA 14 + 22 97 + 222 52 + 82
OEO-0,25 10 + 2° 63 + 12° 43 + 8P
OEO-0,5 8+1° 60 + 17° 40 + 5bc
OR-10 7x2° 67 + 20° 34 + 8°
OR-20 7+1° 64 + 19° 34 + 4°

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Para filmes compostos de quitosana e alginato (na proporcdo 1:1) com
solucéo aquosa de cloreto de calcio 2 % (m/m) como reticulante, a tenséo de ruptura
variou entre 3 e 31 MPa e o percentual de deformacédo de 3 a 8 % (BUENO et al.,
2014; PIRES et al., 2018; PIRES; MORAES, 2015; RODRIGUES et al., 2008). O valor
obtido no presente estudo para a tensao de ruptura dos filmes CA esta dentro da faixa
descrita na literatura, porém, o percentual de elongacédo dos filmes compostos de
guitosana e alginato se mostrou maior do que os resultados obtidos nos estudos
citados, indicando uma maior ductibilidade do material. Esse comportamento pode ser
explicado tanto pela adi¢do do glicerol na composicéo dos filmes, como pela utilizacdo
do acido latico na solubilizacdo da quitosana. O acido lactico atua, também, como
plastificante da quitosana, fazendo com que os filmes preparados a partir da
solubilizacdo desse polimero com o acido latico apresentem caracteristicas como
maiores elasticidade e deformacdo em comparacdo com aqueles preparados com
acido acético, que € o solvente majoritariamente utilizado para a quitosana (PAVONI;
LUCHESE; TESSARO, 2019).

Os filmes CA apresentaram valores de médulo de elasticidade maiores do
gue os descritos por outros autores. Wang, Khor e Lim (2001) obtiveram valores entre
1 e 1,5 MPa para o mdédulo de Young de filmes de quitosana e alginato (1:1) com
diferentes proporcées de agente reticulante (CaCly). Pires et al. (2018) também
avaliaram o MY de filmes com mesma proporcao desses biopolimeros e solucdo 2 %

de cloreto de célcio como reticulante, encontrando valores préoximos a 2 MPa para
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esta propriedade. Esses valores sdo bastante inferiores em comparagéo ao obtido no
presente trabalho, 97 = 22 MPa, indicando que os filmes CA apresentam um aumento
na rigidez. A discrepancia entre os resultados pode ser explicada pelas variacdes no
processo de preparo das suspensdes filmogénicas, como a utilizacdo da ultraturrax
em uma das etapas de homogeneizacdo das suspensdes poliméricas, visto que, como
citado anteriormente, as condicdes de processamento podem afetar de forma
significativa as propriedades do material final (LUO; WANG, 2014). Neste caso, a
aplicacao de alta velocidade de agitacao pode ter favorecido a interacao das cadeias
poliméricas, levando a maior rigidez dos filmes. Outras causas para estas diferencas
nos resultados, de acordo com Luo e Wang (2014), podem ser as diferencas nas
caracteristicas da quitosana e do alginato utilizados neste trabalho com relagédo a
outros trabalhos na literatura, tendo em vista que propriedades intrinsecas dos
precursores poliméricos como massa molar (utilizagéo de baixa, média ou alta massa
molar) e grau de desacetilacdo da quitosana podem interferir nas caracteristicas finais
do material formado.

A adicdo de 6leo essencial de orégano na estrutura filmogénica levou a
reducdo significativa das propriedades mecanicas, indicando a obtencdo de um
material menos rigido e com menor resisténcia a ruptura em comparacgao aos filmes
CA. A tensao de ruptura se mostrou dependente da concentracdo do componente,
sendo menor quanto maior o teor de 6leo para a faixa estudada. Contudo, o modulo
de elasticidade e o percentual de deformacdo, embora sejam menores quando
comparados aos valores obtidos para as amostras controle (CA), ndo apresentaram
diferencas significativas entre os filmes OEO-0,25 e OEO-0,5.

Paglione et al. (2019), para filmes de concentrado de proteina de soja,
relataram que a adicdo de OEO causou uma reducéo significativa na tensao de ruptura
e no médulo de Young do material, mas nédo afetou a elongacao dos filmes. Segundo
0s autores, a reducdo da resisténcia mecanica do material pode ser explicada pela
reducdo de interacdo polimero-polimero causada pelo 6leo, levando a formacéo de
uma estrutura menos coesa. Benavides, Villalobos-Carvajal e Reyes (2012) avaliaram
as propriedades de filmes de alginato incorporados com 6leo essencial de orégano,
constatando uma reducdo na tensdo de ruptura e um aumento do percentual de
deformacédo dos filmes com a adicdo e com o aumento da concentracdo de 6leo na

formulacao.
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Os resultados obtidos para a tensdo de ruptura e para o0 modulo de Young
para as formulagdes com OEO estdo em concordancia com os previamente relatados,
porém, divergem para a elongagdo do material. A incorporacdo do Oleo na estrutura
filmogénica causou uma reducdo no percentual de deformacgédo dos filmes, efeito
inverso do que é descrito em trabalhos apresentados na literatura (AGUIRRE;
BORNEO; LEON, 2013; PELISSARI et al., 2009). Esse comportamento pode ser
explicado pela formacao de pontos de fragilidade nos filmes, causados pela presenca
de goticulas de 6leo essencial, originando irregularidades nas estruturas, como pode
ser observado nas imagens de microscopia Optica. Esses defeitos geram
descontinuidades na matriz polimérica (ALTIOK; ALTIOK; TIHMINLIOGLU, 2010),
facilitando a ruptura do material e consequentemente levando a fratura prematura com
reducédo do percentual de elongacéo.

A incorporacao das folhas de orégano em po também promoveu uma reducao
nas propriedades mecéanicas dos filmes em comparacao as amostras controle. Porém,
os valores obtidos para tensao de ruptura, MY e percentual de deformacdo para as
amostras da formulacdo OR-10 ndo apresentaram diferenca estatistica em relacéo
aqueles observados para os filmes OR-20, indicando que, para a faixa de
concentracfes estudadas, o aumento do teor de orégano em poé nao afetou
significativamente as propriedades mecéanicas do material.

Crizel et al. (2018) avaliaram a tensao de ruptura, 0 médulo de elasticidade e
o percentual de elongacao para filmes de quitosana com incorporacao de farinha de
bagaco de azeitona, observando uma reducdo no valor dessas propriedades se
comparados com os filmes produzidos sem a adi¢cao da farinha. Os autores atribuiram
esse comportamento diretamente a heterogeneidade da estrutura obtida, visto que a
farinha se apresentou insolivel na matriz polimérica. Em outro trabalho,
Crizel et al. (2016) também observaram a reducédo nos valores da tensédo de ruptura e
do percentual de deformacdo de filmes poliméricos biodegradaveis devido a
incorporacao de fibras do bagaco de mirtilo. Esses resultados corroboram com os
obtidos no presente trabalho e, da mesma forma, a heterogeneidade da estrutura
causada pela incorporacdo do orégano em pod, observada nas imagens de
microscopia o6ptica, pode ter causado a reducdo nos valores das propriedades
mecanicas dos filmes. Como o pd se mostrou insollvel, as particulas de orégano

dispersas na matriz polimérica podem ter dado origem a pontos de fragilidade e
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descontinuidade no material, reduzindo a sua resisténcia mecanica e sua elasticidade,
facilitando a ruptura.

Comparando os resultados para as formulagdes com 6leo e para as
formulagbes com orégano, € possivel inferir que a incorporacdo do particulado, na
faixa de concentracdes estudada, teve o0 mesmo efeito nas propriedades mecanicas
dos filmes do que a incorporacdo de Oleo essencial de orégano a um teor de
0,5 % (Msleo/Msolucao), ViSto que ndo ha diferenca significativa entre os valores medidos
para os filmes OR-10, OR-20 e OEO-0,5. Esse resultado sugere que, em termos de
resisténcia mecanica, rigidez e deformacéo, a adicdo do p6 de orégano se equipara a
adicdo de maiores quantidades de Oleo e, nesse caso, seria mais vantajosa
economicamente a utilizacdo do orégano em po, visto que as propriedades mecanicas
obtidas sdo semelhantes.

As propriedades da pele humana variam de acordo com a regido do corpo,
apresentando um valor maximo de tenséo de ruptura de cerca de 30 MPa, modulo de
elasticidade com valor de 83,3 + 38,9 MPa e porcentagem de deformacéao até a ruptura
de 54 £ 17 % (ANNAIDH et al., 2010; EVANS et al., 2013). Todos os filmes obtidos
apresentaram valores inferiores ao limite superior da tensdo de ruptura para a pele
normal, indicando que os filmes apresentam menor resisténcia mecanica que a pele
humana, porém, os resultados obtidos para o MY estdo dentro da faixa descrita e 0s
valores de porcentagem de elongacao se aproximam do que é relatado na literatura.
Tendo em vista esses fatores, pode-se dizer que os filmes obtidos neste trabalho
podem ser aplicados como curativo, apresentando propriedades mecanicas, exceto a
tensao de ruptura, proximas as da pele, podendo se adaptar as superficies das feridas,
uma caracteristica fundamental para aplicacbes biomédicas (SCHAEFER et al.,
2020). Vale ressaltar que devido a menor resisténcia, esses filmes podem nao ser
adequados para locais do corpo onde haja muitas solicitacbes mecéanicas, como

joelhos e cotovelos, devido ao risco de ruptura do material.
4.2.8 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e fluxo de vapor de agua (FVA)
Os resultados de PVA e FVA para os filmes obtidos sdo apresentados na

Tabela 6, na qual se observa que os valores foram proximos para todas as

formulagbes, havendo diferenca significativa de permeabilidade ao vapor de agua
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somente para os filmes incorporados com orégano em pé e de fluxo de vapor de agua

somente para o filme OEO-0,5.

Tabela 6 — Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e fluxo de vapor de agua (FVA)
para os filmes compostos de quitosana e alginato (CA), contendo 6leo essencial de
orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5) e contendo p6 de orégano (OR-10 e OR-20), na
gramatura de 0,53 g cm™.

_ PVA FVA
Filmes
(g mm htm2kPatl) (g h'tm?)
CA 1,06 + 0,09¢° 30 + 22
OEO-0,25 1,12 + 0,06° 3012
OEO-0,5 1,16 £0,07° 27 £ 1°
OR-10 1,43 + 0,08 30+ 12
OR-20 1,71 £0,152 3012

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenca estatisticamente

significativa (p < 0,05).

Diferentes autores avaliaram as propriedades de barreira ao vapor de agua
para filmes preparados a partir de quitosana e alginato, na proporcéo de 1:1, e seus
resultados para o FVA variam de 566 a 755 g m=2 dia' !, ou seja, aproximadamente de
24 a 31 gm?h?!(MENG etal., 2010; PIRES et al., 2018; WANG; KHOR; LIM, 2001).
Esses resultados corroboram com o FVA obtido para os filmes CA, que se encontra
dentro da faixa descrita na literatura para esses materiais.

Os filmes contendo 6leo essencial de orégano ndo apresentaram diferenca
significativa para a permeacdo ao vapor de adgua com relacdo aos filmes controle,
mesmo com o0 aumento do teor de 6leo. Resultados semelhantes foram descritos por
Aguirre, Borneo e Leon (2013), que incorporaram OEO em diferentes proporcdes
(0, 1 e 2 % em massa com relacdo ao volume total de solugdo) em filmes de proteina
de triticale. Pelissari et al. (2009), para filmes de quitosana e amido de mandioca,
também relataram que a incorporacdo de Oleo essencial de orégano em
concentragfes de 0,1 e 0,5 % (com relacdo a massa total de solu¢cdo) nao promoveu
mudanca no valor da PVA, corroborando com o encontrado no presente trabalho.

Por outro lado, o fluxo de vapor de agua para os filmes OEO-0,5 foi menor do

gue o obtido para os filmes CA, possivelmente pelo aumento da hidrofobicidade do
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material, corroborando com os resultados para o grau de inchamento dos filmes.
Contudo, o comportamento em relacdo a PVA néo sofreu alteracdes pela adigdo do
OEO, embora fosse esperado que ambas as propriedades tivessem a mesma
tendéncia para o aumento ou redugéo nos seus valores (HUBNER, 2017).

O 6leo essencial de orégano € uma mistura complexa e hidrofébica, porém,
ndo se pode presumir que a permeacdo ao vapor de agua dos filmes seja reduzida
simplesmente pela adicdo de um componente que diminua a afinidade do material
com a agua (ATARES et al., 2010), tendo em vista que essa € uma propriedade
dependente, além da proporcédo hidrofilica-hidrofébica dos constituintes (PELISSARI
et al., 2009), da espessura do filme e da diferenca de presséo parcial a qual ele é
exposto. Como todas as formulacdes foram submetidas as mesmas condi¢des de
umidade relativa e temperatura durante a analise, a diferenca de comportamento entre
o FVA e a PVA pode ser explicada pela diferenca de espessura entre CA e OEO-0,5.
A massa de vapor de agua que permeou atraves do filme com maior concentracao de
Oleo foi menor do que para o controle, resultando em um menor fluxo. Porém, a
permeabilidade ao vapor de agua € diretamente proporcional a espessura e os filmes
OEO-0,5 sédo mais espessos dos que o CA, compensando a menor passagem de
vapor e fazendo com que ndo houvesse mudanca significativa para a PVA.

A mesma avaliacdo pode ser feita para a formulacdo OEO-0,25, que nao
demonstrou diferenca significativa em relacdo as amostras controle tanto para a
permeacdo ao vapor de agua, quanto para o fluxo de vapor de agua. Como a
espessura dos filmes OEO-0,25 e CA é a mesma, a PVA e o FVA séo afetados
somente pela massa de agua que permeia em cada filme e os resultados indicam que
a quantidade de Oleo adicionada a essa formulac&o nao foi suficiente para aumentar
a hidrofobicidade do material, também corroborando com os resultados de grau de
inchamento.

A adicdo de orégano em pdé promoveu um aumento da permeabilidade ao
vapor de agua dos filmes, sendo maior seu valor quanto maior a concentracdo do
componente, porém, ndao houve diferenca significativa do fluxo de vapor em relacéo
ao controle para nenhuma das concentracfes estudadas. Os maiores valores para
PVA podem ser explicados pela maior espessura dos filmes OR-10 e OR-20 quando
comparados aos filmes CA, mas também sugerem que a heterogeneidade das
estruturas formadas a partir da incorporacdo do orégano resultou na formacéo de

pontos frageis, suscetiveis a rupturas e/ou descontinuidades que facilitaram a
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passagem de vapor de agua, corroborando com as imagens da morfologia 6tica, bem
como com os resultados para as propriedades mecanicas dos filmes.

O aumento na PVA também foi relatado por Crizel et al. (2016) apés a
incorporacao de fibras do bagaco de mirtilo em formulagdes de filmes de gelatina, por
Luchese et al. (2018) apds a adicdo de p6 de bagaco de mirtilo na composicao de
filmes de amido de mandioca, bem como por Crizel et al. (2018) para filmes de
quitosana com farinha de bagaco de azeitona. Da mesma forma, os autores atribuiram
esse aumento na PVA a interferéncia das fibras ou do particulado na matriz
filmogénica e a formacao de pontos de fragilidade na estrutura que podem permitir a
passagem do vapor com maior facilidade.

Para todas as formulagbes estudadas, os valores para o fluxo de vapor de
agua classifica os filmes obtidos como oclusivos, categoria na qual o curativo
apresenta FVA menor que 840 g m2 dia?, ou seja, menor que 35 g m 2 h™* (BOLTON;
MONTE; PIRONE, 2000). O fluxo de vapor de agua para a pele normal é de
8,5 g m? h'l, mas para uma pele machucada pode variar de 11,6 a 214,1 g m? h',
sendo recomendado um valor entre 83,3 e 104,2 g m h'! para o curativo promover o
ambiente iumido adequado para a cicatrizacao, sem risco de desidratacao da ferida
(LI et al., 2011; XU et al., 2016; ZAHEDI et al., 2011). O FVA para os filmes
apresentados neste estudo € menor do que é recomendado, porém, Wu et al. (1995)
relataram que o fluxo de vapor de agua para sete curativos comerciais variava entre
5,4 e 19,8 g m 2 hl, também abaixo da faixa considerada 6tima e menores do que 0s
resultados aqui apresentados. Dessa forma, é possivel dizer que os filmes CA, bem
como OR-10, OR-20, OEO-0,25 e OEO-0,5 possuem propriedades de barreira ao
vapor de agua melhores do que de alguns curativos sintéticos comerciais e, embora
nao atinjam o valor 6timo, apresentam PVA dentro da faixa para a pele machucada,

portanto, adequados para aplicagdo como curativos.

4.3 AVALIACAO DE FATORES ANTIMICROBIANOS DOS FILMES

Nesta secdo serdo descritos os resultados obtidos qualitativamente para a
atividade antimicrobiana atividade de agua dos filmes compostos de quitosana e
alginato, bem como para os que apresentam orégano ou 6leo essencial de orégano
em sua composicdo. Foi avaliado se a acdo antimicrobiana dos componentes

individuais (quitosana, orégano e OEO) foi mantida nos filmes.
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4.3.1 Atividade de agua (Aw)

A atividade de agua é uma medida da &gua disponivel para reacdes
quimicas, bioquimicas e crescimento microbioldgico, sendo uma caracteristica fisica
critica que determina se o produto apresenta a capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos (CUNDELL, 2015). Na Tabela 7, estdo apresentados os valores de
atividade de agua dos filmes obtidos, sendo possivel observar que todas as
formulagbes apresentaram Ay bastante proximas, ndo havendo diferenca significativa

entre os resultados.

Tabela 7 - Atividade de 4gua (Aw) para filmes compostos de quitosana e alginato
(CA), contendo Oleo essencial de orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5) e contendo
orégano (OR-10 e OR-20).

Filmes Aw
CA 0,45 + 0,022
OEO-0,25 0,47 £ 0,022
OEO-0,5 0,45 + 0,022
OR-10 0,44 + 0,022
OR-20 0,47 £ 0,022

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Para que haja crescimento microbiano, se faz necessario um valor minimo
de 0,61 para a atividade de agua, ou seja, abaixo desse valor, 0s microrganismos néo
conseguem se proliferar. As bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
utilizadas neste trabalho, tém seu crescimento inibido para valores de Aw menores que
0,80 e 0,95, respectivamente (TAPIA; ALZAMORA; CHIRIFE, 2007). Todos os filmes
apresentaram atividade de agua abaixo do limite minimo para o crescimento
microbiano, indicando que seu material ndo proporciona um ambiente adequado a
proliferacédo e, dessa forma, podem ser armazenados sem que haja risco de elevado
crescimento de microrganismos. Nao foram encontrados na literatura estudos
relativos a atividade de agua de filmes de quitosana e alginato ou para filmes contendo

0leo essencial de orégano e folhas de orégano cominuidas.
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4.3.2 Inibig&o do crescimento microbiano

Os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana, especificamente a
antibacteriana, dos filmes compostos de quitosana e alginato, incorporados com
orégano estdo apresentados na Figura 21 e na Tabela 8. A atividade antibacteriana
foi avaliada a partir da inibicdo do crescimento das bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

Figura 21 - Imagem da inibigdo do crescimento de Escherichia coli (EC) e
Staphylococcus aureus (SA), ap6s 24 h de incubacao, para os filmes compostos de
quitosana e alginato (CA), contendo orégano (OR-10 e OR-20) e contendo 6leo
essencial de orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5).

A partir das imagens apresentadas na Figura 21 observa-se que para todas
as formulagdes ocorreu a formacao de halo de inibicdo ao redor dos filmes indicando
gue os filmes apresentaram atividade antibacteriana. A bactéria Staphylococcus
aureus se mostrou mais susceptivel a acdo dos componentes com propriedades
bioativas (quitosana, orégano e Oleo de orégano) do que a Escherichia coli,
comportamento esperado e que pode ser explicado pela maior resisténcia das
bactérias Gram-negativas, devido a sua membrana externa, em relacdo as Gram-
positivas (GAO et al., 2011).

A atividade antibacteriana dos filmes CA esta associada a quitosana,
demonstrando que essa propriedade do biopolimero foi mantida no material
produzido. Resultado semelhante foi encontrado por Schaefer et al. (2020), que

avaliaram acao antimicrobiana de filmes de quitosana e quitosana/amido contra
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Staphylococcus aureus, e por Maitra e Singh (2018), que também estudaram essa
propriedade para filmes de quitosana/amido, porém contra Escherichia coli,
comprovando a atividade antimicrobiana da quitosana e corroborando com o que é

descrito no presente trabalho.

Tabela 8 - Halo de inibicdo do crescimento de Escherichia coli (EC) e
Staphylococcus aureus (SA), apds 24 h de incubacao, para os filmes compostos de
guitosana e alginato (CA), contendo orégano (OR-10 e OR-20) e contendo 6leo
essencial de orégano (OEO-0,25 e OEO-0,5).

Halo de inibigdo (mm)

Filmes

Escherichia coli Staphylococcus aureus
CA 1,9+0,5¢ 3,4 +0,6°
OEO0-0,25 3+0,4° 58+0,7°
OEO-0,5 5,3+0,82 10+ 12
OR-10 2 +0,8% 4 +0,79
OR-20 2,6 +0,8 5+0,7°¢

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

A adicdo de 6leo essencial de orégano melhorou a acao antibacteriana dos
filmes, observando-se esse efeito pelo aumento da zona de inibicdo, sendo maior o
halo quanto maior a concentracdo do 6leo. Os filmes contendo esse composto
apresentaram os melhores resultados para a propriedade, possivelmente devido ao
elevado teor de carvacrol e timol do Oleo utilizado (aproximadamente 61 %)
demonstrando sua efetividade como agente antimicrobiano. O filme OEO-0,5 foi o que
apresentou os maiores halos de inibicdo para ambas as bactérias, resultado esperado
por esse filme apresentar a maior quantidade de compostos bioativos dentre todas as
formulacdes estudadas.

Emiroglu et al. (2010), bem como Hashemi e Khaneghah (2017), avaliaram a
influéncia da adicdo de 6leo essencial de orégano na composicao de filmes de soja e
de goma da semente do manjericao, respectivamente, na inibicdo do crescimento de
diversos microrganismos, incluindo as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia

coli. Os autores encontraram resultados semelhantes aos apresentados neste
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trabalho, observando que o 6leo conferiu atividade antimicrobiana aos filmes, sendo
maior essa atividade com o aumento do teor de 6leo nas formulagdes.

Para os filmes com orégano em p6 na composicdo, OR-10 e OR-20, foi
possivel observar melhora na atividade antibacteriana em relacdo as amostras
controle para ambas as bactérias testadas somente para a formulacdo com a maior
concentracdo. Esses resultados indicam que as folhas de orégano cominuidas
apresentam potencial para aplicacdo como agente antibacteriano, uma vez que
apresenta compostos capazes de inibir o crescimento de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas.

Comparando os filmes obtidos a partir da incorporacdo de OEO na
suspensao filmogénica com os obtidos a partir da adicdo das folhas de orégano, fica
evidente a maior eficiéncia do 6leo como agente antibacteriano, com maiores zonas
de inibicdo. Os compostos bioativos presentes no 6leo estdo mais disponiveis, isto €,
apresentam maior capacidade de difusédo através do agar, enquanto os componentes
bioativos presentes nas folhas de orégano possuem o impedimento da parede vegetal
das folhas, o que possivelmente dificulta a sua difusdo. Além disso, a quantidade de
Oleo essencial de orégano utilizada nas formulaces foi maior do que a de orégano
em po, pois a adicdo do pé em elevados teores ndo permite a formacéo do filme.
Tendo em vista que a quantidade de Oleo presente no orégano representa uma
pequena porcentagem de sua massa (LICATA et al., 2015), o teor de compostos
ativos, timol e carvacrol, contidos nos filmes OR-10 e OR-20 € muito menor do que
nos filmes OEO-0,25 e OEO-0,5, resultando em menor atividade antibacteriana.

Vale ressaltar que mesmo presente em quantidades inferiores no material
guando comparado as formulac6es com 6leo essencial, o orégano em p6 foi capaz de
melhorar a atividade dos filmes contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Esse resultado demonstra a eficiéncia do o uso das folhas de orégano para a formacao
de filmes bioativos com capacidade antimicrobiana, sem que haja necessidade de

extracao do Oleo.
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho, foram desenvolvidos filmes ativos compostos por
quitosana e alginato com a adicao de folhas de orégano em p6 (OR) ou 6leo essencial
de orégano (OEQO), em diferentes concentracdes, como agentes antimicrobianos. Para
todas as formulagbes estudadas, houve a formacéo de filmes macroscopicamente
homogéneos, transparentes e faceis de manusear. Os filmes foram avaliados em
relacdo as propriedades relevantes para a aplicagdo como curativos e os resultados
obtidos estéo de acordo com algumas das principais caracteristicas desejadas nesses
produtos (propriedades mecanicas, permeacdo ao vapor de agua, capacidade de
absorcéo de liquidos e atividade antibacteriana).

Em termos da capacidade de barrar a passagem de luz, quando comparados
ao controle, os filmes contendo Oleo essencial de orégano apresentaram maior
transparéncia na faixa do UV-Vis, proporcionando menor barreira a luz visivel, mas
demonstraram aumento na protecdo contra UV-B. Os filmes provenientes das
formulacdes que continham orégano apresentaram elevadas propriedades de barreira
a luz, conferindo protecdo contra UV-A e UV-B ao material e, dessa forma, sendo
capazes de proteger o ferimento da radiacao solar.

A incorporacédo do OEO e do orégano a estrutura filmogénica ocasionou uma
reducdo das propriedades mecanicas (tensdo de ruptura, modulo de Young e
elongacdo) dos filmes em comparacdo as amostras controle. Para todas as
formulacdes, os filmes apresentaram caracteristicas mecanicas proximas as da pele
humana, exceto a tensao de ruptura, que foi menor do que a da pele, mas dentro da
faixa adequada para a aplicacdo. Além disso, a PVA e o FVA também apresentaram
valores adequados para utilizacdo como curativos, sendo a barreira a permeacéo ao
vapor de agua elevada com o aumento da concentracdo de 6leo e reduzida com o
aumento do teor de orégano em po.

O grau de inchamento (capacidade de absorcédo) do material, que reflete a
capacidade do curativo em drenar os liquidos da ferida, foi avaliado para agua
destilada e para solucédo salina que simula o exsudato. A adicdo de orégano nao
afetou a capacidade de absorcao dos filmes, em comparacédo ao controle, porém, a
adicdo de 6leo na maior concentragao estudada causou uma reducédo na propriedade.
Tanto os filmes contendo OR quanto os contendo OEO em sua composi¢do n&o

tiveram seu grau de inchamento afetado pelo tipo de liquido no qual foram imersos.
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A avaliagéo dos fatores antimicrobianos dos filmes, feita através da analise
de atividade de 4gua e formacdo de halo de inibicdo, demonstrou que todas as
formulagbes foram capazes de inibir o crescimento de microrganismos, sendo a
atividade antibacteriana dos filmes CA atribuida a quitosana, polimero com
propriedades antimicrobianas.

A atividade de agua dos filmes apresentou valores inferiores ao limite minimo
para proliferac@o microbiana, caracteristica que permite o armazenamento do material
sem risco de elevado crescimento microbiano.

Os resultados obtidos nos ensaios de formacdo de halo de inibicao
mostraram que 0s agentes antimicrobianos utilizados, OEO e OR, melhoraram a
atividade dos filmes contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli em comparacgéo
aos filmes CA. Os filmes contendo 6leo essencial de orégano apresentaram o melhor
desempenho contra as bactérias, com as maiores zonas de inibicdo do crescimento,
evidenciando a maior eficiéncia do 6leo como agente antibacteriano. Porém, a adicéo
do orégano em pé tambéem foi capaz de aumentar a atividade antibacteriana do
material, mesmo com baixas concentracdes dos componentes bioativos na estrutura
dos filmes, demonstrando seu potencial de utilizacdo sem extracdo prévia do 6leo ou
dos compostos responsaveis pela inibicio do crescimento dos microrganismos. E
importante ressaltar que, além de melhorar a atividade antimicrobiana, a utilizacao do
OEO ou do orégano na obtencao de filmes ativos para curativos pode agregar outras
caracteristicas vantajosas ao material, como atividade anti-inflamatoéria, também
interessante para a aplicacao.

A partir da avaliacdo de todos os resultados obtidos neste trabalho, foi
possivel concluir que os filmes com caracteristicas mais apropriadas para uma
possivel aplicacdo como curativo sdo a OEO-0,5 (quando ha necessidade de elevada
atividade antimicrobiana) e OR-20 (para uma atividade antimicrobiana moderada).

Por fim, os experimentos realizados no presente estudo demonstraram que
os filmes desenvolvidos apresentam potencial para utilizacdo como curativos
antibacterianos para tratamentos de feridas, apresentando caracteristicas oclusivas e
drenagem moderada de exsudatos, sendo capazes de manter um ambiente adequado

a cicatrizacao.
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APENDICE A

Neste apéndice estd descrita a metodologia utilizada para avaliar a massa
especifica do 6leo essencial de orégano utilizado na obtencdo dos filmes OEO-1,
OEO-0,5 e OEO-0,25.

A andlise foi feita a partir de uma adaptacao da técnica de picnometria. Baldes
volumétricos (10 mL), previamente pesados em balanca analitica (ATY224, Shimadzu,
Japao), foram preenchidos com &gua destilada em temperatura ambiente
(aproximadamente 24 °C) e pesados novamente. A diferenga entre a massa do balao
preenchido e do baldo vazio determina a massa de agua contida no recipiente e,
conhecendo a massa especifica desse liquido na temperatura em que foram feitas as

medidas, o volume dos balbes foi aferido de acordo com a Equacéo Al.

m
Vbaizo = —

(A1)
onde m é a massa de liquido e p € a massa especifica desse mesmo liquido.

Na sequéncia, com o0s recipientes ja secos, os baldes volumétricos foram
preenchidos com o 6leo essencial de orégano e novamente pesados e, da mesma
forma que para a agua, a massa de Oleo foi determinada. Utilizando o volume aferido
dos baldes, a massa especifica do OEO pbde ser, entdo, determinada. Esse

procedimento foi realizado em triplicata, resultando no valor de 0,9447 g mL™.
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APENDICE B

Neste apéndice estdo apresentados os resultados das analises de
caracterizacao feitas para os filmes OEO-1, realizadas em duplicata, sendo elas:
microscopia optica, espessura, grau de inchamento (Gl), propriedades mecanicas,
permeacéao e fluxo de vapor de agua e FTIR.

Nas imagens obtidas por microscopia Optica das amostras, Figura B1, é
possivel observar a morfologia do material. A superficie do filme se mostrou continua
e majoritariamente homogénea, com pequenas irregularidades provenientes da
disperséo do 6leo essencial de orégano na estrutura flmogénica, em concordancia

com as observacoes feitas para as outras formulagdes que continham o OEO.

Figura B1 - Morfologia dos filmes OEO-1; microscopia 6ptica, modo transmitancia
com magnificacao de 5x.

Os resultados obtidos para espessura, grau de inchamento, permeabilidade
e fluxo de vapor de agua estdo apresentados na Tabela B1. Os valores de grau de
inchamento (em 4gua destilada e em solucéo salina que simula a parte inorganica do
exsudato de feridas) e FVA séo baixos quando comparados com o obtido para as
outras formulagdes, possivelmente pelo aumento na hidrofobicidade dos filmes devido

ao aumento da concentracdo de 6leo na formulagéo.
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Tabela B1 - Espessura, grau de inchamento (Gl) e propriedades de barreira ao
vapor de agua (PVA e FVA) dos filmes OEO-1.

Propriedade OEO-1
Espessura (um) 104 +7
Glagua (%) 50+9
Glsoluao salina (%0) 48 +7
PVA (g mm h't m? KPa%) 1,15+0,29
FVA (g ht m?) 19,8 + 3,42

As propriedades mecanicas dos filmes, Tabela B2, seguiram o mesmo
comportamento descrito para as outras formulagcdes com 6leo. Os filmes OEO-1
apresentaram, dentre todas as formulagdes estudadas, os menores valores de tensao
de ruptura e modulo de Young, indicando menor resisténcia mecanica e rigidez inferior

em comparacgao com as demais estruturas filmogénicas obtidas.

Tabela B2 - Propriedades mecanicas dos filmes OEO-1.

Propriedade OEO-1
Tensao de Ruptura (MPa) 53%0,6
Modulo de Young (MPa) 46 + 8

Elongacéo (%) 36+3

Na Figura B2 esta representado o espectro de FTIR dos filmes. E possivel
observar que as bandas caracteristicas da quitosana e do alginato estdo presentes e
a intensificacdo dos picos nas regides caracteristicas tanto dos biopolimeros quanto
do oleo essencial de orégano é um indicativo da sua incorporacdo na estrutura
filmogénica, da mesma forma que se observou para as demais formulacdes que

continham OEO em sua composicao.
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Figura B2 - Espectro de FTIR dos filmes OEO-1.
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