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RESUMO

A gelatina possui boa capacidade de formacéao de filme, proporcionando peliculas com
aparéncia e propriedades mecanicas adequadas para varias aplicagées. Entretanto, a
sua caracteristica hidrofilica a deixa mais sensivel em ambientes com alta umidade
relativa, e pode ser facilmente contaminada por microrganismos. A adicdo de outras
substancias a solucao filmogénica como plastificantes, outros polimeros e compostos
bioativos, ajudam a contornar esses inconvenientes e agregar propriedades aos filmes
de gelatina. Sendo assim, este trabalho visou em avaliar a influéncia da incorporagao
do dleo-resina de copaiba, com o intuito de melhorar as propriedades dos filmes de
gelatina/quitosana. Para uma melhor caracterizagdo foram utilizados parametros
fractais de dimenséo fractal (D), sucolaridade fractal (S) e lacunaridade fractal (L). De
fato, superficies reais geralmente apresentam comportamento auto-afim em sua
conformacgado, o que permite modelar as mesmas pela geometria fractal. Assim, os
dados obtidos das imagens de MFA foram processados por programas computacionais
utilizando algoritmos. Para o calculo da dimensao fractal foi utilizado o algoritmo Box-
Counting, por meio do software livre Gwyddion. Para os parametros sucolaridade fractal
e lacunaridade fractal, as matrizes de alturas das topografias foram obtidas através do
software livre WSxM e, em seguida, o calculo numérico de ambos foi desenvolvido
utilizando a linguagem de programacao R. Apenas o fiime F3 apresentou diferenca
significativa nas caracteristicas de superficie em relagdo a amostra controle, devido a
concentracao de 1% de oleo-resina que foi incorporada. Os filmes F2 e F3 apresentaram
melhores caracteristicas para uma possivel aplicagdo como material de embalagem e
na area biomédica, respectivamente. O filme F2 por ser mais compacto favorecendo na
protecdo UV e a néo fixagdo de microrganismo, e o filme F3 por possuir nanoporos
distribuidos uniformemente na superficie, favorecendo na adsor¢cdo de moléculas e nas
interacdes de interface. Além disso, ambos os filmes sao antimicrobianos devido a
presenca de quitosana e Oleo-resina de copaiba, apresentando potencial para

aplicacbes como biomaterial.

Palavras-Chave: Polimeros naturais, Oleo-Resina de copaiba, Filmes poliméricos,
Caracterizacao Fractal.
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1. INTRODUGAO

A maioria dos polimeros biodegradaveis sao de origem natural, o que acaba
despertando um grande interesse e aten¢do para o ramo das industrias farmacéuticas
(KIM et al., 2008). De fato, por serem componentes naturais de seres vivos, polimeros
naturais apresentam semelhanca quimica e biolégica aos tecidos do corpo humano (KIM
et al., 2008; PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Neste contexto, a gelatina, que é um polimero natural biodegradavel e
biocompativel obtido a partir do colageno encontrado em peles e ossos de animais, ja
vem sendo utilizada como matéria-prima na industria farmacéutica para fabricacao de
capsulas de revestimento para liberagdo controlada de farmacos (MARIOD; ADAM,
2013). Além disso, devido a gelatina possuir propriedades cicatrizantes, filmes de
gelatina sao apontados como curativos naturais promissores (BINDU et al., 2010).

Na verdade, por conta de sua 6tima caracteristica filmogénica, a gelatina vendo
sendo aplicada em estudos relacionados a formacao de filmes para a aplicacdo como
biomateriais, uma vez que o seu custo de producdo € baixo, apresentando alta
disponibilidade e quantidade de recursos (VANIN et al., 2005).

Por outro lado, a incorporacdo de principios ativos em filmes poliméricos
biodegradaveis e biocompativeis vem ganhando destaque (como pode ser visto, por
exemplo, nas patentes BR 102017002388-5 A2, BR 102017002736-8 A2 e BR
132013033867-1 E2), uma vez que estes filmes podem ser utilizados como veiculos de
liberagao controlada de farmacos através da epiderme.

Sendo assim, o uso do 6leo de copaiba incorporado aos filmes de gelatina pode
proporcionar um biomaterial interessante para a area biomédica. De fato, o dleo de
copaiba € um composto abundante na flora brasileira e possui propriedades
terapéuticas amplamente elucidadas devido ao conhecimento proveniente da medicina
popular MACIEL et al., 2002; LEANDRO et al., 2012). Dentre essas propriedades,
destacam-se as atividades anti-inflamatéria, cicatrizante e antimicrobiana (MACIEL et
al., 2002; LEANDRO et al., 2012).

O dleo-resina de copaiba pode ser extraido diretamente do tronco das arvores do

género Copaifera (Leguminosae-Caesalpinioideae) através dos canais secretores
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(xilema e floema), sendo constituido por composi¢cdes variadas de sesquiterpenos e
diterpenos (LEANDRO et al., 2012; GALUCIO et al., 2016).

Neste contexto, a incorporagdo do 6leo de copaiba nos filmes de gelatina pode
amenizar algumas limitagbes do mesmo, uma vez que o 6leo deve agregar ao filme a
atividade antimicrobiana e diminuir a sensibilidade a agua.

Por outro lado, para qualquer aplicagdo no ambito da industria de biomateriais,
as interagdes de interface sdo extremamente importantes, pois os mecanismos de
resposta do filme dependem de tais intera¢gdes (JENG; GAO, 2000). Interagdes de
interface, tais como adeséo, atrito e desgaste, estdo diretamente correlacionadas com
as caracteristicas superficiais do filme (JENG; GAO, 2000).

A vista disso, a técnica de Microscopia de Forga Atdmica (MFA) é a mais
adequada para avaliar as caracteristicas superficiais do filme, uma vez que a mesma,
além de fornecer imagens em 3D, permite a analise quantitativa da topografia (PINTO
etal., 2021). Além disso, superficies reais geralmente apresentam auto-afinidade na sua
conformacgao, o que possibilita a analise fractal do flme por meio das imagens de MFA
(PINTO et al., 2021).

Sendo assim, o presente trabalho apresenta a incorporacéo do d6leo-resina de
copaiba em filmes de Gelatina/Quitosana, os quais foram produzidos pelo método
casting, e avaliar a influéncia do 6leo nas caracteristicas superficies do filme utilizando
os parametros fractais: dimensao fractal, sucolaridade fractal e lacunaridade fractal.
Uma pequena porcentagem de quitosana (polimero natural antimicrobiano) foi
adicionada a solugao filmogénica para evitar contaminagao do filme sem 6éleo (controle)

durante a sintese.

1.1 JUSTIFICATIVA

A busca por recursos naturais com finalidades voltadas para o conhecimento
cientifico e medicinal vem ganhando mais destaque, por conta das inumeras técnicas
disponiveis e de como elas sdo operadas. Por conta disso, alguns fitoterapicos que
ainda nao possuem comprovacgdes cientifica tem ganhado respaldo, devido a grande
utilizacao de usuarios que buscam a cura de doencgas e entre outras enfermidades que
acometem em suas vidas.

Consequentemente, o interesse por parte de pesquisadores do setor

farmacéutico cresceu com o intuito de promover estudos utilizando compostos de
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origem natural que apresentem alguma atividade farmacolégica. Dentre os quais, os
biopolimeros e o 6leo de copaiba ganharam um papel importante nesse cenario, no qual
vém demonstrando serem excelentes matérias-primas para a ciéncia.

Em virtude disso, o trabalho tem como proposta a incorporacéo do dleo-resina de
copaiba em filmes de gelatina/quitosana, visando melhorar as propriedades do filme,
com o intuito de contribuir para futuros estudos e pesquisas no desenvolvimento de

materiais poliméricos de fontes renovaveis.

1.2 PROBLEMA

O ¢6leo pode modificar a topografia do filme?

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a nanotextura superficial dos filmes de Gelatina/Quitosana fazendo

uso dos parametros fractais por Microscopia de Forga Atbmica (AFM).

1.3.2 Objetivos Especificos

e Preparar flmes de gelatina/quitosana com diferentes concentragdes de o6leo-
resina de copaiba;

e Fazer imagens de MFA dos filmes sintetizados;

e Verificar a influéncia do 6leo-resina de copaiba sobre a topografia do filme de

Gelatina/Quitosana.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAIS

De acordo com Recouvreux (2008), o conceito de biomaterial é aplicado para

caracterizar certos materiais que fazem parte de procedimentos de implantagao médica.
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Aplicados na producédo de dispositivos extracorporeos e descartaveis que s&o utilizados
nas areas da medicina e odontologia (RECOUVREUX, 2008).

Sendo assim, um biomaterial devera apresentar uma resposta conveniente a uma
dada situagdo, porque além de ser aceito pelos tecidos similares e/ou afins e pelas
demais partes do corpo, ele também precisa ser biocompativel, para que ndo possa
produzir irritacao e infecgdes que cause a rejeigao (SHIRANE et al., 2010).

A formacgao dos Biomateriais se dara por quatro classes de materiais:

+ Ligas metalicas: Sdo combinagcbes de elementos metalicos. Como por
exemplo de um Biomaterial metalico sdo os stentes, bastante utilizados para
desobstrucao de veias em cirurgias cardiacas (RODRIGUES, 2013).

+ Polimeros: E um material organico ou inorganico com alto peso molecular, e é
composto por um conjunto de cadeias poliméricas, e que essas cadeias se
tratam de uma macromolécula com uma estrutura na presenca de repeticao de
unidades chamadas “meros” (CANDIAN, 2007). Sao muito utilizados nas areas
ortopédicas, odontologicas, cardiovascular e de engenharia de tecidos
(RODRIGUES, 2013).

+ Ceramicas: Sao aqueles compostos por elementos metalicos e ndo metalicos.

Utilizado principalmente na ortopedia e odontologia (NIEMELA et al., 2005).

+ Compésitos: Sao materiais obtidos pela combinagao de dois ou mais materiais
ou fases, e tem como objetivo o de aproveitar as caracteristicas desejadas de
cada material (NIEMELA et al., 2005).

2.2 POLIMEROS

Os polimeros sao aquelas substancias que sao obtidas de forma sintética ou
natural, e tem em sua composig¢ao, a presenca de moléculas com caracteristicas de
multipla repeticdo de uma ou mais espécie de atomos ou grupos de atomos ligados um
ao outro em quantidades necessarias para que possa fornecer, um conjunto de
caracteristicas que ndo se alteram com a adicdo ou remocao de unidades naturais
(PAOLI, 2008).

A presenga dos polimeros sintéticos e naturais no nosso cotidiano pode
representar em uma classe de materiais variaveis podendo ter aplicagdes diversas, e a

sua utilizacdo pode acarretar bastante influéncia em setores como o farmacéutico,
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industrial e entre outros (VILLANOVA et al., 2010). Para aplicagbes de biomateriais e
suas propriedades, vem sendo de suma importancia para o tratamento e reabilitacéo de
pacientes que possuem alguns tipos de enfermidades (VILLANOVA et al., 2010).

O tamanho da cadeia dos polimeros tem um fator muito importante no grau de
polimerizagcao dos polimeros, pois apresentam uma propor¢gdo maior ou menor dos
mondmeros compostos por uma influéncia de um tipo de componente ou de
configuracdo (MANO e MENDES, 1999). Podera causar uma mudancga consideravel nas
propriedades presente no material polimérico que foi formado, mas que vai depender
bastante de como sera aplicado em pratica (MANO e MENDES, 1999).

A empregabilidade dos polimeros vem sendo focado para a utilizagdo como
sistema de liberacdo de farmacos (SLF’s), que € um sistema de administracao que foi
desenvolvido com o intuito de prolongar o tempo de liberagado do farmaco no organismo,
fazendo com que sustente sua concentragcdo plasmatica e controlando a localizagao
temporal e espacial das moléculas in vivo, através da aplicagao de conceitos biologicos
e quimicos (VILLANOVA et al., 2010).

Neste contexto, as alteragdes ciclicas na concentracdo serao eliminadas e com
isso ocorre o0 aumento da disponibilidade biolégica do farmaco (VILLANOVA et al.,
2010). E para a fabricagao desses SLF’s € necessario o0 uso de processos, componentes
e equipamentos especificos (VILLANOVA et al., 2010).

Segundo Mano e Mendes (1999), as principais técnicas que s&o utilizadas em

polimerizagao séo:

* Polimerizacdo em massa;

» Polimerizagcao em solugao;

» Polimerizagcao em lama;

* Polimerizagdo em emulséo;

* Polimerizacdo em suspensao;
» Polimerizagao interfacial,

* Polimerizagdo em fase gasosa;

2.2.1 Gelatina

A gelatina € considerada um polimero natural que tem alto peso molecular,
biodegradavel e que é soluvel em agua (BORDIGNON, 2010). Por nao ter triptofano, é
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carente em tirosina, cistina e metionina, e sua obtengao industrialmente vem a partir da
hidrdlise controlada da estrutura organizada do colageno de ossos, cartilagens e pele
de animais, ndo sendo adequadas para a transformagdo em couro (BORDIGNON,
2010).

Por ser obtida por meio de hidrélise do colageno, significa que a gelatina néo é
uma proteina que acontece espontaneamente (MONTERO; GOMEZ GUILLEN, 2000).

A molécula de gelatina apresenta em sua estrutura uma combinacdo de
aminoacidos de glicina, prolina e hidroxiprolina, que estdo organizadas em uma
sequéncia repetida em cadeias do polimero (BUREY et al., 2008). Esta estrutura
molecular de repeticdo (monémero - n) do polimero de gelatina esta representada na

Figura 1.

Figura 1 - Representagao da estrutura quimica da molécula de gelatina.

i i I RS
c
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CHs CH,—CH, - I Il S
‘|3H2 ?—O o] o] ?H
f“|~|H OH ﬁ —
C=NH 0
NH,

Fonte: (LI et al., 2014)

A gelatina é bastante utilizada para a formacao de filmes poliméricos devido a
presencga de algumas propriedades basicas, como a solubilidade em agua, por ser uma
substancia atoxica e também por formar filmes bons e resistentes (AULTON, 2005).

O processo que ocorre para obtencao gelatina se da através da dissociagao
térmica ou quimica das cadeias polipeptidicas do colageno, onde o colageno que é
caracterizado como insoluvel sera convertido em gelatina soluvel por meio de hidrdlise
acida ou basica. A classificagdo dada apds a produgao de colageno é de dois tipos: Para
processo acido € como tipo A e pelo processo basico como tipo B (ARVANITOYANNIS,
2002).

Podendo ser obtida a partir de diversas fontes animais como bovinos, suinos,

frangos e peixes, a gelatina possui uma cadeia proteica simples, um resultado da
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desnaturacao térmica ou degradagao quimica e fisica das fibras proteicas que séo
insoluveis do colageno (BATISTA, 2004).

Por em sua maioria a gelatina comercial tem a sua origem vinda através de
mamiferos, e vem crescendo devido a busca por fontes alternativas, o que pode ser um
assunto relacionado a questao ambiental, visto que, ha a utilizacdo de pele de animais
da classe bovina na producgao de gelatina (ALMEIDA et al., 2012). Devido a isso, pode
acabar produzindo um residuo com presenga de cromo, levando o surgimento de um
problema inerente por conta do seu processamento, contaminando o meio ambiente se
caso seja descartado de forma inadequada (ALMEIDA et al., 2012).

Em termos de aplicacao, nas industrias farmacéuticas a gelatina é utilizada como
material de capsulas (McCORMICK, 1987). No ramo alimenticio, é voltado para verificar
a elasticidade, consisténcia e estabilidade fisica dos produtos que foram produzidos
(DAVANCO, 2006). Nas demais aplicagdes podemos citar a aplicagao na decantacao
de bebidas (McCORMICK, 1987). A sua producao em larga escala reflete em seus
precos, que sao baixos, por ser uma alternativa promissora acaba acarretando interesse
para explorar as suas propriedades (DAVANCO, 2006).

A gelatina € um dos biopolimeros que vem sendo explorado visando a
substituicdo dos polimeros provenientes de fontes ndo renovaveis, para a produgao de
filmes para varias finalidades (LIU et al., 2016). Conclui-se ainda que a gelatina é usada
como base para implantes e microesferas, e para liberagdo de medicamentos injetaveis
nos setores farmacéuticos e medicinal (SCHRIEBER; GAREIS, 2007).

De fato, uma alternativa viavel para melhorar ou atribuir propriedades aos filmes
de gelatina é incorporar novas substancias a solugdo formadora de filme (LIU et al.,
2016). A gelatina pura ndo tem atividade antibacteriana, por exemplo, que pode
contaminar, dificultando a formac&o de um filme por vazamento (LIU et al., 2016).
Portanto, melhorar as propriedades fisico-quimicas nao € o unico desafio na fabricacao
desses filmes, é interessante atribuir atividade biolégica especifica de acordo com os

possiveis usos (LIU et al., 2016).

2.2.2 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo derivado de um processo de desacetilagdo da

quitina, que tem um grande interesse como biomaterial por conta da sua origem no
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reaproveitamento de um recurso natural, e também por ser um biomaterial funcional e
altas aplicacées em varias areas (OLIVEIRA, 2011).

Figura 2 - Representagao da estrutura quimica da molécula de quitosana.
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Fonte: (Santos, 2014)

As suas principais propriedades tém ganhado destaque em aplica¢des industriais
e tecnoldgicas, por conta de sua capacidade biodegradavel, biocompatibilidade, ser
atoxico, e por ter propriedades antimicrobianas e antifungicas (SANTOS, 2014). A
atividade antimicrobiana presente nas propriedades da quitosana, € decorrente da
presencga de grupos amino livres nas unidades de glucosamina (SANTOS, 2014).

A sua atividade antimicrobiana ¢é devido a formacdo de complexos
polieletroliticos, ja que os grupos protonados amino presentes nas suas propriedades,
vao se ligar de forma seletiva com a superficie celular que é carregada negativamente
por microrganismos, 0 que acaba alterando na atividade celular e também a
permeabilidade da membrana, o que resulta na perda dos componentes intracelulares
(FAI et al., 2007).

Estudos e pesquisas relacionados a quitosana como agente antimicrobiano
mostrou um enorme potencial devido a sua funcao de evitar ou retardar a deterioracéo
microbiana de alimentos, o que torna a quitosana um eficiente antimicrobiano contra
diversos microrganismos (FAI et al., 2007).

Biofilmes sdo o método de aplicagao mais amplamente utilizado de quitosana, e
este polimero pode ser usado como um encapsulamento de sistemas de liberacao
sustentados, um agente quelante no tratamento de agua e um agente antibacteriano
(SILVA, LUNA e GOMES, 2008).

Alguns estudos associaram o quitosana a outros biomateriais que tém efeitos
bioldgicos benéficos no processo de cura e visam produzir filmes com maior potencial
para aplicagdes biomédicas (SILVA, LUNA e GOMES, 2008). A incorporagado de
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extratos vegetais de espécies especificas € uma das alternativas estudadas, com alguns
exemplos a incorporagao: do extrato hidroetandlico do Barbatimdo (BARRAL, 2014),
extrato alcoolico bruto da Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis (SOUZA NETO
et al., 2019), extrato de uva Jacquez (ALMEIDA, 2017), extrato de sementes de uva
(SOGUT e SEYDIM 2018), extrato metandlico de Euphorbia umbellata (LEMES, 2016),
extrato de Chenopodium ambrosioides (ANJOS, 2017), extrato foliar de Combretum
duarteanum Cambess (SOUSA, 2017).

2.2.3 TENSOATIVO

Os tensoativos ou surfactantes sdo caracterizados como moléculas anfifilicas por
possuirem uma regiao hidrofilica e outra hidrofébica, que formam agregados conhecidos
como micelas em solugdo aquosa (MANIASSO, 2001). Na regiao hidrofébica a sua
formacao tem a presenga de uma cadeia carbbnica alifatica ou ciclica, e na regiao
hidrofilica temos que é todo grupo molecular que apresenta carater idnico ou nao iénico
polar (MANIASSO, 2001).

As propriedades fisico-quimicas dos tensoativos se destacam na capacidade de
diminuir a intensidade da tenséo interfacial entre duas fases de carater imisciveis, a de
solubilizar espécies que tem baixa solubilidade, e também a de poder promover novas
rotas reacionais e maior capacidade de adsor¢cao (GOMES, 2010).

Por conta de sua natureza hidrofilica presentes em sua estrutura, os tensoativos
podem ser classificados da seguinte maneira: catidnico, aniénico, anfétero e ndo-iénicos
(FAINERMAN et al, 2001).

No caso dos tensoativos catibnicos a sua cadeia carbbénica acaba formando
cations apos serem dissolvidos em agua (MANIASSO, 2001). Um exemplo seria os sai
halogenados quaternarios de amoénio, presentes em condicionadores e solugdes
antimicrobianas (MANIASSO, 2001).

Ao serem dissolvidos em agua, os anidnicos dissociam-se na qual a cadeia
carbdnica acaba formando um &anion (MANIASSO, 2001). Ja os surfactantes néo
iGnicos ndo possuem carga que possam causar influencia no meio reacional, o que faz
com que ndo se ionizem ao serem dissolvidos em agua (MANIASSO, 2001). Os
anféteros podem apresentar um comportamento catidnico e anidnico, isso dependendo
do pH, ja que apresentam na mesma cadeia, um grupo carboxila e um grupo amdnio
quaternario (MANIASSO, 2001).
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Por conta da necessidade de aperfeigoar de técnicas que possam ser eficazes
na remogao de 6leo contido no efluente, € necessario de um sistema que seja estavel e
de facil preparo, para que seja possivel a solubilizagdo de diversos compostos (VIANA,
2010). Os microemulsionados é um sistema que € muito utilizado em varias areas da
industria, por conta de suas caracteristicas tipicas (VIANA, 2010). Devido ao seu grande
poder de solubilizagdo e suas propriedades, sdo considerados excelentes solventes
contaminantes polares e apolares, aumentando as vantagens de se usar os tensoativos
em solucao (SIROKYM, 2010).

As aplicagdes desses sistemas vém ganhando destaque em diversos campos
industrias, como na industria farmacéutica e de cosméticos (STICKDORNT, 1995), na
industria de petroleo (SCHULZ, 2005). As microemulsdes s&o diferentes se comparado
com as emulsdes, ndo por conta do seu tamanho estrutural que € menor, mas devido a
sua estabilidade termodinamica, o que facilita na estabilizagao dos sistemas de misturas
do tipo agua/dleo ou dleo/agua, prolongando a vida desses sistemas (SILVA, 2011).

O tensoativo escolhido neste trabalho foi o Tween 80. E um tensoativo ou agente
emulsificante ndo idnico que proporciona uma maior estabilidade a microemulséo,

formando sistema micelares estaveis (RODRIGUES, 2012).

2.2.4 FILMES POLIMERICOS

A obtencdo de filmes poliméricos vem através de materiais biolégicos, como
polissacarideos, proteinas e lipidios. A funcédo destes filmes é proteger os produtos
embalados de eventos fisicos e biolégicos (KAUTZ et al.,, 2015). O processo de
obtencao dos filmes biodegradaveis esta relacionado a dispersédo dos biopolimeros em
um solvente como agua, etanol ou acidos organicos, junto com o uso de aditivos
plastificantes como por exemplo o glicerol, que além de ser um composto organico,
pertence ao grupo dos alcoois, obtendo-se assim uma solugao filmogénica (KAUTZ et
al., 2015).

Os plastificantes sdo caracterizados como aditivos aplicados em polimeros que
nao apresentam caracteristicas flexiveis para certas aplicagdes que serdo utilizados
(HAN, 2005). Eles podem modificar as propriedades mecanicas, térmicas e também a
de barreira, ja que os plastificantes conseguem produzir mais fluidez, o que torna
possivel diminuir as temperaturas de processos dos polimeros (HAN, 2005). Os

plastificantes conseguem reduzir também, as forgas intermoleculares que estao
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presentes ao longo das cadeias poliméricas, o que acaba aumentando o volume de
vazios e os movimentos dessas cadeias (HAN, 2005).

Os numeros diferentes de grupos hidroxila contidos nos plastificantes, ao serem
utilizados podem produzir uma grande quantidade de biopolimeros com diferentes
aditivos (HAN, 2005). Dos plastificantes mais utilizados para a sintese de filmes a base
de gelatina sdo o sorbitol e o glicerol (HAN, 2005).

O glicerol, comercialmente conhecido como glicerina, € um composto orgénico
tridlcool, que apresenta trés carbonos que, de acordo com a nomenclatura oficial da
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), é chamado de
1,2,3propanotriol (BEATRIZ, ARAUJO, LIMA, 2011). A sua solubilidade em agua e a
natureza higroscopica, pode estar relacionada pela presenga dos trés grupos hidroxila
presentes na estrutura do glicerol (BEATRIZ, ARAUJO, LIMA, 2011).

Figura 3 - Representagao da estrutura quimica da molécula de glicerol.

HO/\/\OH

OH

Fonte: (HAN, 2005).

Uma das fungdes do glicerol é a de diminuir a rigidez dos filmes que sao obtidos
por proteinas, agindo como plastificante modificando as fung¢des reoldgicas dos filmes
e melhorando suas propriedades mecanicas (HAN, 2005). E por conta dessa adi¢cao
tende a melhorar a forgca do filme, mas se caso essa adigao for utilizada em excesso
pode acabar gerando o efeito contrario (Shimazu; Mali; Grossmann, 2007).

Nos filmes biodegradaveis, as proteinas vao comunicar-se de forma
intermolecular, por meio de ligacbes de hidrogénio, pontes de dissulfeto e ligagdes
hidrofébicas, onde na composicdo do filme ira formar uma rede com caréncia de
hidratagdo (Martucci; Ruseckaite, 2010).

As aplicagdes desses filmes biodegradaveis podem ser vistas na industria
farmacéutica, alimenticia e biomédica, como capsulacdo de drogas e na fabricagao de
hidrogéis (Franchetti & Marconato, 2006).
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2.2.4 BLENDAS POLIMERICAS

O conceito de blenda polimérica € aplicado para descrever uma mistura fisica
entre dois ou mais polimeros, ocorrendo sem reagao quimica intencional entre os
componentes (LUNA et al., 2015). Onde na sua interagdo molecular entre as cadeias
poliméricas € do tipo secundaria (LUNA et al., 2015).

As exigéncias de se sintetizar um novo polimero e o seu desenvolvimento
comercial sdo grandes, neste meio-tempo uma nova mistura pode ser adiantada com
um tempo bem menor relacionado ao desenvolvimento de um novo polimero
(ROBESON, 2007). Além do mais, com a combinagao de polimeros ira permitir uma
compatibilidade mais fina do material sob condi¢des especificas (KIM & BURNS, 1987).
O que pode ser possivel de se obter um conjunto de propriedades, seguindo das
caracteristicas individuais desses componentes (KIM & BURNS, 1987).

As blendas poliméricas ganharam Dbastante destaque no setor
industrial/comercial, isso é devido a sua facilidade de obter materiais com propriedades
desejadas, com baixos investimentos relacionados no desenvolvimento na sintese de
novos polimeros (DEISDERA, 2007). Sendo assim, sdo consideradas uma solucéo
tecnolégica multifuncional na obtencdo de materiais poliméricos apresentando varias
especificagcbes com um custo baixo combinados a polimeros com propriedades
promissoras (KOOI & HASHI, 2011).

A classificacdo de blendas poliméricas é feita de acordo com o seu método de
obtencao (KOOI & HASHI, 2011). Os principais métodos de obtencéo de blendas sao:
mistura por solugéo, por redes poliméricas interpenetrantes (IPN) e por meio de mistura
mecanica no estado fundido (KOOI & HASHI, 2011).

2.2.4.1 Mistura em Solugao

Neste método, as blendas sao obtidas através da preparagcdo de solucdes
individuais de cada polimero em um solvente comum, decorrentes de misturas das
solugdes com medidas desejadas (PASSADOR et al., 2006). O grau de solubilidade dos
componentes individuais ou da mistura aumenta de acordo com o aquecimento
(PASSADOR et al., 2006).

A evaporacgao do solvente é a etapa mais importante do processo, pois é feita

através da formacéo de um filme e consequente evaporacédo a temperatura ambiente,
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utilizando a estufa ou sob vacuo (PASSADOR et al., 2006). O ponto negativo deste
método é que a blenda produzida possui baixa produtividade e geralmente sao
produzidas em laboratérios (PASSADOR et al., 2006).

2.2.4.2 Mistura Mecanica

A obtencao das blendas neste método € através da mistura dos componentes
poliméricos em seu estado fundido ou flexivel (PASSADOR et al., 2006). Este é o
método que possui bastante utilidade industrialmente por questbes econdmicas e
também por permitir a mistura de polimeros em grande escala, envolvendo o
aquecimento e o alto cisalhamento (PASSADOR et al., 2006).

2.2.4.3 Redes Poliméricas Interpenetrantes (IPN)

Sao consideradas misturas poliméricas onde pelo menos um dos seus
componentes expressa uma estrutura de ligagdes cruzadas ou reticuladas (CIVIERO,
2006). O seu objetivo € o de melhorar o grau de compatibilidade de polimeros
previamente misturados por solucdo (CIVIERO, 2006). E possivel se obter propriedades
desejadas de acordo com o controle da cinética da separacao de fases durante o
processo de formacgao de IPN, a sua desvantagem € devido a dificuldade de reciclagem
(CIVIERO, 2006).

Os tipos de IPN existentes sdo: o IPN completo onde dois polimeros exibem
estruturas com ligagbes cruzadas podendo ser obtido através dos métodos IPN
sequencial, IPN simultaneo, reticulado elastomérico interpenetrantes e IPN latex
(CIVIERO, 2006). O semi-IPN onde a sua molécula de termoplastico &€ misturada com
uma molécula reticulada (CIVIERO, 2006).

2.2.4.4 Termodinamica das Blendas Poliméricas

As misturas de polimeros sdao misciveis, parcialmente misciveis e imisciveis
(IMRE et al., 2014). A miscibilidade de uma mistura € uma propriedade termodindmica
que duas macromoléculas podem ter quando a mistura atinge o nivel molecular (IMRE
et al., 2014).
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Os termos miscibilidade e compatibilidade em misturas de polimeros séao
confusos na literatura (AKCELRUD, 2007; JUNIOR, 2006). Assim, os termos miscivel e
imiscivel referem-se as propriedades intrinsecas do par de polimero, formando sistemas
homogéneos ou heterogéneos, enquanto os termos sao compativeis e incompativeis
(AKCELRUD, 2007; JUNIOR, 2006). Prefira referir-se as propriedades ativas do
material, independentemente de sua morfologia (AKCELRUD, 2007; JUNIOR, 2006). A
compatibilidade pode ser modificada, mas a combinagao n&o é possivel, por se tratar
de uma propriedade termodinamica intrinseca do sistema (AKCELRUD, 2007; JUNIOR,
2006).

2.2.4.5 Agentes Compatibilizantes

A maioria das misturas sao imisciveis, caracterizadas por morfologias com uma
divisao de fase e sao consideradas heterogéneas (GOMES et al., 1992). As misturas de
polimeros ndo adulterados de tém alta tenséo superficial e baixa coeséo de interfase,
resultando em propriedades de pobres (LUNA et al., 2014). Para resolver este problema,
uma série de compostos conhecidos como compatibilizantes séo utilizados (LUNA et
al., 2014).

Um compatibilizador € uma espécie que torna as misturas de polimeros menos
que incompativeis, € ndo uma espécie que resulta na formacdo de uma mistura
molecularmente homogénea (GONELLA, 2001). Atua na interface de duas fases
imisciveis como um surfactante polimérico, reduzindo a tensao superficial e promovendo
a adesao entre as fases poliméricas (GONELLA, 2001). O compatibilizador é
essencialmente necessario para exibir interacdes especificas e / ou reacdes quimicas
com as fases dos componentes presentes na mistura (GONELLA, 2001). Em geral, os

compativeis com mais comumente usados sao:

» Copolimeros (podendo ser em bloco, alternado ou enxertado — com ou
sem grupos reativos);
» Polimeros funcionalizados (formagao de copolimero in situ) ou em grupos
de atracéao eletrostatica;
A compatibilizagao das blendas poliméricas imisciveis pode ser feita através de

trés métodos:
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+ Compatibilizagdo nao-reativa que trata da adicdo de copolimeros em
bloco ou enxertados nao-reativos;

« Compatibilizagcdo especifica que tende a ligar as cadeias do polimero
nos grupos que possuem interagdes especificas;

+ Compatibilizagao reativa que visa introduzir moléculas reativas que sao

capazes de formar copolimeros desejados in situ na mistura.

Os compatibilizadores eficazes alteram a morfologia e a adeséo interfacial de
misturas de polimero da seguinte forma: reduzir tenséao interfacial, promover disperséo,
melhorar a estabilidade morfoldégica, aumentar a adesdo e condutividade térmica
interfacial (ANH & KHANH, 2001).

2.3 OLEO-RESINA DE COPAIBA

O Oleo-resina de copaiba é extraido das arvores pertencentes ao género
Copaifera encontradas na América Central, América do Sul e Africa Ocidental. Das 72
espécies conhecidas, 16 sao nativas do Brasil (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002). As
Copaiferas tém a sua maior presenca na Amazbnia brasileira, com 10 espécies
abordadas (MARTINS DA SILVA et al., 2008). Podendo ser encontradas em areas
alagaveis e de terra firme (MARTINS DA SILVA et al., 2008).

O seu alcance pode chegar até 36 metros de altura, possibilitando diversas
aplicagbes (ENRIQUEZ, 2009). No entanto, é no tronco da arvore que tem um destaque
maior, devido a extragao do oleo-resina de copaiba (ENRIQUEZ, 2009). Esse 6leo pode
ser coletado em diferentes épocas do ano na Amazdnia, tendo a sua maior obtencao de
volume durante o periodo do inverno amazénico (ENRIQUEZ, 2009).

A empregabilidade da copaiba, em suma, o 6leo, vém sendo investigado e
empregado como alternativas para tratamentos de doengas essencialmente
inflamatoérias (ENRIQUEZ, 2009). E por conta de algumas substancias que estao
presentes na copaiba, o 6leo é formado por solugbes de acidos diterpénicos e
sesquiterpenos (PORTO, 2015). Em sua composi¢ao, o 6leo apresenta uma cor amarela

até marrom, com a presenca de um cheiro forte e sabor amargo (PORTO, 2015).

2.3.1 Aplicagdes do Oleo-Resina de Copaiba
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O dleo de copaiba apresenta uma 6tima capacidade de desenvolver atividade
antimicrobiana, e com isso tem ganhado destaque para futuros estudos cientificos
(PEREIRA et al., 2018).

Devido ao crescimento de sua utilizagdo e consumo, atualmente o 6leo de
copaiba teve o seu devido destaque em diversas atividades, o que custou em aplicagbes
nas areas de:

¢ Industria de perfumes, utilizado como um étimo fixador de odores, onde os seus
componentes s&o fixados com outras esséncias florais (Veiga Junior & Pinto,

2002);

¢ Industria de vernizes (Rigamonte Azevedo et al., 2006);
e Industria de cosméticos, devido as caracteristicas bactericidas e anti-
inflamatadrias, para producao de cremes, shampoo de cabelos e sabonetes (Veiga

Junior & Pinto, 2002);

2.4 MICROSCOPIO DE FORCA ATOMICA (MFA)
Segundo Salcedo (2016), o MFA tem como operagdo fazer medigdes das
alteracbes do cantiléver onde a sua ponta esta disposta a sonda. E o motivo que

ocasiona estas alteragdes sao as forgas de interagao entre a sonda e a amostra.

Figura 4 - Microscépio de forga atdmica (MFA) modelo easyScan2 controler.

Fonte: do autor.
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O funcionamento desta técnica é baseado na interagdo que ocorre ao longo da
varredura, que por sua vez, € uma interagao entre os atomos da ponta do cantiléver com
os atomos da superficie da amostra (PINTO et al., 2013).

De acordo com Barbosa (2015), essas forgas podem ser classificadas da
seguinte maneira:

« Modo Nao Contato e Contato Intermitente, que incluem as forgas de Van

Der Waals.

+ Modo Contato, que é caracterizada como forgcas Coulombianas, onde a

distancia entre a ponta e a amostra € controlada por computador.

No campo dos polimeros a utilizagdo do MFA é de suma importancia, ja que uma
de suas principais fungdes € a de fornecer informagdes sobre os pixels, que sdo pontos
relevantes para se calcular os parametros fractais, visto que, com o Microscopio de
Varredura Eletronica ndo sdo possiveis de serem processadas (JANDT, 1998).

Para Salcedo (2016), o processo de varredura que o MFA faz da amostra € de
linha a linha, na qual existe dois tipos de varreduras com velocidade e dire¢ao diferentes,
séo elas:

» Direcao de varredura lenta “y” (vertical);

» Direcado de varredura rapida “x” (horizontal), sendo que nessa diregao os
dados s&o armazenados a partir do momento que segue para o sentido da
direita e ndo para a esquerda. Iniciando o armazenamento de dados na
primeira linha da amostra no ponto (0,0) e indo até o ponto (0,256), ponto
final da direita.

Essas imagens irdo representar um arquivo com uma base possuindo trés
colunas (x, y, z) em formato de TXT. Em que a coluna z identifica os valores de alturas.
Posteriormente, os dados que s&o obtidos das imagens e transformados em formato
TXT, sao processados para calcular os parametros fractais utilizados na caracterizagao

das amostras (SALCEDO, 2016).
2.4.1 Funcionamento do MFA
O principio de funcionamento do MFA é de extrema importancia na obtengao de

dados e leitura de informag¢des das amostras, refletindo a relevancia que as suas
aplicagdes possuem (FILHO, CAPPARELLI, 2003).
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De acordo com Filho & Capparelli (2003), a obtengdo de uma imagem apds o
processo de varredura se da através de um sistema de posicionamento utilizando um
material piezoelétrico, que tem a capacidade de realizar movimentos nas dire¢des X, y
ez.

Para que seja possivel obter essas imagens, € necessario definir quais os
materiais e métodos que serdo utilizados para processar e analisar as amostras
(SALCEDO, 2016). E para isso, sdo aplicados meios como tipo de amostra, qual o

modelo de cantiléver que sera utilizado e o método de varredura (SALCEDO, 2016).

Figura 5 - Esquema de funcionamento do MFA.

A
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FOTODIOD

Fonte: (PINTO, 2018)

Segundo Salcedo (2016), para que ocorra o processo de varredura é aplicado
um sistema de alinhamento, que faz com que um feixe luz reflita no cantiléver fazendo-
Ihe refletir em um sensor. Este sensor possui quatro quadrantes presentes no
fotodetector, que tem como objetivo o de fornecer as devidas informagdes das posicoes
que serao necessarias para o sistema de realimentagao e controle (SALCEDO, 2016).
O seu papel é de alinhar a posi¢cao do cantiléver, fazendo com que mantenha uma
interacao consideravel com a amostra, sendo possivel o processamento e a obtengao
da imagem (SALCEDO, 2016).
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2.4.1.1 Modo Contato

De acordo com Ferreira (2006), neste modo o cantiléver ficara numa pequena
distancia da superficie da amostra, e a forga interatbmica que sera exercida entre a
ponta e a amostra € repulsiva, ou seja, as moléculas irdo se afastar uma das outras. As
imagens que sdo produzidas apos o leve contato fisico da ponta com a amostra
possuem uma 6tima qualidade de visualizagdo (FERREIRA, 2006). S6 que, devido a
esse contato fisico com a amostra, este modo de operagao ndo é muito recomendavel
para estudos aplicados em superficies sensiveis, visto que, podem causar danos a

amostra e ndo tendo resultados t&o significativos (FERREIRA, 2006).

2.4.1.2 Modo Intermitente ou Tapping

O método de operacgéao a ser utilizado no trabalho é o modo intermitente. Pois é
0 mais usado e viavel para analisar amostras com superficies sensiveis, e opera com o
objetivo de reduzir consideravelmente as forgas exercidas na ponta sobre a amostra,
assim como o dano que pode causar em ambos, comparado com o0 modo de operagao
contato (YANG H. et al., 2007).

No modo intermitente a empregabilidade € utilizada na caracterizagdo da
superficie de materiais macios como polimeros e proteinas (SALCEDO, 2016). O seu
funcionamento fara com que o cantiléver opere a uma frequéncia préxima da frequéncia
da amostra, onde o valor da amplitude de oscilagédo do cantiléver ndo tera alteragao
(SALCEDO, 2016). Ou seja, percorre a amostra vibrando préximo a sua frequéncia de
ressonancia, fazendo jus a sua relagdo com interagdo de Van der Waals (SALCEDO,
2016).

2.4.2 Aplicagdes do MFA

Uma das principais utilidades do MFA é a de fornecer imagens digitais em escalas
que sao classificadas em micro e nano, além de que as suas medicoes sao precisas e
confiaveis, quando comparadas com uma caracterizagdo de escala macroscoépica
(PITHAN, 2011). Atualmente, as operagdes aplicadas pelas técnicas do MFA sao de
grande importancia para estudos de caracterizacdo e de andlise das estruturas
superficiais de amostras (PITHAN, 2011).
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2.5 GEOMETRIA FRACTAL

A geometria fractal possui uma maior flexibilidade e precis&o na representagao
dessas caracteristicas superficiais que surgem naturalmente (GONZALEZ; WOODS,
2007). Esta matematica fractal consiste em obter informag¢des quantitativas e
qualitativas de objetos a partir de uma analise matematica da imagem digital na qual o
objeto é representado (FLORINDO, 2013).

A medida fractal mais usada na modelagem de texturas e imagens em geral é a
dimensao fractal, que quantifica a complexidade de um objeto, isto &, o nivel de detalhes
que podem ser observados em diferentes partes do todo (COSTA; CESAR JUNIOR,
2000). Assim, ela mede, em termos mais praticos, a distribuigdo espacial e mesmo
espectral de uma textura, e esta diretamente ligada a atributos fisicos como rugosidade,
luminancia e arranjo de padrdes, caracteristicas essas que sao primordiais na descrigao
e discriminagao de objetos (COSTA; CESAR JUNIOR, 2000).

2.5.1 Dimenséao fractal (D)

Segundo Mandelbrot (1983), os fractais sdo objetos gerados pela repeticao de
um mesmo processo recursivo, apresentando irregularidade em sua forma,
autossemelhancga e complexidade infinita. Além dessas caracteristicas importantes os
fractais apresentam uma medida que quantifica a densidade deles no espagco métrico
(Euclidiano) em que sao definidas (PLOZET,2009). Essa medida é chamada de
dimenséo fractal que é utilizada como uma metodologia para aferir a complexidade de
uma imagem (PLOZET,2009).

A dimenséao fractal descreve o grau de irregularidade ou a textura da superficie.
Com esta abordagem mais aspera, irregular ou mais, as estruturas tém uma dimenséao
fractal superior (FEDER, 1988).

Para se calcular a dimensao fractal, podemos utilizar os seguintes métodos:

* Massa raio

* Divider (compass)

* Analise interseccdo acumulativa
* Builigand-Minkowski

* Box-Counting
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Para o calculo da dimensao fractal, foi feito o uso do método Box-Counting.

O método Box-Counting, procede da teoria dos fendmenos criticos da
renormalizagdo da mecanica estatistica (ALVES, 2011). Em mecéanica estatistica existe
um método matematico, analogo a este o qual permite realizar transformagdes de
escala, sem perda de generalidades na descrigao das informagdes fisicas do fenémeno,
que vao desde grandezas como volume até energia (ALVES, 2011).

Segundo (SALCEDO, 2016), O Box-Counting consiste em dividir em metade a
imagem, com quadrados de tamanhos variados e contar a quantidade de quadrados
necessarios para cobrir toda forma presente na imagem como representagao na figura,
(COELHO et al., 1995), se tem cada lado dividido em duas partes, o qual resulta

4 quadrados, onde a divisao do lado o representamos pér a letra “n” minuscula,

e o total de quadros com a letra N maiuscula.

2.5.2 Sucolaridade Fractal (S)

Segundo Mandelbrot (1983), a sucolaridade foi definida como um parametro que
informa sobre a conectividade e intercomunicagao. Sucolaridade pode ser representado
como o grau de penetracdo da agua dentro de um objeto de acordo com a direcao de
entrada do liquido (MELO, 2008); isto € chamado de percolagao, o qual depende da
pressao.

A sucolaridade € calculada numa direcao e depois na direcdo oposta: da acima
para a abaixo, da abaixo para acima, de esquerda para direita e de direita para esquerda
(N'DIAYE, et al. 2013).

2.6 Aplicagbes da Sucolaridade

Atualmente, a tecnologia farmacéutica fornece muitas abordagens para melhoria
da taxa de dissolugao de farmacos pouco soluveis em agua, bem como modificacbes
fisicas normalmente aumentam a area superficial, a solubilidade e/ou a molhabilidade
de particulas de p6 (VOGT; KUNATH; DRESSMAN, 2007).
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2.5.3 Lacunaridade Fractal (L)

Quando se fala de fractais uma definigéo intuitiva sobre Lacunaridade € que um
fractal deve ser chamado de lacunar se suas lacunas tendem a ser grandes, no sentido
de que eles incluem grandes intervalos (discos, ou bolas) (MANDELBROT, 1983).

Uma baixa lacunaridade, geralmente, indica homogeneidade, enquanto alta
lacunaridade indica heterogeneidade (BARROS FILHO e SOBREIRA, 2005). Quanto
maior a Lacunaridade, maior sera a variagao de distribuicdo de pixels em uma imagem
(BARROS FILHO e SOBREIRA, 2005). Em outras palavras, alta lacunaridade significa
que os pixels sdo agrupados em uma grande variedade de tamanhos de ilha, cercado
por um vazio amplamente variante, indicando heterogeneidade de padrao espacial ou
textura (BARROS FILHO e SOBREIRA, 2005).

Lacunaridade é uma contrapartida para a dimensao fractal que pode melhorar a
descricdo da textura de um fractal, e tem a ver com a distribuicdo de tamanho dos
buracos (BARROS FILHO e SOBREIRA, 2005). Grosso modo, se um fractal tem
grandes lacunas ou buracos, ele tem alta lacunaridade; por outro lado, se um fractal é
quase invariante translacional, ele tem baixo lacunaridade (BARROS FILHO e
SOBREIRA, 2005).

Fractais diferentes podem ser construidos que apresentam a mesma dimensao,
mas que parecem muito diferentes porque eles tém lacunaridade diferente (RAUCH,
2007). Ha aplicagbes de Lacunaridade no processamento de imagens, ecologia,
medicina e outros campos (RAUCH, 2007).

As aplicacbes da lacunaridade pode ser aferida nos seguintes estudos:
Diagnostico automatico de células de tumores (PLOTNICK, 1996; EINSTEIN, 1998).
Estudo de ecossistemas (PLOTNICK, 1996). Estudo de morfometria de solidos porosos
(ARMATAS, 2002). Caracterizagédo de neurdnios. (SMITH, 1996). Caraterizagcdo da
distribuicdo espacial em células retinais (COSTA, 2004). Padrdes de expressao genica
(COSTA, 2004). Avaliacao da permeabilidade através das membranas biolégicas
(EGAN, 2001).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido em dois locais: a preparagao/formagao das amostras
dos filmes de gelatina/quitosana e as medidas de espessuras, foram realizadas no
Laboratério de Biotecnologia da Amazénia (LABTAM) da Universidade Estadual do
Amapa (UEAP); as imagens por Microscopia de Forga Atdmica (MFA) foram realizadas
no Laboratério de Ciéncias dos Materiais (LabMat) do colegiado de Fisica da
Universidade Federal do Amapa (UNIFAP).

3.2 MATERIAIS

A gelatina do tipo B, de origem bovina, a quitosana, de baixo peso molecular e
85% de desacetilagao, e o Polisorbato 80 (Tween 80) foram obtidas da Sigma-Aldrich
(Brasil), o 6leo-resina de copaiba (lote: 105, Copaifera officinalis), extraido do tronco da
arvore, foi obtido da Ferquima Industria e Comércio LTDA (Brasil), o glicerol foi obtido
da Quimica Moderna (Brasil) e o acido acético foi obtido da Dinamica Quimica
Contemporanea Ltda (Brasil). Todos os produtos mencionados foram usados sem
purificacdo adicional. As solu¢des aquosas utilizadas na sintese foram produzidas com

agua de grau ultrapuro. Todos os outros produtos quimicos eram de grau analitico.

3.3 PREPARACAO DOS FILMES

Os filmes foram desenvolvidos seguindo procedimentos semelhantes ao de Pinto
et al. (2021), com adaptacgdes. Através do método casting, que consiste da preparagao
de uma solugédo (polimero + solvente) a qual é depositada em uma superficie,
ocasionando a evaporacao do solvente a temperatura ambiente.

Para elaboragao da amostra controle de filme de Gelatina/Quitosana pesou-se
0,45 g de gelatina, 0,15 g de quitosana que foram dissolvidos em 200 ml de acido acético
a 1% (v/v), agitou-se a solugéo durante 1 h e 30 min a 50 °C.

Apos a primeira agitagdo, aliquotas da solugdo de Gelatina/Quitosana foram

transferidas para quatro Beckers de 50 ml. Em cada Becker foi adicionado 30 ml da
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solugdo e 0,6 g de glicerol (plastificante). O conjunto foi agitado por 30 minutos a
temperatura ambiente.

ApOs a segunda agitagao, o oleo-resina de copaiba foi adicionado em diferentes
concentragdes (0,1% - F1 -, 0,5% - F2 - e 1% - F3 -). Na amostra 1 adicionou-se 0,03
ml, na amostra 2 adicionou-se 0,15 ml e na amostra 3 adicionou-se 0,3 ml do 6leo-resina
de copaiba. Entao a solugao resultante e o conjunto foram novamente agitados por 30
minutos em temperatura ambiente. Além disso, foi adicionado em todas as amostras
0,06 ml de Tween 80 (tensoativo) para ajudar na disperséo do 6leo.

ApoOs a ultima agitagao, as aliquotas de 30 ml foram vertidas em placas de petri
de poliestireno para a secagem e formagao espontanea do filme em estufa com
circulagado de ar por 24 horas a 40 °C. Os filmes foram destacados com espatula e
armazenados em saco estéril individual para fazer as analises.

A espessura dos filmes foi medida usando um micrémetro digital MDC-25SX
(Mitutoyo, Japao) com resolugao de 1 um. Trés regides diferentes de cada filme foram
medidas, e a média foi calculada e considerada como a espessura do filme.

Para as determinagbes de homogeneidade de peso, os filmes foram cortados em
trés fragmentos de 1,0 cm? cada. Esses fragmentos foram submetidos a pesagem

individual e as medidas foram expressas em mg/cm?.

3.4 IMAGENS MFA

As imagens topograficas (60 um?) foram produzidas sob condigbes ambiente, em
um AFM modelo easyScan 2 controler (Nanosurf, Liestal, Suiga) operando em modo
tapping, com uma varredura de 256 por 256 pixels (para cada pixel existe um valor de
altura registrado pelo aparelho) (PINTO et al., 2021). Em seguida, a partir da matriz de
pixels da imagem de MFA, foram estimados os parametros fractais, de acordo com os

procedimentos citados por Pinto et al. (2021).

3.5 DIMENSAO FRACTAL

A dimensao fractal foi aplicada para quantificar o grau de complexidade das
superficies dos filmes. O algoritmo utilizado foi o Box-Counting (contagem de caixas),

que esta baseado no numero minimo de quadrados [N(s)] de lados “s” necessarios para
cobrir todo a imagem (PINTO et al., 2021).
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O método Box-Counting empregado para calcular a dimensao fractal nao
apresenta restricdes, visto que, além de apresentar resultados significativos, esta
técnica consegue aferir diferentes estruturas (PINTO et al., 2021). Os diferentes valores
da dimenséo fractal foram calculados com o Software livre Gwyddion, como feito por
Pinto et al. (2021).

3.6 SUCOLARIDADE

O calculo da sucolaridade seguiu 0 mesmo método proposto por Amancio et al.
(2020), onde o algoritmo utiliza a imagem de MFA binarizada pelo método Otsu (PINTO
et al., 2021). Valores de altura abaixo do limiar sdo chamados de 0 e iguais ou acima
dele sdo chamados de 1, formando uma imagem binaria de 0 e 1 pontos. Pixels
acessiveis a agua tém valor 0 e pixels inacessiveis 1 (PINTO et al., 2021).

Neste trabalho, foram utilizados para o calculo da sucolaridade o software WSxM
e a linguagem de programacao R versdo 3.6.3 (R CORE TEAM, 2021), através do
algoritmo descrito por Melo e Conci (2008) e (PINTO et al., 2018).

3.7 LACUNARIDADE FRACTAL

Como complemento da dimensao fractal, a lacunaridade fractal quantifica o grau
de homogeneidade das lacunas ao longo de uma superficie, fazendo uma relagéo a
uniformidade da sua textura (ALLAIN; CLOITRE,1991).

O método para calcular a lacunaridade de imagens de MFA foi o algoritmo
Gliding-Box (janela deslizante), que € frequentemente usado para computar a
lacunaridade devido a sua simplicidade (ALLAIN; CLOITRE,1991). Este método
consiste em deslizar uma janela sobre um padréo de textura e contar o numero de
pontos lacunares dentro da janela a partir da matriz binaria obtida, semelhante ao
calculo da sucolaridade (ALLAIN; CLOITRE,1991).

Dois algoritmos programados em linguagem R desenvolvidos por Pinto et al.

(2021) foram utilizados para determinar este parametro.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA (ANOVA, TUKEY)

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao. As diferengas
significativas entre os valores médios foram avaliadas através da analise de variancia
(ANOVA um fator) seguida do teste de Tukey através do software Statistica, versao 7,
considerando 5% como o nivel de significancia (p < 0,05) (PINTO et al., 2021).

Tendo como variaveis preditoras as concentragdes de oleo: 0%, 0,1%, 0,5% e
1%. E como variaveis respostas, as medidas de: espessura, distribuicdo de massa,
rugosidade RMS, dimenséao fractal, sucolaridade e expoente de lacunaridade.

Todas as medidas foram feitas em triplicata por meio de amostras independentes.
Além disso, dados de MFA possuem distribuigdo normal e nossas variaveis resposta
sao continuas. Assim, todas as condi¢des para o uso do teste One-Way ANOVA foram

satisfeitas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 6 sdo apresentadas as fotografias dos filmes de gelatina/quitosana
sintetizados através do método casting. A avaliacdo qualitativa dos filmes obtidos foi
feita visualmente, tendo como evidéncia a cor e a homogeneidade. Notou-se que todos
os filmes mostraram um aspecto com caracteristicas quase transparente devido a

presenca e acao do plastificante, como pode ser verificada na figura 6.

Figura 6 - Fotografias dos filmes sintetizados de gelatina/quitosana: (a) controle,
(b) F1, (c) F2 e (d) F3.

2022/1/14 14:48 2022/1/14 14:49

2022/1/14 14:50

Fonte: do autor.

Pode-se observar que a amostra F1 (Fig. 6b) apresenta uma coloragdo um
pouco mais escura com relagdo as outras amostras, de fato, o que pode estar
relacionado com o efeito da temperatura durante o processo de agitagdo magnética

da solugao filmogénica.
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De acordo com a Tabela 1, a avaliagao dos filmes que foram sintetizados levou
em consideragado os valores de espessura, a distribuicdo de massa e a rugosidade

RMS, conforme a concentracio de éleo.

Tabela 1 - Avaliagao preliminar dos filmes sintetizados de gelatina/quitosana.

Amostra Espessura Distribuicdo de Rugosidade
(um) massa RMS
(mg/cm?) (nm)
Controle

139,7 £ 21,4° 17,5+ 2,02 66,89 + 7,61°

F1 152,3+4,7° 24,5 + 5,62 66,96 + 3,28
F2 148,0 £1,7° 29,9 +4,2° 72,99 +£0,73°
F3

148,7 £+ 7,8° 26,2 + 1,42P 31,35 £ 2,48

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (ANOVA e Tukey, p<0,05).

Observou-se que as amostras F1 e F2 apresentaram caracteristicas semelhantes
a amostra controle, fator esse que pode ser relacionado a baixa concentracdo de 6leo
que foi adicionada durante o processo de formagao dos filmes. Com relagcdo a espessura
dos filmes, as amostras nao apresentaram diferenca estatistica significativa devido a
quantidade incorporada de glicerol ser a mesma para todas as amostras, onde a adigao
de quitosana e de plastificante tiveram como objetivo melhorar a estabilidade fisico-
quimica e a flexibilidade do filme de gelatina.

Obter um filme que apresente a menor espessura possivel é interessante, visto
que, este parametro influencia as propriedades funcionais presentes nos filmes finos
para fins biomédicos (SILVA, 2015). De fato, é possivel afirmar que os filmes
sintetizados neste trabalho possuem capacidade e potencial para serem aplicados como
curativos cutédneos devido ao baixo valor de espessura.

Com relagdo a distribuicio de massa, também nao apresentou diferenca
estatistica significativa, mas as flutuagdes nos valores podem ser indicio da presenga

do 6leo no filme, uma vez que a unica diferenga entre os filmes do mesmo.
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Os valores de rugosidade RMS mostraram que apenas o filme F3 apresenta
diferenca significativa em relagcdo a amostra sem 6leo, pois a presencga de 1% (v/v) de
oleo diminuiu a rugosidade da superficie em quase 50%. Na verdade, as imagens de
MFA da figura 7 parecem indicar algum tipo interagdo entre o 6leo e os polimeros em
F1 e F2, sendo tal interagéo interrompida ou saturada em F3.

As medidas da Tabela 1 foram verificadas a partir de analise de variancia
(ANOVA). Esses valores indicam as diferencgas significativas de cada parametro e suas

especificidades, conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Anadlise de Variancia (ANOVA um fator) para as medidas da Tabela 1

dos filmes sintetizados de gelatina/quitosana.

Parametros DF Espessura Distribuicao  Rugosidade

de massa RMS
Quadrados 3 0,000086 0,000081 1084,98
médios
Erro 8 0,000136 0,000014 18,82
Total 11 - - -
F-value - 0,634 5,8879 57,650
p-value - 0,613725 0,020121 0,000009

DF: graus de liberdade.

Os parametros foram calculados utilizando soffware Gwyddion, submetidos a
analise de variancia ANOVA, esse teste determina se as diferencas entre as médias do
grupo sao estatisticamente significativas, com valores menores que p < 0,05, indicando
em resultados que apresentam significancia de uma amostra para outra (DOMINGUES,
2011).

Com relacéo a Tabela Anova dos filmes sintetizados de gelatina/quitosana, o
valor importante é o valor de P, onde podemos observar que para espessura, o valor de
P ficou acima de 0,05, nao apresentando diferenga estatistica significativa com relagcao

a amostra controle.
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Para a distribuicdo de massa, o valor de P ficou abaixo de 0,05, porém, muito
préximo, entdo a significancia € considerada muito fraca, resultando em interagdes
cruzadas.

E para a rugosidade RMS, o valor de P ficou muito abaixo de 0,05, por isso teve
uma diferenga estatistica bem mais evidente com relagao aos outros parametros. Onde
foi possivel perceber que o filme F3, tem uma diferencga estatistica bem significativa em
relagdo a amostra controle.

A Figura 7 mostra os mapas topograficos da superficie dos filmes de
gelatina/quitosana (F1, F2 e F3) em 2D e 3D para as trés diferentes concentragdes de
Oleo. Para as anadlises foram feitas 3 varreduras em cada amostra escolhendo diferentes

regides.

Figura 7 - Imagens de topografia por MFA em 2D e 3D dos filmes sintetizados de

gelatina/quitosana: (a) controle, (b) F1, (c) F2 e (d) F3.

No filme controle, indicado pela figura 7a, o seu mapa topografico apresenta
diversos picos de altura e maior didmetro de poros, ja que esta amostra ndo contém
nenhuma concentragdo de oleo-resina na sua composi¢cdo. As regides mais escuras

representam os padrdes de poros da superficie dos filmes, onde nesses pontos pode-
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se aferir o grau de homogeneidade dos filmes. De fato, verificou-se que mesmo nas
areas mais homogéneas dos filmes, ndo apresentaram padrdes regulares quanto
pareciam ser, de acordo com as imagens que foram obtidas.

As caracteristicas das superficies dos filmes podem ser analisadas em
nanoescala. Assim, verificou-se que os filmes apresentam caracteristica irregulares e
porosas, sendo o filme F3 uma superficie mais uniforme e nanoporosa. Este motivo nos
indica que a influéncia da concentragédo do oleo-resina no filme F3, interfere de forma
significativa na sua superficie, e essa porosidade na superficie dos filmes pode
evidenciar propriedades como permeabilidade e molhabilidade.

Os parametros fractais das amostras dos filmes de gelatina/quitosana foram
aferidos através do teste ANOVA seguido do teste de Tukey com p<0,05. Onde os
valores significativos sdo representados por letras diferentes na mesma coluna,

conforme a Tabela 3 dos Paradmetros Fractais.

Tabela 3 - Parametros Fractais: D: dimensao fractal; S: sucolaridade; B:

expoente de lacunaridade.

Amostra D S B

Controle 2,16 +0,04° 0,217 +0,017° 0,111 £ 0,002°

F1 2,18+ 0,008 0,977 +£0,003> 0,003 + 0,0005°

F2 2,19+0,02° 0,362+0,019° 0,114 + 0,003

F3 2,25+0,01° 0,607 +£0,035¢ 0,071 +0,008°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (ANOVA e Tukey, p<0,05).

A Tabela 3 ressalta sobre as variagdes dos parametros fractais de cada amostra,
levando em consideracdo a quantidade de concentragdao de 6leo-resina adicionado,
picos adequados e caracteristicas da superficie.

Observou-se que os filmes F1 e F2 nao tiveram dimensao fractal
significativamente diferente em relacdo a amostra controle, o que pode ser
consequéncia da baixa concentracao de 6leo em sua composi¢ao. Ja a sucolaridade e

0 expoente de lacunaridade nao apresentaram valores correlacionados com a
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concentracdo de oleo, devido a aleatoriedade observado nos resultados. Todavia, o
filme F3 apresenta valor de S referente a uma topografia mais simétrica em relagao aos
picos e vales, além de 3 menor que a amostra controle, o que favorece uma distribuigao
de poros mais uniforme. Por outro lado, o filme F2 apresentou uma superficie mais
compacta e nao teve a presencga de poros profundos, o que pode indicar uma maior
interacao do 6leo com os polimeros.

As caracteristicas mais promissoras foram vistas no filme F3, uma vez que a
quantidade de dleo incorporada na amostra influenciou de forma significativa as
caracteristicas superficiais do filme, contribuindo para a formagado de um filme mais
uniforme, menos rugoso e com uma homogeneidade na distribuicdo de lacunas que
favorece uma melhor distribuicdo dos poros na superficie.

Na verdade, o filme F2, por apresentar uma superficie mais compacta, tem
potencial para ser aplicado como material de embalagem. Além disso, uma dimensao
fractal menor indica menos pontos de contato na superficie para interagcdes de interface
devido a formacédo de aglomerados. Ja o filme F3, possuindo uma maior dimenséo
fractal, tem mais pontos de contato, que tornam a superficie mais interagente.

A Tabela 4 avalia os parametros fractais da Tabela 3 submetendo a analise de
variancia ANOVA, pondo em evidéncias os valores que tem um grau de significancia

entre as médias.

Tabela 4 - Analise de Variancia (ANOVA um fator) da tabela 3 dos parametros

fractais.

Parametros DF D S B

Quadrados 3  0,00499 0,331139 0,008062

médios
Erro 8 0,00046 0,000474 0,000021
Total 11 - - -
F-value - 10,8 698,187 386,517
p-value - 0,003479 0,000000 0,000000

DF: graus de liberdade; D: dimenséo fractal; S: sucolaridade; B: expoente de lacunaridade.
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Com relagao a Tabela ANOVA da tabela 3 dos parametros fractais, mais uma vez
o valor importante é o valor de P, de maneira que para a dimenséo fractal, o valor de P
esta abaixo de 0,05, apresentando diferenca estatistica. Porém, tem um valor ainda
préoximo quando comparada a sucolaridade e a lacunaridade, onde apenas o filme F3
apresentou diferenca estatistica mais significativa com relagdo a amostra controle.

Os parametros de sucolaridade e lacunaridade apresentaram um valor de P muito
abaixo de 0,05, fazendo com que a diferenga entre as médias seja mais significativa, e
com isso, pode-se identificar caracteristicas completamente diferentes entre os filmes
F1, F2, F3 e o controle.

Mas como foi citado anteriormente, ndo € possivel dizer que exista uma
proporcionalidade entre o aumento da concentragdo do o6leo e as grandezas de
sucolaridade e lacunaridade, porque oras elas aumentam e oras elas diminuem. E
apesar de nao haver essa correlagao entre a concentragao de 6leo e a sucolaridade e
lacunaridade, € possivel verificar as caracteristicas dos filmes e decidir pela melhor
combinagao a partir de outros valores, no caso, a rugosidade RMS e a dimensao fractal.

Onde uma rugosidade maior, nos permite obter uma superficie com uma
distribuicdo mais uniforme das alturas e no caso da superficie porosa, uma distribui¢ao

de poros mais homogéneo.
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5. CONCLUSOES

Os filmes de gelatina/quitosana vao depender da solugao formadora, ja que as
outras substancias como plastificantes, agentes emulsificantes, farmacos e outros,
podem ser misturados a solugdo, o que pode proporcionar diferentes propriedades ao
filme. Mas um fator importante que determina essas propriedades € a técnica aplicada,
pois a estrutura e as caracteristicas de aparéncia do filme sao resultadas do processo
na qual a solugao formadora passa.

A dimensao fractal (D) e Rugosidade (RMS) podem ser controladas pela
concentracao de dleo-resina, uma vez que para 1% de 6leo, o D aumenta em relagao a
amostra controle e RMS diminui em relagdo a amostra controle de gelatina/quitosana.
Os valores de S e B ndo apresentaram correlagdo com a concentragao de 6leo-resina,
porém, o filme F3 apresenta valores referente a uma superficie que apresenta
caracteristicas mais simétrica e uniforme.

O filme F2 apresenta superficie mais compacta, o que favorece a protegcao UV e
a nao fixacdo de microrganismos, o que o torna interessante na aplicagdo como um
material de embalagem.

Ja o filme F3 possui nanoporos que estao distribuidos de forma mais uniforme, o
que favorece a adsorg¢ao de moléculas. Além disso, por ter maior valor de D apresenta
caracteristicas de superficie que favorecem as interagdes de interface, sendo um
material promissor para a area biomédica.

Com relacédo a trabalhos futuros, o filme precisa ser caracterizado nos pontos de
vista fisico-quimico, mecanico e biolodgico, onde seria feito através de testes
microbianos. Por ter um alto potencial de aplicagdo, o filme pode ser usado para a
adsorcao de moléculas, podendo ser um fator interessante para a imobilizagao de lipase
na superficie do filme.

Através da incorporacdo do Oleo-resina de copaiba e as atividades
antimicrobiana, anti-inflamatério e antioxidante presentes no mesmo, faz com que o
filme apresente potencial para aplicagbes como material de embalagens ou biocurativo,

podendo ser aplicado em varias frentes dos biomateriais.
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