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RESUMO

A necessidade de se utilizar materiais biocompativeis, de facil producéo e de baixo
custo tem sido foco de muitas pesquisas. O uso de produtos naturais tornou-se uma
tendéncia no mundo cientifico, principalmente na formacdo de compdsitos com a
finalidade de uso terapéutico ou até mesmo em substituicdo & produtos de dificil
degradacdo, bem como uso na area odontolégica voltados para regeneragdo de
tecidos. A espécie Allium cepa mais conhecida como cebola est4 sendo pesquisada
em algumas formulacdes na area médica. Assim, é importante avaliar propriedades
fisicas e quimicas, sustentabilidade, biosseguranca e propriedades bioldgicas, tais
como biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade. No presente trabalho
teve como objetivo realizar um levantamento bibliografico sobre os biopolimeros para
regeneracao 6ssea na Odontologia, realizar filmes por meio do processo casting a
partir do beneficiamento da polpa de cebola (Allium cepa L.) e submetidos a
esterilizacéo por radiacdo gama de Cobalto e realizar filmes incorporados ao glicerol.
Os filmes obtidos foram avaliados quanto as propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas, por meio de caracterizacdes morfoldgicas, estruturais, térmicas, mecanica,
citotéxicas e mutagénicas. Verificou que na prospecc¢do tecnolégica o colageno foi
biopolimero com maior nUmero de artigos e patentes para regeneracdo 0ssea. E para
os filmes lavados W-HTP e néo lavados HTP apresentaram diferencas nas suas
caracterizacdes devido processo de lavagem e os filmes irradiados sofreram
modificac¢des fisico-quimicas devido processo de irradiacao provavelmente por causa
da reticulacdo e formacao de radicias livres. Ja para os filmes incorporados com
glicerol observou que a presenca do glicerol modificou algumas propriedades
comparados com os filmes sem glicerol. Ao final foi concluido que os filmes de Allium

cepa L se apresentaram com possibilidade para uso na area médica e odontoldgica.

Palavras chaves: Biopolimeros, biomateriais, Allium Cepa.



ABSTRACT

The need to use biocompatible, easy-to-produce and low-cost materials has been the
focus of much research. The use of natural products has become a trend in the
scientific world, mainly in the formation of composites with the purpose of therapeutic
use or even replacing products that are difficult to degrade, as well as use in the dental
area aimed at tissue regeneration. The species Allium cepa, better known as onion, is
being researched in some formulations for treatment in the medical fields. Thus, it is
important to evaluate physical and chemical properties, sustainability, biosafety and
biological properties such as biocompatibility, biodegradability and low toxicity. The
objective of this work was to carry out a bibliographic survey on biopolymers for bone
regeneration in Dentistry, to make films using the casting process from the processing
of onion pulp (Allium cepa L.) and submitted to sterilization by cobalt and gamma
radiation make films incorporated to glycerol. The films obtained were evaluated for
physicochemical and biological properties, through morphological, structural, thermal,
mechanical, cytotoxic and mutagenic characterizations. It was verified that in the
technological prospection, collagen was the biopolymer with the highest number of
articles and patents for bone regeneration. And for the washed W-HTP and unwashed
HTP films, they showed differences in their characterizations due to the washing
process and the irradiated films underwent physicochemical modifications due to the
irradiation process, probably because of the crosslinking and formation of free radicals.
As for the films incorporated with glycerol, it was observed that the presence of glycerol
modified some properties compared to films without glycerol. In the end, it was
concluded that the films of Allium cepa L presented themselves with the possibility of

use in the medical and dental field.

Keywords: Biopolymers, biomaterials, Allium Cepa.
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APRESENTACAO

O Allium cepa L. ou cebola € uma planta herbacea, com folhas cerosas e raizes
fasciculadas e que possui baixo teor proteico e de aminoacidos essenciais, néo
podendo ser considerada uma boa fonte nutritiva. Ela € muito usada in natura na
culindria  mundial, ndo como alimento principal, mas como temperos ou
acompanhamento e na composis¢ao de saladas, por isso sua producéo e comeércio é
a nivel mundial. A cebola fresca é constituida por 90% de agua, 1,5% de proteinas
solaveis, 0,1% de gorduras e 8,7% de carboidratos estruturais e ndo estruturais.
Varias substancias sdo encontradas nas cebolas como os flavonoides, antocianinas,
compostos lacrimogéneos e saborosos como acidos sulfénicos, carboidratos
estruturais como celulose, xilanos e pectinas e carboidratos ndo estruturais também
estdo presentes. Entre outras funcionalidades, a cebola esta sendo investigada pelo
fato de ser de fonte renovavel, por ser de origem natural, por apresentar auséncia de
mutagenicidade in vitro e conformidade na citotoxicidade, por seus biopolimeros
possuirem grande capacidade de incorporar novos principios ativos e podendo atuar

como suporte de aditivos e também pelo seu custo x beneficio e facil acesso.

Este trabalho esta dividida em trés capitulos. O primeiro capitulo é dedicado a
prospeccao tecnoldgica dos biopolimeros para regeneragdo 6ssea na Odontologia
publicado como capitulo de livro pela editora cientifica digital no livro Ciéncia e
Engenharia de Materiais: conceitos, fundamentos e aplicagdo (DOI.
10.37885/210705537). O segundo capitulo refere-se aos efeitos da radiagcdo gama em
doses esterilizantes nos filmes de Allium cepa obtidos pelo método casting também
publicado (https://doi.org/10.3390). A esterilizacdo € o0 processo que elimina os
microrganismos como virus, fungos e bactérias através de técnicas como calor seco,
calor umido, filtrag&o e ou radiagdo com o objetivo de garantir niveis adequados de
seguranca em alimentos, medicamentos, instrumentos como também, em diversos
segmentos industriais. Uma vez que o0 processo de esterilizacdo pode afetar a
composicado dos produtos, este processo deve ser selecionado de acordo com as
propriedades quimicas e fisicas dos produtos que voltados para area farmacéutica,
médica e industrial como alimentos. O terceiro capitulo refere-se a obtencdo e
caracterizagao de filmes lavados de Allium cepa contendo diferentes concentragdes
de glicerol. O glicerol foi utilizado como plastificante, visando melhoria nas

propriedades mecéanicas. Estudos recentes com o uso de glicerol como plastificante
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demonstrou eficicia, tornando os filmes mais hidrofilicos (por aumentar a sua

capacidade de interacdo com a 4gua) e mais flexiveis.
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CAPITULO 1- BIOPOLIMEROS PARA REGENERACAO OSSEA NA
ODONTOLOGIA: UMA PROSPECCAO TECNOLOGICA

RESUMO

Uma vez que ocorre a perda da estrutura dental, a regeneracdo 6ssea é um
procedimento imprescindivel para reconstrucdo do tecido 0Osseo que ocorre
naturalmente, mas que pode ser reconstruida pela ajuda do profissional através da
regeneracdo Ossea guiada. Os biopolimeros vém sendo estudados como uma
alternativa em terapias de regeneracdo 0ssea, que é um tratamento comumente
empregado na Odontologia. O objetivo deste trabalho, foi realizar um mapeamento
cientifico e tecnoldgico das aplicacdes de biopolimeros para regeneracédo 6ssea entre
2010 e junho de 2021. Para tanto, a metodologia foi utilizar palavras-chave

“biopolimeros” “regeneracédo 6ssea” e “odontologia” nas bases de artigos Scopus e
Web of Science e nas bases de patentes European Patent Office (EPO), United States
Patent and Trademark Office (USPTO) e Instituto Nacional de Propriedade Industrial
(INPI), além da base Derwent Innovation Index (DIl) da Web of Science/Clarivate
Analytics. Como resultados o colageno foi o biopolimero com maior niamero de
publicacdes em artigos. China e EUA foram os paises com maior participacdo nas
publicacdes. A Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual (WIPO) ficou em
primeiro colocado entre as patentes. A Engenharia e Medicina para Cirurgia Oral
Odontolégica obtiveram os maiores resultados como area de pesquisa e o periddico
Materials Science Engineering C: Materials for Biological Applications e o Clinical Oral
Implants Research apresentaram maior nimero de publica¢cbes. Para a classificacao
Internacional de Patentes, os destaques foram a patente A61L 027/54 referente a
materiais biologicamente ativos e a patente A61L027/58 relacionada a membranas
reabsorviveis. Por fim, o aumento no numero de publicacdes de artigos verificado
neste trabalho ao longo da ultima década sugere um avancgo cientifico e tecnologico
de materiais voltados a produtos naturais em uso meédico e odontologico, ainda que o

namero de patentes seja significantemente menor dos que publicacfes de artigos.

Palavras- chave: polimeros naturais, engenharia de tecido 6sseo, membranas

reabsorviveis.
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ABSTRACT

Once the loss of tooth structure occurs, bone regeneration is an essential procedure
for rebuilding the bone tissue that occurs naturally, but which can be rebuilt with the
help of a professional through guided bone regeneration. Biopolymers have been
studied as an alternative in bone regeneration therapies, which is a commonly used
treatment in dentistry. The objective of this work was to carry out a scientific and
technological mapping of the applications of biopolymers for bone regeneration
between 2010 and June 2021. For this purpose, the methodology was to use keywords
“biopolymers”, “bone regeneration” and “dentistry” in the databases of Scopus and
Web of Science articles and in the European Patent Office (EPO), United States Patent
and Trademark Office (USPTO) and National Institute of Industrial Property (INPI)
patent databases, in addition to the Derwent Innovation Index (DIl) database of Web
of Science /Clarivate Analytics. As a result, collagen was the biopolymer with the
highest number of publications in articles. China and the USA were the countries with
the highest participation in publications. The World Intellectual Property Organization
(WIPO) ranked first among patents. Engineering and Medicine for Dental Oral Surgery
obtained the highest results as a research area and the journal Materials Science
Engineering C: Materials for Biological Applications and Clinical Oral Implants
Research presented the highest number of publications. For the International Patent
Classification, the highlights were patent A61L 027/54 referring to biologically active
materials and patent A61L027/58 related to resorbable membranes. Finally, the
increase in the number of publications of articles verified in this work over the last
decade suggests a scientific and technological advance of materials aimed at natural
products in medical and dental use, although the number of patents is significantly

smaller than publications of articles.

Keywords: natural polymers, bone tissue engineering, resorbable membranes.
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1. INTRODUCAO

A regeneracao do tecido ésseo lesionado ndo acontece por completo
dependendo do tamanho do defeito. Nesse sentido, 0s enxertos ésseos passam a ser
procedimentos imprescindiveis para reconstrucdo necessaria do osso (FARDIN et al.,
2010). Tais enxertos necessitam promover a osteogénese, osteoconducao, estimular
a osteoinducgédo, ndo apresentar resposta imunoldgica do hospedeiro, revascularizar
rapidamente e ser substituido completamente por osso em quantidade e qualidade
semelhante ao do hospedeiro (ARTZI et al.,, 2005). Os enxertos autdégenos,
considerados referéncia, sado de facil obtencdo e com propriedades osteoindutoras,
osteocondutoras e osteogénicas, (PELTONIEMI et al., 2002; MYEROFF, 2011;
ASHMAN, 2013) porém, estdo associados a altas taxas de morbidade do local doador
(FILLINGHAM, 2012). Os aldgenos, provenientes do banco de doacdo, séo
osteocondutores e de baixo custo, entretanto, apresentam potencial de transmitir
agentes infecciosos (ROBERTS, 2012).

A técnica de regeneracédo 6ssea pode vir acompanhada do uso de membranas
que funcionam como barreiras que protegem o coagulo sanguineo (MACEDO et al.,
2003), evitam a presenca de microorganismos infecciosos, bem como favorecem o
isolamento dos tecidos indesejaveis no local a ser regenerado (HARDWICK et al,
1996). Tais membranas podem ser ndo absorviveis ou absorviveis. As membranas
ndo absorviveis podem ser produzidas com politetrafluoretileno expandido (e-PTFE),
politetrafluoretileno denso (d-PTFE), titanio, e-PTFE reforcada com titanio e
polipropileno (RONDA, 2014). As membranas absorviveis, por sua vez, podem ser
fabricadas a partir de polimeros naturais, como o colageno, ou sintéticos, como o acido
polilatico e o acido poligligdlico (RAKHMATIA et al., 2013). Essas membranas servem
como barreira, criando um espaco para as células osteoprogenitoras e auxiliando na
formacdo de vasos sanguineos, que levam oxigénio e células mesenquimais
indiferenciadas ao sitio enxertado, podendo reestabelecer a funcédo e estética nos

locais acometidos pelo defeito 6sseo (COSTA et al., 2021).

No contexto da engenharia de tecidos, outras opc¢Oes passaram a ser
exploradas como alternativa aos os enxertos 6sseos autdégenos (MATASSI et al.,
2011), como os materiais xenégenos (provenientes de espécies diferentes, como € o

caso do osso bovino) que exigem prévia desproteinizacdo (NAZIRKAR et al, 2014),
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0sS materiais aloplasticos (ou sintéticos) como as ceramicas bioativas (SAIMA et al,
2016) e outros materiais como polimeros bioldgicos ou sintéticos e materiais
compositos (STEVENS, 2008) destinados a substituir transplantes autélogos e

alogénicos.

As importantes caracteristicas fisicas e mecéanicas dos polimeros, bem como a
biocompatibilidade, biodegradabilidade, sustentabilidade, baixo custo e renovaveis
(GREGORY et al., 2021) tém proporcionado seu emprego nas industrias de alimentos,
farmacéutica e terapéutica. Em geral, os polimeros sintéticos sdo nao-biodegradaveis
e, por isso, os biopolimeros passam a ser uma opc¢ao mais interessante em diversas
areas. Os biopolimeros sdo macromoléculas compostas por unidades monoméricas
organicas presentes em fontes naturais e podem ser empregados na fabricacdo de
materiais como embalagens, filmes comestiveis, alimentos e biocurativos
(UDAYAKUMAR et al., 2021; AZEREDO et al., 2019). Assim, os biopolimeros
contribuem para a manutencdo de um meio ambiente ecologicamente mais
equilibrado ao reduzir a dependéncia de recursos nado-renovaveis e poluentes
(GEORGE et al, 2020).

Os biopolimeros encontram vasta aplicacdo na area médica onde séo utilizados
na liberacdo de farmacos, na cicatrizacdo de feridas, e na fabricacdo de suturas e de
scaffolds na engenharia de tecidos (VAN DE VELDE, 2002). Na Odontologia, os
biopolimeros sdo usados especialmente na regeneracao periodontal, onde se destaca
o0 emprego do colageno reabsorvivel e de esponjas de gelatina (CHEN et al., 2021).
Neste sentido, os biopolimeros sdo de grande interesse para Engenharia Tecidual
0ssea pois possuem a capacidade de dar suporte estrutural e direcionar o crescimento
celular na area a ser regenerada (MARTINS-JUNIOR et al., 2013).

Um dos grandes desafios atualmente na area médica e odontoldgica é a
regeneracao O0ssea. Nesse contexto, o uso de biopolimeros vem sendo estudado
como uma alternativa para terapias de regeneracdo Ossea. Entre os polimeros
naturais empregados nesse cenario destacam-se: proteinas (ex.: colageno, gelatina e
fibroina), polissacarideos (ex.: celulose, quitina, quitosana, alginato, e &cido
hialurénico), polinucleotideos, poli-isoprenos (ex. borracha natural), poliésteres (ex.:
poli(B-hidroxibutirato) (PHB), poli(B-hidroxivalerato) (PHV) e poli(hidroxibutirato-
covalerato) (PHB-V)) (AHAMED et al, 2020)
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O objetivo deste trabalho € apresentar uma prospeccao cientifica e tecnoldgica
das aplicagbes de biopolimeros para regeneracdo 6ssea com foco na area
Odontoldgica. Essa analise foi feita a partir de dados publicados nos periodicos das
bases de dados Web of Science e Scopus e também por meio de buscas de patentes
nas bases Derwent Innovation Index (DII) da Web of Science/Clarivate Analytics, do
Escritorio Europeu de Patentes (EPO), do Instituto Nacional de Propriedade Intelectual
(INPI) e do Escritério de Patentes e Marcas dos Estados Unidos (USPTO) na dltima
década (2010-2021).
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2- MATERIAIS E METODOS

Para esta pesquisa foi realizada uma busca de anterioridade em bases de
artigos e patentes nos anos de 2010 até meados de 2021. Os artigos foram
pesquisados nas bases Web of Science e Scopus e as patentes nas bases Derwent,
EPO, USPTO e INPI. Inicialmente foram realizadas buscas com as palavras-chave
biopolymers AND “bone regeneration”. Dos biopolimeros encontrados, foram
selecionados os oito com maior nimero de artigos encontrados: colageno, quitosana,

alginato, gelatina, acido hialurdénico, fibroina da seda, acido polilatico e acido glicélico.

Depois de selecionados esses biopolimeros, a pesquisa definitiva foi realizada
com as palavras-chave chitosan AND “bone regeneration”, collagen AND “bone
regeneration”, “hyaluronic acid” AND “bone regeneration”, alginate AND “bone
regeneration”, gelatin AND “bone regeneration”, “silk fibroin” AND “bone regeneration”,
PLA/polylactic acid” AND “bone regeneration” e PLGA/"glycolic acid” AND “bone
regeneration”. Esse grupo foi denominado RO, referindo-se aos artigos de

regeneracao 0ssea de forma genérica.

Para a pesquisa dos biopolimeros selecionados nesta pesquisa para
regeneracao 6ssea na area odontolédgica, foram acrescentadas as palavras chaves:
dental/oral/dentistry (exemplo: alginate AND “bone regeneration” AND dental, alginate
AND “bone regeneration” AND oral, alginate AND “bone regeneration” AND dentistry)
com a intencdo de englobar o maximo de artigos possiveis, pois em pesquisa referente
a Odontologia é comum encontrar artigos com as palavras-chave em inglés “dental”,
“oral” ou “dentistry”. Esse grupo foi denominado RO/Odonto, referindo-se aos artigos

de regeneracédo 6ssea na Odontologia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise realizada, os biopolimeros associados a regeneracdo 6ssea com
maior quantidade de publicacfes cientificas foram o colageno e a quitosana. A base
de dados Web of Science foi a que apresentou a maior quantidade de artigos (Tabela
1.1). Analogamente, no que se refere a essa busca na &area odontoldgica
(RO/Odonto), foi também encontrado maior quantidade de artigos sobre colageno e
quitosana (Tabela 1.2), indicando que sdo esses 0s biopolimeros mais usados para

regeneracao 6ssea na area médica em geral bem como na odontologia.

Tabela 1.1 Artigos e patentes dos biopolimeros associados a regeneracdo 0ssea
(RO).

Bases de
] Bases de patentes
artigos
Web of
) Scopu
Palavras-chave Scienc Derwent EPO USPTO INPI
S

e
Collagen AND “bone regeneration” 2991 1874 293 66 9 7
Chitosan AND “bone regeneration” 1045 644 155 29 2 0
Gelatin AND “bone regeneration” 738 470 123 29 3 2
“Glycolic acid” AND "bone regeneration” 585 444 94 15 3 2
Alginate AND “bone regeneration” 404 258 91 20 1 1
“Polylactic acid” AND “bone regeneration” 269 190 96 13 0 1
"Silk Fibroin” AND “bone regeneration” 274 148 27 12 1 0
“Hyaluronic acid” AND ”bone regeneration” 225 114 116 17 1 3

Similarmente, Rocha e colaboradores (2012) ao realizar uma prospecc¢ao
tecnoldgica de artigos e patentes sobre polimeros biocompativeis para engenharia de
tecidos reportaram que os polimeros naturais mais citados nos artigos foram PHA
(polinidroxialcanoato), colageno, quitosana, acido polilatico (PLA), acido poli
caprolactona (PCL) e acido poliglicélico (PGA).
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Tabela 1.2. Artigos e patentes dos biopolimeros associados a regeneracao 6ssea na
Odontologia (RO/Odonto).

Bases de
) Bases de patentes
artigos
Web of
Palavras-chave ) Scopus Derwent EPO USPTO INPI

Science
Collagen AND “bone regeneration” AND dental 567 223 72 10 4 1
Chitosan AND ‘bone regeneration” AND dental 89 55 28 6 1 0
“Glycolic acid” AND “bone regeneration” AND dental 67 34 22 0 0 0
Gelatin AND “bone regeneration” AND dental 49 29 33 3 2 0
Alginate AND “bone regeneration” AND dental 31 20 15 0 0 0
“Hyaluronic acid” AND "bone regeneration” AND dental 29 14 24 3 1 1
Polylactic acid” AND “bone regeneration” AND dental 25 17 20 0 0 0
Fibroina da Seda AND “bone regeneration” AND dental 21 7 3 0 0 0

Nas bases de patentes, o colageno e a quitosana foram os biopolimeros com
maior numero de patentes, indicando coeréncia entre nimero de artigos e nimero de
patentes publicados. Na Odontologia, entretanto, os dois polimeros mais citados
foram colageno e gelatina, nessa ordem. Na base INPI e USPTO nédo foram
encontrados resultados significativos, diferentemente do grande nimero de registros

extraidos da base de dados da Derwent.

Na mesma linha, Borschiver e colaboradores (2008), ao fazer um estudo de
monitoramento tecnoldgico e mercadoldgico de biopolimeros, documentaram que 0s
polimeros naturais que mais apareceram na busca de patentes entre 2002 a 2007
foram o colageno e a quitosana. Nesse cenario, esses biopolimeros estavam
associados principalmente as areas medica e de nanotecnologia com foco na

regeneracgéo éssea.

Estudos conduzidos por Tamimi et al. (2008) demonstram que o colageno € um
polimero natural com potencial de aumentar a regeneracao do tecido 6sseo. Em seu
estudo, o compgsito Brushita-coldgeno foi preparado pela combinagédo de solugbes
de &cido citrico / colageno tipo | com p6 de cimento de brushita. A pasta de cimento
produzida apresentou resisténcia a compressao semelhante a do 0sso esponjoso,

excelente propriedade de coesdo e alta capacidade de ades&o celular, além de
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propriedades osteocondutoras e biodegradaveis inerentes a brushita e aos
biomateriais a base de colageno.

Uma revisdo critica de Ferreira et al. (2012) descreve os desafios para a
fabricacdo de materiais a base de colageno para aplicagées na area médica com foco
na regeneracao 0ssea. Esse trabalho apresenta técnicas inovadoras para fabricagéo
de scaffolds e materiais biomiméticos capazes de interagir com células e

biomacromoléculas para substituicdo e restauracéo da funcéo do tecido 0sseo.

A regeneracgdo 6ssea tem sido amplamente aplicada na Odontologia na area
da implantodontia. Nesse sentido, Keil et al. (2021) conduziu um estudo clinico
controlado e randomizado com sessenta e seis pacientes para observar a
regeneracao 0ssea pos extracao dentaria usando Bio-oss (Bio-Oss® Collagen (BC;
Geistlich Biomaterials, Baden-Baden, Alemanha) e analisar as alteracfes
angiogénicas e osteogénicas decorrentes dessa intervencdo. A analise
histomorfométrica de todas as amostras examinadas indicou que nao houve diferenca
entre os alvéolos tratados e ndo tratados e que ainser¢cdo bem-sucedida dos
implantes dentarios em alvéolos de extracdo com o uso de colageno/Bio-Oss é
possivel apos oito semanas de consolidacao 6ssea.

Dahlin et al. (2010) ao realizar um procedimento de aumento &sseo por
regeneracdo 0Ossea guiada em combinacdo de hidroxiapatita (xendgeno), 0sso
autébgeno com membranas de PTFE (Gore-Tex, W.L. Gore & Assoc.) e colageno
(BioGide®) em 20 pacientes que receberam 41 implantes em um periodo de 5 anos
de analise, concluiram que a regeneracao 0ssea auxiliada por ambas as membranas
e 0 enxerto 6sseo sdo tratamentos previsiveis para defeitos 6sseos localizados em

conjunto com os implantes dentarios.

A quitosana, que é extraida da quitina de crustaceos, insetos, moluscos e da
parede celular de fungos, é um biopolimero versatil e compativel com tecidos
humanos (ROSENDO et al., 2020) que pode ser empregado na regeneracao 0ssea.
Nesse cenario, uma pesquisa realizada por Chen et al. (2015) demonstrou que o
compésito  vidro  bioativo/quitosana/carboximetilcelulose  desempenhou papel
dominante na regeneracdo Ossea, levando a reconstrucdo funcional de defeitos

0sseos.
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Paralelamente, estudos demonstram que a combinacdo coldgeno/quitosana
incorporada numa matriz inorganica de nanoparticulas de beta-fosfato-tricalcico (-
TCP) e quercetina empregada na fabricacdo de hidrogéis € biocompativel e nao-
citotoxica, fornecendo um ambiente propicio de entrega de flavonoides naturais para
a regeneracao 0ssea (SAREETHAMMANUWAT, 2021).

A figura 1.1 ilustra o aumento no numero de publicacdes ao longo dos anos
referente aos biopolimeros selecionados nesta pesquisa para regeneracdo 6ssea
(RO); nota-se, entretanto, que a quantidade de artigos publicados € bem maior do que
na area Odontologica (RO/Odonto), mostrando um incremento durante esses anos.
Vale ressaltar que no ano de 2021 a queda nas publicacdes provavelmente se da pelo
fato de esse numero ter sido contabilizado até metade deste ano, bem como devido

ao impacto na pesquisa cientifica causado pela pandemia da Covid-19.

No que diz respeito a relacdo entre quantidade de artigos cientificos
publicados e patentes depositadas nessa area, uma pesquisa dirigida por de De
Sousa et al. (2020) referente a um mapeamento tecnolégico com as palavras-chave

” [

“polyhydroxybutyrato”, “norbixin”, “biomaterial”’, ‘tissue engineering” e “bone repair”
revela que o numero de artigos cientificos publicados nas bases Web of Science,
Scopus e Scielo nos ultimos 10 anos foi superior ao de patentes pesquisadas nas

bases EPO, USPTO e INPI.
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Figura 1.1 - Namero de artigos cientificos por ano de publicacdo na web os Science e
Scopus (2010-2021). Abreviacdes: RO= Regeneracdo 0Ossea. RO/Odonto=
regeneracao 0ssea na Odontologia.

A figura 1.2 mostra que houve um incremento significativo no namero de
patentes relacionadas aos biopolimeros selecionados para a regeneragéo 0ssea (RO)
entre os anos de 2010 e 2012, sofrendo um moderado aumento nos anos 2017 e
2020, a excecdo de um desvio no ano de 2013. J& as patentes relacionadas aos
biopolimeros selecionados para regeneracdo 6ssea ha area da odontologia
(RO/Odonto) apresentaram uma quantidade significantemente menor em relagéo
aquelas relacionadas a biopolimeros e regeneracdo 6ssea (RO). Entretanto, houve
uma tendéncia de alta de patentes RO/Odonto no periodo compreendido entre 2013

e 2017, com leve diminuicao de 2018 até meados de 2021.
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Figura 1.2. Namero de patentes por ano dos biopolimeros selecionados (2010-2021).
Abreviacdes: RO= Regeneracdo oOssea. RO/Odonto= regeneracdo Ossea nha
Odontologia.

Vale ressaltar que os avangos na area da implantodontia com técnicas para
insercédo de implantes dentarios (PRIESNITZ et al., 2019) e a necessidade, muitas
vezes, de volume suficiente de tecido 6sseo na regido a ser restaurada, nos leva a
crer que houve um aumento nas pesquisas e no avancgo tecnolégico voltados para a

regeneracao do tecido 0sseo.
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Observa-se na figura 1.3 que a China ocupa o 1° lugar nas publicacdes
acerca de biopolimeros associados a regeneracao 6ssea (RO) com 1913 publicagbes
de artigos na base Web of Science, seguida pelos EUA com 1187 publicacdes; o
mesmo acontece na base Scopus, a qual conta com 1263 publicacdes lideradas pelos
chineses e 715 publicacdes de grupos liderados pelos EUA. Nesse ranking, o Brasil
encontra-se na 9° colocacdo. Nas pesquisas dos biopolimeros selecionados com a
regeneracdo O0ssea na Odontologia (RO/Odonto) (figura 1.4) hd uma inversédo de
posicdo entre os paises lideres: os EUA parecem em 1° lugar nas duas bases de
pesquisa, com 173 publicacdes na Web of Science e 70 na Scopus, enquanto a China
conta com 143 na Web of Science e 69 na Scopus. Nesse cenario, o Brasil fica em
12° colocado. Cabe ressaltar, entretanto, conforme aponta Castro Silva et al. (2021),
gue a pesquisa odontologica brasileira tem sofrido gradativa evolucdo técnico-

cientifica na area de biomateriais com aplicacdo na regeneracao 6ssea guiada.
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Figura 1.3 - Ranking dos paises que mais publicaram artigos na Web of Science e
Scopus dos biopolimeros associados a regeneracao 6ssea (RO).

pY

No que se refere a andlise de depdsito de patentes, conforme ilustram as
figuras 1.5 e 1.6, a Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual (WIPO) aparece
em l1°lugar, com 692 patentes depositadas, e os EUA ocupa a 2° posi¢cao, com 490

publicacdes nas pesquisas (RO). Essa mesma classificacdo no ranking € mantida nas
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pesquisas (RO/Odonto), com 174 depdsitos da WIPO e 104 dos EUA. Nesse ranking,
o Brasil ocupa a 13° colocacgao (RO) e 14° patentes (RO/Odonto).

Conforme apontam De Souza et al. (2021) ao realizar uma prospeccao
tecnologica referente a celulose bacteriana na &rea médica, a China detém o
pioneirismo tanto em publicacbes de artigos quanto em registro de patentes. ISso
ocorre porgue o pais asiatico tem tradicdo no desenvolvimento cientifico e tecnoldgico
em diferentes areas, como é o caso da area biomédica. O mesmo ocorre com os EUA

que detém muitos investimentos advindos da iniciativa privada que contribuem com
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Figura 1.4 - Ranking dos paises que mais publicaram artigos na Web of Science e
Scopus dos biopolimeros associados a regeneracdo Ossea na Odontologia
(RO/Odonto).
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Figura 1.5 - Ranking dos paises que mais publicaram patentes dos biopolimeros
associados a regeneracgdo 0ssea (RO).

Conforme apontam De Souza et al. (2021) ao realizar uma prospeccgao
tecnoldgica a celulose bacteriana na drea médica, a China detém o pioneirismo tanto
em publicacfes de artigos quanto em registro de patentes. ISso ocorre porque 0 pais
asiatico tem tradicdo no desenvolvimento cientifico e tecnoldgico em diferentes areas,
como é o caso da area biomédica. O mesmo ocorre com os EUA que detém muitos
investimentos advindos da iniciativa privada que contribuem com 0S avangos

tecnolégicos do pais.

Castro Silva et al. (2012) adotaram uma pesquisa de campo aleatorio de carater
exploratério e transversal na qual o publico alvo foi cirurgides-dentistas que atuaram
na cidade de Niter6i-RJ em maio de 2012. Através dessa pesquisa, que se deu por
meio do emprego de um questionario anénimo, 0s autores concluiram que a compra
de materiais importados para enxertos 0sseos na odontologia (amplamente utilizados
em regeneracao Ossea guiada) foi majoritariamente de origem estrangeira; mais
precisamente, o dobro em relagc&o aos produtos brasileiros. Embora o Brasil apresente
boa perspectiva de evolugdo na area de enxertos 0sseos, similar & China e India
(ZAMANIAN, 2011), € necessario que a industria brasileira se aprimore ainda mais a

fim de conquistar a confianca de cirurgides-dentistas que atuam no ramo.
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Figura 1.6 - Ranking dos paises que mais publicaram patentes dos biopolimeros
associada a regeneracdo 6ssea na Odontologia (RO/Odonto).

Com relacdo as areas de conhecimento que publicaram nas bases Web of
Science e Scopus os trabalhos referentes aos biopolimeros envolvidos nesta
pesquisa, a figura 1.7 exibe as areas predominantes na pesquisa voltada para
regeneracao 0ssea (RO), enquanto o figura 1.8 exibe as areas do conhecimento

dedicadas a publicacbes referentes a regeneracdo O6ssea na Odontologia
(RO/Odonto) nas mesmas plataformas de busca.
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Figura 1.7 - Areas de pesquisa predominantes nos artigos publicados na base Web of

Science e na Scopus dos biopolimeros associados a regeneracao 6ssea (RO).
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Figura 1.8 - Areas de pesquisa predominantes nos artigos publicados na base Web of

by

Science e na Scopus dos biopolimeros associados a regeneracdo 0ssea ha

Odontologia (RO/Odonto).

No que diz respeito as publicagdes dos biopolimeros selecionados referente a

regeneracao 0ssea (RO), a area de Engenharia foi predominante, com 2.385 artigos
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na Web of Science e 1843 na Scopus, seguida pela Biologia Molecular e Bioquimica,
com 425 artigos na Web of Science e 1.356 na Scopus. A area da Medicina para
Cirurgia Oral Odontolégica ocupou o 3° lugar, com 943 publicacdes na Web of Science
e 476 na Scopus. Cabe destacas que a area de Engenharia inclui a Engenharia de
Tecidos, que se relaciona com a proposta deste trabalho, bem como a area da
Bioquimica, que envolve analises moleculares de toxicidade, caracterizacdo de
biomarcadores de toxicidade e investigacdo de potenciais agentes terapéuticos contra
efeitos deletérios de xenobibticos. A area da Medicina Odontoldgica, por sua vez,
possui especialidade voltada para regeneracdo Ossea envolvendo implantes
dentarios. Ainda, os artigos envolvem outras areas do conhecimento como Quimica,

Ciéncia dos Polimeros e Biologia Celular.

No caso dos artigos relacionados aos bioplolimeros envolvidos neste trabalho
voltados para a regeneracdo 6ssea ha Odontologia (RO/Odonto), a &rea com 0 maior
namero de publicacdo foi Medicina para Cirurgia Oral Odontolégica, com 398
publicacdes na Web of Science. Embora a Scopus, ndo apresente essa area de
pesquisa, a area da Odontologia ocupou a 42 coloca¢éo, com 119 publicacdes nessa
mesma plataforma. A area da Engenharia ficou na 22 posicdo, com 246 artigos na
Web of Science e 130 na Scopus. Por fim, Ciéncias Tecnolégicas e tdpicos
relacionados ocupou o0 3° lugar nesse ranking, com 120 publicacdes na Web of

Science.

Outrossim, para os artigos publicados em periédicos na busca dos biopolimeros
selecionados para regeneracao 0ssea, o periddico Materials Science Engineering C:
Materials for Biological Applications apareceu em 1° lugar com 289 publicagdes na
Web of Science e 154 na Scopus, seguido pela revista Acta Biomaterialia, com 220

publicacdes na Web of Science e 126 na Scopus (Figura 1.9).
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Figura 1.9 - Periédicos predominantes nos artigos publicados na base Web of Science
e Scopus dos biopolimeros associados a regeneracdo 6ssea (RO).

Para os artigos publicados em periddicos na busca dos biopolimeros
selecionados para regeneracdo 6ssea na Odontologia (RO/Odonto), o periddico
Clinical Oral Implants Research aparece com 82 publicacbes na Web of Science e 14
na Scopus. A 2 2 colocacado € ocupada pelo peridédico Materials Science Engineering
C Materials for Biological Applications, com 29 publicacdes na Web of Science e 14

na Scopus (Figura 1.10).
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Para os bancos de dados de patentes, as areas de conhecimento séo
pesquisadas utilizando a Classificagdo Internacional de Patentes (IPC - International
Patent Classification) criada no Acordo de Estrasburgo em 1971 (INPI, 2020). Convém
destacar que a uma mesma patente sdo atribuidas, de maneira geral, varias

classificacdes.

A classificagdo com maior numero foi atribuida a A61L onde “A” corresponde a
necessidades humanas, “A61” ciéncia medica e veterinaria e “A61L" sdo os metodos
ou aparelhos para esterilizar materiais ou objetos em geral; desinfec¢éo, esterilizagao
ou desodorizacdo do ar; aspectos quimicos de bandagens, curativos, almofadas
absorventes ou artigos cirurgicos; materiais para bandagens, curativos, almofadas
absorventes ou artigos cirargicos. Outras classificacbes apareceram na pesquisa
como A61K (fins médicos e dentérios), mas foram selecionadas as 10 classificacbes

mais citadas na somatoria.

O IPC de numero A61L-27/54 (figura 1.11) esta relacionada as pesquisas de
materiais biologicamente ativos e substancias terapéuticas, como os biocompativeis,

biodegradaveis e sem citotoxidade. O numero A61L-27/56 se refere a materiais
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porosos utilizados em scaffolds. A classificacdo A61L-27/58 é atribuida aos materiais
ao menos parcialmente reabsorviveis pelo corpo; neste caso as membranas
reabsorviveis usadas para regeneracao 6ssea. Os outros sdo materiais classificados
como enxertos 0sseos, proteses dentarias, polissacarideos, polipeptideos e materiais
caracterizados pela sua funcdo ou propriedades fisicas, composi¢cdes injetaveis,
materiais com memoéria de forma e materiais de superficie modificada. A classificacédo

AG1L 2/28 esta relacionada a 0ssos.

Classificagao Internacional de Patentes
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Figura 1.11 - Principais classificacdes atribuidas as patentes dos biopolimeros
associados a regeneracéo 6ssea (RO).

Para a classificacdo de patentes de regeneracdo 0ssea na Odontologia, o
codigo A61L- 27/58 (Figura 1.12) estda em 1° lugar, mostrando ser patentes voltadas
para criacdo de membranas reabsorviveis muito utilizadas na Odontologia para
regeneracao 0ssea. Em vista disso, Ayub et al. (2011) analisando as técnicas para
regeneracdo Ossea guiada, concluiram que as membranas biodegradaveis se
apresentam como a melhor escolha para esse procedimento. Além de nao
necessitarem de cirurgia para sua remocéao, elas potencializam a cicatrizagdo dos
tecidos moles. Em algumas membranas ocorre incorporagdo pelos tecidos

hospedeiros e reabsorcéo rapida em caso de exposicao, diminuindo a probabilidade
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de tomarem-se fatores retentivos que propiciam a contaminacdo bacteriana
(LORENZONI et al., 1998).
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Figura 1.12- Principais classificacdes atribuidas as patentes dos biopolimeros
associados a regeneragdo 6ssea na Odontologia (RO/Odonto).
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4. CONCLUSOES

Esta prospeccao tecnologica mostrou as tendéncias cientificas e tecnoldgicas
acerca dos biopolimeros selecionados nesta pesquisa voltados para a regeneracao
O0ssea ocorridas entre 2010 e junho de 2021 através da exploracdo de dados
referentes a publicacbes de artigos e patentes no referido periodo. Foi possivel
verificar, neste trabalho, que o colageno foi o biopolimero mais utilizado para
regeneracao 0ssea. Inclusive foi observado um aumento significativo das publicacdes
de artigos e patentes durante o periodo mapeado, embora as publicacbes na area
odontoldgica tenham sido menores comparada com as publicacdes voltadas para a
regeneracao 0ssea no geral. Além do mais, o niumero de publicacdes de artigos
verificado nesta pesquisa ao longo da ultima década sugere um avanco cientifico e
tecnologico de materiais voltados a produtos naturais em uso médico e odontolégico,
ainda que o numero de patentes seja significantemente menor dos que publicacdes
de artigos. Diante disso, os biopolimeros usados na regeneracdo 0ssea voltados a
Odontologia demostram um carater inovador e podem ser uma alternativa em terapias

de regeneracao Ossea.
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RESUMO

A esterilizacdo consiste em uma etapa fundamental para a eliminacdo de
microrganismos antes da aplicacdo de alguns produtos, principalmente nos ambitos
alimenticio e médico. A irradiagao y € um dos métodos mais recomendados e eficazes
usados para esterilizagdo, mas seu efeito nas propriedades e no desempenho dos
polimeros de base bioldgica é escasso. Assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar a influéncia da aplicagcao de doses de radiagao y de 5, 10, 15, 25, 30 e 40 kGy
na morfologia, propriedades e desempenho de filmes produzidos a partir de bulbo de
cebola (Allium cepa L.) usando um tratamento hidrotérmico. Esses procedimentos
diferem em termos de lavagem da polpa antes da producdo do filme, sendo
denominados polpa tratada hidrotermicamente néo lavada (HTP) e polpa tratada
hidrotermicamente lavada (W-HTP). A analise morfoldgica indicou que as superficies
dos filmes tornaram-se progressivamente mais rugosas e irregulares para doses
acima de 25 kGy, fator que contribuiu para um leve aumento em sua hidrofobicidade,
principalmente para as amostras W-HTP. Além disso, os resultados de FTIR e DRX
evidenciaram uma mudanca nos grupos estruturais e quimicos que constituem as
amostras apds a irradiagcdo. Houve aumento do indice de cristalinidade e
predominancia da interacdo da radiacdo com os grupos hidroxila — mais suscetiveis
ao efeito oxidativo — além da clivagem de ligacdes quimicas em funcéo da dose de
radiacdo y. A presenca de carboidratos soluveis influenciou o comportamento
mecanico das amostras, sendo o HTP mais dudctil que o W-HTP, mas a radiagédo y nao
causou alteracdo nas propriedades mecéanicas proporcionalmente a dose. Para os
filmes W-HTP, foi evidenciada auséncia de mutagenicidade e citotoxicidade — mesmo
apoOs irradiagdo y com doses mais altas. Em conclusdo, as propriedades e
caracteristicas dos filmes a base de cebola apresentaram variagbes significativas
dependendo da dose de radiagao y. Eles também respondem de forma diferente a
radiacdo devido a alteracdo na composi¢cdo quimica proporcionada pela lavagem,
fator que influencia seu potencial para serem aplicados como embalagens de

alimentos ou dispositivos biomédicos.

Palavras-chave: filmes a base de cebola; fundicédo; efeito de lavagem; esterilizacéo;

radiacao vy.
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ABSTRACT:

Sterilization consists of a fundamental step for the elimination of microorganisms prior
to the application of some products, especially on food and medical scopes. y-
irradiation is one of the most recommended and effective methods used for
sterilization, but its effect on the properties and performance of bio-based polymers is
scarce. Thus, this work aimed to evaluate the influence of the application of y-radiation
doses of 5, 10, 15, 25, 30, and 40 kGy on the morphology, properties, and performance
of films produced from onion bulb (Allium cepa L.) using one hydrothermal treatment.
These procedures differ in terms of washing the pulp prior to film production, being
referred to as unwashed hydrothermally treated pulp (HTP) and washed
hydrothermally treated pulp (W-HTP). The morphological analysis indicated that the
film surfaces became progressively rougher and irregular for doses above 25 kGy, a
factor that contributed to a slight increase in their hydrophobicity, especially for the W-
HTP samples. In addition, the FTIR and XRD results evidenced a change in the
structural and chemical groups constituting the samples after irradiation. There was an
increase in the crystallinity index and a predominance of the interaction of radiation
with the hydroxyl groups — more susceptible to the oxidative effect — besides the
cleavage of chemical bonds depending on the dose of y-radiation. The presence of
soluble carbohydrates influenced the mechanical behavior of the samples, being the
HTP more ductile than W-HTP, but y-radiation did not cause a change in mechanical
properties proportionally to the dose. For the W-HTP films, an absence of mutagenicity
and cytotoxicity — even after y-irradiated with higher doses — was evidenced. In
conclusion, the properties and characteristics of the onion-based films presented
significant variations depending on the dose of y-radiation. They also respond
differently to radiation due to the change in the chemical composition provided by
washing, a factor that influences their potential to be applied as food packaging or

biomedical devices.

Keywords: onion-based films; casting; effect of washing; sterilization; y-radiation.
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1- INTRODUCAO

A cebola (Allium cepa L.) é uma hortalica amplamente cultivada e consumida.
Fisiologicamente, a cebola € uma modificagdo subterrdnea do caule denominado
bulbo representado com raizes adventicias da face inferior e folhas carnosas
(comestiveis) dispostas concentricamente na face superior do caule reduzido. O bulbo
€ coberto por uma bainha de escamas membranosas secas chamada tunica (pele
protetora externa seca colorida) (BREWSTER, 2008; BELL, 1991). A parede celular
da cebola € composta de celulose, que protege as células e mantém sua forma (DOS
SANTOS DIAS et al., 2020).

Os beneficios para a saude da cebola séo atribuidos principalmente a diversos
componentes, e estudos demonstraram suas notaveis funcdes para a saude (LEE et
al., 2016; TSUBOKI et al., 2016; COLINA COLA et al., 2017; OUYANG et al., 2018;
LOREDANA et al., 2019; JINI, 2020; JAKARIA, 2019). Ela é constituida de 90% de
agua, 1,5% de proteinas solaveis, 0,1% de gorduras e 8,7% de carboidratos
estruturais e ndo estruturais (PEIRCE et al., 1987; BENKEBLIA AND SHIOMI , 2006;
JAIME et al., 2001), flavonoides em baixa concentracdo (RHODES AND PRICE,
1996), antocianinas (GENNARO et al., 2002), compostos lacrimogéneos e saborosos
como &cidos sulfénicos, aménios (JONES et al., 2004; ROSE et al., 2005; LIGUORI
et al.,, 2017), metabdlicos primarios como sulfoxido de S-metil-cisteina (MCSO,
metiina, sulféxido de S-alil-cisteina, S-transprop-1-enil-cisteina sulfoxido) e sulfoxido
de S-propilcisteina (UEDA, 1994; JONES et al., 2004) e presenca de niveis altos de
acidos galacturdénicos (GOLOVCHENKO, 2012; REDGWELL AND SELVENDRAN,
1986).

A necessidade de se utilizar materiais biocompativeis, de facil producéo e de
baixo custo tem sido foco de muitas pesquisas. O filme de cebola é produzido usando
métodos de processamento inteiramente aquosos e, devido a uma interagao favoravel
com as células, tém sido estudados como um suporte potencial para engenharia de
tecidos e medicina regenerativa (GANGOPADHYAY et al., 2014; CHAKRABORTY et
al., 2022) uma vez que o uso de produtos naturais tornou-se uma tendéncia no mundo
cientifico, principalmente na formacdo de compoésitos com a finalidade de uso

terapéutico ou até mesmo em substituicdo de produtos de dificil degradacao.
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A cebola ja é um produto pesquisado e usado em algumas formulagbes para
tratamento tépico de cicatrizacdo (FAVERET, 2015), como de embalagens para
alimentos (OTONI et al., 2014) bem como um novo biopolimero obtido empregado
para produzir substratos sustentaveis para diodos emissores de luz organicos flexiveis
(FOLEDSs). (FARACO et al., 2019) e também um estudo que verificou o perfil citotéxico
e mutagénico de filmes poliméricos de Allium cepa L. obtidos pelo processo de casting
para verificar sua seguranca para fins comerciais (BARRETO et al., 2020) e Soares et
al. (2021) pesquisaram efeito do filme de cebola comestivel (Allium cepa L.) na

qualidade, propriedades sensoriais 2 e vida de prateleira de hamburgueres bovinos

As técnicas de esterilizacdo em filmes de cebola ndo foram estudadas
extensivamente, especialmente as pesquisas sobre esterilizacdo por radiacéo
permanecem limitadas. No entanto, a radiacao tornou-se uma técnica de esterilizacdo
comercial alternativa para eliminar ou reduzir organismos patogénicos e melhorar a
qualidade do produto e a vida util (IAEA, 2018). Além disso, tem beneficios potenciais
em relacdo as técnicas tradicionais de esterilizacdo, como produtos quimicos e calor,
devido a penetracédo profunda no material (IAEA, 2018; VAN CAUWENBERGH, 2022)

A radiacédo y € o método mais utilizado de esterilizagao por radiagdo. Outros
meétodos de esterilizacdo por radiacdo sdo a esterilizacdo por feixe de elétrons ou
raios-X. O cobalto-60 (Co-60) é comumente usado como fonte de radiagéo y e foi
autorizado pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA para ser usado em
processos de esterilizacdo de alimentos, produtos farmacéuticos e materiais de
embalagem (FDA, 2001). As doses maximas de radiacdo, um fator importante para
alcancar a esterilidade, sdo definidas para varias categorias de alimentos pela
regulamentacdo da FDA sob 21 CFR179.26 (FDA, 2005; FOOD,2005). A dose de
radiacdo de 25 kGy tem sido recomendada para esterilizacdo de produtos de saude
(IAEA, 2008; SANT, 2022), no entanto, é importante investigar a efeitos da radiagédo
nas propriedades fisicas do material em doses em torno da dose de esterilizagéo, a

fim de obter informacdes sobre a resisténcia a radiacdo do material.

Materiais poliméricos submetidos a esterilizacdo por radiacdo podem sofrer
diversos danos em suas propriedades induzidos pelo processo de esterilizacao.
Entdo, os efeitos pos-radiacdo em materiais também s&do importantes para
caracterizar. Desta forma, avaliar o efeito da irradiagao para esterilizar os filmes de

Allium cepa L € de suma importancia para uso deste bioplastico como membranas
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para regeneracdo 6ssea. As membranas derivadas de colageno séo constituidas de
puro colageno suino tipo | e tipo Ill, extraido de porcos com certificado veterinario de
cautelosa esterilizacdo (para prevenir respostas antigénicas do paciente), sendo

realizada por radiacdo gama.

Este estudo enfoca o efeito da radiagdo Co-60 y sobre as propriedades fisicas,
quimicas, térmicas, mecanicas e citotoxicas e mutagenicidade de filmes de cebola
com diferentes niveis de dose de intensidade de radiacdo ionizante. Além disso, 0
efeito da radiagado nos biomateriais foi comparado entre si, tendo os materiais ndo

irradiados como controle.
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2. OBJETIVO

Avaliar a influéncia da aplicagao de doses de radiagao y de 5, 10, 15, 25, 30 e
40 kGy na morfologia, propriedades e desempenho de filmes produzidos a partir de
bulbo de cebola (Allium cepa L.) lavados (W-HTP) e n&o lavados (HTP).

2.1 OBJETIVO ESPECIFICOS

- Avaliar os filmes com tratamentos hidrotérmicos lavados e néo lavados;

- Estudar os efeitos da irradiacéo dos filmes por radiagao y nas doses de 5,
10, 15, 25, 30 e 40 kGy;

- Caracterizar os filmes nao irradiados e irradiados.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1. Producéo de filmes a base de cebola

Os filmes de cebola foram produzidos utilizando a tecnologia pertencente a
BioSmart Nanote cnology que foi desenvolvida pelo Dr. Didgenes projeto PIPE Fase |
(N do processo: 2016/15504-2) (DOS SANTOS DIAS et al., 2020)

ApOs esses procedimentos, os filmes foram preparados por casting. Para isso,
a suspenséao aquosa contendo a polpa de cebola foi vertida em placas de Petri e seca
a 40°C por 6 h em camara de aguecimento (Quimis, 0314M272, Brasil). Em seguida

os filmes foram lacrados com seladora num papel grau e identificados Fig 1.

3.2. Radiacao Co-60y

Os filmes HTP e W-HTP foram irradiados com raios y em diferentes doses — 5,
10, 15, 25, 30 e 40 kGy — no Laboratorio de Radiagdo Gama (GAMALAB,
Departamento de Energia Nuclear, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE).
Ele usou um irradiador Co-60 (Gammacell GC220, MDS Nordion, Canadd) com uma

energia y de c.a. 1,25 MeV, sob uma taxa de 1,44 kGy/h.

3.3 Caracterizacdes de filmes
3.3.1- Microscopia eletronica de varredura por emissao de campo (FE-SEM)

A morfologia dos filmes HTP e W-HTP foi analisada por um microscopio FE-
SEM (JSM-7500F, JEOL, Japao) no modo de elétron secundario. Foram aplicados 2
kV de tensdo de aceleracdo, 10 pA de corrente de emissdo e uma distancia de

trabalho de c.a. 8 milimetros.

3.3.2 Termogravimetria (TG) e Termogravimetria derivadda (DTG)

O comportamento térmico de amostras de filme de cebola também foi
estudado via TG e DTG usando um moédulo de andlise térmica simultanea —
equipamento SDT (Q 600, TA Instruments, EUA). A analise foi realizada em atmosfera

inerte com taxa de 100 ml min-t. Cerca de 5 mg dos filmes foram pesados em cadinho



52

de Al2O3 (precisdo: 0,1 pg), e suas variacdes térmicas foram avaliadas desde a
temperatura ambiente até 500 °C a 30 °C min™L.

3.3.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As transicOes térmicas das amostras foram investigadas via DSC (DSC 1
STARe, Mettler Toledo, Brasil). As condi¢cbes experimentais foram atmosfera de ar
estatico, massa de amostra em torno de 6 mg em cadinho de aluminio aberto e taxas
de resfriamento ou aquecimento de 10 °C min~". Primeiro aquecimento da temperatura
ambiente até 140 °C para remover a umidade, depois o resfriamento até -50 °C e,

finalmente, reaquecimento até 130 °C.

3.3.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A composicdo quimica foi investigada qualitativamente por meio de FTIR
usando o acessorio de reflexao total atenuada (ATR) (Cary 630, Agilent Technologies,
EUA). Os dados foram coletados em modo de transmitancia para nimeros de onda
de 4000 a 400 cm com resolucdo de 4 cm™. Para cada amostra, foram realizadas 32
varreduras.

3.3.5 Difracao de raios X (DRX)

As estruturas dos filmes HTP e W-HTP foram analisadas por difracdo de raios
X (DRX-6000, Shimadzu, Japéo). Os difratogramas foram obtidos para angulos de
Bragg (20) entre 5 e 35°, com velocidade de varredura e resolugdo de 4° min-t e 0,02°,
respectivamente. O difratbmetro foi operado usando radiagdo CuKa a 40 kV e 30 mA.
As curvas foram deconvolutas considerando uma Fungdo Gaussiana, visando
distinguir os picos cristalinos dos halos amorfos e entdo determinar o indice de
cristalinidade (Crl) de acordo com a Equacao (1), onde 1(200) e lam representam a
intensidade maxima do pico cristalino em relacdo ao plano (200) e a intensidade
minima entre os picos de (110) e (200) para 26 = 18°, nesta ordem (SEGAL et al.,
1959)

Os bioplasticos foram analisados em difratdmetro de raios X D8-Advance
(Bruker). A analise foi em 2 intervalo entre 4° e 80° com um tamanho de passo de
0,02° em um modo continuo de 1°/min, uma fenda Soller de divergéncia de 2,5° e

Detector sensivel a posicao Lynxeye.
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Crl (%) = “zeo~lam ().

Iam

3.3.6 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas por ensaio de tracao
uniaxial (DL-2000, Emic, Brasil). A configuracao do teste envolveu o uso de uma célula
de carga de 50 kgf, 10 mm de distancia inicial e velocidade da cruzeta de 0,83 mm s°
1. A resisténcia a tracao final, o alongamento na ruptura e o médulo de Young foram

obtidos do software Tesc v3.04.

3.3.7 Medidas do angulo de contato aparente

A molhabilidade do filme a base de cebola foi avaliada usando um gonidémetro
(260 F4, Ramé-Hart, EUA). O teste foi realizado em modo estatico, utilizando agua
destilada como liquido da sonda. Os dados foram calculados automaticamente pelo
software DROPimage Advanced V2.7 e foram expressos como uma média entre nove
medicdes diferentes em intervalos de 0,001s por medi¢cédo apds a deposicao das gotas

de &gua nas superficies dos filmes.
3.3.8 Propriedades de barreira

O conjunto de analise para o estudo das propriedades de barreira dos filmes
de cebola incluiu o coeficiente de permeabilidade (a), taxa de transmissao de vapor
d'agua (TPVA) e permeabilidade ao vapor d'agua (PVA). Para os experimentos TPVA,
5 g de CaClz anidro — previamente seco a 200 °C por 1 h — foram colocados dentro de
frascos (& = 30 mm; altura = 75 mm) com roscas perfuradas. Os filmes HTP e W-HTP
foram cortados em forma circular com diametro igual a 15 mm e foram colocados na
superficie aberta dos frascos. Em seguida, os frascos foram inseridos em um reator
contendo 100 ml de solucdo aquosa de NaCl e mantidos a temperatura de 30 + 2°C,
e os frascos foram pesados a cada hora por 8 h. O TPVA foi determinado
posteriormente através da Equacao (2), em que a e A representam a massa de
umidade permeada durante este tempo (g h'!) e a &rea da amostra disponivel para

permeacdo (m?), respectivamente.

TPVA = % 2)
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O PVA foi calculado de acordo com uma modificagdo da metodologia do copo
gravimeétrico descrita por McHugh et al. (1993), que € baseado no padrdo ASTM
E96M-16 (2016). Para esta propriedade, a espessura dos filmes (e) foi levada em
consideracdo no calculo, que foi feito pela Equacédo (3). RH e Pv sdo a umidade

relativa (cerca de 75%) e a pressao de vapor (31,824 mmHg), nesta ordem.

100. TPVA. e
PVA = ————— (3).

3.3.9 Ensaios de mutagenicidade

Os ensaios de mutagenicidade foram conduzidos de acordo com a metodologia
de pré-incubacéo desenvolvida por Maron et al. (1983), seguindo a norma ISO 10993-
12 para preparo das amostras (ISO, 2021). Primeiramente, os filmes foram cortados
em pedacos com area de 6 cm? e incubados com 1 ml de solucdo tampéo a 37 °C por
72 h, para obtencao do eluato. Em seguida, 100 pl deste eluato foram avaliados na
cepa de Salmonella typhimurium — TA98 e TA102 — Aos eluatos de filmes com
diferentes doses de radiagcao foram adicionados 0,5 ml de tampéo fosfato 0,2 M e 0,1
ml da cultura de Salmonella typhimurium preparada foram incubados a 37 °C por 20
a 30 min. Apds esse periodo, 2 ml de agar superior — suplementado com tracos de L-
histidina e D-biotina — foram adicionados a mistura e despejados em uma placa
contendo agar minimo. Finalmente, as placas foram incubadas a 37 °C por 48 h, e 0
namero de colbnias revertentes em cada local foi determinado manualmente. Como
controles positivos, foram utilizados 4-nitro-o-fenilenodiamina (10 pg/placa), para a
cepa TA98, e mitomicina C, para a cepa TA102 (0,5 ug/placa). O controle negativo
nao teve tratamento e consistiu na taxa de reversdo espontanea de cada cepa. Os
resultados foram analisados estatisticamente usando o0 programa estatistico
GraphPad Prism 7 (Graph-Pad Software Inc., San Diego, EUA), por andlise de
variancia (ANOVA) de uma via, complementada pelo teste post hoc de Dunnett. Este
teste foi realizado em comparacdo com o grupo controle (controle ndo tratado do
ensaio), e o indice de mutagenicidade (IM) foi calculado de acordo com a Equacao
(4), com o numero médio de revertentes por placa com o composto de teste dividido
pela média numero de revertentes por placa com o controle negativo. Uma amostra é

considerada mutagénica se a variagado da ANOVA for significativa, com p<0,05 e o
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nimero médio de revertentes aumentar da amostra um minimo de duas vezes o
encontrado no controle nao tratado (Ml > 2) (1ISO, 2021; MORTELMANS, 2000).

numero de revertentes
IM = (4)

placa

3.3.10 Ensaios de citotoxicidade

Foi utilizado cloridrato de resazurina (Sigma-Aldrich) como substancia
reveladora, que possui potencial redox (oxide-reduction), com alteracao colorimétrica
e indicador de fluorescéncia em resposta ao metabolismo celular, conforme protocolo
de Page et al. (1993). A linhagem celular de queratindcitos humanos (HaCat) foi
mantida em monocamada em frascos de cultura de 25 ou 75 cm? (Corning) a 37°C
em uma atmosfera de 5% de di6xido de carbono (CO2) e 95% de ar sob umidade
saturada e cultivada em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino.
Em seguida, as células HaCaT foram semeadas em microplacas de 96 po¢os a uma
densidade de 1,0 x 104 células/poco, seguidas de incubacédo por 24 horas para
adesao celular. Para o tratamento, os eluatos foram previamente preparados em meio
de cultura e adicionados em placa de 96 pocos com as células cultivadas em
monocamadas. Posteriormente, foi realizada diluicdo seriada ao longo da placa,
obtendo-se assim concentracbes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125% de eluato.
Controles negativos (sem tratamento) e positivos (dimetilsulfoxido, 50% DMSO)
também foram incluidos. Apos os tratamentos, as células foram incubadas por 24
horas. Em seguida, o meio de cultura foi removido e 50 pL de cloridrato de resazurina
0,01% (m/v) foram adicionados e incubados por 4 horas. A fluorescéncia foi lida em
um espectrofluorimetro (Cary Eclipse, Agilent Technologies, EUA) em comprimentos
de excitacdo e emissao de 560 e 590 nm, respectivamente. Os resultados obtidos
foram expressos em porcentagem do controle negativo que foi considerado 100% de
viabilidade celular. Os dados foram verificados quanto a normalidade pelo teste K-S
(teste de Kolmogorov-Smirnov) e submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida
do pés-teste de comparacédo de Dunnett, tendo como referéncia o controle negativo.
A andlise estatistica e os graficos foram realizados no programa GraphPad Prism 9

para Windows 10 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Morfologia do filme - Microscopia eletronica de varredura por emisséao de
campo (FE-SEM)

O efeito da lavagem da polpa e da aplicacéo de diferentes doses de radiagéo y
na morfologia de filmes a base de cebola foram avaliados via FE-SEM (Figura 2.1).
Primeiramente, para os materiais nao irradiados, observa-se que as amostras nao
lavadas HTP apresentam uma superficie mais densa, homogénea, uniforme e lisa em
relacdo ao filme W-HTP. Estes Ultimos apresentam varias irregularidades de
superficie que resultam em aumento da rugosidade, mas ndo existem trincas nem
vazios. Dos Santos Dias et al. (2020) analisaram previamente a secao transversal
desses materiais, e os resultados indicaram uma superficie de fratura mais coesa para
os filmes HTP. A lavagem levou a morfologias distintas no estrato superior e inferior
em que foram visualizadas irregularidades e a presenca de algumas fissuras,
respectivamente (DOS SANTOS DIAS et al., 2020). Essa mudanc¢a na morfologia é
atribuida a presenca de carboidratos sollveis e acidos na composicdo quimica dos
filmes HTP, que atuam como plastificantes (DOS SANTOS DIAS et al., 2020; VIEIRA
et al.,, 2011). Como ja estudado, esses compostos consistem principalmente em
glicose, galactose, arabinose e frutose, além de acidos férmico, galacturbnico e
acético (DOS SANTOS DIAS et al., 2020). Além disso, os plastificantes aumentam a
distancia e a mobilidade relativa entre as macromoléculas, proporcionando maior
trabalhabilidade e processabilidade aos biopolimeros, entre outras caracteristicas e
propriedades (VIEIRA et al., 2011; ISOTTON, 2015).
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Figura 2.1 Micrografias obtidas via FE-SEM de filmes néo irradiados a base de cebola
HTP e filmes irradiados W-HTP com doses entre 5 e 40 kGy de radiacao y (Ampliacao:
25.000 x).

Em relacdo ao efeito da radiagao do filme, dois comportamentos distintos séo
observados de acordo com a dose aplicada. Primeiramente, em comparagcdo com
amostras nao irradiadas, apds a incidéncia de radiacdo vy, as superficies dos filmes
tornaram-se mais homogéneas e menos rugosas para doses até 15 kGy, com menor
presenca de relevos acentuados. Por outro lado, doses iguais ou superiores a 25 kGy
proporcionaram um aumento na rugosidade superficial, que é mais pronunciado para
as amostras lavadas. Para as amostras W-HTP, a radiacdo causou a formacao de
alguns aglomerados, cuja propor¢ao aumentou de acordo com a dose irradiada, sendo
mais evidente acima de 25 kGy. Em consonancia com esses resultados, aglomerados
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também foram observados para os filmes HTP, mas estdo mais dispersos ao longo
da superficie, restando algumas regifes uniformes e homogéneas. Achados
semelhantes foram descritos na literatura para outros biopolimeros, como quitosana
(SHAHBAZI, 2017) fibroina de seda (SIONKOWSKA, 2013) e zeina (SOLIMAN,
20009).

Em geral, a radiacdo ionizante — como a radiagao y — tem a capacidade de
penetrar nos materiais e produzir radicais livres que podem levar a modificacdo ou
quebra das moléculas que os compdem (YANG et al., 2012; HUR, 2011). Além disso,
esses radicais livres podem reagir com o oxigénio presente em alguns grupos
quimicos, causando a oxidacdo da superficie do filme (WANG,2020; GORNA, 2003).
Por exemplo, para casca de cebola, Yang et al. (2012) demonstraram um aumento
significativo no rendimento de quercetina e compostos fenélicos apos a incidéncia de
10 kGy de radiagdo y. No entanto, doses menores foram insuficientes para quebrar
ligacdes fisicas e quimicas ou para complexar compostos fendlicos com outros
compostos (YANG et al.,, 2012). Assim, devido a essa oxidacdo, ha alteracdo em
varias propriedades da superficie, como rugosidade, composi¢do quimica e angulo de

contato, que serdo analisadas na sequéncia.

4.2 Termogravimetria (TG/DTG)

Além do DSC, o comportamento térmico dos filmes HTP e W-HTP foi avaliado
por termogravimetria (Figura 2.2). As amostras HTP apresentaram trés etapas
distintas de perda de massa, localizadas nas seguintes faixas de temperatura: 120 —
165 °C, 120 — 250 °C e 250 — 400 °C (Figura 2.2a e b). As perdas de massa em
temperaturas abaixo de 120 °C, observadas para a amostra ndo irradiadas, podem
ser atribuidas a volatilizagéo da dgua e outros compostos volateis (Figura 2.2b1) (DOS
SANTOS DIAS et al.,, 2020; ACIKALIN, 2012). A segunda etapa comega com a
decomposicdo dos componentes organicos da cebola que apresentam menor
estabilidade térmica, principalmente a hemicelulose (Figura 2.2b2) (ACIKALIN, 2021,
ACICACLIN, 2012). A Terceira etapa, por sua vez, esta associada a decomposicao
de carboidratos e celulose, macromolécula que apresenta maior estabilidade térmica
em relacdo a hemicelulose (Figura 2.2b3) (ACIKALIN, 2021; ACIKALIN, 2012). Acima

de 400 °C, a massa relativa diminui progressivamente, comportamento relacionado a
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decomposicdo térmica da lignina (Figura 2.2b4). Ressalta-se que 0s compostos
citados sdo os principais componentes sujeitos a decomposi¢cdo nessas faixas de
temperatura, mas outros carboidratos estruturais - como a pectina - e ndo estruturais
- frutose livre, glicose livre, sacarose e frutanos -, além dos flavonoides, também se
decompdem em tais intervalos (DOS SANTOS DIAS et al., 2020; ZHANG et al., 2016;
DARBYSHIRE, 1979; JAIME et al., 2001; O'DONOGHUE et al., 2004).

Em relacdo ao efeito da aplicacdo da radiagdao y, ndo foram observadas
alteracdes significativas nos intervalos em que houve maior perda de massa. Para a
primeira etapa, os filmes tenderam a ter duas perdas de massa maximas, de modo
gue a primeira se moveu para temperaturas mais baixas a medida que a dose de
radiacdo y foi aumentada. O comportamento oposto ocorreu para o segundo valor
méaximo. Como exemplo, o HTP tratado sob 5 kGy apresentou maximos a 133 e 144
°C, valores que se deslocaram para 128 e 148 °C para 30 kGy. Além disso, nesta
etapa, todas as amostras irradiadas apresentaram maiores perdas de massa em
relacdo a amostra nao irradiada. No entanto, nas demais etapas, ndo foram
observadas diferencas relevantes, pois todas as amostras exibiram perdas de massa
semelhantes as obtidas para HTP n&o estéril, mas com uma ligeira mudanca na
temperatura da perda de massa maxima para valores progressivamente menores
conforme a dose de y -a radiacdo aumentou. Resultados semelhantes foram obtidos
para os filmes W-HTP, que apresentaram uma etapa adicional de perda de massa
para temperaturas entre 50 e 130 °C (Figura 2.2c,d). Esta etapa esta relacionada a
eliminacdo de compostos volateis e umidade residual presentes nas amostras, esta
tltima derivada do procedimento de lavagem (Figura 2.2d1). A segunda etapa é
encontrada a 150 — 250 °C e é mais pronunciada para amostras irradiadas em doses
mais altas, especificamente 30 e 40 kGy. Para essas doses, a 200 °C houve uma
perda de 16 e 12% em relacdo a massa inicial, respectivamente (Figura 2.2d2).
Diferencas significativas associadas a dose de radiacéo aplicada sdo observadas para
as duas etapas subsequentes, nas temperaturas de 250 — 400 °C (Figura 2.2d3) e 420
— 600 °C (Figura 2.2d4).
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Figura 2.2. Curvas termogravimétricas (TG) e derivadas (DTG) de filmes de cebola
HTP (a, b) e W-HTP (c, d) esterilizados sob diferentes doses de radiagéo y.

No primeiro, as amostras ndo irradiadas e irradiadas com doses de até 15 kGy
apresentam uma perda de massa mais pronunciada em relacdo as demais.
Comportamento contrario ao ultimo intervalo, em que a perda de filmes tratados com
radiacdo superior a 15 kGy é significativamente mais intenso, aumentando de acordo
com a dose e movendo-se para temperaturas mais baixas. Achados semelhantes
foram observados por Nascimento et al. (2022) e Ito et al. (2018) para membranas de
celulose bacteriana e farinha de arroz preto, respectivamente, nas quais houve um
pequeno aumento na temperatura maxima de decomposicéo para maiores doses de

radiagao vy.

Desta forma, infere-se que os filmes W-HTP - mesmo possuindo um estagio
adicional de perda de massa - apresentam maior estabilidade térmica em relacéo as
amostras ndo lavadas; ou seja, para a mesma temperatura, a massa relativa é maior
gue a HTP. No entanto, essa estabilidade tende a ser melhorada a medida que a dose
de radiagdo y aumenta para ambos os materiais, principalmente em altas

temperaturas. Resultados semelhantes foram avaliados com uso de filmes de celulose
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bacteriana com extrato de propolis promissor como produto para a pele e esterilizados
por radiacdo y com dosagem de 25kGy e revelaram que a irradiagcdo gama dos

sistemas poliméricos resultaram em maior estabilidade térmica (AMORIM et al., 2022).

4.3 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

As transicOes térmicas dos filmes a base de cebola foram avaliadas por DSC,
sendo enfatizadas a variacdo de temperatura em resposta a lavagem e dose de
radiacao y. Na faixa de temperatura analisada, é possivel notar diferencas quanto a
influéncia da lavagem dos filmes, principalmente no Tdesid. Como pode ser observado
(Figura 2.3a), as amostras de HTP apresentam pico de desidratacdo na faixa de
temperatura entre 100 e 200 °C, ao contrério dos filmes W-HTP (Figura 2.3b), em que
0 pico, referente a esta reacao, € claro. Além disso, a variagdo de entalpia envolvida
nesta reacao tende a aumentar com a dose de radiagéo aplicada, exceto para 40 kGy
(Tabela 2). A desidratacdo nessa faixa de temperatura pode ser atribuida a retirada
de a4gua — principal componente dos bulbos de cebola — e também esta associada a
presenca de carboidratos sollveis nas amostras de HTPAIguns deles sdo compostos
cristalinos — como glicose e frutose — e, portanto, perdem sua estrutura cristalina
durante o aguecimento em temperaturas mais baixas, que € a principal diferenca entre
os dois filmes (LEE, 2011).
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Figura 2.3 Curvas DSC mostrando as principais transi¢des térmicas dos filmes a base
de cebola: (a) HTP; (b) W-HTP.

Além disso, contém picos exotérmicos em temperaturas entre 188 — 229 °C e

300 — 371 °C. O primeiro evento esta associado a degradacéo da estrutura amorfa da
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hemicelulose, produzindo residuos de carvao (KABIR et al., 2013). O segundo pico,
por sua vez, esta relacionado principalmente a lignina, com uma contribuicdo menor
da celulose. A lignina contém anéis aromaticos com diversas ramificacdes que
permitem o estabelecimento de ligacbes quimicas suscetiveis ao efeito oxidativo
promovido pela radiacdo y (KABIR et al., 2021). Para os filmes W-HTP, apenas a
segunda transi¢do exotérmica é visualizada e fica mais evidente com intensidades de
radiacdo maiores, comecando em temperaturas mais baixas e envolvendo maior
variacdo de entalpia. Portanto, indica-se que a radiagcado y favorece a degradacéo
desses componentes lignocelulésicos, resultado também obtido em outros estudos
(HENNIGES et al.,, 2012; KUCHARSKA et al., 2018). Em contrapartida, para as
amostras HTP, ndo h& grandes mudancas nos resultados, pois a entalpia e a

temperatura de pico permanecem semelhantes para todas as doses.

Amostra Dose de radiacdo Taehya Ta
”””””””””””” (kGy) Taesigonset * Taesigendset®  AHdesia ** Taonser™ Ta,endser ™ AHa**
Nio irradiado 132 154 8 229/342 188/318 -53/-9
5 121 173 124 228/336 195/310 -18/-9
10 121 169 97 225/338 192/317 -17/-5
HTP 15 122 166 79 224/333 197/312 -16/-7
25 119 159 78 225/335 195/315 -13/-7
30 120 179 85 222/334 193/313 —24/-10
40 118 171 42 227/332 193/312 -12/-6
Non-irradiado - - - 357 326 -5
5 - - - 354 320 -14
10 - - - 368 324 -15
W-HTP 15 - - - 369 300 -190
25 - - - 371 317 -230
30 - - - 356 302 -171
40 - - - 359 316 -158

Unidades: * 1@, Tm e Td (Tonsef, Tendset) in °C; ** AHm and AHd in J/g.

Tabela 2.1 Valores das temperaturas de desidratacdo (Tdesid) e de cristalizacao (Tc),
—incluindo as temperaturas inicial (Tonset) e final (Tendset) dessas transi¢des — para
os filmes HTP e W-HTP irradiados com doses entre 5 e 40 kGy de radiacao y

4.4 Espectroscopiainfravermelha de transformada de Fourier (FTIR)

Informacdes qualitativas sobre a composi¢cdo quimica dos filmes de cebola
foram obtidas via FTIR para nimeros de onda entre 4000 — 2000 cm™ (Figura 2.4a e
c) e 2000 — 800 cm™* (Figura 2.4b e d). Esta andlise forneceu mudancas importantes
na resposta a lavagem e dose de radiagao y. As principais vibragdes identificadas por

esta analise referem-se aos grupos constituintes de celulose, pectina e xilanas, além
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de mono, di e polissacarideos (WIERCIGROCH et al., 2017). Esses dados ja foram
resumidos na literatura (DOS SANTOS DIAS et al., 2020).

Nos espectros de 4000 — 2000 cm, todas as bandas identificadas nos filmes
HTP foram deslocadas para nimeros de onda mais baixos apds a lavagem da polpa
(Figura 2.4a). As diferencas mais significativas na resposta a lavagem sé&o
encontradas em 3289 — 3269 cm e 2922 — 2896 cm™ para as amostras W-HTP
(Figura 2.4c), que se originam de diferentes tipos de (OH) — como OH livre, ligacdo H
intra e intermolecular OH, e ligacdo de hidrogénio OH-H préxima a ligacdo R3-
glicosidica da celulose - e, (CH) principalmente de grupos carboxilato,
respectivamente (DOS SANTOS DIAS et al., 2020; SAGAR et al., 2021; POPESCU et
al., 2007). A intensidade da primeira banda também tende a aumentar para doses
acima de 25 kGy. As duas bandas mais fracas proximas a 2365 cm! estéo associadas
ao CO: atmosférico e estdo praticamente ausentes para doses de 5, 15 e 40 kGy
(SAGAR et al., 2021).

Para numeros de onda menores, mudancas mais pronunciadas podem ser
distinguidas. Em relagédo ao efeito da lavagem em amostras nao irradiadas, a
alteracdo mais aparente esta localizada em 1737 — 1733 cm™ (Figura 2.4d). Esta
banda é observada apenas em amostras W-HTP e € atribuida a vibracdo (C=0) do
acido poligalacturdnico presente na pectina (Figura 2.4d) (CZAMARA et al., 2015;
MONSOOR, 2001). Para tais filmes ha também o desaparecimento da banda em 924
— 917 cm’?, referente ao anel B(CCH), v(CO) e v(CC) de alguns mono e dissacarideos
qgue foram removidos por lavagem do polpa. Vibracbes subsequentes relativas ao
v(CC) e B(CCH) de certos mono e dissacarideos (867 cm™), além do v(CC) da ligagédo
a-glicosidica do trissacarideo (820 cmt), exibem uma intensidade diminuida como
resultado da lavagem (WIERCIGROCH et al., 2017).
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Figura 2.4 Espectro FTIR de filmes a base de cebola para numeros de onda de 4000
— 2000 cm™ (a, c) e 2000 — 800 cm™ (b, d).

Uma influéncia muito pequena na composicdo quimica foi notada apés a
irradiacao dos filmes, sendo estas principalmente relacionadas ao deslocamento das
bandas. Para as amostras W-HTP, ha uma reducédo na intensidade das bandas em
2992 e 2857 cm™, que permanecem praticamente indistinguiveis para doses de 5, 10
e 15 kGy. Como mencionado anteriormente, essas bandas estéo relacionadas a
algumas vibrag¢des v(OH) e v(CH2) simétricas de lipidios e acidos graxos, nesta ordem
(CARRILLO et al., 2004; TSIAGANIS, 2006). Assim, baixas doses de radiagcao podem
ter causado sua quebra, embora o mesmo efeito ndo tenha sido observado para doses
superiores a 25 kGy. O filme HTP mostrou um deslocamento na banda associada com
(HOH) de agua absorvida em pectina e celulose — inicialmente em 1636 cm™ para
valores decrescentes a medida que a dose de radiacdo aumentou, até atingir 1617
cm™ para 40 kGy (WILSON et al., 2000). A radiagado y leva a formagéo de espécies
radicais que atuam como potentes agentes oxidantes, sendo esses radicais derivados
principalmente de hidroxilas (ZAOUAK et al., 2022). Como consequéncia disso, as

alteracOes associadas a este grupo sao mais evidentes nos espectros de FTIR.
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4.5 Difracéo de raios X (DRX)

De acordo com os difratogramas de DRX (Figura 2.5); mostrado apenas para 5
e 40 kGy), ambos os filmes a base de cebola sdo caracterizados como semicristalinos
e, portanto, apresentam regifes cristalinas e amorfas. Apos a deconvolucéao,
identifica-se um halo amorfo entre 9,6 e 9,8° referente & hemicelulose. Para valores
maiores de 26, ha dois picos cristalinos em 14,8 — 16,3° e 20,3 — 22,1°, que sao
atribuidos a fase cristalina da celulose, especificamente aos planos cristalogréficos
(110) e (200), respectivamente (SIVASANGAR et al., 2013; FARACO et al., 2019). O
primeiro intervalo de 20 sugere a ocorréncia de sobreposicado entre células unitarias
triclinicas e monoclinicas na celulose |, enquanto o segundo se refere a distancia entre
as ligacOes de hidrogénio nesta unidade (SIVASANGAR et al., 2013). Para ambos 0s
filmes, ndo foi possivel diferenciar os amplos halos amorfos relacionados a lignina e
hemicelulose para 10 < 26 < 15° (MOHTAR et al., 2017).
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Figura 2.5 Difratogramas de raios X (DRX) de filmes HTP e W-HTP esterilizados com
doses de 5 (a, c) e 40 kGy (b, d) de radiagéo y.
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ApGs a irradiagdo das amostras, 0s picos cristalinos tornam-se mais intensos e
estreitos, mas ndo séo observadas alteragcdes no halo amorfo. Para elucidar essa
diferenca, foi determinado o Crl dos filmes (Tabela 2.2). Os resultados indicaram que
as amostras W-HTP apresentaram um indice de cristalinidade maior do que as HTP
devido ao aumento da rigidez das fibras de celulose que constituem esses filmes (DOS
SANTOS DIAS et al., 2020). Ha elevacao do grau de cristalinidade a medida que a
dose de radiagao y foi aumentada — exceto para doses intermediarias como 15, 25 e
30 kGy —, atingindo um valor maximo de 54,4% a 40 kGy. Efeito semelhante foi
observado para as amostras de HTP para doses maiores, pois o indice de
cristalinidade também diminuiu para 15 a 30 kGy, variando entre 4,8 e 6,7% para
essas doses, nesta ordem. Em consonancia com os resultados obtidos por FTIR, a
irradiacdo pode levar a clivagem de cadeias poliméricas e ligacbes quimicas. No
entanto, essas cadeias podem posteriormente se rearranjar com maior grau de
organizacao, resultando em um aumento nas regides cristalinas e uma diminuicédo nas
amorfas (DE CASSAN, 2019). E mais provavel que ocorra com cadeias mais curtas,
pois apresentam menos restricdes de mobilidade e rearranjo (ZHAO et al., 2021, LEE,
2011).

Inclusive, Paula et al. (2021) investigaram os efeitos da radiacdo y em filmes
nanocompositos (filmes NC) formados por PCL (policaprolactona) com nanoparticulas
MCM-48 (PCL/MCM-48) e PCL com MCM-48 NPs modificados com (3-aminopropil)
trietoxisilano (APTES) (PCL/MCM-48-NH2) obtidos pelo método casting. Concluiram
gue apos exposicao a radiacdo y de 25 kGy houve uma preservacao da estrutura

cristalina do polimero.
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Tabela 2.2 Intensidade dos picos cristalinos — denominados 1(200) e lam — e indice de
cristalinidade (Crl) dos filmes HTP e W-HTP irradiados com doses entre 5 e 40 kGy.

Amostras Dose de radiagdo-y lam/(18°) 1002 (22°) Crl (%)

(kGy)
5 1084 2138 9.0
10 826 1696 51.2
w18 972 1656 413
25 964 1636 417
30 902 1760 48.7
40 1236 2712 54.4
5 914 966 538
10 988 1068 7.40
HTP 15 866 910 4.80
25 890 926 4,00
30 946 1014 6.70
40 966 1074 10.0

4.6. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas — especificamente a resisténcia a tragdo, médulo
de Young e alongamento a ruptura — foram avaliadas em funcéo da dose de radiacao
y usando o teste de tracdo uniaxial (Figura 2.6). A resisténcia a tracdo foi
significativamente maior para filmes W-HTP em comparacéo com filmes HTP (Figura
2.6a). Os filmes HTP mostraram menor resisténcia a tragéo, mas foram mais flexiveis,
pois esse comportamento se da pela presenca dos acucares que se acredita
desempenhar papel plastificante aumentando desta forma, seu alongamento e
diminuindo sua rigidez. (DOS SANTOS DIAS et al., 2020). Como resultado, as cadeias
poliméricas sdo mais suscetiveis ao alinhamento na direcéo da tensdo aplicada, de
modo que um peqgueno nivel de tenséo € capaz de levar a ruptura dos corpos de prova
(HUANG, 2022; ZAO et al., 2018). A radiacao y, independente da dose, resultou em
aumento dessa propriedade para todas as amostras em relacdo aos materiais nao
irradiados, mas esse aumento nao ocorre proporcionalmente a dose aplicada. A

resisténcia méaxima a tragcao foi observada nas doses de 5 e 25 kGy para as amostras
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HTP e W-HTP, respectivamente. O grau de cristalinidade das amostras, dependente
da dose de radiacdo y, também influencia nas propriedades mecanicas dos filmes. Em
geral, a resisténcia a tracdo tende a aumentar para altos graus de cristalinidade, mas
isso nao foi observado nas amostras (SONG, 2016; MULLER, 2009). Para filmes W-
HTP, por exemplo, a maxima resisténcia a tracdo ocorre em 5 kGy, amostra que ndo

possui 0 maior grau de cristalinidade.
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Figure 2.6. Propriedades mecéanicas dos flmes HTP e W-HTP: (a) resisténcia a tracao;
(b) alongamento na ruptura; (c) Modulo de Young.

Como esperado dos resultados de resisténcia a tracdo, valores
significativamente mais altos de alongamento na ruptura foram determinados para as
amostras HTP (Figura 2.6b). Esse aumento também se deve ao efeito plastificante de
alguns componentes dos filmes, que aumentam sua flexibilidade, distensibilidade e
extensibilidade (SUDERMAN, 2018). Além disso, esta propriedade tendeu a aumentar
de acordo com a dose de radiagao y para ambas as amostras. No entanto, para 40
kGy observou-se apenas a maximizacdo do alongamento na ruptura para os filmes
HTP, com variacdes de 12 e 9% em relagcédo ao alongamento determinado nas doses

de 5 e 10 kGy, respectivamente.

Ao contrario do alongamento a ruptura, os filmes de W-HTP foram mais rigidos
do que as amostras néo lavadas (Figura 2.6c¢), suportando maiores tensfées, mas com
menor alongamento no regime de deformacéo elastica. No entanto, de acordo com as
demais propriedades, embora a aplicacao de radiacdo tenha aumentado o modulo de
Young das amostras W-HTP, principalmente para 5 e 10 kGy, o mesmo

comportamento ndo € observado para as amostras HTP. Para estes, a rigidez foi
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semelhante a do filme a base de cebola néo irradiado, com variagdo maxima de
apenas 3% observada para 40 kGy. Assim, diferencas significativas nas propriedades
mecanicas estdo mais relacionadas a lavagem, o que leva ao comportamento

quebradico dos filmes, com menor efeito da dose de radiacéo y.

Para realizar a regeneracao 0sse, a rigidez das membranas é importante para
suportar as pressoes exercidas por forgas externas como a mastigagéo, enquanto a
maleabilidade fornece a geometria especifica necessaria para a reconstrucao
functional (HEINZE, 2004).

4.7 Medida de angulo de contato aparente

A molhabilidade — ou seja, a natureza hidrofilica ou hidrofébica — das
superficies HTP e W-HTP foi avaliada em resposta as diferentes doses de radiagédo y
aplicadas durante o processo de esterilizacéo (Figura 2.7). De acordo com o modelo
de Young-Laplace, todos os filmes apresentaram superficies hidrofilicas, pois o &ngulo
de contato aparente apos a deposicao de uma gota de agua deionizada era menor
que 90° (ERBIL, 2020; HIMMA et al., 2019). Este resultado foi observado
independentemente do processo de lavagem e da intensidade da radiagdo. No
entanto, um aumento significativo no angulo de contato € evidenciado pela
comparacao dos valores determinados entre as amostras HTP e W-HTP para a
mesma dose de radiagéo y. Vale mencionar que, considerando uma dose de 5 kGy, 0
angulo de contato muda de 29 + 4 para 44 + 5° apoOs a lavagem, um aumento de
aproximadamente 52%. Essa diferenca € maximizada para 40 kGy, a maior

*ntensidade de radiagao y utilizada neste estudo, uma variacéo de 90%.

A distincdo entre os resultados de angulo de contato estéatico pode ser atribuida
ao efeito da lavagem na composi¢do quimica e morfologia dos filmes de cebola,
ambas caracteristicas que influenciam diretamente nas propriedades superficiais.
Devido a presenca de carboidratos soluveis — frequentemente compostos hidrofilicos
— na estrutura quimica dos filmes HTP, eles tendem a interagir com a gota de agua e
absorvé-la parcialmente (DOS SANTOS DIAS et al, 2020). Além disso, tais
carboidratos soluveis, principalmente os agucares, comportam-se como plastificantes
naturais para os filmes e, portanto, aumentam a mobilidade das cadeias poliméricas

(VANDERSMAN, 2020). Esse comportamento, entre outros fatores, depende
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principalmente da presenca de grupos OH disponiveis para as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares (VANDERSMAN, 2020). Assim, a permanéncia de carboidratos
soltveis implica em um maior nimero de grupos hidroxila na superficie do filme para
interagir com a gota de agua e, portanto, permitir sua difusdo da superficie para o
interior dos materiais produzidos (DOS SANTOS DIAS et al, 2020).
Consequentemente, ha um aumento na hidrofilicidade das amostras HTP, resultando

em angulos de contato menores em comparacao com W-HTP.
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Figura 2.7 Angulo de contato aparente das superficies dos filmes de cebola irradiados
com HTP e W-HTP y sob diferentes doses e imagens das gotas de agua 0,001 s apés
sua deposicéo.

Avaliando a influéncia de diferentes doses de radiagcéo y no angulo de contato,
nao se observa tendéncia de variacao deste conforme o aumento da dose aplicada
para ambas as amostras. Para os filmes HTP, o aumento da dose de 5 para 15 kGy
tornou a superficie do filme ligeiramente mais hidrofébica, aumentando o angulo de
contato de 29 * 4 para 35 * 2° respectivamente. Este valor € reduzido novamente
para doses acima de 25 kGy, permanecendo semelhante ao obtido para a dose de 5
kGy e praticamente inalterado a medida que a dose é aumentada até 40 kGy,
correspondendo a 32 + 3°. Independentemente da dose, a incidéncia de radiagao y
tornou as superficies dos filmes de cebola mais hidrofilicas do que as superficies nédo

irradiadas.
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Em geral, a incidéncia de radiagdo y em materiais poliméricos — sintéticos ou
naturais — induz a oxidacao de suas superficies, fazendo com que sejam enriquecidos
com grupos quimicos que contém oxigénio, como hidroxilas, carbonilas e carboxilas
(PARPARITA et al., 2015; TAYEL et al., 2015). Como resultado, ha um aumento da
hidrofilicidade — ou reduc&o do angulo de contato aparente — principalmente para altas
doses de radiacdo, neste caso, superiores a 25 kGy. A auséncia de tendéncia para o
angulo de contato também foi obtida para as amostras lavadas. O angulo de contato
foi maior apenas quando a dose de radiacdo y aumentou de 5 para 10 kGy e de 25
para 40 kGy, com elevacOes de 5 e 12% para esses intervalos. Comparando, conclui-
se gue apesar de maiores doses de radiacdo induzirem oxidacdo superficial e
alteracdo na rugosidade dos filmes — um dos fatores com maior influéncia no angulo
de contato —, ndo foi suficiente para reduzir o angulo de contato do W-HTP amostras
ao nivel apresentado por HTP (ERBIL, 2020; CHENAB, 2019).

Valente et al. (2016) utilizando de métodos de esterilizacdo em membranas de
fibras de poli (4cido latico) (PLA) observaram que ouve um aumento do angulo de
contato apdés a esterilizacdo por radiacdo y com dose de 25kGY, alegando que este
comportamento provavelmente estd relacionado as alteracdes quimicas e de

rugosidade da superficie que ocorrem durante os procedimentos de esterilizacao.

No estudo de Augustine et al. (2015) avaliaram a esterilizacdo de membranas
de policaprolactona eletrofiadas com radiagéo y de doses 15, 25, 35 and 65 kGy e
encontrataram resultados com angulo de contato maiores para os filmes néo
irradiados comparados com os irradiados, sendo que a dosagem de 35kGy foi 18%
menos em relacao ao filme néo irradiado e que o menor angulo de contato foi para o
filme de 65kGy. O angulo dos filmes W-HTP desta pesquisa apresentaram valores
maiores em relagcdo ao aumento da dosagem de radiagdo sendo mais evidente na
dose de 40kGy.

4.8. Propriedades da barreira

Além das alteracdes morfolégicas, quimicas, estruturais e de comportamento
térmico, também é importante avaliar a variacdo das propriedades de barreira em
relacdo a dose de radiagao y (Figura 2.8). Nota-se que a e TPVA foram maiores para

os filmes de cebola lavados em relacdo aos demais, independente da intensidade da
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radiacao y (Figura 2.8a e b). Além disso, essas duas propriedades de barreira
apresentaram elevagdo em seus valores em relagdo as amostras nédo irradiadas e
alteracdes semelhantes em relacdo a dose de radiagao y, mas diferentes para as
amostras HTP e W-HTP. Para os filmes HTP, com excec¢édo das amostras tratadas a
10 kGy e 30 kGy, observou-se um aumento progressivo das propriedades para doses
iguais ou superiores a 15 kGy. Apesar dessa elevagdo, mesmo em altas doses de
radiacao v, as propriedades permanecem um pouco maiores do que as do filme nao
tratado. Alternativamente, o comportamento oposto foi observado para os filmes W-
HTP. Apés um aumento inicial de 70% para ambas propriedades, os valores de a e
TPVA mostraram uma pequena diferenca até 15 kGy. No entanto, diminuem para 25
e 30 kGy e voltam a subir para 40 kGy, atingindo valores de 0,0027 + 0,0001 g h't e

28,42 + 1,05 g h' m?, respectivamente.

Em relagdo ao PVA, foi observado efeito contrario em relagdo as demais
propriedades de barreira (Figura 2.8c). Primeiramente, os valores de PVA foram
maiores para os filmes HTP e, em geral, apresentaram aumento apos a aplicacédo de
5 e 40 kGy em relacdo a amostra de referéncia ndo irradiada. No entanto, esse
aumento ndo foi proporcional a dose, pois foi reduzido para doses entre 10 e 30 kGy,
o0 menor valor observado para a segunda, correspondendo a 0,0654 + 0,0003 g mm
mmHg ht m?2. Para os filmes W-HTP esta propriedade foi reduzida em resposta a
intensidade da radiagao vy, principalmente para doses superiores a 25 kGy. Em suma,
as alteracdes nas propriedades de barreira foram mais pronunciadas para amostras
irradiadas com doses superiores a 15 kGy, sendo os filmes W-HTP os mais afetados

pela incidéncia de radiagao y.

Uehara (2017) pesquisando filmes a base de fécula de mandioca e proteina
isolada de soja tratadas e irradiados com doses de 20 e 40 kGy concluiram que os
filmes tornaram-se menos permedveis com o aumento da dose aplicada sendo filme
de 40kGy foi 0 menos permeavel, porem os filmes ndo eram muito homogéneos,
conforme observado na microscopia eletrénica de varredura. Em nossa pesquisa 0s

filmes apresentaram mais homogeneo e mais densos (HTP).

Salari et al. (2021) com o objetivo de investigar a influéncia de diferentes
dosagens de raios y (5, 10 e 15 kGy) nas propriedades estruturais, mecanicas,
superficiais de filmes nanocompdsitos a base de quitosana avaliaram que as amostras

dos filmes diminuiram
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Figura 2.8 Propriedades de barreira dos filmes de cebola HTP e W-HTP sob diferentes
doses de radiacéo: (a) coeficiente de permeabilidade — a; (b) taxa de transmissao de
vapor d'agua — TPVA; (c) permeacao de vapor de dgua — PVA.

com o aumento da dosagem de irradiacdo y até 10 kGy, embora essa mudanca nao
tenha sido significativa para filmes de quitosana pura e que esta diminuicdo da PVA
pode estar relacionada ao efeito dos radicais livres gerados apés a irradiacdo, que
criam ligag6es cruzadas entre as cadeias de biopolimeros e formam a estrutura mais
compacta e densa, mas na dosagem de 15 kGy o PVA do filme aumentou. Pode ser

que o PVA seja influenciado pela preparacéo dos filmes e do tipo de polimero.

4.9. Ensaiaos de mutagenicidade

Os resultados da avaliacdo do potencial mutagénico dos filmes irradiados nas
cepas geneticamente modificadas de S. Typhimurium TA98 e TA1l02 séo
apresentados na Tabela 2.3. Os resultados foram validados utilizando os controles

nao tratados e positivos.

O sistema de teste escolhido neste estudo é um ensaio projetado
especificamente para detectar uma ampla gama de substancias quimicas que podem

produzir danos genéticos que levam a mutacdes genéticas. As cepas de Salmonella
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séo dependentes de histidina e carregam diferentes muta¢cdes em varios genes no
operon histidina, que atuam como pontos quentes para mutagénicos que causam
danos ao DNA por meio de diferentes mecanismos (FOODS, 2018). A cepa TA98
detecta mutacbes frameshift e TA102 normalmente é usado para detectar
mutagénicos que causam danos oxidativos e mutacdes de substituicdo de pares de
bases (AT) (WOO, 1988).

Este estudo mostra que os filmes de cebola HTP e W-HTP nédo séao
mutagénicos apos a aplicacdo de diferentes doses de radiacdo. Os tratamentos ndo
induziram aumento estatisticamente significativo no nimero de revertentes quando
comparados ao controle negativo, e o IM foi menor que 2,0, demonstrando a auséncia
de atividade mutagénica nas condic¢des utilizadas neste estudo. Além disso, nenhuma
das amostras avaliadas apresentou efeito bactericida toxico, pois nao foi observada
reducdo estatisticamente significativa no nimero de colénias em relacdo a taxa

espontanea de reverséo bacteriana (controle negativo).

Barreto et al. (2020) avaliando efeito mutagénico de filmes de Allium cepa L.
obtidos pelo processo de casting constataram que néo foram capazes de aumentar
estatisticamente as frequéncias dos biomarcadores para dano cromossémico (teste
do microndcleo) em concentracdes testadas. No entanto, os filmes HTP mostraram
sinais de mutagenicidade no teste de Ames (muta¢ces genéticas) sugerindo cautela

€m Seu uso.
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Tabela 2.3. Atividade mutagénica expressa como média e desvio padrao do numero
de revertentes/placa e indice de mutagenicidade nas cepas TA98 e TA102 de

Salmonella.

Namero de revertentes (M * SD)/placas IM

TA98 TA102
Amostras C- 232 245 £ 49
C+ 862 + 64" 1259 + 1025
Dose de radiacao-y (kGy)

5 23+7(1,00) 244 23 (1,00)
10 22:0(0,96) 249+ 30 (1,02)
HTP 15 22+3(0,96) 230+ 14 (0,94)
100 pLiplaca 25 25 + 4 (1,09) 265+ 44 (1,08)
30 31+1(1,35)  284+12(1,16)
40 25+4(100) 260+ 28 (1,06)
5 30<1(1,28) 266« 23 (1,08)
10 25+1(1,09) 236+ 18 (0,96)
W-HTP 15 24+6(1,04)  252+40(1,03)
100 pLiplaca 25 27+4(117) 257 +26 (1,05)
30 26+6(1,13) 234+ 37 (0,96)
40 24+6(1,04) 230+ 14 (0,94)

* p<0,05 (ANOVA); M DP = média e desvio padrdo; IM = indice de mutagenicidade (valores
entre parénteses); Controle negativo (C-): sem tratamento (taxa espontanea de reversao
bacteriana); Controles positivos (C+): 2 4-nitro-o-fenilenodiamina (10,0 g/placa) e ® mitomicina
C (0,5 g/placa).

4.10. Ensaio de citotoxicidade

Os resultados de viabilidade celular mostraram que, apos 24 horas, os filmes
HTP (Figura 2.9a) eram mais citotoxicos do que os filmes W-HTP (Figura 2.9). Os
filmes HTP mostram uma redugéo estatisticamente significativa na porcentagem de
viabilidade celular das células HaCat em comparac¢do com o controle negativo (sem
qualquer tratamento) nas concentracfes de 25, 50 e 100%. Os filmes W-HTP néo
induziram uma reducdo estatisticamente significativa na viabilidade celular em

comparagao com o controle negativo (Figura 2.9b). Os Filmes HTP mostraram se dose
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dependente, enquanto os filmes W-HTP nao apresentaram citotoxidade. Da mesma
forma, Barreto et al. (2020) trabalhando com eluatos de filmes poliméricos de Allium
cepa L. obtidos pelo processo de casting e verificar sua seguranca para fins
comerciais, também demostraram que a analise da viabilidade celular foi mais
citotoxicidade para polpa tratada hidrotermicamente (HTP) ndo lavada do que para
filmes de pasta lavada tratada hidrotermicamente (W-HTP), porém ndo foram

amostras irradiadas por radiacédo y.
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Figura 2.9 Analise da viabilidade de células em HaCat expostas a diferentes
concentracdes de filmes de cebola HTP por 24 horas a partir de trés experimentos
independentes para as amostras HTP (a) e W-HTP (b)

Importante acrescentar que pelos resultados encontrados para os filmes W-HTP onde
nao foram citotoxico e nem mutagénico torna-se mais um fator positive como opc¢ao

para ser usado no future como membranas para regeneracéo éssea.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, filmes a base de cebola (Allium cepa L.) foram produzidos a
partir do tratamento hidrotérmico, com o objetivo de avaliar a influéncia da irradiagéo
Yy em suas morfologias, propriedades e desempenho. A irradiagao foi realizada para
esterilizar os filmes, sendo o conhecimento da dose do efeito da radiagao y essencial
para a previsdo de seu comportamento antes de sua aplicacdo. Os resultados
indicaram uma mudanca mais pronunciada nas propriedades dos filmes em funcéo da
lavagem da polpa do que da dose de radiacédo aplicada. Altas doses como 40 kGy
proporcionaram reducdo na uniformidade e homogeneidade na superficie dos filmes,
juntamente com aumento da rugosidade e hidrofobicidade. Tais mudancas ocorreram
devido ao efeito oxidativo promovido pela radiagado y, que também foi indicado pela
quebra de algumas ligacdes quimicas, mudancas no indice de cristalinidade,
comportamentos térmicos e mecanicos. Embora ambas as amostras tenham
apresentado auséncia de citotoxicidade, os filmes de HTP apresentaram diminuicao
da viabilidade celular para concentracdes de eluato superiores a 25%, diferente dos
resultados obtidos para o W-HTP, em que né&o foi observada essa diminuicdo. Em
resumo, os resultados obtidos mostraram que as propriedades do W-HTP foram mais
significativamente afetadas pela incidéncia de radiagao y do que as dos filmes HTP,
especialmente em doses superiores a 15 kGy, e o desempenho dos filmes a base de
cebola é altamente dependente na dose aplicada. E a auséncia de citotoxidade e
mutagenicidade dos filmes irradiados sao resultados importantes para uso de filmes
obtidos de Allium cepa L para area alimenticia, bem como médica.
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RESUMO

Um polimero de fonte renovavel e de origem natural é o Allium cepa ou cebola, que é
biocompativel, ndo tdéxico e possui capacidade de incorporar novos principios ativos
com baico custo x beneficio e de facil acesso. O glicerol € um composto normalmente
utilizado como plastificante, com a finalidade de melhorar a flexibilidade e a qualidade
de filmes hidrofilicos. Estudos recentes com o uso de glicerol como plastificante
demonstrou eficacia, tornando os filmes mais hidrofilicos (por aumentar a sua
capacidade de interacdo com a 4gua) e mais flexiveis. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver filmes de Allium cepa incorporado com glicerol nas concentracdes de
5%, 10%, 15% e 20%. Os filmes se apresentaram transparentes, mais flexiveis e com
pequeno aumento da espessura. Na composicao quimica os resultados significativos
foram atribuidos ao grupo OH que sofreram aumento de intensidade nas bandas a
medida que foi incorporado o glicerol. Na andlise térmica os filmes apresentaram
eventos significativos, o primeiro foi a perda de agua entre 30° C e 125°C. Mas néo
houve nenhum evento nos intervalo de 133°C e 190°C para o filme W-HTP sem
glicerol, mas os filmes W-HTPG 15% e W-HTPG 20% foi observado perda de massa
devido evaporagédo do glicerol livre e o terceiro evento foi a decomposicido deste
filmes. Todos os filmes se apresentaram semicristalinos com um pequeno aumento
na cristalinidade a medida que aumentou a concentracao de glicerol. Houve alteracéo
na resisténcia mecanica dos filmes com glicerol comparados com o filme sem glicerol
sendo a acéo plastificante observada nos filmes W-HTPG 15% e W-HTPG 20. A
permeabilidade do vapor de agua, bem como a solubilidade e erosédo sofreram
aumento com a presenca do glicerol, mas a porcentagem de intumescimento diminuiu
com acréscimo de glicerol. E os filmes com glicerol ndo apresentaram efeito citotoxico.
Portanto, dadas as propriedades mostradas, a maioria dos filmes incorporados com

glicerol sdo particularmente adequados para uso na area médica.

Palavras- chave: Biopolimeros, Allium cepa, glicerol.
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ABSTRACT

A polymer from a renewable source and of natural origin is Allium cepa or onion, which
is biocompatible, non-toxic and has the capacity to incorporate new active principles
with low cost x benefit and easy access. Glycerol is a compound normally used as a
plasticizer, in order to improve the flexibility and quality of hydrophilic films. Recent
studies using glycerol as a plasticizer have demonstrated its effectiveness, making the
films more hydrophilic (by increasing their ability to interact with water) and more
flexible. The objective of this work was to develop Allium cepa films incorporated with
glycerol at concentrations of 5%, 10%, 15% and 20%. The films were transparent,
more flexible and with a small increase in thickness. In the chemical composition, the
significant results were attributed to the OH group, which suffered an increase in
intensity in the bands as glycerol was incorporated. In the thermal analysis the films
presented three significant events, the first was the loss of water between 30°C and
125°C. But there was no event in the range of 133°C and 190°C for the W-HTP film
without glycerol, but the W-HTPG 15% and W-HTPG 20% films showed mass loss due
to evaporation of free glycerol and the third event was the decomposition of these films.
All films were semicrystalline with a small increase in crystallinity as the glycerol
concentration increased. There was a change in the mechanical resistance of the films
with glycerol compared to the film without glycerol, with the plasticizing action observed
in the films W-HTPG 15% and W-HTPG 20. The permeability of water vapor, as well
as the solubility and erosion increased with the presence of glycerol, but the
percentage of swelling decreased with the addition of glycerol. Therefore, given the
properties shown, most films incorporated with glycerol are particularly suitable for use

in the medical field.

Keywords: Biopolymers, Allium cepa, glycerol
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1 INTRODUCAO

Atualmente ha um grande interesse pela obtencao de biofilmes produzidos por
materiais biolégicos com propriedades degradaveis de facil solubilizagdo e com
capacidade de acréscimo de aditivos (filmogénicos) (GONTARD et al., 1992; CUQ et
al., 1996; HENRIQUE, 2008). Dentre as pesquisas na busca de recursos naturais
destaque-se o0s polimeros renovaveis derivados, principalmente da celulose
(LAROTONDA et al., 2005)

O Allium cepa é um vegetal perene com parede celular composta de celulose
(DOS SANTOS DIAS et al., 2020) conhecido mundialmente como cebola (KUMAR et
al., 2010) cultivada principalmente para fins alimenticios, mas também utilizada na
medicina (CAMPOS, 2005; KUMAR et al., 2010). Seus beneficios sdo devido a seus
diversos componentes, como proteinas, agua, gorduras, carboidratos estruturais e
nao estruturais (JAIME et al.,, 2001, PEIRCE et al., 1987), componentes minerais,
como calcio, magnésio, sédio, potassio, selénio e fésforo (KUMAR et al., 2010)
tiosulfanatos (o qual possui acdo antiplaguetaria nas artérias coronarias), frutanos
(carboidrato soluvel que atua na prevencdo do cancer de colon) e flavondides
(REDESCHI, 2006). Por ser um polimero de fonte renovavel de origem natural,
pesquisas recentes vém obtendo biolfilmes de Allium cepa na utilizacdo como
biomaterial, pois além de apresentar caracteristica biocompativel, apresenta auséncia
de mutagenicidade e citotoxicidade (BARRETO et al., 2020; FARACO et al., 2019)

Filmes de cebola ja foram produzidos através de tratamento hidrotérmico e secos
através do método casting sem aditivos funcionais para reforco mecanico e que se
apresentaram com diferentes comportamentos nas suas caracterizacbes (DO
SANTOS DIAS et al., 2020). Uma alternativa para melhorar as propriedades fisicas,
mecanicas, de barreira e solubilidade de alguns destes filmes, uma vez que o filme
lavado com agua destilada se mostrou mais rigido e quebradico, € uso de substancias
com potencial plastificante.

O glicerol é uma das mais versateis e valiosas substancias quimicas
conhecidas para o homem. Comercialmente, o glicerol recebe, frequentemente, o
nome de glicerina (BEATRIZ, 2011) A presencga de trés grupos hidroxila na estrutura
do glicerol é responséavel pela solubilidade em agua e sua natureza higroscopica. E
uma molécula altamente flexivel formando ligagdes de hidrogénio tanto intra como
intermoleculares (BEATRIZ, 2010; BEN, 2022).
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O composto hidrofilico glicerol faz parte do grupo de compostos pdélios, no qual
temos também sorbitol e polietileno glicol. Esses compostos normalmente sé&o
utilizados como plastificante, onde buscam melhorar a flexibilidade e a qualidade de
filmes hidrofilicos. Estudos recentes com o uso de glicerol como plastificante
demonstrou eficacia, tornando os filmes mais hidrofilicos (por aumentar a sua
capacidade de interacdo com a agua) e mais flexiveis (SHIMAZU, 2007). Entre os trés
plastificantes, o glicerol é o que possui mais grupos —OH por carbono, seguido pelo
propilenoglicol; o polietilenoglicol 400 possui apenas um —OH para uma cadeia com 9
carbonos, sendo o menos hidroxilado.

Plastificantes sdo aditivos muito empregados em materiais poliméricos para
melhorar a processabilidade e aumentar a flexibilidade com diminuicdo de possiveis
descontinuidades e zonas quebradicas devido a facilidade dessas moléculas de se
acoplarem entre as cadeias dos polissacarideos por quebra das pontes de
hidrogénio(SILVA, 2017). Sdo substancias com massa molecular menor em relacéo
ao polimero e formam com ele um material aparentemente homogéneo, mais macio,
mais flexivel (SCHLEMMER, 2010). Quando adicionado a solucao filmogénica, o
plastificante modifica a organizacdo molecular da rede amildcea aumentando o
volume livre na molécula, causando alteracdes como o aumento de flexibilidade,
extensibilidade, diminuicdo na resisténcia mecanica, temperatura de transicdo vitrea
e barreira a gases e vapor de agua (PASCHOALICK et al., 2003). A compatibilidade
entre o plastificante e o polimero é essencial para uma plastificacao eficaz e varios
parametros podem indicar essa caracteristica, incluindo polaridade, ligacdo de
hidrogénio (CHOI, 2004).

Os plastificantes sado geralmente adicionados na proporc¢ao de 10 a 60 g/100g
matéria seca, dependo do grau de rigidez do material (GONTARD; GUILBERT; CUQ,
1993).

De acordo como artigo publicado por Dos Santos Dias et al. (2020) os filmes
lavados apresentam propriedades mais promissoras, maior pureza (auséncia de
acucares naturais) e transparéncia superior. Nesse projeto optamos em trabalhar
apenas com o filme lavado, tendo em vista a aplicacéo para area médica.

Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos sobre as propriedades fisicas,
qguimicas, térmicas, mecanicas e citotoxicas de filmes de Allium cepa obtidos pelo

meétodos de lavagem com lavados com agua destilada e incorporados com glicerol
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nas concentracdes de 5%, 10%, 15% e 20%. Além disso, os filmes produzidos foram

comparados entre si, tendo os materiais sem glicerol como controle.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliacao dos filmes de Allium cepa L. incorporados com glicerol.

2.2 Objetivos especificos

Estudar os filmes de Allium cepa lavados e incorporadas com glicerol nas
propor¢des de 5%, 10%, 15% e 20% com suas caracteriza¢des térmicas, estruturais,

morfologicas, mecanicas e citotdxicas dos filmes incorporados com glicerol.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Producao dos filmes baseados em Allium cepa.

Os filmes de cebola foram produzidos utilizando a tecnologia pertencente a
BioSmart Nanote cnology que foi desenvolvida pelo Dr. Didgenes projeto PIPE Fase |
(N do processo: 2016/15504-2) (DOS SANTOS DIAS et al., 2020)

Apbs esses procedimentos, os filmes foram preparados por casting. Para isso, a
suspensao aquosa contendo a polpa de cebola foi vertida em placas de Petri e seca
a 40°C por 6 h em camara de aquecimento (Quimis, 0314M272, Brasil).

3.2 Obtencdo de polpa de Allium cepa com glicerol

Glicerol foi adicionado a solucéo filmogénica obtidos pelo método acima citado
formada em diferentes concentragdes 5%, 10%, 15% e 20% (p/v) (SHIMAZU; 2007,
GONCALVES et al.,2019). Foi utilizada 1% de massa seca. As polpas lavadas foram
misturadas com glicerol na quantidade de 0,05g de glicerol (5%) em 100g de polpa,
0,109 de glicerol (10%) em 100g de polpa de cebola, 0,159 de glicerol (15%) em 100g
de polpa e 0,20g de glicerol (20%) em 100g de polpa.. Foram vertidas em placas de
petri de plasticos polietileno com didametro 90mm. As placas de petri foram levadas
para estufa em uma temperatura de 50° C por um tempo de aproximadamente 6 horas.
Foi obtido filmes de cebola lavados com glicerol: (W-HTPG 5%), (W-HTPG 10%), (W-
HTPG 15%), (W-HTPG 20%). Entdo foram produzidos filmes sem glicerol (W-HTP) e
com glicerol (W-HTPG)

3.3 Caracterizacdes
3.3.1 Espessura dos filmes

A espessura dos filmes foi determinada utilizando um micrébmetro externo
digital 0-25mm precisdo 0.001mm Shahe, A espessura final foi a média aritmética de

5 medidas aleatérias sobre a area do filme.

3.3.2 Transparéncia e opacidade

A transparéncia e a opacidade dos filmes foram medidas usando um
espectrofotometro Lambda 365 UV-Vis. Amostras retangulares de 1 cm x 4 cm foram
colocadas no espectrofotdmetro. O espectro de transmitancia entre 200 e 800 nm foi
registrado. Os resultados de transparéncia e opacidade foram calculados usando as

seguintes formulas:
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Transparéncia (%) = Abs600/L
Opacidade = Abs600 x L
onde Abs600 é o valor de absorbancia espectrofotométrica no comprimento de onda

de 600 nm, e L é a espessura do filme comestivel em mm.

3.3.3 Microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (MEV)

A analise morfolégica foi realizada por microscopio eletrénico de varredura
(JEOL JSM-6510) com tensdo de aceleracdo de 5 kV. Antes da observacdo por
microscopia eletrbénica, as superficies fraturadas foram revestidas com liga de Au com
um dispositivo de revestimento SEM (SEM BALTEC MED 020). O revestimento
fornece a toda a superficie da amostra uma camada homogénea do metal de 9 nm.

3.3.4 Espectroscopia infravermelha de transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de FTIR e a presenca de grupos funcionais das amostras foram
analisados usando um Cary 630 FTIR Spectrometer Agilent. Um total de 32 varreduras

com resolucéo de 4 cm™ variando de (4000 a 800 cm™) foram registrados.
3.3.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das amostras de filme foi feita usando TA Instruments
(Q600 SDT). O teste foi realizado utilizando 10 mg do filme que foi colocado e
aquecido na bandeja de aluminio de 30 a 500 °C sob uma faixa de aquecimento
constante de 30 °C/min em atmosfera de nitrogénio. A reducdo de peso versus

temperatura foi ilustrada na analise de TGA.

3.3.6 Anélise de difracdo de raios X (DRX)

Os bioplasticos W-HTP e W-HTFG foram analisados em um difratdmetro de
raios X (BRUKER, D8 Advance, EUA). A andlise foi em 2 intervalos entre 5° e 35° com
um tamanho de passo de 0,02° em um modo continuo de 4°/min, uma fenda de Soller
de divergéncia de 2,5° e um Detector sensivel a posicao Lynxeye. O difratbmetro foi
operado usando radiagao CuKa a 40 kV e 40 mA. Primeiramente, as curvas foram
deconvoluidas considerando uma Funcdo Gaussiana (MUKOYAMA, 2017), visando
distinguir os picos cristalinos dos halos amorfos e entédo determinar o indice percentual

de cristalinidade (Crl (%)) conforme a Equacéo (1), onde 1(200) e lam representam a
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intensidade maxima do pico cristalino em relacdo ao plano (200) e a intensidade
minima entre os picos de (110) e (200) (SEGAL et al., 1959).

1(200)— Iam
Iam

Crl (%)= (1)

3.3.7 Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas foram avaliadas utilizando o ASTM DL-2000. As
amostras de filme foram mantidas nas condicbes ambientais. Na andlise das
propriedades mecanicas das amostras de filmes, foi utilizada uma célula de carga de
50 kgf. Inicialmente, as amostras de filme foram cortadas em pedacos retangulares
com escala de (80x20mm) e o comprimento padrdo das amostras foi fixado em 10
mm. Os corpos de prova foram mantidos com velocidade de 0,83 mm/s da cruzeta
para retirada dos corpos de prova. A deformacéo (mm) e a forca (N) do corpo de prova
foram entdo registradas. A avaliacdo das propriedades mecéanicas foi realizada

utilizando o valor médio das medicdes.

Para a analise do angulo de contato, foram utilizadas amostras de filmes nas
dimensdes de 3 x 1 cm?. A molhabilidade da superficie dos filmes foi baseada no
método da gota séssil empregando um goniémetro de angulo de contato (Ramé-hart
modelo 260 série F4) e o software DROPimage Advanced. O angulo de contato foi

relatado através da média de 5 medidas em cada filme.

3.3.8 Teste de intumescimento

Recortes de 2cm? de cada filme foram pesados obtendo-se a massa seca (Ms)
e em seguida transferidos para frascos Erlenmeyer de 50 mL de capacidade com 25
mL de agua destilada e mantidos a 4°C em geladeira. As pesagens foram realizadas
a cada 15minutos até peso constante obtendo-se a massa umida (Mu). A taxa de
intumescimento (Ti) foi calculada pela seguinte equacgao:

_Mu—Ms

Ti = 100
i Vi X

Em que Mu é a massa Umida do recorte da membrana e Ms é a massa seca

da mesma.
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3.3.9 Propriedade de barreira (PVA)

O conjunto de analise para o estudo das propriedades de barreira dos filmes de
cebola incluiu o coeficiente de permeabilidade (a), taxa de transmissdo de vapor
d'agua (TPVA) e permeabilidade ao vapor d'agua (PVA). Para os experimentos, 5 g
de CaCl2 anidro — previamente seco a 200 °C por 1 h — foram colocados dentro de
frascos (@ = 30 mm; altura = 75 mm) com roscas perfuradas. Os filmes W-HTP e W-
HTPG foram cortados em forma circular com diametro igual a 15 mm e foram
colocados na superficie aberta dos frascos. Em seguida, os frascos foram inseridos
em um reator contendo 100 ml de solucdo aquosa de NaCl e mantidos a temperatura
de 30 £ 2°C, e os frascos foram pesados a cada hora por 8 h. O WVTR foi determinado
posteriormente através da Equacao (2), em que a e A representam a massa de
umidade permeada durante este tempo (g h') e a area da amostra disponivel para

permeacdo (m?), respectivamente.

TPVA == (2)

O PVA foi calculado de acordo com uma modificacdo da metodologia do copo
gravimétrico descrita por McHugh et al. (1993), que é baseada na norma ASTM E96M-
16 Para esta propriedade, a espessura dos filmes (e) foi levada em consideracdo no
calculo, que foi feito pela Equacao (3). RH e Pv sdo a umidade relativa (cerca de 75%)

e a pressao de vapor (31,824 mmHg), nesta ordem.

pva =22 x100 (3)

Pv.RH

3.3.10 Avaliagéo da solubilidade dos filmes em agua

A solubilidade em &gua foi determinada com corpos de prova de 2 cm?. A
massa seca inicial foi pesada, apos secagem a 50 °C £ 2 °C por 2 horas. Os corpos
de prova foram imersos em recipiente contendo 50 mL de agua destilada e colocados
sob agitacdo de 50 rpm, durante 24h, em temperatura de ambiente. A suspensao
resultante foi filtrada e o residuo foi seco a temperatura de 105 °C por 24 horas. Ap6s
pesagem, foi determinada a quantidade de matéria seca néo solubilizada. A
solubilidade do filme foi expressa em porcentagem de massa solubilizada em relacéo
a massa inicial (GONTARD et al.,1994).
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Mi—M

Mi

s = MM 100

3.3.11 Ensaio de Erosao

Para o teste de erosdo, os FOD foram cortados e pesados com precisao e
depois colocados no fundo de frascos contendo solugéo de saliva artificial a 37 ° C
com 50 rpm de agitagdo durante 30 minutos. Apds o tempo de imersdo, os filmes
foram removidos, secos na estufa a 60° C até peso constante e pesados novamente.

A erosao foi calculada gravimetricamente.
3.3.12 Ensaios citotoxidade

Os testes de citocompatibilidade in vitro foram conduzidos em Gibco™ Human
Dermal Fibroblasts, adulto (HDFa), de acordo com o o I.S. EN International
Organization for Standardization (1ISO, 2009) 10993-5, usando o método de contato
indireto. Avaliamos a viabilidade celular usando o ensaio quantitativo MTT. O ensaio
MTT é uma reacao colorimétrica que mede a atividade metabdlica celular. Este ensaio
baseia-se na capacidade de succinato desidrogenases mitocondriais de células
viaveis para reduzir o corante tetrazolio brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) a cristais de formazano insollUveis roxos. Resumidamente, as
células foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos em Meio Essencial Minimo
de Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de
antibiéticos (penicilina, estreptomicina e neomicina) a uma densidade celular de 2 x
10* células/ bem, e mantidos a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO2 por
24 h para permitir a adeséao celular. O W-HTP e o W-HTPG foram cortados em discos
de 5 mm de didmetro e esterilizados sob luz ultravioleta por 40 min. Assim, as
amostras foram adicionadas aos frascos conicos contendo 3 mL de meio DMEM no
agitador por 24 h. Em seguida, o extrato médio derivado de cada amostra foi
adicionado aos pocos e as células foram incubadas por 24 h. Apds esse periodo, 0
meio de cultura foi substituido por solucdo de MTT 1 mg/mL e as placas foram
incubadas por 3 h a 37 °C. Em seguida, os cristais insoluveis de formazan formados
foram dissolvidos com isopropanol por agitacdo suave por 5 min a temperatura
ambiente e a absorbancia foi medida a 570 nm usando um leitor de microplacas
SoftMax Pro 5. Células ndo tratadas foram usadas como controle negativo. Os

resultados foram calculados usando a seguinte equacéao:
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S absorc¢ao da amostra — absorvancia em branco
Viabilidade(%) = - - —— x100
Controle de absrvancia negativa — absorvancia em branco

O controle negativo foi considerado 100% viavel. Todas as amostras foram
testadas em triplicata em trés ensaios independentes e os dados foram calculados

como valores médios £ DP (n = 9).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Caracteristicas dos filmes

A primeira caracterizagao foi avaliar o aspecto visual dos filmes. Os filmes
obtidos com glicerol se mostraram continuos, sem fraturas ou rupturas apés a
secagem (figura 3.1 a); ja o filme sem glicerol se mostrou mais rigido e quebradico
(figura 3.1 b) e no geral, todos os filmes apresentaram-se transparentes e com bom
aspecto. Os filmes com glicerol foram mais faceis de manipular devido suas
caracteristicas de flexibilidade, mas o filme puro necessitava mais cuidado por ser

mais rigido.

Figura 3.1 Imagens dos filmes de Allium cepa obtidos com glicerol nas concentracdes
de 5% (al), 10% (a2), 15% (a3) e 20% (a4) e filme sem glicerol (b).

Com relacdo a opacidade os filmes apresentaram apectos de transparéncia.
Os filmes com glicerol apresentaram mais transparentes do que o filme sem glicerol,
sendo o filme de 20% foi 0 mais transparente sendo a opacidade uma grandeza
inversamente proporcional a passagem de luz e a transparéncia diretamente

proporcional (Marques, 2018). (figura 3.2).
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Figura 3.2 Opacidade dos filmes de Allium cepa obtidos com glicerol nas
concentracfes de 5%, 10%, 15% e 20% e filme sem glicerol (0%).

4.2 Espessura dos filmes

Os filmes W-HTPG, W-HTPG 5%, W-HTPG 10%, W-HTPG 15% e W-HTPG
20% apresentaram espessura média de 0,0670+0,001, 0,0677+0,003, 0,0720+ 0,002,
0,0728+0,002 e 0,0730+0,006, respectivamente. Os resultados mostraram que as
concentracdes de glicerol afetaram diretamente a espessura do filme biodegradavel
produzido (Figura 3.3). Ao realizar essas andlises, € possivel observar a variagdo na
espessura desses filmes, pois sua espessura final varia de acordo com a evaporagao
do solvente que depende do microambiente, ainda mais quando sdo incorporados
aditivos em sua composicao (BORGES MF ,2018).



100

0.12

0.10- 1

0.08 - L

0.06 —

0.04 —

Espessura (mm)

0.02 -

0.00

T T
5% 10% 15% 20%

Figura 3.3 Espessura dos filmes de Allium cepa obtidos com glicerol nas
concentragdes de 5%, 10%, 15% e 20% e filme sem glicerol (0%).

Shimazu 2007 estudando os efeitos plastificante e antiplastificante do glicerol
de filmes de amido de mandioca produzidos por casting em diferentes concentracdes
de glicerol (0, 5, 10, 15, 30 e 40 g/100 g de amido) constataram que a espessura dos
filmes variou a medida que o teor de plastificante aumentou. Também Goncalves et al
2019 verificaram que filmes de acetato de celulose (CA) incorporando 5, 10, 20, 30 e

50% (p/v) de glicerol adicionado contribuiu para aumentar a espessura dos filmes.

4.3 Microscopia eletronica de varredura por emisséo de campo (MEV)

Pode-se observar que a superficie do filme néo plastificado (W-HTP) € nitida e
aspera, enquanto os filmes plastificados exibiam uma textura de superficie mais lisa.
Esses resultados indicam que a adicdo de glicerol melhora consideravelmente a
homogeneidade dos filmes indicando compatibilidade com a estrutura da cebola
(celulose), uma vez que o glicerol é formado por trés grupos hidroxila capazes de
interagir com 0s grupos oxigénio e hidroxila da celulose. No entanto, quando o teor de
glicerol foi superior a 15% em peso, a superficie de fratura mostrou tracos do que
parecia ser uma fase liquida devido a separacao de fases (figura. 3.4).
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Figura 3.4 Imagem MEV dos filmes de Allium cepa obtidos com glicerol nas
concentragdes de 5%, 10%, 15% e 20% e filme sem glicerol (0%).

Em se tratando de membranas para regeneracdo 6ssea na odontologia uma
caratcteristica muito importante é que estas membranas precisam apresentar uma
superficie adjacente ao tecido gengival (retalho) lisa para impedir a invaséao do tecido
fibroso e outra superficie mais porosa adjacente ao 0osso para favorecer a invaséo dos
osteoblastos. (SCHLEGEL et al., 1997)

4.4 Espectroscopia infravermelha de transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros FTIR de todos os filmes, W-HTPG, W-HTPG 5%, W-HTPG 10%,
W-HTPG 15% e W-HTPG 20% sé&o apresentados na Figura 3.5.

Com base na Figura 3.5, todos os filmes apresentaram espectros semelhantes
ao filme de cebola como demonstrado por Dias et al. (2020). As bandas entre 3000 a
3600 cm™ foram observadas em todos os filmes, que se referem a vibracdo de
estiramento de grupos O-H principalmente de agua, carboidratos, pectinas e glicerol.
Porém, para os filmes com maior concentracao de glicerol, W-HTPG 15% e W-HTPG
20%, é possivel observar que esta banda se divide em 2 picos em 3326 e em 3273
cmt. Além disso, as vibragGes de estiramento C-H dividem-se em picos em 2923 cm-
1 e em 2883 cm? para os filmes W-HTPG 15% e W-HTPG 20% (NGUYEN et al. 2022).
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Figura 3.5 Espectro de Infravermelho (4000- 800 cm-1) dos filmes de Allium cepa
incorporados com glicerol nas concentracdes de 5%, 10%, 15% e 20%.

Resultados semelhantes foram encontrados em testes com filmes de acetato
de celulose (CA) obtidos pelo método casting e incorporados com 5, 10, 20, 30 e 50%
(p/v) de glycerol. Este trabalho teve como objetivo de avaliar as possiveis alteragfes
causadas pelo plastificante nas propriedades funcionais da embalagem observaram
que a adicdo de glicerol causou um aumento nas bandas 2936 cm™ referente ao
alongamento CH e na banda 3478 cm™ do alongamento OH e que esta banda
proeminente , que pode ser observada nos filmes W-HTPG 15% e 20% pode estar
relacionada a maior quantidade de OH presente no filme resultante da adicdo de
glicerol (GONCALVES et al., 2019). Isso indica que a adicao de glicerol nos filmes
interrompeu as pontes de hidrogénio, espalhando as cadeias e aumentando a
flexibilidade dos compostos (AL-MASRY et al., 2021).
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O pico em 1735 cm™ refere-se as vibragées de estiramento C=0 do acido
poligalacturénico (PGA) na pectina presente nos filmes de cebola (DOS SANTOS
DIAS et al., 2020; SAGAR et al., 2021; DE OLIVEIRA, 2020). Os grupos de vibracéo
de estiramento O-H do glicerol foram observados na faixa de 1634-1625 cm™. Esse
pico de absorcado também pode ser atribuido ao grupo OH da agua absorvida nos
filmes de cebola (SAPUAN & KHALINA, 2021). A vibragdo de flexdo C-O-H foi
atribuida pelo pico em 1422 cm. Grupos funcionais incluindo C—-O-C e C—OH foram
observados pelos picos de absorcdo de 1150 cm™ e 1105 cm™, respectivamente. A
banda mais alta na faixa de 1085-940 cm-! foi associada a vibracéo de estiramento C-
O de &lcool priméario e secundario pertencente ao glicerol e compostos polissacarideos
presentes em filmes de cebola (DOS SANTOS DIAS et al., 2020; NGUYEN et al., 2022
; TARIQUE, SAPUAN & KHALINA, 2021; BASIAK, LENART & DEBEAUFORT, 2018).
Portanto, a andlise FTIR revelou que os filmes séo estaveis apds a adi¢éo de glicerol
porque nenhuma reag¢ado quimica ocorreu entre o plastificante e os compostos no filme

de cebola.
4.5 Termogravimetria TG DTG.

O comportamento térmico dos filmes W-HTP e W-HTPG foram avaliados por
termogravimetria (Figura 3.6). As amostras apresentaram trés etapas distintas de
perda de massa, localizadas nas seguintes faixas de temperature (Figura 3.6 a,b). A
figura 3.6 (b1l) mostra que a curva do filme W-HTP sem glicerol apresentou perda de
massa entre 30° C a 125° C atribuida a umidade ou presenca de agua estrutural no
filme. No intervalo entre 133° C a 190° C ndo é observado nenhum evento para os
filmes W-HTP sem glycerol e com W-HTPG 5% e W-HTPG 10 % (figura 3.6b2), porém
no filme W-HTPG 15% e W-HTPG 20% é observado perda de massa provavelmente
devido vaporizacao do glicerol livre. O 3° evento com pico méximo de em 342°C é
atribuida a decomposic¢do do filme W-HTP sem glicerol e dos filmes W-TPG com

ligacdo de ponte de hidrogénio( figura 3.6 b3)

No filme W-HTP sem glicerol ndo ha evento, ndo apresenta evaporagdo, mas
provavelmente h& evaporacdo de glicerol livre com picos endotérmicos mais
acentuados nos filmes W-HTPG 15% e W-HTPG 20% (figura 3.6b2). O glicerol reduziu
a estabilidade térmica dos filmes (GAO et al., 2021).
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Resultados similares foram encontrados com alginate processado com glicerol
nas concentracdo de 10, 20, 30, 40 e 50% em que alginato incorporado com glicerol
apresentou perda de peso abaixo de 200 °C foi progressiva com o aumento da
temperatura devido a perda continua de ambos os plastificantes, agua e glicerol. Em
seguida, o pico correspondente nas curvas DTG apareceu em temperatura mais alta
e aumentou com o incremento no teor de glicerol por causa da temperatura de
evaporacao mais alta do glicerol. O alginato plastificado demonstrou uma diminuicao
da temperatura de degradacéao térmica que mudou para uma temperatura mais baixa
conforme o teor de glicerol aumentou, indicando que a adi¢cao de glicerol diminuiu a
estabilidade térmica (GAO, 2018).
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Figura 3.6 Curvas TG e DTG e DSC dos filmes W-HTP sem glicerol e W-HTPG nas
concentracdes de 5%, 10%,15% e 20%.

4.6 Difragéo de raio x (DRX)

O DRX pode fornecer a razéao entre a parte cristalina, a fragdo mais ordenada,
e a quantidade amorfa, a fracdo menos ordenada, em materiais contendo celulose.
Apos a deconvolucdo, o DRX apresentou picos (Ac) em 16,1-16,8° e 22,1-22,2°

atribuidos, respectivamente, aos planos cristalograficos (110) e (200) da fase cristalina
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da celulose presente no bioplastico, Figura 3.7. Além disso, todas as amostras
apresentaram celulose com grau meédio de cristalinidade, em torno de 50%, sendo o
maior valor para a amostra W-HTPG 10% e o menor para o W-HTP, Tabela 3.1. A
ordem crescente de cristalinidade pode estar relacionada a rigidez crescente das
fibras de celulose presentes no bioplastico ou devido a um rearranjo das cadeias por
pontes de hidrogénio causadas pela presenca do glicerol (GONCALVES, 2019). No

entanto, nenhuma variacao significativa de Cr(%) € observada entre as amostras.
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Figura 3.7 Analise DRX dos filmes W-HTP sem glicerol e W-HTPG nas concentracdes
de 5%, 10%,15% e 20%.
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Tabela 3.1 Intensidade dos picos cristalinos — denominados 1(200) e lam — e indice
de cristalinidade (Crl) dos filmes HTP e W-HTP irradiados com doses entre 5 e 40
kGy de radiagao y.

Amostras Teor de glicerol (%) lam/ (°) 1002 (°) Crl (%)
0 1772 3414 48.09
5 1930 4166 53.67

W-HTP 10 1932 4216 54.17
15 2154 4676 53.93
20 1878 3646 48.58

4.7 Propriedade mecéanica

O comportamento mecanico pode ser avaliado por dados de tensdo versus
deformagao enfatizando a resisténcia a tracdo (oT), o mddulo de Young (E) e o
alongamento a ruptura (eR). A Figura 3.8 exibe o grafico de colunas da resisténcia a
tracdo, médulo de Young e alongamento na distribuicdo de ruptura dos bioplasticos
W-HTP e W-HTPG 5, 10, 15 e 20% de glicerol. Os dados das propriedades mecanicas
sdo apresentados na Tabela 3.2. Os bioplasticos contendo glicerol (W-HTPG)
apresentaram tenacidade superior em relacdo ao W-HTP devido a sua resisténcia a
tracdo e alongamento na ruptura relativamente maior. Também pode ser visto que a
presenca crescente de glicerol em bioplasticos W-HTPG aumenta sua tenacidade. No
entanto, o efeito inverso é observado para o modulo de Young. Sobre o médulo de
Young, Figura 3.8 Tabela 3.2, verifica-se que o desempenho do glicerol como
plastificante € significativamente verificado para bioplasticos W-HTPG contendo
glicerol em quantidade superior a 10%. O objetivo de determinar o médulo de Young
€ medir a deformacéo da resisténcia, que pode ser usado para refletir a rigidez e a
resisténcia do filme, assim, seu valor sendo alto indica a rigidez do filme o que requer
altas cargas para deforma-lo elasticamente e valores mais baixos correspondem a
filmes flexiveis, que requerem cargas mais baixas para deformar elasticamente.
Verifica-se que 0 moédulo de Young dos bioplasticos 15% W-HTPG e 20% W-HTPG

sofreu uma reducdo mais significativa e, como resultado, tornou-se mais flexivel,
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provavelmente devido a presenca de glicerol livre em excesso atuando como
plastificante, conforme verificado nas curvas TG/DTG-DSC. Um disturbio pode ter
causado isso na rede polimérica (LIU et al., 2013; GALDEANO et al., 2009) devido ao
enfraquecimento das ligacBes de hidrogénio e interacfes intra e intermoleculares
dipolo-dipolo devido a blindagem dessas forcas atrativas pelas moléculas de glicerol
livre.

Plastificantes sdo comumente incorporados em um bioplastico para aumentar
sua flexibilidade, trabalhabilidade e distensibilidade, reduzindo o nivel de interacbes
intermoleculares, aumentando a distancia entre as cadeias poliméricas e, como
resultado, a liberdade de movimento (DOS SANTOS DIAS et al., 2020; ZHANG, 2016;
LIM, 2013; BERTUZZI, 2012).

Resultados semelhantes foram encontrados num estudo que teve como
objetivo melhorar as propriedades limitadas de filmes de acido polilactico (PLA),
investigando o efeito da incorporacédo de diferentes concentracdes de nanoargila de
haloisita e adicionando plastificante glicerol onde obteve resultados de reducdo do
maédulo de Young e aumento da tenacidade e do alongamento de ruptura (OTHMAN
et al., 2017)

[a) — 20+ (b) 10+ (C)
=
— 159 = -
g g g s
= [T} =L
= g o .
Y =]
] 2 £
S o g 6
s < 2
s ° >
© 2 I
3 g o
= £ E}
@ © 3 L]
:2; %’ g 2
o 2
* < 0 : ; Iﬂ Iﬂ Iﬂ
0% 5% 10% 15% 20% 0% 5% 10% 15% 20% 0% 5% 10% 15% 20%

Figura 3.8 Colunas de distribuicdo de resisténcia a tragédo (oT), mddulo de Young (E)

e alongamento na ruptura (eR) de bioplasticos W-HTP e W-HTFG 5, 10, 15 e 20% de
glicerol.
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Tabela 3.2 Mostra a resisténcia a tragdo, alongamento de ruptura e médulo de Young
dos filmes W-HTP sem glicerol (0%) e W-HTPG nas concentracdes de 5%, 10%,15%
e 20%.

W-HTPG

Amostra Alongamento de Moédulo de Resisténcia a
(Glicerol%s) ruptura Young tracao

(%) (GPa) (Mpa)
0 3,16+1,95 7,63+0,33 2,50+0,86
5 6,92+1,25 7,12+0,14 6,01+1,23
10 7,15+1,07 7,11+0,54 6,43+1,06
15 10,17+1,44 5,65+0,45 9,76+1,09
20 13,55+0,98 3,96+0,35 12,89+1,03

Vale ressaltar que as membranas utilizadas para regeneracdo 0ssea nao
podem se tdo maleaveis que pode causar complica¢cdes na manutencdo do espacgo
necessario para a regeneracao 6ssea e sua caracteristica fisica macia pode prejudicar
a estabilidade da membrana frente a pressao ou compressao e ndo muito rigida que
possa apresentar dificuldade ao ser moldada e a falta de adaptacéo de suas bordas,
possivelmente afiadas, podem perfurar o tecido gengival e causar a subsequente
exposicao desta membrana (BECKER et al., 1996). Talvez a opc¢ao dos filmes de 5
ou 10% de glicerol seja o ideal entre estas concentracfes desta pesquisa para

producao de filmes para regeneracao 0ssea guiada.
4.8 Teste de Intumescimento

Para avaliar a cinética de absorcédo de agua, o filme W-HTP puro e os filmes
W-HTPG com varias porcentagens de glicerol adicionado a 5%, 10%, 15% e 20% (v/p)
foram imersos em agua por 105 minutos e sua massa foi medida em tempos
predefinidos. A Figura 3.9 mostra a porcentagem de agua absorvida para as amostras
W-HTP (500%), W-HTPG 5% (492,11%), W-HTPG 10% (464,51%), W-HTPG 15%
(391,89%) e W-HTPG 20% (380,55%). Os filmes HTP e HTPG foram caracterizados
por um rapido aumento na absor¢édo de 4gua nos primeiros 15 minutos e atingiram o
equilibrio em 75 minutos. Apesar da diminui¢cdo do intumescimento com aumento da

concentracdo de glicerol a comparacao entre as amostras usando t test dos filmes
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tanto com glicerol como sem glicerol n&o foi significativamente diferente entre os filmes
W-HTP puro e W-HTPG com 5-20% de glicerol.

Os resultados sugerem que a incorporacdo de glicerol ao filme polimérico
diminui a hidrofilia do sistema. A medida que aumentou a concentragéo de glicerol
diminuiu o poder de intumescimento de agua, devido carater higroscopico do glicerol
gue causa a reducéao das forcas intermoleculares dos polimeros que o compde. Isso
se deve pela maior disponibilidade das hidroxilas livres do glicerol para interagir com

as moléculas de que compdem o filme de cebola. (ALMEIDA et al., 2013).
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Figura 3.9 Analise de intumescimento dos filmes W-HTP sem glicerol e W-HTPG nas
concentracdes de 5%, 10%,15% e 20%.

Estes resultados foram similares aos encontrados por Shimazu (2007) que
constataram um decréscimo na capacidade de hidratagdo com aumento do teor de

glicerol de filmes com 15% de glicerol que apresentaram hidratacdo minima.

4.9 Propriedade de barreira (PVA)

A figura mostra o coeficiente de permeabilidade (a), permeabilidade ao vapor
de 4gua (PVA) e taxa de transmisséo de vapor de agua (TPVA) do bioplasticos aqui
investigados. Conforme mostrado na Fig. (3.10) PVA de W-HTP puro e W-HTPG
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diferente plastificado com glicerol 5-15% nao mostraram diferengas significativas. Os
resultados também mostraram que um aumento de 5% para 15% de glicerol ndo
afetou o PVA dos filmes. No entanto, maior PVA foi confirmado para filme W-HTPG
contendo 20% de glicerol (CAZON, 2020). Este resultado foi um indicativo de que a
adicdo de glicerol a estrutura do W-HTP pode aumentar a transferéncia de umidade
(BEN, 2022). Este comportamento pode estar relacionado com a mudanca da
estrutura da celulose em combinacdo com glicerol que possui um carater hidrofilico
(MALI et al.,2004; GONTARD, 1993). Laohakunjit (2004) pesquisando efeito de
plastificantes do glicerol nas concentragdes de 20, 25, 30 e 35% no filme de amido de
arroz verificaram que a TPVA aumentou com aumento da concentragao de glicerol.
Em nossa pesquisa o0 aumento mais acentuado foi do filme de 20% glicerol do TPVA,

bem como PVA.

A concentragdo de plastificante pode influir na propriedade de barreira de
materiais poliméricos (GONCALVES, 2019) bem como a espessura do filme (MALI et
al.,2004). Neste trabalho, o aumento da concentracao de glicerol influenciou o efeito

da espessura dos filmes, causando também seu aumento.
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Figura 3.10 Propriedades de barreira a agua dos filmes W-HTP sem glicerol (0%) e
W-HTPG nas concentragdes de 5%, 10%,15% e 20%.

Sanyang (2015) estudando amido de palma para embalagem constataram que
os filmes plastificados exibiram valores de permeabilidade ao vapor de &gua

aumentados independente do tipo de plastificante.
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Tabela 3.3 Propriedades de barreira a agua constituidos de polpa de Allium cepa
filmes W-HTP sem glicerol (0%) e W-HTPG nas concentragfes de 5%, 10%,15% e

20%.

Amostra a Adj. R?  TPVA Espessura PVA

WHTFG (g (gh*t1m-?) (mm) (gmmh-1m-2mmHg?)
0% g,_010)28 0,9926 13,68 0,072 0,01313

5% 0,0028 0,9855 15,79 0,078 0,01642

10% 0,0028 0,9911 16,84 0,077 0,01728

15% 0,0022 0,9934 17,89 0,088 0,02099

20% 0,0021 0,9578 35,79 0,102 0,04867

a Para relatar PVA como gmmh-1m-2 kPa, multiplique o valor em gmmh-1m-2
mmHg por 7,5.

Também Goncalves (2019) realizando testes com filmes de acetato de celulose
(CA) incorporando 5, 10, 20, 30 e 50% (p/v) de glicerol com o objetivo de avaliar as
possiveis alteracfes causadas pelo plastificante nas propriedades funcionais do
embalagem e que os resultados mostraram que, a presenca de glicerol nos filmes
causou aumento na taxa de transmisséo de vapor de agua nos filmes com 10 e 30%
de glicerol, porem pode haver efeito antiplastificante como foi relatado por Shimazu
(2007) que avaliaram o efeito antiplastificante do glicerol nas propriedades de sor¢ao
de umidade de filmes de fécula de mandioca, pois dependendo da concentracédo do
plastificante, pode causar efeito contrario, ao invés de aumentar a hidrofilicidade do
material, prova disso Jost et al. (2014) trabalhando com filmes de alginato
incorporando com glicerol relataram que as concentragdes de 20 e 50% de glicerol
causaram uma reducéo na permeabilidade ao vapor de agua.

Importante considerar o fator permeabilidade para filmes ou membranas para
regeneracao 0ssea guiada, pois ela € colocada em contato direto com a superficie
0ssea circundante, tal que permita a difusdo de plasma e nutrientes, porém impeca

passagem de células ndo osteogénicas (ANDRADE et al., 2004)

4.10 Avaliacdo da solubilidade dos filmes em agua

Outra propriedade importante dos filmes biopoliméricos é a sua solubilidade em



112

agua. Em alguns usos, a insolubilidade em &gua pode aumentar a integridade do
produto e sua vida util (BASIAK, LENART e DEBEAUFORT, 2018). Houve um claro
aumento na solubilidade em agua para filmes contendo maiores porcentagens de
glicerol. Solubilidade em agua de filmes W-HTPG de 36.77% a 53.45% quando o teor
de glicerol é de 5% a 20% (figura 3.11). Resultados semelhantes foram confirmados
por Farahnaky e Saberi (2013), que indicaram que a adicdo de glicerol aumentou a
solubilidade em agua de filmes de amido de trigo. O glicerol reduz as forcas de atracao
molecular na matriz do filme, que diminuem sua rigidez, permitindo maior interacao
com as moléculas de 4gua (SANCHES, 2020).

O glicerol eleva consideravelmente a solubilidade dos filmes poliméricos, como
a celulose, obtidos devido ao seu tamanho e a disponibilidade de grupos hidroxila,
responsaveis pela formacdo de ligacbes de hidrogénio (WANG, 2007), pois
aumentando a mobilidade das macromoléculas, facilita a difusdo das moléculas de
agua através do biofime (SARANTOPOULOS et al., 2002). Este aumento da
solubilidade pode ser constatado devido a afinidade do glicerol com a agua verificada
no teste de permeabilidade de vapor de 4gua constatada neste trabalho (MATTA et
al., 2011).

Muller et al. (2008), constataram em seus estudos com filmes de amido de
mandioca na presenca dos plastificantesglicerol e sorbitol, que o tipo e a concentracao
de plastificante influenciam na solubilidade dos filmes. Segundo os autores, quanto
maior a concentracdo do plastificante, maior a solubilidade do filme. Também,
Laohakunjite e Noomhorm (2004) avaliaram o efeito plastificante de filmes de amido
de arroz incorporados com glicerol e sorbitol e constataram que a solubilidade foi a
mais alta com o uso da maior concentracdo de glicerol, pois os plastificantes sao

capazes de aumentar a solubilidade do filme devido as suas propriedades hidréfilas.
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Figura 3.11. Solubilidade dos filmes W-HTP sem glicerol (0%) e W-HTPG nas
concentracfes de 5%, 10%,15% e 20%.

Sanches et al. (2021) pesquisando a influéncia da concentracdo de farinha da
casca de jabuticaba e da concentragéo de glicerol concluiram que o glicerol causou
uma modificacdo e reduziu as forcas de atragcdo molecular na matriz do filme,
diminuindo a rigidez e aumentando o volume livre do sistema, o que permitiu uma

maior interacdo com as moléculas de agua e aumentou a solubilizacéo.

4.11 Ensaio de eroséo

A erosdo é o esgotamento fisico de um material. Estudos de erosdo sao
importantes para materiais aplicados na indudstria alimenticia, bem como para a
industria farmacéutica. Filmes que absorvem e mantém sua integridade fisica sao
Uteis para a primeira aplicacdo, enquanto aqueles que absorvem solventes e depois
erodem com o tempo sao Uteis para a segunda aplicacdo mencionada anteriormente.
Os valores de eroséao dos filmes para W-HTP puro e W-HTP plastificado com glicerol
5-20% sao apresentados na Figura XC. Maior erosao foi observada para W-HTP
contendo 10%, 15% e 20% de glicerol, embora nenhuma diferenca significativa tenha

sido encontrada entre eles (figura 3.12).
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Figura 3.12. Eroséo dos filmes W-HTP sem glicerol (0%) e W-HTPG nas
concentracfes de 5%, 10%,15% e 20%.

4.12 Ensaios de citotoxidade

Foram usados fibroblastos dérmicos humanos saudéaveis - células HDFa - para avaliar
o efeito citotdxico de filmes de cebola usando o método indireto. As células foram
incubadas com extratos preparados a partir dos materiais testados: filme de cebola
puro (W-HTP), filme de cebola/glicerol 5% (W-HTPG 5%), filme de cebola/glicerol 10%
(W-HTPG 10%), filme de cebola/glicerol 15% (W-HTPG 15%) e filme de
cebola/glicerol 20% (W-HTPG 20%). O ensaio de citotoxicidade mostrou que o filme
de cebola puro e os filmes de cebola contendo glicerol, respectivamente, néo
apresentaram citotoxicidade (Figura 3.12). Outros estudos mostraram a seguranca e

biocompatibilidade dos filmes de cebola.
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Figura 3.13. Viabilidade celular determinada pelo ensaio MTT em células HDFa
tratadas por 24 horas com diferentes extratos de W-HTP e W-HTPG, respectivamente.
Resultados obtidos de trés experimentos independentes.

Barreto et al. (2020) trabalhando com eluatos de filmes poliméricos de Allium
cepa L. obtidos pelo processo de casting também demostraram que a analise da
viabilidade celular nédo foi citotoxica para filmes de polpa lavada tratada
hidrotermicamente (W-HTP). Da mesma forma Da Costa Borges et al. (2023)
trabalhando com filmes HTP e W-HTP irradiados por radiacéo y constataram que

todos os filmes ndo apresentaram citotoxidade.
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5. CONCLUSOES

Os filmes incorporando glicerol mostraram-se mais espessos, com leve
aumento na cristalinidade, com aumento na permeabilidade de vapor de agua, com
caracteristicas de hidrofilicas além de apresentar alteracdo morfologica e alteracéo
das propriedades mecanicas. Tais alteracbes podem ser confirmadas pelos espectros
de FTIR que demonstraram possivel interacdo quimica entre a matriz polimérica e o
aditivo. A acao plastificante pode ser obervada nos filmes de 15% e 20% de glicerol ,
pois apresentaram glicerol livre agindo como tal. Portanto, dadas as propriedades
mostradas, a maioria dos filmes incorporados com glicerol s&o particularmente

adequados para uso na area médica.
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