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RESUMO

O tamarindo (Tamarindus indica), originario da Africa equatorial e da india, €
amplamente empregado na medicina tradicional devido as suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e antibacterianas. O Oleo extraido de suas sementes
(OST), rico em acidos graxos, apresenta reconhecido potencial cicatrizante e
antimicrobiano. A quitosana, por sua vez, € um polissacarideo de elevada
biocompatibilidade, cuja associacdo ao OST representa uma estratégia promissora
para a producao de filmes bioativos voltados a aplicacdes biomédicas. Neste estudo,
objetivou-se isolar e caracterizar o OST, avaliando parametros fisico-quimicos como
cor, indice de acidez, indice de refracéo e indice de perdxido, além de incorpora-lo a
filmes de quitosana obtidos pelo método de evaporacédo de solvente. Utilizou-se um
delineamento Box—Behnken (15 ensaios), com trés fatores independentes
(concentracdo de quitosana, concentracdo de OST e tempo de agitacdo) e trés
variaveis resposta (pH, angulo de contato e permeabilidade ao vapor de agua — PVA).
Os resultados indicaram que 0 aumento da concentracdo de quitosana reduziu o pH
dos filmes (= 4,0), enquanto maiores teores de OST elevaram a hidrofobicidade, com
angulos de contato proximos de 90° (6 = 90°). No que se refere a barreira, a
formulacdo Q20ST5 (2% de quitosana, 5% de OST e 22,5 min de agitacao)
apresentou a menor PVA (0,02 g-m™.dia™), sendo classificada como excelente
barreira, embora com maior acidez. A analise conjunta dos resultados revelou uma
janela o6tima de formulagdo em 1% de quitosana, 3% de OST e 22,5 min de agitacao,
obtendo-se pH fisioldgico (5), hidrofilicidade moderada (6 = 70°), permeabilidade
controlada (3,6 g-mm/m2-dia), morfologia homogénea, transparéncia associada a
protecdo UV e atividade antifungica frente a Candida albicans. Filmes com maiores
teores de OST (3% e 5%) apresentaram estabilidade térmica superior (TGA/DTG),
interagcdes quimicas confirmadas por FTIR e atividade antimicrobiana mais
expressiva. Conclui-se que a incorporacdo de OST em filmes de quitosana resultou
em materiais com propriedades adequadas de biocompatibilidade, barreira e acao
antimicrobiana, reforcando seu potencial de aplicacdo em produtos biomédicos, como
curativos e sistemas de liberacao tépica controlada.

Palavras-chave: 0leo da sementes de Tamarindus indica L.; isolamento; quitosana;
planejamento experimental; otimizacao; caracterizacao; aplicacdes biomeédicas.



ABSTRACT

Tamarindus indica, originally from equatorial Africa and India, has been widely used in
traditional medicine due to its antioxidant, anti-inflammatory, and antibacterial
properties. The oil extracted from its seeds (OST), rich in fatty acids, exhibits well-
recognized healing and antimicrobial potential. Chitosan, in turn, is a polysaccharide
with high biocompatibility, and its association with OST represents a promising strategy
for producing bioactive films for biomedical applications. This study aimed to isolate
and characterize OST by evaluating physicochemical parameters such as color, acid
value, refractive index, and peroxide index, as well as incorporating it into chitosan
films obtained by the solvent evaporation method. A Box—Behnken design (15 runs)
was employed with three independent factors (chitosan concentration, OST
concentration, and stirring time) and three response variables (pH, contact angle, and
water vapor permeability — WVP). The results showed that increasing the chitosan
concentration decreased the film pH (= 4.0), whereas higher OST levels increased
hydrophobicity, with contact angles close to 90° (6 = 90°). Regarding barrier properties,
the Q20ST5 formulation (2% chitosan, 5% OST, 22.5 min) exhibited the lowest WVP
(0.02 g-m™2.day™?), being classified as an excellent barrier, albeit more acidic. A
combined analysis of the results revealed an optimal formulation window at 1%
chitosan, 3% OST, and 22.5 min of stirring, achieving physiological pH (5), moderate
hydrophilicity (8 = 70°), controlled permeability (3.6 g-mm/mz2-day), homogeneous
morphology, transparency with UV protection, and antifungal activity against Candida
albicans. Films with higher OST levels (3% and 5%) showed superior thermal stability
(TGA/DTG), chemical interactions confirmed by FTIR, and more pronounced
antimicrobial activity. In conclusion, incorporating OST into chitosan films resulted in
materials with suitable biocompatibility, barrier properties, and antimicrobial
performance, reinforcing their potential for biomedical applications, such as wound
dressings and controlled topical delivery systems.

Keywords: Tamarindus indica L. seed oil; isolation; chitosan; experimental design;
optimization; characterization; biomedical applications.
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais na medicina tem se consolidado como uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de aplicacdes biomédicas, sobretudo
no tratamento de diversas enfermidades. Nesse contexto, Tamarindus indica L.,
arvore leguminosa da familia Fabaceae, nativa da Africa Equatorial, da india e do
Sudeste Asiético, destaca-se entre as espécies de uso tradicional (Matias, 2024; Silva
et al., 2011).

Em consonéncia, a espécie apresenta relevancia alimentar e medicinal, sendo
tradicionalmente aproveitada em sementes, folhas, frutos e raizes; os acidos graxos
presentes nas sementes exibem atividades anti-inflamatodria e antibacteriana, além de
propriedades biologicas e farmacologicas associadas a fungcbes protetoras e
metabdlicas no organismo (Martins, 2022).

Nesse sentido, o0 0leo das sementes de Tamarindus indica L. (OST) se destaca
por apresentar composicdo rica em acidos graxos, contendo pelo menos 32
componentes hidrofobicos catalogados, sendo 21 &acidos saturados e 11 &cidos
insaturados.

Entre eles, encontram-se em maior concentracao o acido palmitico (C16:0), o
acido estearico (C18:0), o acido oleico (C18:1), o acido linoleico (C18:2), o acido
icosanoico (C20:0), o acido behénico/docosanoico (C22:0) e o acido lignocérico
(C24:0) (Xie et al., 2020; Guerendiain Margni, 2013; Chisaguano Tonato, 2014).

Considerando esse potencial, o uso do filme de quitosana apresenta-se como
um promissor carreador do OST (Queiroz, 2018). A quitosana, por se tratar de um
polissacarideo obtido da parede celular de fungos, de exoesqueletos de crustaceos,
como o siri, e de outros materiais biolégicos, pode ser utilizada na forma de solucéo
filmogénica, a qual se adicionam O6leos e proteinas para conferir diferentes
funcionalidades (Azevedo et al., 2007).

Dessa forma, é possivel produzir filmes com aplicacdes variadas, tais como a
liberacdo controlada de farmacos, revestimentos alimentares, sistemas de entrega de
nanoparticulas e curativos biodegradaveis. Ou seja, sua associacdo com o OST pode
potencializar atividades anti-inflamatoria e antimicrobiana, além de favorecer a
entrega de farmacos, a protecdo e cobertura de feridas e o uso como aditivo em
biomateriais (Brixner et al., 2022).

Ademais, o potencial citado esta diretamente relacionado as propriedades
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intrinsecas da quitosana, que apresenta capacidade de formar peliculas com
caracteristicas mecanicas, quimicas e estruturais relevantes em virtude de seu caréter
policatibnico. Esse perfil permite a ocorréncia de interacdes hidrofobicas e
eletrostaticas, uma vez que suas cadeias carregadas positivamente interagem com 0s
componentes anidnicos, como o0s acidos graxos presentes no OST (Gomes, 2018).

Especificamente, a combinag&o desses materiais, em distintas concentracoes,
mostra-se promissora na area biomeédica, uma vez que a atividade antimicrobiana é
intrinseca tanto a quitosana quanto ao OST., 0 que possibilita sua aplicacdo em
campos como a conservacgao de alimentos, a industria farmacéutica e a biomedicina
(Brixner et al., 2022).

Cabe ressaltar que a incorporacdo do OST a matriz de quitosana promove
modificagdes estruturais e funcionais dependentes de fatores como o teor de 0Oleo, a
acidez da solucdo e o tempo de agitacdo, os quais influenciam diretamente as
propriedades finais do filme (Brixner et al., 2022; Panchal; Deshmukh; Sharma, 2014).

Dessa forma, essa associacdo requer um planejamento experimental bem
definido. Por planejamento experimental entende-se a utilizacdo de métodos
estatisticos que possibilitam organizar, conduzir e interpretar ensaios, visando
identificar a influéncia de variaveis independentes sobre respostas de interesse
(Schiefer; Schiefer, 2021).

Dentre os principais delineamentos experimentais utilizados em pesquisas de
otimizacdo destaca-se 0 Delineamento Box-Behnken (BBD), pertencente a
metodologia de Superficie de Resposta (Response Surface Methodology — RSM). O
BBD é um delineamento de trés niveis (-1, 0, +1) que distribui os pontos experimentais
nos centros das arestas do espaco fatorial e no ponto central, excluindo as
combinacdes extremas de cada fator; foi concebido para ajustar modelos quadraticos
(de segunda ordem) com um numero reduzido de ensaios, permitindo estimar efeitos
lineares, quadraticos e de interagdo com boa precisdo e menor risco operacional
guando condicdes extremas sao indesejaveis (Szpisjak-Gulyas, 2023).

Assim, definiu-se como objetivo geral desta pesquisa isolar o OST e incorpora-
lo em filmes de quitosana, utilizando planejamento experimental para otimizar sua
producéo e caracterizacdo, com enfoque em aplicac6es biomédicas.

Para tanto, definiram-se como objetivos especificos: realizar a coleta e a
extracdo do OST, seguida da caracterizacédo fisico-quimica do 6leo obtido; aplicar o

planejamento experimental, especificando a variacdo dos fatores em trés niveis
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(méximo, intermediario e minimo), a saber: concentracdo do 6leo, concentracdo da
solugdo de quitosana e tempo de agitacdo; caracterizar as quinze formulagbes
obtidas, por meio da medi¢céo do pH, da avaliagdo do angulo de contato e da andlise
da permeacao ao vapor d’agua.

Além disso, buscou-se avaliar a influéncia da concentracao do OST sobre as
propriedades térmicas, morfolégicas e estruturais dos filmes, por meio de
Termogravimetria (TGA), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia
no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Espectroscopia de Absorcéo
na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis); e investigar a atividade antimicrobiana dos
filmes de quitosana associados ao OST frente a microrganismos de interesse
biomédico, como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.

A metodologia desta pesquisa consistiu, primeiramente, na coleta e extracao
do OST, seguida de sua caracterizacao fisico-quimica por meio da determinacéo de
parametros como densidade, indice de refracdo e indice de peroxido. Para
complementar essa etapa, o Oleo foi submetido a Anéalise de Espectrofotometria de
Absorcéo no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), utilizando aliquotas de 2,5 yuL e 5 pL.

Na sequéncia, foi desenvolvido o planejamento experimental contemplando a
variacao sistematica de trés fatores, sendo: concentracdo do Oleo, concentracéo da
solucéo de quitosana e tempo de agitacao, definidos em niveis maximo, intermediario
e minimo, de modo a otimizar a formulacao dos filmes.

Por meio desse delineamento, foram produzidos quinze filmes, posteriormente
caracterizados quanto ao pH, ao angulo de contato e a permeagao ao vapor d’agua.
Por fim, realizaram-se andlises complementares de Termogravimetria (TGA),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia de Absorcdo na Regido do
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) e ensaios de atividade antimicrobiana, com o propdsito
de correlacionar as condi¢des de sintese as propriedades estruturais e funcionais dos
filmes obtidos.

A estrutura desta dissertacdo estd organizada em cinco capitulos. O primeiro
capitulo apresenta a introducao, na qual foram delineiados o problema de pesquisa, a
justificativa e os objetivos. No segundo capitulo, desenvolve-se uma revisdo da
literatura, na qual se discutem os conceitos e fundamentos relativos aos materiais
investigados.

Os capitulos 3 e 4 sédo dedicados aos aspectos experimentais. O terceiro
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capitulo descreve a metodologia de coleta, extracdo e caracterizacao fisico-quimica
do OST,; o preparo das solugdes e a incorporagéo do OST em filmes de quitosana; e
o planejamento experimental pelo delineamento Box—Behnken (BBD).

Além disso, explica as técnicas de caracterizacdo complementares (TGA, MEV,
FTIR e UV-Vis) e os ensaios de atividade antimicrobiana. O quarto capitulo apresenta
os resultados obtidos e a respectiva discussao. Por fim, o quinto capitulo redne as

conclusdes, explicita as limitagdes e propde perspectivas futuras.



20

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Este capitulo apresenta uma revisdo bibliografica sobre os conceitos
empregados neste estudo, proporcionando ao leitor um embasamento tedrico sobre a

tematica abordada.

2.1 O TAMARINDO DOCE (Tamarindus indica L.)

O tamarindeiro (Tamarindus indica L.) € uma planta frutifera da familia
Fabaceae, nativa da Africa Equatorial, da india e do Sudeste Asiatico, que se
desenvolve em regides tropicais e subtropicais, com temperatura média ideal em torno
de 25 °C. Popularmente, recebe diferentes denominacgfes: tsamiya ou okpa na
Nigéria, tamarinde na Africa do Sul e tamarindo na india (Olagunju et al., 2018). A
espécie € considerada apropriada para ambientes semiaridos, pois suporta periodos
de seca de cinco a seis meses, embora néo tolere baixas temperaturas (Reis, 2013).

O tamarindeiro € uma arvore alta e de crescimento lento, podendo atingir cerca
de 30 m de altura e copa de até 12 m de diametro. Especificamente, o fruto € uma
vagem lenhosa castanho-escura, de 5 a 15 cm, com 3 a 8 sementes envoltas por
polpa marrom de sabor acido-adocicado (Reis, 2013).

A Figura 1 e a Figura 2 ilustram o exposto.

Figura 1 — Estrutura morfolégica do fruto do tamarindeiro (Tamarindus indica L.)

Casca

Semente Fibras

Polpa

Fonte: Martins, 2022.
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Figura 2 — Algumas imagens de Tamarindus indica L: (A) arvore contendo grande
guantidade de vagens, (B) vagem de tamarindo, (C) variagdo no tamanho das
vagens, (D) variacdo no comprimento da seiva, (E) sementes, (F) plantula.

- A -\ . %

(©)

Fonte: Azad, 2018.

De aroma e sabor marcantes, o tamarindo se destaca entre as frutas exoticas
tropicais por seu valor nutricional e versatilidade culinaria. Sua polpa é usada na
producédo de sucos, sorvetes, doces, geleias, licores, molhos e condimentos (Gurjao,
2006). No Brasil, € consumida principalmente como suco, mas também serve de base
para balas, doces, bebidas engarrafadas e alcodlicas (Caluwé; Halamova, Damme,
2009).

No Brasil, existem duas variedades comerciais de tamarindo: a acida, mais
comum e cultivada em regifes de clima quente como Ceara e Goias, e a adocicada,

produzida em menor escala, especialmente no litoral da Bahia. Esta tltima, conhecida
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como tamarindo-doce, apresenta acidez bem mais baixa que a variedade tradicional
(Reis et al., 2016).

Contudo, independente da variedade, o processamento do fruto gera
subprodutos, como: sementes, casca e fibras. Segundo Martins (2022):

O tamarindo é estruturalmente separado em quatro partes: a casca, marrom
escuro ou cinza, composta por rachaduras dispostas longitudinal e
horizontalmente; as fibras, lenhosas ramificadas que aderem na polpa; a
polpa, parte comestivel e marrom, doce ou &cida; e as sementes, internas ao
endocarpo, de forma oval e marrom longo e brilhante. Cerca de 30-50% do
tamarindo corresponde a polpa, 11 a 30% corresponde a cascalfibra, e 25 a
40% corresponde a semente, sendo a polpa a parte do tamarindo mais
utilizada industrialmente. Em alguns paises, como no Brasil, os subsprodutos
gerados ainda séo subutilizados, sendo descartados no meio ambiente ou
incorporados na alimentacdo animal (Martins, 2022, p. 28).

Na regido do Vale do Séao Francisco (Pernambuco e Bahia) — maior polo
produtor de frutas tropical do pais — a industrializacdo de frutas movimenta bilhdes de
reais, o que motiva o interesse em agregar valor aos subprodutos. Todavia, em muitas
propriedades, o aproveitamento das sementes e cascas do tamarindo ainda é limitado,
sendo frequentemente destinado a compostagem (Reis, 2013).

Especificamente, as sementes de tamarindo séo fonte de diversos nutrientes.
Elas compreendem um revestimento (testa) concentrado em fibras e taninos (~20%
de cada) e um endosperma rico em reservas nutritivas (Oluseyi; Temitayo, 2015;
Bagul; Sonawane; Arya, 2018).

Em termos de composicdo proximal, amostras de sementes inteiras (com
casca) apresentam proteina entre 13,3 e 52,4 g/100 g de matéria seca e lipidios de
1,7 a 19,0g/100 g (Ferreira et al., 2019; Oluseyi; Temitayo, 2015). Esses teores séo
elevados quando comparados a outras partes da fruta, refletindo a funcdo da semente
como orgao de reserva. As sementes também sdo ricas em minerais, destacando-se
0 potassio, fosforo, magnésio e célcio, além de conterem boas quantidades de
aminoacidos essenciais (Bagul, Sonawane; Arya, 2018).

Quanto aos carboidratos, a matéria seca da semente € constituida em grande
parte por polissacarideos (65—70%, incluindo amilopectina) (Trzeciak et al., 2007).
Estudos indicam que o conteudo total de carboidratos nas sementes varia muito, por
exemplo, de 17,4 a 59,3 g/100 g em diferentes regides de origem (Ferreira et al., 2019;
Mohamed; Mohamed; Ahmed, 2015), refletindo diferencas de cultivar e clima.

Além dos nutrientes primarios, os residuos de tamarindo sdo fontes de diversos
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compostos bioativos. Dentre eles, destacam-se os polifendis presentes nas sementes
e cascas. As sementes contém flavonoides e fenolacidos como catequina, (-)-
epicatequina, procianidinas (B2 e outros oligbmeros), miricetina, quercetina e acidos
fendlicos (gélico, clorogénico, cafeico etc.). A (-)-epicatequina, em especial, tem sido
identificada como principal composto, com reconhecidas atividades antioxidante,
antiviral, antimalarica e anticancerigena (Rekshmyd’'Dharan; Roy, 2013; Prakash et
al., 2019).

As proantocianidinas (derivadas da epicatequina) também estdo presentes e
contribuem para a adstringéncia e amargor caracteristicos do tamarindo, além de
efeitos fisiologicos benéficos (cardiopreventivos, anti-inflamatoérios, antioxidantes,
antialérgicos, antitromboticos, antibacterianos e anticarcinogénicos) (Mufioz-
Labrador; Prodanov; Villamiel, 2019).

Os polissacarideos constituem outro grupo importante: cerca de 70-75% da
semente € mucilagem (Manchanda et al., 2014). Apoés hidrolise, essa mucilagem libera
monossacarideos (glicose, xilose, arabinose, galactose) e acucares acidos (como
acidos urdénicos).

Dentre os polissacarideos, o xiloglucano (XG) € o principal. Sua estrutura
basica consiste em um esqueleto de B-(1—4)-D-glicose ramificado por unidades de a-
(1—6)-xilose e B-(1—2)-galactose. Unidades repetitivas do XG do tamarindo podem
formar estruturas de heptassacarideos (Glc,Xyl3), octassacarideos (Glc,Xyl;Gal) e
nonassacarideos (Glc,Xyl;Gal,) (Martins, 2022).

Diferentes padrfes de ramificacdo na cadeia do xiloglucano afetam suas
propriedades fisico-quimicas, como solubilidade em agua e grau de auto associacao
molecular. Além disso, a semente contém tocoferdis (formas de vitamina E: q, B, y, 6)
em quantidades notaveis e pigmentos naturais (antocianidinas) e taninos na casca.
Esses compostos fendlicos e antioxidantes reforcam ainda mais o potencial funcional
dos residuos (Martins, 2022).

Na Figura 3 apresenta-se a caracterizacdo estrutural do fruto, evidenciando de
forma tradicional o rendimento global do extrato obtido a partir de cada um de seus
componentes, com a devida descricdo referente ao residuo, a classe quimica, ao

composto identificado e a respectiva referéncia.
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Figura 3 — Caracterizacdo do fruto integral Tamarindus indica L.

Residuo Classe Quimica

Polifendis

Composto

(+)-catequina; (-)-epicatequina; procyanidina B2; procianidina tetramica
oligomérica (hexédmero de procianidina; trimero de procianidina;
pentamero de procianidina; arecatamina B1)

Mirecetina; quercetina; kaempferol; acido galico; acido clorogénico;
acido vanilico; acido p-cumarico; acido felirico; acido cafeico;
cloranfenicol; 4cido elagico; acido cindmico; luteolina; apigenina;
isorhamnetina; taxifolina; morina; rutina; narigenina

Referéncia
(SUDJAROEN et al., 2005;
SINCHAIYAKIT etal., 2011; SOLE;
SRINIVASAN; AKARTE, 2013;
NAKCHAT; MEKSURIYEN;
PONGSAMART, 2014; SUNDARAM et
al., 2015)

(LUZIA; JORGE, 2011; RAZAL T et al.,
2015; SUNDARAM et al., 2015)

Acido 3-metiletil butandico; etil benzeno; o-Xileno; 3-metil 1-butanol;
Semente dodecano; 1,2,4-trimetil benzeno; decano; acido 2-etilhexil oxalico;
1,2,3-trimetil benzeno; dcido palmitico; dcido 14-metil pentadecandico;
. zilc?do hlexadccanolcu.: acE('lo lmol(:lctu;‘amdo oléico; ac1dr:)lc15 vacénico; (AJAYT et al., 2006; LUZIA; JORGE,
Acidos graxos acido cis-10-heptadecendico; trans acido 13 - octadecenodico; acido 16- 2011: REIS et al. 2016)
metil heptadecanoico; acido estedrico; 17-cloro 7-heptadecino; etil 9- ’ ctals
hexadecenoato; oleato de etila; acido 3-metil butil pentadecandico; 10,1-
biciclo tridec-1-eno; tetratriacontano; acido araquidico; acido lignocerico;
acido beénico
Polissacarideos Ramnose; arabinose; galactose; glicose; manose; xilose; frutose (SHAO et al., 2019)
Tocoferdis a-tocoferol; p-tocoferol; y-tocoferol; d-tocoferol; vitamina E (LUZIA; JORGE, 2011)
Pigmentos Leucoantocianidina; antocianina (SHANKARACHARYA, 1998; RAO;
' ' MATHEW, 2012)
Terpenos Cantaridina (SHIRISHA; VARALAKSHMI, 2016)
Casca Polifendis (-)-epicatequina (GANESAPILLAL VENUGOPAL;
A8 fenois Pt SIMHA, 2017)
Outros Saponina; galactosil glicerol; dcido treo-isocitrico (SONI; SINGH; SINGH, 2018)

Fonte: Martins, 2022.

Nessa perspectiva, Martins (2022) acrescenta:

Os &cidos graxos sédo normalmente identificados na fracado lipidica extraida
da semente de tamarindo. Essas substancias, dependendo do ndimero de
ligacdes duplas em sua cadeia molecular, séo classificadas como saturadas,
monoinsaturadas, polinsaturadas e insaturadas (combinacdo de acidos
graxos monoinsaturados e polinsaturados). O consumo de acidos graxos
saturados e trans esta associado a doengas cardiacas nas coronéarias. No
entanto, certos acidos graxos tém o potencial de serem utilizados como
funcionais em alimentos e medicamentos, como os acidos graxos insaturados

(Martins, 2022, p. 33).

Em pesquisa sobre extracdo, Banerjee et al. (2017) evidenciaram que a fracédo

majoritaria dos compostos oleosos presentes nas sementes de Tamarindus indica L.

corresponde a acidos graxos insaturados. Entre estes, sobressaem os acidos linoleico

e oleico, ndo apenas por representarem os percentuais mais elevados, mas também

por sua reconhecida atividade antioxidante e antimicrobiana. Além disso, o OST

também contém &acidos monoglicéridos e compostos aromaticos, como naftalenos

(Kumar et al., 2011). Nesse sentido, o 6leo tem um grande potencial bioativo de

essencial interesse nas industrias (Okello et al., 2018).

Corroborando com o supracitado, Luzia e Jorge (2011) realizaram um estudo

com o proposito de caracterizar as sementes de Tamarindus indica L. quanto a sua
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composi¢do centesimal, perfil de acidos graxos, teor de tocoferdis e atividade
antioxidante. Para tanto, as sementes foram previamente desidratadas, trituradas e
submetidas a extracao etanolica, sendo os extratos analisados por diferentes métodos
fisico-quimicos, espectrofotométricos e cromatograficos, de modo a avaliar tanto a
composic¢éao nutricional quanto o potencial funcional do material obtido.

Os resultados apontaram que as sementes apresentam elevado teor de
carboidratos totais, correspondendo a 71,91% da composic¢ao, seguidos por 12,74%
de proteinas, 3,41% de lipidios e 2,16% de cinzas. Apesar da fracdo lipidica
relativamente baixa, o 6leo extraido demonstrou propriedades notaveis em termos de
estabilidade e composicao, evidenciando sua relevancia do ponto de vista nutricional
e tecnologico (Luzia; Jorge, 2011).

No que se refere a atividade antioxidante, o extrato etanolico apresentou
desempenho significativo, com valor maximo de 75,93% e concentragcao elevada de
compostos fendlicos totais, atingindo 49,30 mg equivalentes de acido galico por grama
de extrato. O valor de EC50 (do inglés Effective Concentration 50%) obtido (204,72
Mg.mL™) reforca a boa eficiéncia antioxidante, comparavel a extratos de outras
sementes tropicais (Luzia; Jorge, 2011).

O oOleo das sementes apresentou estabilidade oxidativa de 15,83 horas,
superior a 6leos comumente utilizados na alimentacdo, como os de soja e girassol, e
proxima a encontrada em oOleos de maracuja e tomate. O perfil de acidos graxos
revelou predominancia de insaturados (73,94%), sendo o linoleico o principal
componente (59,61%), seguido do oleico (14,33%) e do palmitico (10,07%).

Esses resultados encontram-se detalhados na Tabela 1, que demonstra a
composicdo percentual dos principais acidos graxos identificados na fracao lipidica
das sementes de Tamarindus indica L., bem como as relacbes entre acidos

saturados/insaturados e oleico/linoleico.
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Tabela 1 — Perfil de acidos graxos presentes na fracao lipidica das sementes de
Tamarindus indica L.

ACIDOS GRAXOS (%) MEDIA DESVIO PADRAO
Palmitico (C 16:0) 10.07 0.09
Estearico (C18:0) 2.82 1.77

Oleico (C18:1) 14.33 0.03
Linoleico (CI8:2) 59.61 0.12
Acido icosanoico (C20:0) 1.82 0.03
Beénico ou Ac.docosandico (C22:0) 4.13 0.03
Lignoceérico (C24:0) 6.21 0.04
Saturado 26.06 0.16
Monoinsaturados 14.33 0.03
Polinsaturado 59.61 0.12

Sat/Insat* 1/2.84 -

Ole/Lin** 1/4.16 -

*Relac¢do entre o total de acidos graxos saturados e insaturados.

**Relacdo entre os 4cidos oleico e linoleico totais
Fonte: Luzia; Jorge, 2011.

Além disso, o 6leo mostrou-se uma importante fonte de tocoferdis, com
conteudo total de 57,77 mg.kg™, destacando-se a presenca de y-tocoferol (38,22
mg.kg™) e a-tocoferol (12,36 mg.kg™). Essa composic¢ao contribui para a estabilidade
oxidativa e reforca o potencial antioxidante do Oleo, associando-o também a
beneficios fisioldgicos relacionados a vitamina E (Luzia; Jorge, 2011).

Conclui-se, portanto, que as sementes de Tamarindus indica L. constituem uma
fonte promissora de compostos bioativos, apresentando propriedades nutricionais e
funcionais de interesse. O elevado teor de acidos graxos insaturados, somado a
presenca de fendlicos e tocoferdis, sugere sua aplicabilidade tanto no setor alimenticio
guanto em formula¢cBes farmacéuticas e oleoquimicas (Luzia; Jorge, 2011).

Diante do exposto acerca do potencial bioativo e funcional das sementes de
Tamarindus indica L., especialmente no que tange a rigueza em acidos graxos
insaturados, compostos fendlicos e tocoferéis, torna-se relevante considerar a
possibilidade de associacao desses extratos a biopolimeros de interesse tecnoldgico
(Gomes, 2018).

Em especial, materiais de origem natural como o amido, a gelatina e a pectina
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ja vém sendo empregados na elaboracéo de filmes e revestimentos biodegradaveis
gue, quando enriquecidos com compostos bioativos, passam a desempenhar funcao
antioxidante e antimicrobiana, com ampla aplicacao no setor alimenticio e biomédico
(Rosetto et al., 2021; Bodini, 2011; Ribeiro, 2022)

O uso de amido modificado, por exemplo, tem sido explorado na formulacéao de
filmes flexiveis para embalagens sustentaveis; a gelatina, por sua vez, é aproveitada
na producdo de capsulas e sistemas de liberacdo controlada; enquanto a pectina
destacam-se na producdo de hidrocoléides e matrizes para imobilizacdo de
compostos bioativos (Rosetto et al., 2021; Bodini, 2011; Ribeiro, 2022)

Nesse contexto, a incorporacdo de extratos do tamarindo em tais matrizes
poderia agregar funcionalidade e valor agregado, resultando em embalagens ativas
capazes de retardar a oxidacao lipidica em alimentos, em curativos com maior
potencial de cicatrizacdo pela acdo antioxidante, ou mesmo em biomateriais com
propriedades fisioldgicas benéficas (Rodrigues, 2019).

Entre os diversos biopolimeros disponiveis, destaca-se a quitosana, cuja
estrutura catiénica, biocompatibilidade e capacidade de formar filmes transparentes e
estaveis a tornam particularmente atrativa (Barboza et al., 2022). Nesse sentido, 0
préximo capitulo abordara especificamente as propriedades, potencialidades e usos
da quitosana, estabelecendo o elo entre suas caracteristicas estruturais e as
possibilidades de associacdo com compostos bioativos provenientes das sementes

de Tamarindus indica L.

2.2 A QUITOSANA E SUAS PROPRIEDADES

A quitosana € um polissacarideo de natureza catibnica, obtido principalmente
por meio do processo de desacetilacdo alcalina da quitina, a qual representa o
segundo polissacarideo mais abundante na natureza, ficando atras apenas da
celulose. A quitina, por sua vez, compde a estrutura fundamental dos exoesqueletos
de crustaceos e insetos, além de estar presente na parede celular de diversos fungos
e microrganismos (De Azevedo et al., 2007).

Destarte, a quitina e a quitosana sdo polimeros naturais, atoxicos,
biodegradaveis e biocompativeis, derivados de fontes renovaveis, cuja utilizacdo em
aplicagfes industriais e tecnoldgicas tem sido explorada ha aproximadamente setenta

anos. Ambas possuem estruturas formadas por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-
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glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, ligadas por meio de ligacdes
glicosidicas B(1—4) (De Azevedo et al., 2007).

Contudo, diferenciam-se quanto a proporcéo dessas unidades e a solubilidade.
A quitina, caracterizada pela predominancia de unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose, mostra-se insolivel na maioria dos solventes. Em contrapartida, a
quitosana, cuja estrutura contém majoritariamente unidades de 2-amino-2-deoxi-D-
glicopiranose, € soluvel em solucbes aquosas diluidas de &cidos organicos e
inorgéanicos (De Azevedo et al., 2007).

A Figura 4 apresenta a comparagao entre as estruturas moleculares da
celulose e da quitosana, evidenciando que, enquanto na celulose predominam grupos
hidroxila (OH) distribuidos ao longo da estrutura do carboidrato, na quitosana
destacam-se grupos amino (NH,).

Figura 4 — Comparagéo entre as estruturas moleculares da celulose e da quitosana
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Fonte: De Azevedo et al., 2007.
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Conforme ja mencionado, a quitosana, embora presente naturalmente em
determinados fungos, € comumente obtida por meio do processo de desacetilacdo da
quitina. No decorrer da reagéo, os grupamentos acetamido (-NHCOCH:) presentes na
quitina sdo convertidos, em diferentes graus, em grupos amino (-NH;), resultando na
formacao da quitosana, conforme Figura 5.

Figura 5 — Reacéo de desacetilagdo da quitina em quitosana
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. Quitosana

NH,
OH
OH

Fonte: Rodrigues, 2017.

Como nota complementar, ha trés formas polimérficas para a quitina: a, B e y.
A forma a € a mais abundante, sendo encontrada em estruturas rigidas e resistentes.
A B-quitina, por sua vez, ocorre na forma de microfibrilas ligadas a proteinas,
constituindo estruturas também resistentes, mas com maior flexibilidade. A principal
diferenca entre essas duas formas estd no empacotamento no estado solido: na a-
guitina, as cadeias apresentam emparelhamento antiparalelo, resultando em maior
densidade e favorecendo a formacao de ligacGes de hidrogénio entre as cadeias; ja
na B-quitina, o emparelhamento € paralelo.

Essa distincao estrutural confere a B-quitina maior acessibilidade a reagentes,

0 que se traduz em maior reatividade e, consequentemente, em mais possibilidades
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de obtencao de derivados modificados. Por fim, a y-quitina € descrita como resultante
de um arranjo intermediério entre as formas a e 3, podendo também ser interpretada
como uma simples distor¢céo dessas estruturas (Rodrigues, 2017).

Além do exposto, sabe-se que, embora a quitina seja sollavel apenas em
poucos solventes, a quitosana apresenta solubilidade em solucdes diluidas de &cidos
organicos, em razdo da protonacéo dos grupos amino presentes nas unidades de D-
glucosamina (GIcN). Essa caracteristica decorre da desacetilacdo parcial da quitina,
na qual as unidades de N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc) sé&o convertidas em GIcN,
conferindo a quitosana propriedades catibnicas (Rodrigues, 2017).

Essa modificacdo estrutural possibilita que a quitosana se apresente em
diferentes formas e, consequentemente, dé origem a derivados com ampla
diversidade de propriedades e aplicacdes. Entre eles, destacam-se a remocao de
metais em aguas residuarias, a imobilizagdo de enzimas, o revestimento de alimentos
e, sobretudo, sua utilizagdo em pesquisas voltadas para biomedicina (Rodrigues,
2017).

Exemplos incluem o uso em suturas cirargicas, implantes dentarios,
reconstituicdo 0ssea, lentes de contato (como agente hidratante) e sistemas de
liberacdo controlada de farmacos em animais e humanos, podendo ser administrados
por diferentes vias, como topica, oral ou retal (Rinaudo, 2006; Ahn; Choi; Cho, 2001).

Corroborando com o assunto, Silva (2005 apud Rodrigues et al., 2020) diz, a

respeito das propriedades catibnicas da quitosana, que:

Fazem dela um polissacarideo de grande interesse para um nudmero
expressivo de aplicagbes: pode ser quimicamente modificada; ser
biodegradavel e biocompativel; ser processada em diferentes formas
(solugbes, blendas, esponjas, filmes, membranas, gel, pasta, tabletes,
microesferas, microgranulos e fibras, entre outros), além de ser um
polieletrdlito catibnico em meio acido (Silva, 2005 apud Rodrigues et al., 2020,
p. 227).

Nesses meios, a quitosana comporta-se como um polieletrélito com elevada
densidade de carga positiva, em razdo da protonacdo dos grupos amina em grupos
NHs*, o que |he permite interagir com moléculas de carga negativa, como proteinas e
lipidios. Assim, a quitosana apresenta solubilidade em solu¢ces fracamente acidas
(como acido férmico, acido acético e acido cloridrico), em funcdo da quantidade de
grupos amino disponiveis, sendo, entretanto, insolivel em &4gua pura e em solugdes

de caréter alcalino (Berscht et al., 1994).
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Por essa razéo, a quitosana pode ser considerada um material dependente do
pH, sendo fundamental levar em conta o seu grau de desacetilagdo. Isso porque a
extensdo da protonacao da quitosana em diferentes meios acidos esta diretamente
relacionada ao pH e ao valor de pK do acido (Krajewska, 2004).

Por fim, tem-se que, em virtude de suas caracteristicas fisico-quimicas, a
guitosana apresenta propriedades relevantes, como a facilidade na formacgéo de
filmes finos, os quais tém sido, h& algum tempo, objeto de avalia¢des praticas (Assis
et al., 2003; Kostaneski, 2023).

De modo geral, os filmes de quitosana tém sido obtidos por métodos simples,
consistindo na dissolucdo do polimero em meio apropriado e posterior vertimento
sobre superficie plana, seguido da evaporacao do solvente e destacamento do filme.
No entanto, esse procedimento frequentemente resulta em filmes de espessura
irregular e estrutura fibrosa heterogénea (Assis et al., 2003; Kostaneski, 2023).

Como alternativa, destaca-se a técnica de automontagem (self-assembly),
baseada na adsorcdo decorrente de interacdes eletrostaticas, a qual permite maior
controle estrutural. Esse processo ocorre por meio da imersao de um substrato sélido
carregado em solucdo contendo material de carga oposta, o que induz a formacao
inicial de uma monocamada sobre a superficie (Assis et al., 2003; Kostaneski, 2023).

A principal vantagem dessa metodologia reside no fato de nao exigir
equipamentos sofisticados. Considerando que, em meio acido, a quitosana apresenta
cargas positivas em razao da protonacdo dos grupos amino (NH3*), substratos com
alta densidade de sitios negativos constituem suportes adequados para a atracao
eletrostatica e subsequente formacdo de filmes homogéneos (Assis et al., 2003;
Kostaneski, 2023).

Entretanto, uma limitacdo importante desses filmes refere-se a sua
hidrofilicidade. Devido a predominancia de grupos amino com ligacfes covalentes (N—
H), cuja eletronegatividade cria sitios altamente polares, ha favorecimento do
rearranjo de moléculas de agua ao redor desses sitios. Essa caracteristica, somada a
presenca de grupos acetamido, também polares, confere ao material elevado grau de
afinidade e retencao de agua.

Essa intensa absorcéo hidrica implica efeitos indesejaveis, como a diminui¢ao
da estabilidade estrutural do polimero. A constante presenca de umidade provoca o
intumescimento da matriz, acarretando desagregacao das fibras, destacamento do

filme e aceleracao da degradacéao por acao microbiana (Assis et al., 2003; Kostaneski,
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2023).

Assim, a producdao de filmes ndo apenas envolve a aplicagéo de agentes, como
a quitosana, para formacdo da pelicula, mas também pode abranger a utilizacdo de
solventes, plastificantes e outros reagentes. Nos ultimos anos, verificou-se que o
aprimoramento das propriedades dos filmes de quitosana pode ser alcangado por
meio da adicdo de aditivos naturais, como 6leos essenciais, extratos vegetais e
extratos de frutas. Essas combinagbes tém demonstrado grande potencial para
ampliar as funcionalidades dos filmes, especialmente no que se refere as atividades
antioxidante, antimicrobiana e as aplicacbes em biomedicina (Assis et al., 2003;
Kostaneski, 2023).

Neste sentido, considerando o tema desta dissertagcdo, que trata da
investigagéo de filmes poliméricos de quitosana associados ao Tamarindus indica L.,
ressalta-se que a combinacao desses materiais apresenta elevado potencial cientifico

e tecnoldgico, aspecto que sera abordado em detalhe no proximo subcapitulo.

2.3FILMES DE QUITOSANA E DERIVADOS DE Tamarindus indica L.

Conforme ja explorado nos subcapitulos anteriores, a combinacéo de polimeros
naturais como a quitosana com oOleos vegetais bioativos tem sido explorada em
biomateriais avancados. Nos ultimos 20 anos, poucos estudos investigaram
diretamente a combinacao de quitosana com 6leo de Tamarindus indica L. em filmes
finos. No entanto, trabalhos que utilizam derivados da tamarindeira em conjunto com
guitosana fornecem pistas sobre a preparacdo, estrutura e propriedades desses
sistemas.

Como por exemplo, o estudo de Malviya et al. (2021), intitulado Fabrication and
Characterization of Chitosan—Tamarind Seed Polysaccharide Composite Film for
Transdermal Delivery of Protein/Peptide teve como proposito desenvolver e
caracterizar filmes compdsitos a base de quitosana e polissacarideo de sementes de
tamarindo, com vistas a sua aplicacdo como sistemas de liberacédo transdérmica de
proteinas e peptideos terapéuticos (Malviya et al., 2021).

A pesquisa fundamenta-se no fato de que a administracdo oral dessas
biomoléculas é frequentemente inviabilizada pela degradacdo enzimética e pelas
baixas taxas de absorgdo intestinal, enquanto a via parenteral, embora eficaz, é

invasiva e pouco atrativa sob o ponto de vista da adeséao do paciente (Malviya et al.,
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2021).

Os filmes foram obtidos a partir da dispersdo dos polissacarideos em meio
aquoso, seguida da incorporacdo do farmaco e posterior secagem controlada em
moldes. Os resultados revelaram que os filmes apresentaram espessura média entre
1,00 £ 0,001 e 1,04 £ 0,03 mm, pH superficial de 5,7 a 6,7 — dentro de uma faixa
compativel com aplicacdo cutanea — e elevado conteudo de farmaco, variando entre
96,0 +1,43% e 98,0 £ 1,33% (Malviya et al., 2021).

A absorcdo de umidade permaneceu baixa (2,83-3,76%), a0 passo que a
captacao oscilou entre 5,33% e 10,02%, indicando estabilidade satisfatéria frente a
umidade ambiental. A resisténcia mecéanica mostrou-se notavel, com todas as
formulagdes suportando mais de 300 dobras sucessivas sem ruptura, o que denota
elevada flexibilidade. As analises de FTIR demonstraram auséncia de interacdes
guimicas indesejadas entre 0s constituintes, enquanto as imagens de MEV
evidenciaram superficies homogéneas antes dos testes de permeacdo, ainda que
fissuras tenham surgido apds os ensaios de liberacédo (Malviya et al., 2021).

No que concerne ao desempenho funcional, os testes in vitro de liberacao,
conduzidos com membrana de ovo como barreira biolégica simulada, mostraram que
nos primeiros quatro dias a liberagcdo cumulativa situou-se entre 13,75% e 22,54%,
enquanto entre o quinto e o sexto dia os valores alcancaram 72,67% a 78,33%,
caracterizando perfil de liberacdo sustentada.

Estudos de permeacédo transdérmica realizados em células de difusdo de
Franz, empregando membrana abdominal de frango, confirmaram comportamento
semelhante, com taxas de permeacdo préoximas a 78% apos seis dias de ensaio
(Malviya et al., 2021). Diante desses achados, os autores concluiram que os filmes
compaositos de quitosana e polissacarideo de sementes de tamarindo apresentaram
potencial como sistemas inovadores para administracdo transdérmica de proteinas e
peptideos.

Por sua vez, o estudo intitulado Preparation, characterization, and antimicrobial
activity of xyloglucan-chitosan film from tamarind (Tamarind indica L.) seed kernel
(Adair et al., 2023) teve como objetivo desenvolver e caracterizar filmes compdésitos a
partir de xiloglucana extraida do endosperma da semente de tamarindo e quitosana,
explorando suas propriedades fisico-quimicas, estruturais, mecanicas e
antimicrobianas, de modo a avaliar sua aplicabilidade como material biodegradavel

em embalagens alimenticias e outros usos biomédicos.
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A xiloglucana foi obtida por extracdo do p6 do carogo de tamarindo (TKP),
submetido a desengorduramento e posterior tratamento hidrotérmico em meio aquoso
acidificado, seguido de precipitacdo alcodlica. O polimero resultante apresentou
pureza de 90% e massa molar entre 342 e 1010 kDa. A ligagdo com a quitosana foi
promovida pela agéo do acido acético (4% v/v), que induziu hidrélise 4cida na estrutura
da xiloglucana, gerando grupos aldeido (-CHO) capazes de reagir covalentemente
com grupos amino (-NH;) da quitosana, formando ligacdes amida secundaria (Adair
et al., 2023).

A confirmacgéao da formacao de ligacdes covalentes convencionais foi obtida por
diferentes técnicas analiticas. O teste de Benedict indicou a presenca de acglcares
redutores, corroborando a formacédo de aldeidos apés a hidrélise da xiloglucana. As
analises por FTIR revelaram o desaparecimento dos picos caracteristicos de aminas
primarias (quitosana) e amidas primarias (xiloglucana), sendo substituidos por bandas
de amida secundéaria (1635-1637 cm™).

Os difratogramas de raios X mostraram padrdao amorfo tanto para filmes
individuais quanto para os compodsitos, mas com aumento da intensidade do pico em
20 = 20° a medida que a proporcao de xiloglucana se elevava, evidenciando maior
densidade de ligacbes intermoleculares. A analise térmica indicou que os filmes
compaositos apresentaram maiores picos endotérmicos e valores de entalpia (60—140
J/g), superiores aos de quitosana ou xiloglucana isoladas, demonstrando maior
estabilidade térmica das matrizes hibridas (Adair et al., 2023).

Por fim, os testes de atividade antimicrobiana revelaram que a incorporacao de
xiloglucana potencializou o efeito inibitorio natural da quitosana. Enquanto filmes de
quitosana isolada apresentaram crescimento microbiano de 2,5 x 10* UFC/g, os
compositos em diferentes proporcdes (1:1, 2:1, 3:1 e 4:1) exibiram contagens <30
UFC/g, evidenciando atividade antimicrobiana intensa. Essa acao foi atribuida a
combinacao entre o efeito quelante e de interacdo de membrana da quitosana e a
modulacdo estrutural conferida pela xiloglucana, além da reducdo da atividade de
agua promovida pelo glicerol (Adair et al., 2023).

Em sintese, o trabalho demonstrou que a associacdo de xiloglucana e
guitosana, promovida por meio de acido acético, resulta em filmes biodegradaveis com
propriedades mecéanicas superiores, menor permeabilidade ao vapor de agua e
notavel atividade antimicrobiana (Adair et al., 2023).

As analises fisico-quimicas dos filmes evidenciam que a associacdo entre
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quitosana e derivados do tamarindo resulta em intera¢des essencialmente fisicas, as
guais repercutem diretamente em suas propriedades estruturais, mecanicas e de
barreira. Os espectros de FTIR confirmam a manutencédo das bandas caracteristicas
de ambos os componentes, sem modifica¢des significativas, o que sugere auséncia
de reacdes quimicas de maior intensidade, prevalecendo mecanismos de
interpenetracdo polimérica e a formacao de ligacdes de hidrogénio. Paralelamente, os
ensaios de espessura e resisténcia indicam que os filmes hibridos tendem a ser mais
espessos e menos rigidos quando comparados aqueles obtidos exclusivamente de
guitosana.

Nesse sentido, Malviya et al. (2021) reportaram valores de espessura variando
entre 1,00 e 1,04 mm, associados a notavel durabilidade frente a flex&o, resistindo a
mais de 300 dobras sucessivas. Outro efeito observado € a reducao da cristalinidade
da matriz polimérica com a adicdo de tamarindo, fendmeno que promove maior
flexibilidade e elevacao da capacidade de alongamento.

De forma ilustrativa, Ning et al. (2024) demonstraram que, ao entrecruzar
guitosana com polissacarideo extraido de tamarindo, a elongacdo maxima das
peliculas aumentou substancialmente de cerca de 3,2% em filmes néo reticulados
para aproximadamente 77,5% nos filmes reticulados, revelando impacto expressivo
na ductilidade do material.

No que concerne as propriedades de barreira, observa-se que os filmes obtidos
a partir da associacao entre quitosana e derivados de tamarindo apresentam elevada
resisténcia a permeacao tanto de vapor d’agua quanto de gases. Evidéncias
experimentais, como as relatadas por Ning et al. (2024), demonstram que esses
materiais exibem baixa permeabilidade a agua e ao oxigénio, efeito atribuido a
formacdo de uma rede tridimensional entrecruzada capaz de restringir a difusédo
molecular através da matriz. Em termos estruturais, tais filmes configuram-se como
materiais semicristalinos, dotados de capacidade de deformacdo e de morfologia
homogénea, sem indicios de fases separadas perceptiveis.

Ademais, nos trabalhos analisados, os filmes hibridos constituidos por
guitosana e componentes de Tamarindus indica L. revelaram propriedades biologicas
de grande relevancia para aplicacfes biomédicas. As peliculas exibiram atividade
antimicrobiana, destacando-se os resultados de Ning et al. (2024), que relataram
zonas de inibicdo em torno de 24 mm contra microrganismos modelo. Esse efeito foi

bY

atribuido a acdo sinérgica dos grupos amino da quitosana, responsaveis por
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interacOes eletrostaticas com membranas bacterianas, e de fitoquimicos residuais
presentes nos extratos do tamarindo (Ning et al., 2024).

Paralelamente, ensaios de biocompatibilidade evidenciaram alta viabilidade
celular e auséncia de atividade hemolitica, reforcando o carater nao toxico e
compativel desses filmes com células animais. Ressalte-se ainda que a quitosana,
isoladamente, ja é reconhecida por sua biocompatibilidade e até por propriedades
hemostaticas, ao passo que os aditivos do tamarindo, sejam polissacarideos ou 6leos
ricos em &cidos graxos insaturados como oleico e linoleico, ndo apenas preservam,
como possivelmente incrementam tais caracteristicas, adicionando potenciais efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios (Malviya et al., 2021).

Um aspecto adicional que merece destaque é o papel da concentracdo de
guitosana em formulagbes contendo Oleo. A literatura aponta que pequenas
proporgbes de quitosana em sistemas oleosos auxiliam na manutencdo da
estabilidade estrutural do filme, assegurando melhor dispersao e formacao de matriz
continua. Em geral, a concentragcdo empregada situa-se entre 0,1% e 1% (Bonila et
al., 2011, 2012; Pereda; Amica; Marcovich, 2012), embora em alguns casos possa
alcancar valores de até 3% (Sanchez-Gonzalez, 2010).

Convém ressaltar, ainda, que a atividade antimicrobiana dos Oleos esta
intrinsecamente relacionada a sua composicdo quimica, sendo cada constituinte
capaz de atuar por mecanismos especificos sobre a célula bacteriana. A eficacia
desses mecanismos depende também da estrutura da membrana celular microbiana,
diferenciando-se de modo significativo entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas?! (Aljaafari et al., 2019, 2021, 2022; Winska et al., 2019). Dentre os diversos

1 As bactérias sdo tradicionalmente classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas, a partir do
método de coloracédo de Gram, desenvolvido por Hans Christian Gram em 1884. Essa distingéo decorre
de diferencas estruturais na parede celular, que condicionam a capacidade de retencdo dos corantes
aplicados durante o ensaio. As bactérias Gram-positivas apresentam uma parede celular espessa,
constituida predominantemente por peptidoglicano (ou mureina), que pode corresponder a até 90% de
Sua estrutura. Essa caracteristica permite que retenham o corante cristal violeta-iodo, resultando em
coloracdo roxa quando observadas ao microscopio. Além disso, essas bactérias possuem &cidos
teicoicos e lipoteicoicos, que contribuem para a rigidez estrutural e para a adesdo a superficies.
Exemplos classicos incluem Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Listeria
monocytogenes. Ja as bactérias Gram-negativas apresentam uma parede celular mais complexa e
delgada, com uma fina camada de peptidoglicano localizada entre a membrana citoplasmética e uma
membrana externa adicional. Esta ultima contém lipopolissacarideos (LPS), moléculas que, além de
atuarem como barreira protetora contra diversas substancias antimicrobianas, desempenham papel
fundamental na patogenicidade, podendo desencadear respostas inflamatérias no hospedeiro. Durante
a coloracdo de Gram, o cristal violeta é facilmente removido, e as células acabam retendo apenas o
contracorante (safranina), o que lhes confere coloragdo rosa ou avermelhada. Entre seus
representantes, destacam-se Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enterica (Souza;
Avancini; Wiest, 2000; Barreiras et al., 2020; Aljaafari et al., 2019, 2021, 2022; Winska et al., 2019).
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mecanismos de agcao propostos, o principal envolve a desestabilizacdo da estrutura
celular causada pelos compostos dos 6leos, resultando na ruptura da membrana e no
aumento da permeabilidade, o que interrompe atividades celulares essenciais, como
a producao de energia e o transporte de membrana (Saad; Muller; Lobstein, 2013;
Tariq et al., 2023; Martinez et al., 2021).

Dessa forma, os estudos revisados evidenciam que os filmes de quitosana
incorporados a componentes do tamarindo, sejam polissacarideos ou 0leos,
apresentam propriedades fisico-quimicas, mecéanicas, de barreira e bioldgicas
relevante.

Contudo, diante do exposto, impde-se enfatizar que, apesar da relevancia
crescente da utilizacdo de biopolimeros naturais na engenharia de materiais, a
literatura cientifica ndo aborda de maneira aprofundada as propriedades fisico-
guimicas e estruturais dos filmes hibridos constituidos por quitosana e derivados de
Tamarindus indica L..

Grande parte dos trabalhos existentes concentra-se predominantemente em
analises superficiais de desempenho funcional, negligenciando pesquisas detalhadas
sobre fenbmenos fundamentais como estabilidade térmica, cristalinidade, interacdes
intermoleculares e capacidade de barreira. Essas variaveis, entretanto, sao
determinantes para a compreensao e o aprimoramento das propriedades tecnologicas
e biomédicas desses sistemas polimeéricos.

A avaliacdo dessas propriedades permite identificar a influéncia de diferentes
propor¢cdes e métodos de incorporacdo dos componentes sobre a organizacao
molecular da matriz hibrida. Por exemplo, técnicas como a calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) e a analise termogravimétrica (TGA) podem revelar o
comportamento térmico e a estabilidade das redes poliméricas, enquanto
espectroscopias vibracionais, como o FTIR, fornecem evidéncias diretas da formacao
de ligacdes de hidrogénio e possiveis interacdes covalentes secundarias.

De igual modo, difracdo de raios X (DRX) permite avaliar mudancas nos
padrdes de cristalinidade, que impactam diretamente a flexibilidade e a resisténcia
mecéanica do material. Paralelamente, técnicas morfolégicas, como microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), viabilizam a analise da homogeneidade superficial e
da disperséo de fases.

No gue concerne as propriedades funcionais, torna-se indispensavel destacar

que barreiras eficientes a permeacédo de vapor d’agua e de gases, associadas a
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estabilidade térmica e a interacdo molecular bem definida, sdo fatores criticos para a
viabilidade tecnolégica dos filmes de quitosana e tamarindo. Entretanto, observa-se
que, até o presente momento, poucos estudos correlacionam de forma sistematica as
propriedades moleculares e estruturais desses compdsitos com seu desempenho
pratico.

Neste diapasdo, a presente investigacdo ancora-se nos fundamentos da
Engenharia de Materiais, buscando suprir esse problema ao explorar, de forma
integrada, analises fisico-quimicas, térmicas, estruturais e funcionais desses
sistemas.

Pretende-se, assim, oferecer conhecimento cientifico para a compreensao dos
mecanismos que regem seu comportamento e, simultaneamente, estabelecer uma
base experimental que favoreca o desenvolvimento de materiais poliméricos com
desempenho controlado e aplicacbes direcionadas em areas biomédicas e
tecnologicas.

Todavia, a variabilidade das formulagbes, a influéncia das diferentes
propor¢cdes de componentes e os multiplos parametros envolvidos na preparacao
desses filmes tornam necesséaria a utilizacdo de metodologias experimentais
consistentes.

Nesse contexto, a aplicacdo de planejamentos experimentais em conjunto com
técnicas de analise multivariada apresenta-se como estratégia para investigar de
maneira sistematica a influéncia de cada variavel, promover a otimizacdo das
formulacdes e garantir maior precisdo e confiabilidade nos resultados alcancados.

Tais tematicas serdo aprofundadas no subcapitulo subsequente.

2.4PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE DE MULTIVARIAVEIS

A esséncia da analise estatistica consiste em extrair conclusdes acerca de uma
populacdo a partir de dados obtidos de uma amostra representativa. Esses dados
podem derivar tanto de estudos observacionais quanto de experimentos planejados
(Barbetta; Reis; Bornia, 2004).

Neste contexto, um dos problemas mais comuns, para quem faz experimentos,
é determinar a influéncia de uma ou mais variaveis sobre outra variavel de interesse.
Assim, a esséncia de um bom planejamento consiste em projetar um experimento de

forma que ele seja capaz de fornecer exatamente o tipo de informacdo necesséria
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para responder ao problema de pesquisa proposto (Barros Neto; Scarminio; Bruns,
2003).

No planejamento de um experimento, o primeiro passo consiste em definir
claramente quais serdo os fatores e as respostas de interesse. Os fatores
correspondem as variaveis que o pesquisador tem a possibilidade de controlar,
podendo ser de natureza qualitativa ou quantitativa. As respostas, por sua vez,
representam as variaveis de saida do sistema, sobre as quais recai o interesse da
investigagao, e que podem ser influenciadas ou nao pelas modifica¢gdes impostas aos
fatores. Para a construcao de um planejamento fatorial, € necessério realizar ensaios
e registrar as respostas obtidas em todas as combinacdes possiveis dos niveis
previamente estabelecidos. O conjunto dessas combinag¢des constitui 0 chamado
sistema de planejamento (Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2003). A Figura 6

representa o exposto.

Figura 6 — Representacdo de um sistema com variaveis de entrada (fatores) e
saida (respostas)

Fator 1 Resposta 1

Fator k Resposta j

Fonte: Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2003.

Todo planejamento fatorial inicia-se com uma etapa preliminar de simulacées
ou experimentos, cujo propdsito é identificar as variaveis relevantes e os respectivos
niveis de interesse. Quando se estabelece um experimento fatorial em que k fatores
sdo avaliados em n niveis (isto €, valores de referéncia definidos para teste e analise),
este é denominado planejamento fatorial nk.

No caso especifico em que apenas dois niveis sdo considerados, usualmente
representados pelos sinais superior (+) e inferior (=), 0 experimento recebe a

denominacdo de planejamento fatorial 2k (Araudjo; Nunes; Silva, 2016). Essa
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representacdo, por exemplo, evidencia que, ao se escolherem dois niveis distintos
para trés fatores em um planejamento fatorial (23), o ndmero de experimentos
necessarios sera igual a oito (Cunico et al., 2008).

Embora os planejamentos fatoriais do tipo 2k sejam os mais utilizados, é
importante destacar que, com um numero reduzido de niveis, torna-se praticamente
invidvel explorar de forma abrangente uma regido extensa do espaco experimental
(quando >4 variaveis). Ainda assim, tais planejamentos sdo vantajosos, pois
possibilitam a identificacdo de tendéncias relevantes que orientam investigacoes
subsequentes (Cunico et al., 2008).

Nesse tipo de planejamento, conforme j& citado anteriormente, 0s niveis séo
tradicionalmente codificados pelos sinais (+) e (), cuja atribuicdo, superior ou inferior,
ocorre de maneira arbitraria, sem afetar a execucdo dos experimentos ou a
interpretagéo dos resultados. Esses sinais também permitem organizar as variaveis
em matrizes de planejamento e, por meio de calculos, estimar os efeitos principais e
as interacdes no sistema (Cunico et al., 2008).

Aléem disso, ressalta-se que a realizagcdo de réplicas ou repetiches €
fundamental, pois permite estimar o erro experimental associado a resposta
analisada, bem como verificar a reprodutibilidade do esquema experimental adotado
(metodologia e equipamento) (Cunico et al., 2008).

Outro ponto relevante consiste em diferenciar o nimero de experimentos do
namero de condicbes experimentais. Isso porque, ao conjunto de condicbes
experimentais previamente definido, deve-se acrescentar a quantidade de réplicas
para se obter o total de experimentos a serem realizados. Ademais, todos 0s ensaios
e replicatas devem ser conduzidos de forma aleatéria, a fim de evitar distorcbes
estatisticas que possam comprometer a confiabilidade dos resultados e a correta
avaliacdo dos efeitos das variaveis estudadas (Cunico et al., 2008).

De modo geral, o delineamento fatorial completo € empregado como
fundamento para os métodos de superficie de resposta quando o objetivo é ajustar
modelos quadraticos. Contudo, observa-se que, ao se considerar mais de trés fatores
ou niveis elevados, o numero de experimentos exigidos torna-se impraticavel (Araujo;
Nunes; Silva, 2016; Cunico et al., 2008).

Nesse cenario, destacam-se os delineamentos de superficie de resposta, entre
0s quais o Box—Behnken, que possibilita a estimagcéo de modelos de segunda ordem

com um numero reduzido de ensaios. Especificamente, o delineamento Box—Behnken
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ser& analisado na préxima secao.

2.4.1 Delineamento Experimental Box-Behnken (BBD)

O delineamento Box—Behnken (BBD), desenvolvido por Box e Behnken em
1960 (Beg; Akhter, 2021), é um arranjo experimental especialmente concebido para o
ajuste de modelos quadraticos, caracterizando-se por ndo incluir os pontos extremos
(“cantos”) do hipercubo de fatores (Biedermann et al., 2018; Beg; Akhter, 2021).

No delineamento Box—Behnken (BBD), cada fator é codificado em trés niveis
igualmente espagados (-1, 0 e +1), o que possibilita a estimagdo de um modelo de
regressao de segunda ordem, contemplando termos quadraticos e de interacdo. A
construcdo do BBD baseia-se na combinacdo de blocos fatoriais incompletos: em
cada bloco, um subconjunto de fatores é variado em dois niveis, enquanto os demais
permanecem fixados no nivel central (0) (Arshad; Akhtar; Gilmour, 2012; Abd-El-Aziz,
2022; Beg; Akhter, 2021).

Por exemplo, em um BBD com trés fatores, formam-se trés blocos, nos quais
dois fatores sdo combinados em um arranjo 22, mantendo-se o terceiro no nivel
central. Assim, 0s pontos néo centrais localizam-se nos centros das arestas do cubo
dos fatores, sendo que todos apresentam ao menos um fator fixado no nivel médio
(Ferreira et al., 2007; Nam et al., 2018; Szpisjak-Gulyas et al., 2023).

Adicionalmente, incluem-se pontos no centro do arranjo experimental (todos os
fatores em 0), os quais permitem estimar o erro experimental e testar a presenca de
falta de ajuste. Dessa forma, o BBD é classificado como “independente quadratico”,
pois ndo contém um planejamento fatorial de dois niveis completo embutido, embora
mantenha a propriedade de ser rotacionavel ou quase-rotacionavel no espaco
experimental (Sibanda; Pretorius, 2013; Nam et al., 2018; Beg; Akhter, 2021).

Sendo assim, o BBD ndo inclui pontos de canto nem pontos estrela (axiais);
seus ensaios situam-se somente nos pontos meédios das arestas do hipercubo
experimental e no ponto central. Em termos geométricos, esses pontos ficam sobre a
superficie de uma esfera inscrita no cubo, tangente aos centros das arestas. A Figura
7 ilustra esse arranjo para trés fatores: cada face do cubo exibe um ensaio no centro

de cada aresta, e ha trés replicacfes no centro do cubo (origem).
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Figura 7 — Representacéo gréfica do experimento Box-Behnken de trés fatores

+ ¥
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Fonte: Pérez, 2024.

No caso de k fatores, o nimero de pontos experimentais em um delineamento

Box—Behnken (BBD) é expresso por:
k
N=2x-xC (1)

Onde: kK = o numero de fatores ou variaveis independentes; C, = ndmero de
pontos centrais adicionados ao planejamento, utlizados para estimar o erro
experimental e verificar a falta de ajuste (Pérez, 2024)

Sendo assim, o BBD calcula o nimero de ensaios a partir das combinacdes de
k : )
pares de fatores > cada um formando um bloco fatorial 2 com quatro pontos,

acrescidos de repeticdes no centro (C,). Assim, por exemplio, para quatro fatores (k =
4) obtém-se 24 pontos nas arestas mais 3 centrais, totalizando 27 corridas, enquanto
para cinco fatores (k = 5), ttém-se 40 pontos nas arestas e, tipicamente, 6 no centro,
chegando a 46 ensaios.

Esse niimero é muito inferior ao de um fatorial completo de trés niveis (3%), que
exigiria 81 e 243 experimentos para k = 4 e k = 5, respectivamente, mostrando que
o BBD é uma alternativa mais econémica e eficiente, além de demandar menos
recursos do que o delineamento composto central (CCD) para a mesma quantidade
de variaveis (Pérez, 2024). Um exemplo de projeto Box-Behnken em trés fatores

codificados é mostrado no Quadro 1.
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Quadro 1 — Projeto Box-Behnken em trés fatores codificados
EXPERIMENTOS X1 | X2 X3 |

1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
I -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fonte: Pérez, 2024.

O objetivo do BBD € permitir o ajuste de um modelo polinomial quadratico
completo (segunda ordem) da resposta em funcdo das variaveis independentes

(Maran et al., 2015). Para k fatores, esse modelo tem a forma:

ik
y" — b[] | Z b.z-:c!- | Z b.iji'.{'ifj f Z b“ZE'Ff (2)
i=1 i<j i

Onde x; representam as variaveis codificadas nos niveis -1, 0 e +1; b;
correspondem aos coeficientes lineares; b;; aos coeficientes de interacao; e b;;, aos

coeficientes quadraticos. Assim, com trés variaveis, 0 modelo pode ser expresso da

seguinte forma:
g = by + bizy + by + byxs + baz1T2 + bisziTs + bogwoxs bnﬂff i 522333 l b:i:;l‘% (3)

A estrutura do delineamento Box—Behnken foi concebida de modo a permitir a
estimacdo de regressdes de segunda ordem sem colinearidade entre os termos,
garantindo uma ortogonalidade praticamente completa e um nimero adequado de
graus de liberdade. Box e Behnken selecionaram as combinac¢fes de niveis de forma
a alcancar a rotatibilidade, isto €, que a variancia da predicdo dependa unicamente da

distancia em relagdo ao ponto central (Pérez, 2024; Maran et al., 2015; Agadaga,
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2024; Ghoreishi, 2000).

Os coeficientes do modelo ajustado séo estimados por meio de regressao linear
multipla a partir dos pontos experimentais. Em seguida, aplica-se a andlise de
variancia (ANOVA) para avaliar tanto a significancia global do modelo quanto a
relevancia individual de cada termo. De maneira semelhante ao que ocorre em outros
delineamentos de superficie de resposta, examina-se se o modelo completo é
estatisticamente significativo e se os termos lineares, quadraticos e de interacao
representam adequadamente a variacao observada na resposta (Pérez, 2024; Maran
et al., 2015; Agadaga, 2024; Ghoreishi, 2000).

Destarte, com a fundamentacado tedrica devidamente delineada, passa-se a
descricdo da metodologia adotada nesta pesquisa, contemplando a coleta e extracéo
do Oleo, o preparo das solucdes filmogénicas, a aplicacdo do planejamento

experimental e as técnicas de caracterizacao utilizadas.
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O presente capitulo tem por finalidade descrever os materiais e métodos

empregados na execugcdo da etapa experimental deste trabalho de mestrado,

abrangendo desde as fases iniciais até os procedimentos finais adotados.

3.1PROCEDIMENTOS DE COLETA, PREPARO DAS SEMENTES E EXTRACAO DO

OLEO DE Tamarindus indica L.

As sementes de Tamarindus indica L. utilizadas como matéria-prima foram

coletadas na regido de Santa Teresa, Teresina — Piaui, especificamente no Sitio
Taboca (coordenadas geograficas: latitude -4,9656250; longitude -42,6960640),
durante o més de novembro de 2024. A Figura 8 apresenta a localizagéo do ponto de

coleta das sementes.

Figura 8 — Localizac&o do ponto de coleta das sementes de Tamarindus indica L.
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

Legenda

. Local de coleta
—— Rodovias do Piaui
Teresina

[ Piaui

[ Brasil

DATUM: SIRGAS 2000 Zona 23S - UTM.
Fonte dos dados: IBGE, 2025. ANA, 2025.
Basemaps: Google Satéllite e
Esri Topographic.
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Inicialmente, as sementes foram submetidas a secagem em temperatura
ambiente controlada (38 °C). Posteriormente, procedeu-se a trituracdo em moinho de
facas/martelos, obtendo-se cerca de 300 g de material. A pesagem foi realizada em
balanca semi-analitica da marca Shimadzu (modelo UW8200S), garantindo precisao
no preparo da amostra.

O processo de extracdo do Oleo foi conduzido em sistema Soxhlet, composto
por extrator, condensador de Allihn, suporte de amostras, baldo de fundo redondo e
manta de aquecimento, seguindo o método oficial AOAC 930.39 (AOAC, 2012). As
sementes trituradas (300 g) foram acondicionadas em cartucho de tecido filtrante e
introduzidas no baldo de destilagdo contendo 500 mL de hexano (solvente extrator).
A extracdo foi realizada a temperatura de ebulicdo do solvente (65 °C), com taxa de
aproximadamente 6 a 8 ciclos por hora, durante 24 h consecutivas.

ApOs a extragdo, a solucdo oOleo/solvente foi concentrada a vacuo em
evaporador rotativo da marca QUIMIS (modelo Q344B1), operando a temperatura de
50 °C, com o objetivo de remover o excesso de hexano e concentrar o extrato lipidico.
Ao final do procedimento, foram obtidos aproximadamente 30 mL OST, que foi
armazenado em frasco ambar sob refrigeracdo até sua utilizacdo nas etapas
subsequentes.

A Figura 9 apresenta o fluxograma do experimento em laboratorio,

representando as etapas de coleta, preparo das sementes e extracdo do oleo.
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Figura 9 — Etapas do experimento em laboratorio

ETAPA 1 ETAPA 2
|

ETAPA 4

Fonte: Autoria prépria, 2025.
3.2 ANALISE FiSICO-QUIMICA DO OST

ApoOs a extracdo, o OST foi submetido as analises fisico-quimicas, sendo a
determinacao da acidez, do indice de peroxido e do indice de refracado, realizadas no

Laboratério de Alimentos do IFPI.

3.2.1 indice de Acidez

A determinacao do indice de acidez do OST foi conduzida por titulagédo acido-
base, de acordo com metodologia classica adaptada. Inicialmente, foram pesados 2 g
da amostra de 6leo em frasco Erlenmeyer de 125 mL, utilizando-se balanca semi-
analitica da marca Shimadzu (modelo UW8200S). Em seguida, a amostra foi diluida
em 25 mL de solugéo de éter-alcool (2:1, v/v), previamente neutralizada.

Os reagentes empregados foram: solucdo de éter-alcool (2:1, v/v) neutra,
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solucao alcodlica de fenolftaleina (indicador, 2 gotas) e solu¢cbes padronizadas de

hidréxido de sddio (NaOH) nas concentracdes de 0,1 M ou 0,01 M. A titulacdo foi

realizada por meio de bureta de 10 mL, sob agitacao continua, até o aparecimento de

coloracao résea, que deve persistir por 30 segundos, definindo o ponto final da reacéo.
O calculo do indice de acidez foi realizado com base na Equacéo 4.

v- f-56,1
T p (4)

Indice de Acidez =
Onde v corresponde ao volume (mL) de solucdo de NaOH consumido na
titulacdo, f representa o fator de correcéo da solugéo de hidroxido de sédio (0,9579) e

P indica a massa da amostra (Q).
3.2.2 Indice de Per6xido

A determinacdo do indice de peréxido do OST foi conduzida por meio de
titulacdo iodométrica, método classico e padronizado para a avaliagcdo do grau de
oxidacao primaria de 6leos e gorduras. Inicialmente, foram pesados 2 g da amostra
de 6leo em balanca semi-analitica da marca Shimadzu (modelo UW8200S).

A amostra foi entédo transferida para um frasco de Erlenmeyer de 125 mL com
tampa esmerilhada, ao qual se adicionaram 50 mL de solucéo alcodlica de hidroxido
de potassio (KOH) a 4% (m/v). Em seguida, o sistema foi acoplado a um condensador
e submetido a aquecimento controlado, permanecendo em ebulicdo até que a
completa saponificacdo do Oleo fosse atingida.

Concluida a saponificacdo, adicionou-se 1 mL de solucdo indicadora,
procedendo-se a titulacdo com solucéo de acido cloridrico (HCI) até a observacéo do
ponto final, caracterizado pela mudanca de coloracdo. Para a execucdo desse
procedimento, foram utilizados como materiais de apoio um frasco de Erlenmeyer de
125 ou 250 mL com tampa esmerilhada, uma proveta de 50 mL, uma pipeta graduada
de 1 mL e uma bureta de 10 mL com subdivisdes de 0,05 mL, de forma a garantir a
precisao volumétrica necessaria.

Os reagentes empregados incluiram acido acético e cloroférmio, que atuaram
como meio reacional, além de iodeto de potassio (Kl), utilizado como fonte de ions

iodeto suscetiveis a oxidagéo pelos peréxidos presentes no 6leo. O amido solavel foi
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adicionado como indicador, formando um complexo azul com o iodo liberado e
permitindo a identificacdo visual do ponto final da titulagdo. A quantificagdo dos
peréxidos foi realizada mediante titulacdo com solucdo de tiossulfato de sdédio,
preparada em duas possiveis concentracdes (0,1 N ou 0,01 N), responséavel por
reduzir o iodo a iodeto, até o desaparecimento da coloragdo azul caracteristica.
Adicionalmente, utilizou-se solucdo de acido acético—cloroformio (3:2, v/v) como
sistema solvente complementar, favorecendo a estabilidade da reacéo.
Por fim, o indice de perdéxido (IP) foi calculado conforme a Equacéo 5.

b) - N - 1000
P

a

IP(meq/kg) = ( (5)
Onde: a representa o volume de solucdo de tiossulfato de soédio gasto na
titulacdo da amostra (mL), b corresponde ao volume consumido no ensaio em branco
(mL), N é a normalidade real da solugéo de tiossulfato de sédio e P indica a massa da
amostra em gramas. O resultado foi expresso em miliequivalentes de oxigénio ativo

por quilograma de o6leo.
3.2.3 Indice de Refracéo

O indice de refracdo do OST foi determinado utilizando um Refratdmetro ABBE
de bancada, marca Quimis (modelo Q767B), operado a temperatura de 30 °C,
conforme os procedimentos descritos pela metodologia oficial da American Oil
Chemists’ Society (AOCS, Cc 7-25, 1993).

Esse parametro € de grande relevancia nas andlises fisico-quimicas, pois
fornece informacdes sobre a identidade e a pureza do 6leo, uma vez que o indice de
refracdo esta diretamente associado a estrutura molecular e as propriedades opticas
do meio atravessado pela luz. Assim, valores alterados podem indicar impurezas,
adulteracoes ou modificagdes quimicas decorrentes de processos de oxidacao,

sendo, portanto, um indicativo confidvel da qualidade do 6leo (Cecchi, 2003).
3.3 OBTENCAO DA QUITOSANA

O material de quitosana empregado neste estudo foi adquirido da empresa



50

ORIGINALIS BIOTECH (Industria e Comércio de Produtos Naturais Ltda. — Patense
Agroecologia, Brasil), fornecido em pé e identificado pelo lote ORI.QT.ET001. As
caracteristicas do material informadas pelo fabricante encontram-se apresentadas no

Anexo A.

3.4PARAMETROS DE FORMULACAO E PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DOS
FILMES DE QUITOSANA/OST

Para a producao das solu¢@es destinadas a formacéo dos filmes, seguiu-se o

procedimento experimental ilustrado na Figura 10.

Figura 10 — Procedimento experimental

Informacgoes prévias e
descricdo de objetivos
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Definigdo de variaveis
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planejamento experimental
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J

Analise de dados

l

Interpretagdo dos resultados

l

Tomada de decisédo

Fonte: Autoria propria, 2025.

O delineamento adotado seguiu 0 modelo Box—Behnken, o qual permite avaliar

os efeitos principais, as interagfes bilaterais e os termos quadraticos dos fatores
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investigados.

Nesse delineamento, foram consideradas como variaveis independentes o
OST e a quitosana, enquanto as variaveis de processo incluiram a acidez da
solucao de quitosana (1,0%, 1,5% e 2,0% em &cido lactico), a concentracdo de
OST (1,0%, 3,0% e 5,0%) e o tempo de agitacdo (15, 22,5 e 30 minutos). A selecéo
dessas variaveis foi fundamentada nas caracteristicas fisico-quimicas dos materiais e
em evidéncias reportadas na literatura.

Como variaveis de resposta, foram avaliados o rendimento da formulagéo, o
pH das soluc¢bes, o angulo de contato dos filmes e a permeabilidade ao vapor de agua.
Esses parametros foram escolhidos por refletirem propriedades criticas de
desempenho dos filmes, tanto em termos de estabilidade fisico-quimica quanto de
aplicabilidade em contextos biomédicos.

Em seguida, os dados experimentais foram inseridos no software Design-
Expert® 13, com o objetivo de determinar os parametros de formulacdo que

conferissem maior eficiéncia ao processo de producéo dos filmes.

3.5 PREPARACAO DA SOLUCAO DE QUITOSANA PURA E ASSOCIADA AO OST

O preparo dos filmes deu-se por meio do método de evaporacdo de solvente,
conforme descrito por Macedo (2013). Para tanto, a quitosana foi solubilizada em
solucéo aquosa de acido lactico nas concentraces de 1%, 1,5% e 2%, sob agitacao
continua durante 24 horas. A solucéo resultante foi posteriormente submetida a um
processo de filtracdo em duas etapas, visando a eliminacdo de impurezas: a primeira
realizada com tela de nylon e a segunda com filtro Millipore de porosidade de 45 pum.

Apés a segunda etapa de filtracdo, foram separados 60 mL da solucdo de
guitosana para o preparo das membranas puras (Qui). As formulacbes contendo
adicdo de OST foram elaboradas segundo a metodologia descrita por Oliveira et al.
(2012). Para tanto, 600 mL da solucéo de quitosana foram divididos em trés aliquotas
iguais de 200 mL, destinadas a preparacao das dispersdes do 6leo em concentracdes
de 1%, 3% e 5%. Em seguida, cada disperséo foi submetida a centrifugacéo (600 rpm,
por 15, 22,5 ou 30 minutos), de acordo com o planejamento experimental.

Posteriormente, 15 solucdes filmogénicas foram vertidas em placas de Petri,
utilizando-se 30 mL por placa. As amostras foram mantidas em estufa a 50 °C por 24

horas, sendo, em seguida, submetidas a secagem adicional em temperatura ambiente



por mais 24 horas, até completa formacgé&o e estabilizacdo dos filmes.
3.6 CARACTERIZAQC)ES DOS FILMES

3.6.1 pH

O pH das 15 solucdes foi avaliado no Laboratério de Alimentos do IFPI,
utilizando-se um medidor digital de pH, modelo PH-1900. As formulacdes
contendo OST nas concentracdes de 1%, 3% e 5% foram submetidas a imerséo
em fluidos simulados, sendo posteriormente analisadas quanto as variacfes de
pH.

3.6.2 Angulo de Contato

O angulo de contato dos filmes foi determinado em cada amostra pelo
meétodo da gota séssil. Para isso, depositou-se uma gota de 0,05 mL de agua
destilada sobre a superficie dos filmes, permanecendo por 60 segundos, com o
escopo de registrar o angulo formado entre o substrato polimérico e a gota de
agua.

A analise do angulo de contato foi realizada por meio do software ImageJ,
utilizando-se o plugin DropSnake, baseado em curvas de contato do tipo B-spline
(contornos ativos), que permite medi¢cdes de alta precisdo (Figura 11). Esse
meétodo evita suposicdes fisicas prévias, modelando o contorno da gota como uma
curva B-spline flexivel. Quando necessario, aplica-se a extensao simétrica por
espelhamento, de modo a explorar a reflexdo da gota no substrato e identificar
com maior precisdo os pontos de contato.

Para manter uma ampla gama de aplicabilidade, evita-se discretizar o
contorno da gota e opta-se por otimizar um termo avancado de energia da imagem

para orientar a evolucéo da curva (Stalder et al, 2006).
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Figura 11 — Parametro do angulo de contato verificado no imageJ pelo método Dropsnake
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

3.6.3 Permeacdo ao Vapor de Agua

A permeabilidade ao vapor de agua corresponde ao processo de transferéncia
de massa através de um filme polimérico e pode ser compreendida por meio das
propriedades de transporte de gases, vapores ou outros solutos no interior da matriz
polimérica. Esse fendbmeno € diretamente dependente do coeficiente de difusdo e da
solubilidade do permeante no filme.

Ademais, diversos fatores estruturais exercem influéncia sobre esse parametro,
incluindo as caracteristicas intrinsecas do polimero (como estrutura quimica,
polaridade e volume livre) e aspectos relacionados ao proprio filme (grau de
cristalinidade, temperatura de transicdo vitrea, presenca de aditivos e combinacao
com outros polimeros), os quais modificam as propriedades de transporte e,
consequentemente, a permeabilidade (De Oliveira et al., 2012; Bunhak et al., 2007;
Velasco et al., 2022).

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua (WVP) foi determinada segundo o
método descrito pela norma ASTM E96-80 (American Society for Testing and
Materials). Para o ensaio, utilizaram-se células plasticas cilindricas com diametro
interno de 4,0 cm. No interior de cada célula foi adicionada silica previamente seca
em estufa por 2 horas a 50 °C, com o objetivo de garantir ambiente de baixa umidade.

Em seguida, com auxilio de tesoura, recortaram-se 15 amostras de cada filme, com
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aproximadamente 1,0 cm de diametro. Cada filme foi posicionado sobre a abertura
superior da célula, atuando como barreira, células plasticas devidamente identificada
de 1 a 15. Para evitar vazamentos entre o corpo da célula e a tampa, a vedacao foi
reforcada com parafilm, de modo que o filme constituisse a Unica fronteira entre os

ambientes interno e externo da célula (Figura 12).

Figura 12 — (a) Dessecador com 15 células; (b) 15 filmes em placas petri.

Fonte: Autoria prépria, 2025.

Posteriormente, o processo de permeacdo foi monitorado por meio de
pesagens realizadas em intervalos de 24 horas, ao longo de um dia. A permeabilidade
ao vapor de agua foi determinada a partir da declividade da curva obtida pela plotagem
da massa em funcéo do tempo, sendo os resultados expressos em g-m~2-dia™.

Os ensaios foram conduzidos em temperatura ambiente, valor adotado como
referéncia para os calculos. A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada

conforme a relacéo:

G

Em que: PVA € o coeficiente de permeacao ao vapor de agua (g-m=2-dia™); G/t
€ a taxa de variacdo da massa de agua do sistema ao longo do tempo (g-dia™); A é a
area permeavel da membrana (m2), determinada com base na média das espessuras
medidas em quatro pontos distintos de cada amostra.

A saturacdo da silica utilizada no interior das células pode ser constatada

visualmente pela alteragdo de cor do material — azul quando seco e rosa quando
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umido. A silica foi empregada como agente dessecante, responsavel por manter o
gradiente de pressao de vapor durante o ensaio. A saturagao, portanto, indica o estado
no qual a silica absorveu a quantidade méaxima de vapor de 4gua possivel, deixando

de atuar como barreira de umidade.

3.70TIMIZACAO UNIVARIANTE DA CONCENTRACAO DE OST EM FILMES DE
QUITOSANA PARA FINS BIOMEDICOS

A otimizacdo univariante é uma estratégia experimental na qual se avalia o
efeito de um unico fator, enquanto os demais parametros permanecem constantes.
Essa abordagem possibilita compreender de forma como as variagbes em um
determinado parametro interferem nas propriedades de interesse do sistema,
sobretudo quando direcionado a aplicacbes biomédicas. No presente estudo, essa
metodologia foi empregada para examinar a influéncia da concentragéo do OST sobre
as caracteristicas dos filmes de quitosana previamente otimizados por meio da
superficie de resposta.

A andlise dos resultados experimentais foi conduzida por meio de métodos
estatisticos adequados para avaliar a qualidade do modelo obtido. Neste sentido, o
coeficiente de determinacdo (R2?) foi utilizado para mensurar a proporcdo da
variabilidade total explicada pelo modelo, permitindo avaliar seu ajuste aos dados
experimentais. Valores de R2 superiores a 0,90 indicam um bom grau de explicacao,
sugerindo que a maior parte da variabilidade observada pode ser atribuida aos fatores
estudados.

Também foi calculado o R? ajustado, que corrige o valor de R2 de acordo com
0 numero de variaveis independentes, evitando superestimacao do ajuste. Por fim, a
analise dos residuos foi empregada para verificar a normalidade, homocedasticidade
e independéncia dos erros, garantindo a validade dos pressupostos estatisticos do
modelo.

Apés a etapa de otimizacéo, foi identificada como mais adequada a formulacao
contendo 3% de OST, cuja combinacdo de pH, permeabilidade e estabilidade
estrutural apresentou o melhor desempenho global. No entanto, visando aprofundar a
compreensao sobre a influéncia da concentracdo de OST nas propriedades dos
filmes, decidiu-se selecionar mais duas formula¢des — contendo 1% e 5% de dleo,

respectivamente — para analise comparativa.
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Sendo assim, foi selecionada a concentragdo do OST como variavel principal,
variando em quatro niveis: 0% (filme puro), 1%, 3% e 5%. Os demais parametros
foram mantidos constantes, de modo a isolar o efeito da variavel em estudo: a
concentragcdo da solucdo de quitosana (1%) e o tempo de agitacdo (22,5 minutos)
permaneceram fixos em todos o0s ensaios. Dessa forma, assegurou-se que as
diferencas observadas nas propriedades dos filmes fossem exclusivamente atribuidas
a variacao da concentracéo de 6leo.

Foram, entdo, produzidos quatro filmes distintos, cada um correspondente a
uma das concentracbes de OST previamente estabelecidas, todos preparados
segundo a mesma metodologia experimental. Antes da aplicacdo das técnicas de
caracterizacdo, procedeu-se a mensuracdo do pH dos filmes obtidos, a fim de
complementar e comparar os dados previamente obtidos para as respectivas solucdes
formadoras. Em seguida, as amostras foram submetidas a diferentes técnicas de
caracterizacao, incluindo Analise Termogravimétrica (TG), Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) e
ensaios de atividade antimicrobiana, com o objetivo de identificar a concentracdo mais

adequada de OST para aplicacdes biomédicas.

3.7.1 Analise Termogravimétrica e Termogravimetria Derivada (TGA/DTG)

O ensaio de analise termogravimétrica (TGA) dos filmes foi conduzido no
Laboratério de Andlises Térmicas do PPGEM-IFPI, campus Teresina Central. Para
as analises, utilizou-se um equipamento da marca Shimadzu, modelo TGA-51H,
empregando amostras de aproximadamente 10 mg. As condi¢cdes experimentais
adotadas foram: faixa de temperatura de 25 °C a 800 °C, taxa de aquecimento de 10
°C-mint e atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL-min™1.

A Termogravimetria (TGA) e a Termogravimetria Derivada (DTG) sao técnicas
de analise térmica utilizadas para monitorar a variacdo de massa de uma amostra em
funcao da elevacédo da temperatura. A DTG corresponde a primeira derivada da curva
obtida por TGA, permitindo identificar com maior precisdo os eventos de degradacao.
As alteracbes de massa observadas estdo relacionadas, principalmente, a

decomposicdo térmica, a eliminacdo de solventes residuais e a volatilizacdo de

constituintes presentes na amostra.
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3.7.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizagdo microestrutural das membranas foi realizada por meio de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), utilizando-se o equipamento da marca
Shimadzu, modelo SSX-550. As analises foram conduzidas no modo de deteccao por
elétrons secundarios (SE), com uma voltagem de 7 kV e sem deposi¢ao de ouro.

A técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) utiliza um feixe de
elétrons como fonte de "iluminagdo" sobre a amostra, em substituicdo a luz visivel
utilizada em microscopia Optica convencional. A interacédo dos elétrons com o material
analisado gera diferentes sinais, que podem ser coletados e interpretados, permitindo
ndo apenas a formacao de imagens de alta resolucdo, mas também a obtencao de
informacdes adicionais acerca da morfologia, microestrutura e composicdo das

amostras.

3.7.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As analises de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foram
realizadas em um espectrofotdometro Shimadzu IRPrestige-21, empregando KBr
previamente seco a 100 °C como padrao, com leituras obtidas na faixa de 400 a 2100
cm™, resolucdo de 1,0 cm™ e 100 varreduras.

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi
empregada com o objetivo de identificar o espectro de absorcdo do material em
estudo, bem como as principais bandas caracteristicas associadas aos grupos

funcionais presentes em sua estrutura.

3.7.4 Espectroscopia de Absorcao na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

As analises de Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) foram
realizadas em um espectrofotbmetro UV-Vis Shimadzu, modelo UV-2600, no modo
de reflectancia difusa, na faixa de 200 a 800 nm, utilizando o sulfato de bério (BaSO.,)
como referéncia.

A Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) € uma técnica
utilizada para a caracterizacdo Optica de materiais, baseada na absorcéo ou reflexéo

de radiacdo eletromagnética nessa faixa do espectro. Essa andlise permite identificar
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transicbes eletrOnicas associadas a diferentes grupos funcionais e estruturas
moleculares, além de fornecer informacdes sobre band gap Optico, estabilidade
fotoquimica, dispersédo da luz e possiveis interac6es entre componentes da matriz

polimérica.

3.7.5 Atividade Antimicrobiana

Foram utilizadas linhagens padrdao de Escherichia coli (ATCC 8739),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Candida albicans (ATCC 10231) nos ensaios
de inibicdo microbiana. Os testes foram conduzidos em colaboragdo com a
Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Em placas de Petri, adicionou-se 15 mL de meio TSA (agar triptico de soja),
sobre o qual foram inoculados 1061076106 UFC-cm™2 de cada microrganismo testado.
Os filmes, previamente recortados em discos circulares de 0,8 cm de diametro, foram
entdo depositados sobre a superficie do meio inoculado. As placas foram incubadas
por 24 horas, em condi¢cdes controladas de 35 °C para as bactérias e 25 °C para a
levedura.

Apoés o periodo de incubacao, procedeu-se a medicdo dos halos de inibicdo
formados em torno de cada amostra, 0os quais foram registrados e classificados

segundo os critérios apresentados na Tabela 2.

Quadro 2 — Classificacdo da atividade antimicrobiana de acordo com o tamanho do
halo de inibicdo do crescimento microbiano
DIMENSAO DO HALO DE CLASSIFICACAO DA

INIBIGAO ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Crescimento intenso sobre ou sob o

N&o aceitavel (NA)
corpo de prova

0-1mm Aceitavel (A)
2-5mm Satisfatorio (S)
>6 mm Altamente satisfatério (AS)

Fonte: Girata, 2011.
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4 ANALISE DOS RESULTADOS

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos nos experimentos
descritos no Capitulo 3. As caracterizacdes realizadas serdo expostas de forma
organizada, com o proposito de verificar e discutir os efeitos das variaveis estudadas
sobre as propriedades dos filmes.

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO OST
O primeiro resultado obtido refere-se a caracterizacao fisico-quimica do OST,
cujos dados estdo expostos na Tabela 2. Foram avaliados trés indices principais:

indice de refracao, indice de acidez e indice de peroxido.

Tabela 2 — Valores médios obtidos na caracterizacao fisico-quimica do OST

. CHACON VALOR
CARACTERISTICAS FERNANDEZ (2019) OST1 | OST2 | OST3 MEDIO
Fase Liquido viscoso Liquido viscoso -
Cor Amarelo acastanhado Amarelo acastanhado -
indice de Refracéo 1,464 1,455 | 1,467 @ 1,470 1,464
indices de Acidez 11,159 10,990 11,164 | 11,151 | 11,101
indice de Peroxido 98,900 97,170 | 98,160 | 98,380 | 97,903

Fonte: Autoria prépria, 2025.

O indice de refracdo medido a 25 °C apresentou valores entre 1,455 e 1,467,
com média de 1,464, correspondendo a uma diferenca de aproximadamente 0,41 %
abaixo do valor descrito por Chacon Fernandez (2019) (1,470). Esse resultado
confirma a consisténcia composicional do 6leo, uma vez que o indice de refracdo esta
diretamente associado a pureza e a presenca de compostos insaturados.

O indice de acidez variou entre 10,990 e 11,164 mg KOH/g, com valor médio
de 11,101 mg KOH/g, apresentando uma diferenca percentual de apenas 0,52 %
inferior ao reportado na literatura (11,159 mg KOH/g). Essa proximidade sugere que
o 6leo apresenta composicao estavel em termos de &cidos graxos livres, caracteristica
comum a 6leos vegetais com potencial para aplicacées biotecnoldgicas e biomédicas.

Por sua vez, o indice de perdxido apresentou variacdo entre 97,170 e 98,900
meg/kg, com média de 97,903 meq/kg, equivalente a uma diferenca de cerca de 1,01

% inferior ao valor de referéncia (98,900 meqg/kg).
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Esses valores, ainda que relativamente altos, demonstram que o 6leo mantém
estabilidade oxidativa inicial, embora relativamente elevados, esses valores indicam
gue o 6leo apresenta boa estabilidade oxidativa inicial, sugerindo baixa contaminacao
e degradacédo, ainda que evidenciem a importancia de condigcbes adequadas de
armazenamento para evitar processos oxidativos mais avancgados.

Ademais, conforme os parametros apresentados na Tabela 2, observa-se que
o OST apresenta cor amarelo-acastanhada e fase liquida viscosa, caracteristicas
compativeis com o descrito na literatura. Esses resultados demonstram que o 6leo
manteve-se em estado puro e estavel, sem indicios de degradacado significativa,
especialmente no que se refere a preservacao da fase liquida viscosa.

A coloracdo amarelo-acastanhada € tipica de Oleos vegetais ricos em
compostos fenolicos e pigmentos naturais, 0os quais estao diretamente relacionados
as suas propriedades antioxidantes e a estabilidade quimica do material. Ja a
viscosidade liquida, por sua vez, reflete a composicao lipidica caracteristica do OST,
assegurando boa fluidez para aplicagcdo em formulacdes filmogénicas (Yudina et al.,
2023).

Sendo assim, ao analisar a cor, a fase e os valores de indice de acidez, indice
de peroxido e indice de refracdo, verifica-se que o OST apresenta comportamento
compativel com o reportado na literatura. Esses resultados asseguram que oS
compostos hidrofébicos presentes nas sementes, constituidos por ligacdes saturadas
e insaturadas, mantém-se ativos no Oleo extraido, conferindo-lhe propriedades
biologicas e farmacoldgicas relevante.

Isto posto, tendo sido confirmada a qualidade do 6leo extraido, passa-se a

etapa seguinte, destinada a analise da incorporacdo do OST em filmes de quitosana.

4.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DOS FILMES DE QUITOSANA/OST

O delineamento Box-Behnken resultou em um total de 15 ensaios
experimentais, distribuidos conforme a Tabela 3, nos quais foram avaliados o pH, o
angulo de contato e a permeabilidade ao vapor de agua. Os experimentos foram

realizados de forma aleatoéria para reduzir possiveis vieses estatisticos.
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Tabela 3 — Parametros de formulacédo de OST associado a solu¢ao de quitosana
com suporte no software Design Expert 13

ENSAIOS TEMPO (min.)  OST (%)  SOL. QUITOSANA (%)
Q10ST1 22,5 1,0 1,0
Q20ST1 22,5 1,0 2,0
Q10ST5 225 5,0 1,0
Q20ST5 225 5,0 2,0
Q10ST3 15,0 3,0 1,0
Q20ST3 15,0 3,0 2,0
Q10ST3 30,0 1,0 1,0
Q20ST5 30,0 5,0 2,0
Q1,50ST1 15,0 1,0 15
Q1,50ST5 15,0 5,0 15
Q1,50ST1 30,0 1,0 15
Q1,50ST5 30,0 5,0 15
Q1,50ST1,5 22,5 1,5 15
Q1,50ST3 22,5 3,0 15
Q1,50ST3 22,5 3,0 15

Fonte: Autoria prépria, 2025.

Observou-se que o planejamento experimental foi bem estruturado,
abrangendo tanto as condi¢cGes extremas quanto as intermediarias, o que possibilitou
a avaliacao dos efeitos principais, das interacdes bilaterais e dos termos quadraticos
entre as variaveis. Os pontos centrais (1,5% de quitosana, 3,0% de OST e 22,5 min

de agitacao) foram repetidos, o que permitiu estimar o erro do modelo.

4.2.1 pH

A primeira variavel de resposta analisada foi o pH das solucdes, parametro
fundamental por refletir diretamente a estabilidade quimica do sistema e sua
compatibilidade com aplicacbes biomédicas.

Na Tabela 4 pode-se observar que os 15 filmes avaliados apresentaram

valores de pH variando entre 4,0 e 5,0.
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Tabela 4 — Valores de pH dos filmes de quitosana/OST

FILME TEMPO (min.) pH
Q10ST1 225 5,0
Q20ST1 225 4,0
Q10ST5 225 5,0
Q20ST5 225 4,0
Q10ST3 15,0 5,0
Q20ST3 15,0 4,0
Q10ST3 30,0 5,0
Q20ST5 30,0 4,5

Q1,50ST1 15,0 4.4
Q1,50ST5 15,0 4.6
Q1,50ST1 30,0 4.5
Q1,50ST5 30,0 4.5
Q1,50ST1,5 225 4.4
Q1,50ST3 225 4.6
Q1,50ST3 225 4.5

Fonte: Autoria propria, 2025.

Dentre eles, nove formulagbes mostraram-se promissoras, uma vez que o pH
da pele é naturalmente acido, podendo variar de acordo com fatores como género,
regiao do corpo e idade. De acordo com a literatura, quando o pH cutédneo se encontra
na faixa de 4,5 a 5,5, ha favorecimento da atividade de enzimas envolvidas na
cicatrizacao, além de melhora na absorcdo de nutrientes essenciais, como vitaminas
C e E, colageno, polifendis e acidos graxos (Lopes, 2023; Jiao et al., 2024).

Na Figura 13, observa-se que, dentre os 15 filmes produzidos, aqueles
formulados nas condicbes Q1OST1 (22,5 minutos), Q10ST5 (22,5 minutos),
Q10ST3 (15 minutos), Q1OST1 (30 minutos), Q1,50ST5 (15 minutos), Q1,50ST1
(30 minutos), Q1,50ST1 (30 minutos), Q1,50ST1,5 (22,5 minutos) e Q1,50ST3
(22,5 minutos) apresentaram valores de pH mais apropriados, favorecendo
condicBes mais compativeis com o pH fisiolégico da pele e, consequentemente,

potencializando a aplicabilidade dos filmes em contextos biomédicos.
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Figura 13 — Valores de pH dos filmes de quitosana/OST
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Filmes
Fonte: Autoria propria, 2025.

De modo geral, nota-se que os filmes elaborados com maior concentracao de
guitosana (2%) apresentaram valores de pH mais acidos, chegando a pH = 4,0, o
gue pode estar associado tanto a maior influéncia da acidez da solucéo polimérica
guanto a interacfes mais intensas entre a quitosana e o 6leo em determinadas
combinacdes.

Em contrapartida, os filmes formulados com menor teor de quitosana (1%)
alcancaram valores mais elevados e préximos do intervalo fisiolégico da pele (pH =
5,0), sugerindo formulacdes mais equilibradas, nas quais a incorporacdo do OST
atuou como fator de estabilizacao.

Esse resultado é relevante, pois evidencia que a reducédo da concentracao
polimérica favorece a biocompatibilidade cutanea, aproximando os filmes do pH ideal
da pele humana (4,5-5,5), o que pode contribuir para aplicagcbes biomédicas.
Todavia, é importante destacar que a diminuicdo da quitosana pode impactar
negativamente propriedades mecéanicas e de barreira dos filmes

Ademais, os filmes obtidos nos pontos centrais (1,5% de quitosana, 3% de

OST e 22,5 min de agitagcdo) apresentaram valores intermediarios de pH (4,4 a 4,6),
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com baixa variagcdo entre as repeticdes, o que demonstra boa reprodutibilidade
experimental.

Do ponto de vista biomédico, tais resultados sdo promissores: nove das
quinze formulagbes encontram-se dentro ou muito proximas da faixa fisiolégica da
pele (4,5-5,5), favorecendo condigcbes adequadas para aplicacbes topicas e
transdérmicas, sem provocar altera¢des significativas no manto acido cutaneo.

Como ressaltado na literatura, a manutencao dessa faixa de pH é essencial
para a preservacédo da funcéo de barreira da pele, para o equilibrio microbiologico e
para a biocompatibilidade de sistemas de liberacéo transdérmica (Jiao et al., 2024).

Em sintese, pode-se concluir que a incorporacdo de OST aos filmes de
guitosana ndao comprometeu a acidez do sistema, mantendo as formulacbes
compativeis com o pH fisiolégico da pele. Destarte, a presenca do OST melhora a
estabilidade acido-base e compatibilidade fisiologica, contribuindo para reduzir
variacOes de pH entre as formulacdes, estabilizando-as em valores mais proximos
ao intervalo fisiologico da pele (4,5-5,5).

Ademais, a estabilizacdo do pH promovida pelo OST pode refletir
indiretamente em melhor desempenho mecanico e de barreira dos filmes, uma vez
gue valores mais proximos ao pH fisiologico favorecem maior integridade estrutural
do polimero e melhor interacao entre seus componentes.

A presenca do OST tende a conferir maior coesédo a matriz, reduzindo tensdes
internas decorrentes de variacdes acido-base e contribuindo para filmes mais
uniformes e menos suscetiveis a degradacado. Essa caracteristica é particularmente
relevante em aplicacbes biomédicas, nas quais a resisténcia mecanica e a
capacidade de protecdo contra agentes externos sdo importantes para a eficacia do

sistema.

4.2.2 Angulo de Contato

A segunda variavel analisada foi o angulo de contato dos filmes, parametro
fundamental para avaliar a molhabilidade da superficie e, consequentemente, a
hidrofilicidade ou hidrofobicidade dos materiais. Essa caracteristica esta diretamente
relacionada a interacdo do filme com fluidos biol6gicos e, portanto, representa um
indicador para a sua aplicabilidade em contextos biomédicos.

Isto posto, a Tabela 5 e a Figura 14 apresentam os resultados obtidos.



Tabela 5 — Valores dos angulos de contato nos 15 filmes analisados

FILMES TEMPO (min.) ANGULOS (°)
Q10ST1 22,5 84,0
Q20ST1 22,5 62,0
Q10ST5 22,5 73,0
Q20ST5 22,5 89,5
Q10ST3 15,0 68,0
Q20ST3 15,0 63,0
Q10ST3 30,0 72,0
Q20ST5 30,0 70,0
Q1,50ST1 15,0 69,0
Q1,50ST5 15,0 88,0
Q1,50ST1 30,0 67,0
Q1,50ST5 30,0 85,0
Q1,50ST1,5 22,5 69,8
Q1,50ST3 22,5 68,0
Q1,50ST3 22,5 71,0

Fonte: Autoria propria, 2025.

Figura 14 — Angulos de contato dos filmes de quitosana/OST
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De modo geral, os angulos de contato variaram de 62,0° a 89,5°, revelando
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diferencas significativas no comportamento de molhabilidade entre as formulagdes. O
maior valor foi obtido para o filme Q20ST5 (22,5 min; 5% OST), que apresentou 89,5°,
indicando menor afinidade com a agua e, portanto, maior carater hidrofébico relativo
entre os filmes analisados. Outros filmes com valores elevados foram Q1,50ST5 (15
min) e Q1,50ST5 (30 min), com 88° e 85°, respectivamente, reforgando a tendéncia
de que maiores concentracfes de 6leo favorecem o aumento da hidrofobicidade.

Em contrapartida, as formulacbes Q20ST1 (22,5 min), Q1OST3 (15 min),
Q20ST3 (15 min), Q1,50ST1 (15 min), Q1,50ST3 (30 min), Q1,50ST1,5 (22,5 min)
e Q10ST1 (22,5 min) exibiram os menores angulos de contato (<70°), coerentes com
concentragcbes mais baixas de OST (1%-3%), resultando em superficies mais
molhaveis e hidrofilicas. Além disso, tempos de agitacdo menores (15 min) parecem
contribuir para valores reduzidos, possivelmente por promover dispersées menos
homogéneas do Oleo e deixar regides ricas em quitosana mais expostas, aumentando
a afinidade com a agua.

Assim, embora todos os filmes apresentem angulos inferiores a 90° e, portanto,
comportamento hidrofilico conforme a literatura, as formulagcbes com maior teor de
OST — em especial Q20ST5 — apresentaram a menor afinidade com a agua dentro do
conjunto experimental, caracterizando-se como as mais hidrofobicas relativamente
(Agrawal et al., 2017; Chenab et al., 2019).

Essa distincdo € relevante, pois mesmo variacfes sutis na hidrofobicidade
podem influenciar propriedades de barreira, bioadesividade e liberacédo controlada,
parametros criticos para aplicacdes biomédicas (Agrawal et al., 2017; Chenab et al.,
2019).

4.2.3 Permeabilidade ao Vapor de Agua

A terceira — e Ultima — varidvel analisada foi a permeabilidade ao vapor de agua,
a qual esta diretamente relacionada tanto as propriedades estruturais dos curativos
guanto as caracteristicas quimicas dos materiais que os compdem (Santos, 2019;
Morgado et al., 2014, 2015, 2017). Além disso, condi¢cdes ambientais, como umidade
relativa e temperatura, também exercem influéncia sobre os valores de
permeabilidade (Cherman et al., 2022).

A Tabela 6 apresenta as espessuras obtidas para os filmes de quitosana e

OST, utilizadas para o calculo da média da area de permeacéao e a inser¢ao dos dados
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na Equacao 6.

Tabela 6 — Espessura dos filmes de quitosana/OST

PONTO 1 PONTO 2 PONTO 3 PONTO 4 MEDIA
FILME

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Q1P 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Q10ST1 0,16 0,16 0,17 0,16 0,16
Q20ST1 0,16 0,16 0,16 0,17 0,55
Q1OST5 0,90 0,10 0,90 0,10 0,50
Q20ST5 0,80 0,80 0,90 0,80 0,83
Q1OST3 0,10 0,11 0,11 0,11 0,11
Q20ST3 0,12 0,11 0,10 0,11 0,11
Q1OST3 0,10 0,90 0,90 0,90 0,70
Q20ST5 0,12 0,11 0,11 0,11 0,11
Q1,50ST1 0,10 0,11 0,11 0,12 0,11
Q1,50ST5 0,11 0,13 0,12 0,11 0,12
Q1,50ST1 0,13 0,13 0,13 0,12 0,13
Q1,50ST5 0,12 0,12 0,11 0,15 0,13
Q1,50ST1,5 0,16 0,17 0,19 0,18 0,18
Q1,50ST3 0,17 0,17 0,18 0,17 0,17
Q1,50ST3 0,16 0,17 0,17 0,18 0,17

Nota: As medidas foram realizadas em 4 pontos.
Fonte: Autoria prépria, 2025.

A Tabela 6 apresenta os valores de espessura dos filmes de quitosana/OST,
medidos em quatro pontos distintos de cada amostra, a fim de garantir maior
representatividade e confiabilidade dos resultados. Observa-se que as espessuras
meédias variaram entre 0,10 mm e 0,83 mm, indicando diferencas entre as formula¢gdes
em funcado da concentracdo de quitosana e de OST.

Os filmes com menores espessuras foram aqueles contendo baixas
concentragfes de OST (1% a 3%), como Q1P (0,10 mm), Q10ST3 (0,11 mm) e
Q20ST3 (0,11 mm). Em contrapartida, as maiores espessuras foram observadas para
formulac6es com maior teor de 6leo, especialmente Q20ST5 (0,83 mm) e Q1OST5
(0,50 mm), sugerindo que a presenca de maiores quantidades de OST contribuiu para
0 aumento da espessura final, possivelmente pela formacgéo de filmes mais densos e
com maior retencédo de umidade.

Os valores intermediarios, observados nos filmes com 1,5% de quitosana,
apresentaram menor variagdo entre os pontos de medicdo, evidenciando boa

homogeneidade estrutural.
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Esses resultados indicam que a composicéo e a propor¢gdo dos componentes
influenciam diretamente a espessura dos filmes, um parametro importante para o
controle da liberacdo de ativos, da flexibilidade mecanica e da funcionalidade em
aplicacdes biomédicas.

Cabe destcara que uma permeabilidade ao vapor de 4gua excessiva pode
ocasionar perda acelerada de fluidos, resultando na desidratacdo do leito da ferida e
na adesdo do curativo ao tecido, o que potencialmente causa desconforto e dor
durante a sua remocao (Elsner; Zilberman, 2010; Chen et al., 2011).

Em contrapartida, valores muito baixos de permeabilidade podem levar a
retencdo de exsudato e ao consequente acumulo de umidade, condicédo que favorece
a maceracao dos tecidos sadios adjacentes a lesao (Elsner; Zilberman, 2010; Chen et
al., 2011).

Com base nesses dados, os resultados de Permeabilidade ao Vapor de Agua

(PVA) foram determinados e estdo expostos na Figura 15.

Figura 15 — Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) dos filmes de quitosana/OST
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

De acordo com Cruz (2014 apud Pereira; Souza; Ribeiro, 2024), os filmes sao
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classificados quanto a taxa de permeabilidade ao vapor de &gua (PVA) em trés
categorias: barreira fraca, quando os valores variam entre 9,6 e 100,8 g-mm/mz2-dia;
barreira moderada, para valores entre 0,096 e 9,6 g-mm/m2.dia; e boa barreira,
guando os valores de PVA se encontram na faixa de 0,0096 a 0,096 g-mm/m?-dia.

Os valores de PVA dos quinze filmes testados variaram entre 0,02 e 4,5
g-mm/(m2-dia), estando, portanto, todos os filmes — com excegcdo de um -—
classificados na faixa de barreira moderada. O destaque foi o filme Q20ST5, que
apresentou o menor valor (0,02 g-mm/(m2-dia)), enquadrando-se como boa barreira a
passagem de vapor de agua.

Ao se analisar os diferentes percentuais de adicdo de OST, observa-se uma
relacéo inversamente proporcional entre concentracéo e permeabilidade: filmes com
maiores teores de OST apresentaram menores valores de PVA, enquanto filmes com
menores concentracdes mostraram maior passagem de vapor de agua. Essa
tendéncia pode ser claramente observada na Figura 15, em que Q20ST5 (5%)
apresentou a menor permeabilidade, enquanto Q20ST3 (3%) e Q10OST1 (1%)
apresentaram os maiores valores.

Essa relacéo evidencia que o incremento percentual de OST atua como fator
determinante na formacdo de barreiras mais eficientes, provavelmente pela maior
hidrofobicidade conferida a matriz polimérica. Em contrapartida, concentracdes
reduzidas tendem a favorecer a difusdo de vapor, resultando em maiores valores de
PVA.

Além disso, os filmes formulados com 1% e 1,5% de quitosana apresentaram
maior variacdo nos valores de permeabilidade, indicando que o comportamento do
sistema depende ndo apenas da concentracdo de quitosana, mas principalmente da
proporcao de OST associada.

Em sintese, a maioria dos filmes apresentou valores dentro da faixa de barreira
moderada, com destaque para o filme Q20ST5, que se classificou como boa barreira,

sendo o mais eficiente na reducdo da permeabilidade ao vapor de agua.

4.3 RESULTADO PREDITIVO DA MELHOR SUPERFICIE RESPOSTA DOS
FILMES DE QUITOSANA/OST

O delineamento Box—Behnken foi aplicado com trés fatores independentes,

sendo: concentragdo de quitosana (1,0; 1,5; 2,0% v/v), concentracdo de o6leo das
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sementes de Tamarindus indica L. (1,0; 3,0; 5,0% v/v) e tempo 15; 22,5; 30 min), e

trés variaveis resposta: pH, angulo de contato e permeabilidade ao vapor de agua,

conforme Tabela 7.

Tabela 7 — Matriz experimental do delineamento Box—Behnken (3 fatores) para
filmes de quitosana/OST: fatores (quitosana, 6leo, tempo) e respostas (pH, angulo
de contato e permeabilidade ao vapor de agua)

FATOR1 FATOR2 FATOR3 |R1 R2 R3

ENSAIOS

(%) de (%) de  Tempo Angulode| Vapor
quitosana v/iv oleo viv (min.) pH contato | de agua

Q10ST1 1,0 1,0 22,5 5,0 64,0 3,60
Q20ST1 2,0 1,0 22,5 4,0 62,0 4,00
Q1OST5 1,0 5,0 22,5 5,0 73,0 2,50
Q20ST5 2,0 5,0 22,5 4,0 89,5 0,02
Q1OST3 1,0 3,0 15,0 5,0 68,0 3,20
Q20ST3 2,0 3,0 15,0 4,0 63,0 4,50
Q10OST3 1,0 1,0 30,0 5,0 72,0 3,00
Q20ST5 2,0 5,0 30,0 4,0 70,0 2,70
Q1,50ST1 1,5 1,0 15,0 4,4 69,0 3,50
Q1,50ST5 1,5 5,0 15,0 4,6 88,0 1,20
Q1,50ST1 1,5 1,0 30,0 4,5 67,0 4,50
Q1,50ST5 1,5 5,0 30,0 4,5 85,0 1,40
Q1,50ST1,5 1,5 1,5 22,5 4,4 69,8 3,40
Q1,50ST3 1,5 3,0 22,5 4,6 68,0 3,90
Q1,50ST3 1,5 3,0 22,5 4,5 71,0 4,50

Fonte: Autoria propria, 2025.

A analise de variancia (ANOVA) e os modelos quadraticos permitiram a

construcéo das superficies de resposta, tanto em graficos de contorno (2D) quanto

em superficies tridimensionais (3D), possibilitando a interpretacdo integrada do

comportamento dos filmes poliméricos (Singh; Chatli; Sahoo, 2015; Khan et al., 2025).

A representacdo grafica das superficies de resposta requer a avaliacdo das

interacdes entre os fatores dois a dois, mantendo o terceiro no ponto central. Isso

ocorre porque os gréaficos de superficie e de contorno sdo bidimensionais, de modo

gue apenas duas Vvariaveis podem ser exibidas simultaneamente nos eixos

cartesianos. O fator remanescente é fixado em seu nivel médio (0, codificado),
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garantindo uma visualizacdo das interacdes principais sem que tenha sobreposi¢cao
de efeitos (Singh; Chatli; Sahoo, 2015; Khan et al., 2025).

Assim, para cada variavel resposta (pH, angulo de contato e permeabilidade ao
vapor de agua), foram geradas trés superficies distintas: quitosana versus 6leo (com
tempo fixo), quitosana versus tempo (com Oleo fixo) e 6leo versus tempo (com
guitosana fixa) (Singh; Chatli; Sahoo, 2015; Khan et al., 2025).

No presente estudo, os fatores experimentais foram representados em suas
formas codificadas como x1, X2 e x3. Nesse contexto, x1 corresponde a concentracao
de quitosana (%), x2 a concentracdo de OST (%) e x3 ao tempo de agitacdo (minutos).
O valor -1 representa o nivel baixo de cada fator (1,0% de quitosana, 1,0% de 6leo e
15 minutos), o valor O refere-se ao nivel central (1,5% de quitosana, 3,0% de 6leo e
22,5 minutos) e o valor +1 indica o nivel alto (2,0% de quitosana, 5,0% de 6leo e 30
minutos).

Neste contexto, a andalise das superficies de resposta relativas ao pH evidencia
gue a variavel mais determinante para essa resposta foi a concentracdo de quitosana.
Nos graficos 2D e 3D (Figura 16), observou-se uma inclinacdo acentuada no eixo
correspondente a quitosana, indicando que o0 aumento de sua concentracdo resulta
em valores progressivamente mais acidos do pH dos filmes. Em contrapartida, a
variacao do teor de OST apresentou impacto menos expressivo, limitando-se a ajustes
sutis na estabilidade da resposta (Singh; Chatli; Sahoo, 2015; Khan et al., 2025).

A superficie tridimensional (3D), especificamente, refor¢ca essa interpretacao,
revelando uma queda do pH em direcdo aos niveis mais elevados de quitosana, ao
passo que a contribuicdo do Oleo aparece apenas como modulacdo secundaria.
Assim, a manutencao de concentra¢cfes reduzidas de quitosana, em torno de 1,0 a
1,5%, favorece valores de pH situados no intervalo fisiologico da pele (4,5-5,5),
condicdo essencial para a biocompatibilidade cutanea (Singh; Chatli; Sahoo, 2015;
Khan et al., 2025).
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Figura 16 — Superficies de resposta (2D e 3D) representando a influéncia das
variaveis independentes (concentracdo de quitosana, concentracdo de 6leo e tempo
de agitagcéo) sobre o pH dos filmes de quitosana/OST
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

Em relacdo ao angulo de contato, os gréaficos bidimensionais demonstram que



73

tanto a concentracdo de Oleo quanto o tempo de agitacdo exercem influéncia
significativa sobre a resposta. Constatou-se que o aumento do teor de éleo promoveu
elevagéo dos angulos, indicando maior hidrofobicidade da superficie polimérica. Por
outro lado, tempos mais prolongados tenderam a reduzir os angulos de contato,
favorecendo maior molhabilidade e, portanto, maior interacdo com liquidos.

A analise das superficies tridimensionais confirmou a presenca de uma
interacdo entre os fatores 6leo e quitosana, além de um efeito quadratico do dleo,
resultando em uma curva ascendente que eleva o angulo de contato em
concentracfes mais altas. Tais achados apontam que formulacfes intermediarias de
6leo, em torno de 3%, em associacdo a tempos de processamento controlados,
promovem valores proximos a 70°, considerados ideais para uma condi¢do de
hidrofilicidade moderada, propicia a adesao celular e ao desempenho biomédico.

A Figura 17 ilustra o exposto.
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Figura 17 — Superficies de resposta (2D e 3D) representando a influéncia das

variaveis independentes (concentracdo de quitosana, concentracdo de 6leo e tempo
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de agitacdo) sobre o angulo de contato dos filmes de quitosana/OST

ACont.

AcCont.

3
2
16
1 A: C.Acido
A: C. Acido
AcCont.
g
z 3
e
5
24
C:T. Agitaga
1 2 3 4 S Ag e
B: C. Oleo
A.Cont.
90
80
o 1
0
¥ 8
£ <
<
e
J
C: T. Agitagio 21
1 12 14 16 18 .
A: C.Acido

A:C. Acido

Fonte: Autoria propria, 2025.



75

No tocante a permeabilidade ao vapor de agua, as superficies de resposta
revelaram comportamento inversamente proporcional em relacao ao teor de 6leo. Os
mapas de contorno demonstraram que concentracdes mais elevadas de 6leo
reduziram expressivamente a taxa de permeabilidade, atribuindo-lhe um efeito de
barreira, tipico de componentes lipidicos. Em contrapartida, filmes produzidos com
menores teores de Oleo apresentaram valores mais altos de permeabilidade,
possibilitando maior troca de vapor.

A superficie tridimensional evidenciou esse efeito quadréatico negativo do 6leo,
gue se mostra o principal regulador da propriedade. A quitosana, embora apresente
leve interacao com o 6leo, ndo se configurou como fator isoladamente determinante.
Em termos praticos, concentracdes intermediarias de 6leo (3 a 3,5%) resultaram em
valores de permeabilidade situados na faixa moderada (=3,0 a 3,5 g.mm/mz2-dia), o
gue conforme ja discutido, € considerada ideal por assegurar a manutencado de um
microambiente umido sem provocar acumulo excessivo de exsudato.

De forma geral, 0 aumento da concentracdo de 0leo reduz a permeacao de
vapor de agua, tornando o filme como uma barreira. No entanto, essa relagdo nem
sempre € linear e pode apresentar um ponto 6timo. Percebe-se que apesar da baixa
concentracao de Oleo, tem-se 0 aumento da concentragdo do pH e isso permite que a
permeacao seja maior.

A Figura 18 demonstra o supracitado.
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Figura 18 — Superficies de resposta (2D e 3D) representando a influéncia das
variaveis independentes (concentracdo de quitosana, concentracdo de 6leo e tempo
de agitacéo) sobre a permeabilidade de vapor da 4gua dos filmes de quitosana/OST
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Dessa forma, apés a analise das superficies de resposta e mapas de contorno,
procedeu-se a etapa de otimizacdo global. Essa etapa integra simultaneamente todas
as respostas avaliadas, atribuindo um indice de desejabilidade que representa o
equilibrio entre as variaveis dependentes. O grafico de otimizacdo (Figura 19)
sintetiza visualmente essa condi¢do, evidenciando os niveis ideais de quitosana, 6leo
e tempo de agitagcédo para a formulacao dos filmes, os quais resultaram na solucdo de
maior desejabilidade global (Singh; Chatli; Sahoo, 2015; Khan et al., 2025).

Figura 19 — Parametros de formulagao otimizada do OST associado ao filme de
guitosana com a superficie de resposta
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Fonte: Autoria propria, 2025.

O grafico esta estruturado em seis painéis, cada um representando uma
variavel independente (fatores de processo) ou dependente (respostas do sistema),
com o intuito de mostrar as condicbes que maximizam a funcédo de desejabilidade
global (desirability = 0,890) (Singh; Chatli; Sahoo, 2015; Khan et al., 2025).

No primeiro painel, observa-se o fator A.C. Acido (concentracédo de &cido para
solubilizacdo da quitosana), cujo valor 6timo foi fixado em 1,0. Em seguida, no
segundo painel, o fator B.C. Oleo (percentual de 6leo adicionado) apresenta o ponto
otimo em aproximadamente 3,35%. O terceiro painel mostra o fator C.T. Agitacéo
(tempo de agitacdo durante a sintese), que foi otimizado em 22,5 minutos,
correspondente ao nivel central do experimento.

Os trés painéis da parte inferior do grafico correspondem as variaveis resposta.
O guarto painel indica o pH 6timo de 5,0, dentro da faixa fisiolégica da pele humana
(4,5-5,5), o que assegura a biocompatibilidade dos filmes. O quinto painel mostra o

angulo de contato (= 70,13°), valor que caracteriza 0 material como moderadamente
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hidrofilico, favorecendo a interacdo com fluidos biolégicos e a adesao celular. O sexto
painel representa a permeabilidade ao vapor de agua (= 3,61 g-mm/m2-dia),
classificada como barreira moderada, condicdo desejavel para manutencdo do
microambiente Umido em aplicacdes biomédicas.

A linha preta em cada painel representa a tendéncia do fator ou da resposta,
enquanto os pontos coloridos indicam os niveis selecionados na solugdo 6tima. A
desejabilidade global de 0,890 revela que a combinagdo dos fatores encontrou um
equilibrio satisfatorio entre todas as respostas simultaneamente (Singh; Chatli; Sahoo,
2015; Khan et al., 2025). Destarte, os parametros 6timos de formulagéo correspondem
a 1% (v/v) de quitosana, 3% (v/v) de OST e 22,5 minutos de tempo, conforme ilustrado
na Figura 19.

4.3.1 Otimizacédo Univariada da Concentracdao do OST na Composicao de Filmes

de Quitosana para Fins Biomédicos

Conforme visto, ap0s a etapa de otimizacédo da formulacéo dos filmes a base
de quitosana e OST, definiu-se como condi¢ao ideal a composicao de 1% (v/v) de
guitosana, 3% (v/v) de OST e tempo de agitacdo de 22,5 minutos. A concentracao de
OST, em especifico, mostrou-se uma variavel critica para aplicacbes biomédicas,
motivo pelo qual foram investigados, isoladamente, os trés niveis (1%, 3% e 5%),
resultando nos filmes Q10ST1, Q10ST3 e Q1OST5, conforme apresentado na
Figura 20.

Figura 20 — Producéo de filmes de quitosana variando as concentracdes de OST (A:
OST 1%, B: OST 3% e C: OST 5%) para analise comparativa
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Fonte: Autoria propria, "2025.

Dessa forma, a andlise em diferentes concentracdes teve como objetivo



79

compreender de que maneira a variacdo do teor de Oleo influencia as propriedades
fisico-quimicas, estruturais e funcionais dos filmes. Adicionalmente, para fins de

comparacao, sera também elaborado o filme controle Q1P, sem adi¢éo de 6leo.

4.3.1.1 Andlise Comparativa do pH, Angulo de Contato e Vapor de Agua

Observa-se que os filmes com maior concentracao de quitosana (2%) tenderam
a apresentar valores de pH mais baixos (=4,0) e angulos de contato mais elevados
guando associados a 5% de OST, como no caso do filme Q20ST5 (pH = 4,0; angulo
= 89,5°). Essa combinacdo revela que, embora a acidez tenha se acentuado, a
incorporacdo de maior quantidade de O6leo aumentou significativamente a
hidrofobicidade da superficie. Em contrapartida, filmes com 1% de quitosana
apresentaram pH proximo a 5,0 e angulos de contato moderados (72—-84°), como o
Q10ST1 e Q10OSTS3.

Além disso, filmes mais hidrofobicos (angulos proximos de 90°) apresentaram
valores menores de PVA, indicando melhor barreira ao vapor de agua. O caso mais
evidente € o Q20ST5 (pH = 4,0; angulo = 89,5°; PVA = 0,02 mm/mz2.dia), que
apresentou simultaneamente alto angulo de contato e excelente barreira a permeacéo
de vapor.

Embora os filmes com pH mais proximo ao fisiolégico (4,5-5,0) sejam
favoraveis a biocompatibilidade da pele, nem sempre apresentaram desempenho
ideal em termos de barreira. Por exemplo, o filme Q10OST3 (pH = 5,0) apresentou PVA
= 3,7, indicando barreira apenas moderada. Ja o filme Q20ST5, apesar de apresentar
pH mais &cido (4,0), combinou alta hidrofobicidade (89,5°) com baixissima
permeabilidade (0,02), sendo o que mais se destacou em propriedades de barreira,
ainda que com um pH menos favoravel a pele.

Os pontos centrais (1,5% de quitosana, 3% de OST, 22,5 min) evidenciaram
comportamento intermediario em todas as variaveis de resposta analisadas, com pH
entre 4,4 e 4,6, valores de angulo de contato préximos de 68° a 71° e PVA variando
entre 3,9 e 4,5 mm/(m2-dia). Essa consisténcia entre as repeticdes indica boa
reprodutibilidade experimental, contudo, quando comparados aos extremos de
formulacédo, os pontos centrais tiveram um desempenho pior em termos de barreira e
biocompatibilidade.

Cabe destacar, por fim, o flme Q1OST1 (1% de quitosana, 1% de OST, 22,5
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min), que apresentou um desempenho equilibrado entre as variaveis analisadas. Seu
pH de 5,0 encontra-se dentro da faixa da pele (4,5-5,5), 0 que o torna compativel. No
gue se refere ao angulo de contato, o valor de 84° caracteriza o filme como hidrofilico,
garantindo boa interac@o com fluidos biol6gicos e potencializando a adesé&o celular.

Ja a permeabilidade ao vapor de agua (1,5 mm/(m2-dia)) foi classificada como
barreira moderada a baixa, condicdo que possibilita manter o microambiente Gmido
sem provocar acumulo excessivo de exsudato ou desidratacao do leito da ferida. Em
sintese, 0 Q1OST1 possui parametros positivos de biocompatibilidade, molhabilidade
e controle de umidade.

Diante dos resultados obtidos para pH, angulo de contato e permeabilidade ao
vapor de &gua, verificou-se que as formulacdes de quitosana/OST apresentaram
comportamentos distintos conforme as variagcbes de concentracdo e tempo de
agitacao, permitindo identificar combinagdes mais ou menos promissoras em termos
de biocompatibilidade e propriedades de barreira.

Sendo assim, com base nos resultados obtidos na etapa de otimizacéo,
verificou-se que a concentracdo de 3% de Oleo das sementes de Tamarindus indica
L. apresentou o desempenho mais adequado entre as formulacbes avaliadas,
considerando as variaveis-resposta investigadas. No entanto, com o intuito de
aprofundar a analise e ampliar a compreensao sobre os efeitos da adicdo do Oleo nas
propriedades dos filmes, decidiu-se incluir duas formula¢des adicionais, bem como um
filme controle, composto exclusivamente por quitosana, sem adicdo de OST.

Para todos os filmes selecionados, procedeu-se a analise das propriedades de
pH, angulo de contato e permeabilidade ao vapor de agua, permitindo contrastar os
valores observados nos filmes solidos com os dados previamente obtidos para as

solucdes formadoras. Os resultados obtidos estdo expostos na Tabela 8.

Tabela 8 — Comparacéo entre os filmes formulados com diferentes concentracdes de
OST e quitosana pura, com base nos valores finais de pH, angulo de contato e
permeabilidade ao vapor de agua.

0 0 A
ENSAIOS | o ioshna vivolen v (miny P O PH O contato ()| 4gua (b
Q1P - - - - 43 52,0 3,8
Q10ST1 1,0 1,0 225 | 50 | 4,6 64,0 3,60
Q10ST5 1,0 5,0 225 | 50 | 4,8 73,7 2,50
Q10ST3 1,0 3,0 15,0 | 50 | 49 68,3 3,10

Fonte: Autoria prépria, 2025.
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O filme sem adicdo de OST apresentou o pH mais &cido, o menor angulo de
contato e a maior permeabilidade dentre todos os filmes testados. Isso indica uma
superficie mais hidrofilica e maior capacidade de passagem de vapor d’agua,
resultado compativel com a estrutura hidrofilica da quitosana pura.

Com a introducdo de uma pequena quantidade de OST (1%), o filme manteve
um comportamento relativamente hidrofilico, mas j4 se observa um aumento no
angulo de contato em relagédo ao controle (Q1P), indicando reducédo da afinidade
superficial com a &agua. A permeabilidade ao vapor de agua também diminuiu
discretamente, sugerindo uma leve acao de barreira promovida pelo éleo. Observou-
se uma reducdo de 0,4 unidades de pH, provavelmente associada a interacao entre a
guitosana e os acidos graxos do 6leo em baixa concentracdo. Ainda assim, o pH final
permanece dentro da faixa fisiologica.

A formulacédo com 3% de OST apresentou valores mais equilibrados. O angulo
de contato aumentou em relacdo ao Q1OST1, indicando maior hidrofobicidade, e a
permeabilidade ao vapor de agua reduziu ainda mais em relacdo ao controle,
sugerindo melhor desempenho de barreira, mesmo com tempo de exposicéo reduzido
(15 min).

Neste caso, houve minima variagdo de pH (-0,1), sugerindo uma maior
estabilidade acido-base da formulacdo, possivelmente em funcdo de um equilibrio
mais eficiente entre os grupos funcionais da quitosana e 0s compostos presentes no
OST. Este resultado pode indicar melhor perfil de compatibilidade cutanea,
especialmente para aplicacbes em filmes topicos.

Com o maior teor de 6leo, observou-se o maior angulo de contato entre todos
os filmes, confirmando o aumento da hidrofobicidade superficial. A permeabilidade ao
vapor foi também a mais baixa, demonstrando excelente capacidade de barreira a
umidade, compativel com o acréscimo de compostos apolares.

A reducéo de pH foi discreta (-0,2), embora maior que a de Q10ST3. Este
comportamento sugere que, apesar do aumento da fracdo oleosa, a matriz manteve
relativa estabilidade acido-base, mas com tendéncia levemente mais &acida que a
formulacao intermediaria.

Cabe ressaltar que, a avaliacdo do pH das formulagdes, tanto na fase de
solucdo quanto apds a formacao dos filmes, revelou uma tendéncia sistemética de
reducdo dos valores de pH ap0s o processo de secagem. As solugfes formadoras de

filme que continham 1%, 3% e 5% de OST apresentaram pH inicial de 5,0. No entanto,



82

os valores finais registrados nos filmes foram, respectivamente, 4,6 (Q10OST1), 4,9
(QLOST3) e 4,8 (Q1LOSTS5). Esse decréscimo pode ser explicado por uma combinacao
de fatores fisicoquimicos associados a composicao e a dindmica de secagem dos
filmes.

7z

Em primeiro lugar, € importante considerar que a quitosana, por ser um
polimero catibnico, € solubilizada geralmente em meio acido, com uso de acido
acético. Embora parte desse acido evapore durante a secagem, uma fracao residual
pode permanecer na matriz polimérica, promovendo acidificacdo do meio e,
consequentemente, a reducdo do pH final. Esse fenbmeno é potencializado quando
h& menor teor de 6leo na formulacéo, como observado no filme Q1OST1, cuja maior
queda de pH (-0,4) sugere menor capacidade de neutralizagdo ou tamponamento do
meio pela matriz.

Além disso, a presenca do Oleo vegetal introduz compostos bioativos, como
acidos graxos, fendis e flavonoides, que podem interagir com 0s grupos amino da
guitosana, promovendo rearranjos acido-base e formacéao de ligacdes de hidrogénio.
Tais interacdes podem modificar 0 microambiente idnico da matriz, alterando a
disponibilidade de ions H* e, por consequéncia, o pH superficial. Nessa perspectiva,
a formulacdo com 3% de OST (Q10ST3) demonstrou a menor variagao de pH (-0,1),
o que indica uma possivel estabilidade acido-base mais favoravel, sugerindo que essa
concentracdo oferece um equilibrio eficiente entre os grupos polares do biopolimero
e 0s constituintes do oleo.

Outro fator a ser considerado é a reorganizacao estrutural da matriz durante a
secagem. A medida que a agua evapora, ha um aumento da densidade de interacdes
intermoleculares, o que pode influenciar a mobilidade ibnica e a capacidade tampéao
da matriz. Assim, formulac6es com maior proporcéo de 6leo (como Q1OST5) tendem
a apresentar menor perda de pH do que aquelas com menos 6leo (como Q10ST1),
embora ainda inferior a estabilidade observada em Q10ST3.

Em sintese, a reducédo do pH do filme em relacdo a solucdo formadora resulta
de um conjunto de variaveis que incluem a reticulacéo fisica promovida durante a
secagem, a retencdo de &acidos residuais, e as interacbes quimicas entre 0s
componentes da formulacdo. A formulacdo com 3% de OST, por apresentar pH final
mais proximo do valor inicial e dentro da faixa fisiolégica da pele (4,0-6,0), destaca-
se como a mais estavel e compativel para aplicacées dermatoldgicas e biomédicas

Adicionalmente, ao analisar conjuntamente os valores de angulo de contato e
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permeabilidade ao vapor de agua (Figura 21 e Figura 22) nos diferentes filmes
produzidos, observa-se uma relagdo inversamente proporcional entre essas duas

variaveis.

Figura 21 — Valores médios do permeacédo de vapor dos filmes formulados com
diferentes concentracdes de OST, incluindo o filme controle (puro, sem 6leo)

Permeacao de Vapor

3,8 3,6

25

PURA Q105T Q10S8T3 Q10S5TH

Nota: Barras de erro representam o desvio padrdo das medidas.
Fonte: Autoria prépria, 2025.

Figura 22 — Valores médios do angulo de contato (°) dos filmes produzidos com
diferentes concentracdes de OST, incluindo o filme controle (puro, sem 6leo)

Angulo de Contato
73,7
68,3 1
52
PURA Q108T™ Q10813 Q10S5T5

Nota: Barras de erro representam o desvio padrao das medidas.
Fonte: Autoria prépria, 2025.

A medida que o angulo de contato aumenta, indicando uma maior

hidrofobicidade superficial, verifica-se uma reducdo na permeabilidade ao vapor de
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agua, sugerindo melhor desempenho de barreira. Essa tendéncia é coerente com o
aumento da concentragdao de OST na formulagédo dos filmes. Filmes com baixa
concentracao de 6leo, como no caso da amostra com 1% de OST, apresentam menor
angulo de contato e, consequentemente, maior permeabilidade, pois a superficie
mantém caracteristicas mais hidrofilicas, permitindo a passagem de vapor com maior
facilidade.

Por outro lado, o filme contendo 5% de OST demonstrou um comportamento
oposto; exibiu 0 maior angulo de contato entre todas as amostras, evidenciando uma
superficie mais apolar, e, simultaneamente, a menor permeabilidade ao vapor de
agua, o que denota que a presenca do 6leo promoveu a formacdo de uma barreira
mais eficaz a difusdo de umidade. Esse comportamento reforca a hipétese de que o
O0leo atua como agente hidrofobizante, modificando a microestrutura da matriz
polimérica e restringindo o transporte de moléculas de agua através do filme.

Dessa forma, ao se observar os dois gréaficos é possivel identificar com clareza
gue tais propriedades estédo intimamente relacionadas a concentracdo de OST, sendo
essa a variavel para o ajuste funcional dos filmes em aplicacdes biomédicas.

Entre os aspectos avaliados, destaca-se a importancia do angulo de contato,
uma vez que valores mais baixos indicam maior hidrofilicidade da superficie do filme.
Essa propriedade € desejavel em sistemas topicos, pois favorece a adeséao eficiente
a pele ou ao leito de feridas, além de facilitar a liberac&o dos ativos presentes no filme,
promovendo maior interacdo com 0 meio aquoso e potencializando os efeitos
terapéuticos do oOleo incorporado.

Outro critério refere-se ao pH final dos filmes, o qual deve permanecer o mais
préoximo possivel do pH fisiologico da pele humana, geralmente compreendido entre
4,0 e 6,0. Manter o pH dentro dessa faixa contribui para a preservacédo da microbiota
cutanea, evitando desequilibrios que poderiam desencadear processos inflamatérios
ou infec¢des secundarias.

Por fim, valores moderados de permeabilidade sdo desejaveis, pois permitem
o controle da umidade no microambiente da ferida, promovendo uma condicéo ideal
para a regeneracéo tecidual. Uma permeabilidade excessivamente alta pode resultar
em ressecamento da lesdo, enquanto valores muito baixos podem causar acumulo de
exsudato e maceracédo dos tecidos, ambos prejudiciais ao processo de cicatrizacao.

Dessa forma, a formulacdo ideal serd aquela que concilia hidrofilicidade

adequada, pH compativel com o fisiol6gico e permeabilidade moderada ao vapor de
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agua, garantindo um microambiente favoravel a recuperacdo dos tecidos e a
funcionalidade do curativo.

Diante dos dados obtidos, torna-se possivel ndo apenas interpretar os efeitos
da variacdo da concentracdo de 6leo de Tamarindus indica L. sobre as propriedades
dos filmes, mas sobretudo selecionar racionalmente a formulacdo mais adequada
para aplicacdes biomédicas, considerando critérios clinicos e funcionais. Nesse
contexto, assim como na otimizacgéo estatistica, que indicou a formulacado com 3% de
OST como ponto 6timo, a analise integrada dos parametros permite confirmar essa
escolha com base na aplicabilidade préatica do material.

O filme com 5% de OST apresentou o maior angulo de contato e a menor
permeabilidade ao vapor de agua, evidenciando um comportamento altamente
hidrofébico e uma barreira eficaz contra a umidade. No entanto, essa hidrofobicidade
excessiva pode comprometer propriedades desejaveis em sistemas topicos, como a
adesividade ao tecido e a liberacao eficiente dos compostos ativos presentes no filme.
Ja a formulacdo com 1% de OST, embora tenha mantido maior hidrofilicidade,
mostrou-se pouco eficaz na contencao da umidade, o que pode prejudicar o controle
do microambiente da ferida.

Por sua vez, a formulacdo com 3% de OST revelou-se a mais equilibrada,
apresentando angulo de contato intermediario, que favorece a adesdo a pele sem
comprometer a acao de barreira, pH final dentro da faixa fisiolégica cutanea (entre 4
e 6), o que é fundamental para a manutencao da microbiota e prevencao de irritacdes,
e PVA moderada, condicdo ideal para manter a umidade controlada na regido da
lesdo, sem provocar ressecamento ou maceracao.

Diante do exposto, com o objetivo de complementar a analise das propriedades
fisico-quimicas dos filmes formulados, foram conduzidas diferentes técnicas de
caracterizacao.

As analises comparativas entre as formulacdes foram: (i) Termogravimetria
(TG), destinada a avaliacao da estabilidade térmica; (ii) Atividade Antimicrobiana, para
verificar a eficacia frente a patdgenos selecionados; (iii) Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), voltada a caracterizacdo da morfologia e da estrutura superficial dos
filmes; (iv) Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
utilizada para identificar interagbes quimicas entre o0s constituintes; e (V)
Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), aplicada para investigar

as propriedades opticas e possiveis alteragfes estruturais.
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4.3.1.2 Andlise Térmica — TG

Dentre as analises realizadas, destaca-se inicialmente a Andlise
Termogravimétrica (TG), por meio da qual foi possivel investigar a estabilidade térmica
e os diferentes estagios de degradacao dos filmes produzidos, cujos resultados sao
apresentados a seguir na Figura 23, Figura 24, Figura 25, Figura 26.

Figura 23 — Curvas de analise termografica do filme Q1P
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Fonte: Autoria prépria, 2025.



Figura 24 — Curvas de analise termografica do filme Q10ST1
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Figura 25 — Curvas de analise termografica do filme Q1OST3
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Figura 26 — Curvas de analise termografica do filme Q1OST5
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

A analise termogravimeétrica dos filmes Q1P, Q10ST1, Q10ST3 e Q10OST5

demonstrou cinco estagios distintos de degradacédo, conforme observado na Figura

23, Figura 24, Figura 25 e Figura 26, discutidos a seguir:

a) Evento 1 (35°C - 150°C): Observou-se perda de massa relacionada a

b)

evaporacdo da agua residual e de componentes volateis do 6leo,
fendmeno presente em todos os filmes. O filme Q1OST1 apresentou
comportamento atipico, com baixa perda de massa, atribuida a menor
concentracdo de OST (Chacon-Fernandez et al., 2019; Tabassum et al.,
2023; Chowdhury et al., 2023);

Evento 2 (150 — 255 °C): Nesta faixa térmica, observou-se perda de
massa associada a volatilizacdo de constituintes menos estaveis e a
decomposicéao inicial do 6leo incorporado (Chacon-Fernandez et al.,
2019; Tabassum et al., 2023; Chowdhury et al., 2023). O filme controle
Q1P apresentou estabilidade relativa, com perda de massa discreta. Ja
os filmes contendo OST mostraram comportamento distinto: 0 Q10OST1

apresentou perda moderada de massa, o0 Q1LOST3 registrou perda mais
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acentuada, enquanto o Q1OSTS5 apresentou a maior reducdo, em torno
de 45% da massa. Esses resultados evidenciam que o aumento
progressivo da concentracdo de OST reduz a estabilidade térmica inicial
dos filmes, tornando-os mais suscetiveis a degradacédo nessa faixa de
temperatura,;

c) Evento 3 (255 — 400 °C): Corresponde a degradacgéao térmica principal
da quitosana, englobando processos de desidratacdo, despolimerizacéo
e decomposicdo dos grupos acetilados e desacetilados,
concomitantemente a oxidacdo dos acidos graxos presentes no OST
(oleico, linoleico, palmitico e esteérico) (Chacén-Fernandez et al., 2019;
Tabassum et al., 2023; Chowdhury et al., 2023). Nota-se que filmes com
maiores teores de Oleo apresentaram perdas de massa mais
expressivas nesse intervalo, em razdo da decomposi¢cdo dos compostos
graxos;

d) Evento 4 (400 — 500 °C): Nesta faixa, observa-se a fragmentacéao de
residuos de carbono e a decomposicao de acidos graxos mais estaveis
(como esteérico), além da ruptura de ligacdes éster (Chacoén-Fernandez
et al., 2019; Tabassum et al., 2023; Chowdhury et al., 2023). Os filmes
com concentracfes intermediarias de o6leo (1% e 3%) apresentaram
perdas residuais mais altas, o que indica menor proporcédo de compostos
termoestaveis em comparacéo aos filmes com 5% de OST;

e) Evento 5 (500 -800 °C): Representa a degradacéo final, com eliminacao
de compostos hidroxilados e ramificados do O6leo, com quebra de
ligacbes C—H e ésteres (— C-0), resultando em perda total de massa.
(Chacon-Fernandez et al., 2019; Abdelmalek et al., 2023; Tabassum et
al., 2023; Chowdhury et al., 2023).

4.3.1.3 Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

As micrografias obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
apresentadas na Figura 27, permitiram avaliar a morfologia superficial dos filmes de

guitosana contendo diferentes concentracées de OST.
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Figura 27 — Micrografias das superficies filme de quitosana (a) Q1OST1; (b)
Q1OST3; (c) Q1OSTS

20 ym
] 2.00 kx 140pm  15.00mm —2em

20 pm

20 pm

/] 2.00 kx 140 ym 14.60 mm

2.00 kx. 139 ym 15.76 mm

10 keV 114pA 6 10 keV' 114pA 10keV 114pA

CETENE - MCTI CETENE - MCTI

Fonte: Autoria propria, 2025.
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Na formulacdo Q1OST1, observaram-se gotas de 6leo isoladas e distribuicdo
superficial irregular, além de areas mais escuras, indicativas de deformacdes
microestruturais associadas a liberacao parcial do 6leo (Figuras 25(A) | e 1l). Em
concentracdes mais baixas, as goticulas aparentaram estar mais bem incorporadas a
matriz, sugerindo interacdes intermoleculares parciais, possivelmente mediadas por
ligacbes de hidrogénio entre os grupos hidroxila da quitosana e 0s compostos
funcionais do OST.

Na formulacdo Q10ST3, foram observados aglomerados de goticulas de
diferentes tamanhos, com dispersédo mais uniforme do 6leo ao longo do filme (Figuras
27(B) lll e IV). Essa distribuicdo homogénea favoreceu o preenchimento mais eficiente
da matriz polimérica, como relatado por Naccache (2021) e corroborado por Maragon
(2015), que destacam o impacto positivo da homogeneidade na estabilidade de
sistemas contendo 6leos essenciais.

Na formulacdo Q1OSTS5, as micrografias (Figuras 27(C) V e VI) evidenciaram
goticulas maiores, com tendéncia a aglomeracao e formacdo de dominios oleosos,
dificultando a liberacdo do OST. A auséncia de manchas esta associada a baixa
difuséo do dOleo, e a morfologia esférica das goticulas indica reduzida interagdo com a
matriz, favorecendo processos de coalescéncia e exsudacdo superficial. Esses
aspectos comprometem a uniformidade estrutural do filme.

Entre as formulagbes analisadas, Q1OST3 apresentou o melhor desempenho
morfolégico, com dispersao eficiente do 6leo e estrutura homogénea, mostrando-se a

mais adequada em termos de estabilidade fisico-quimica.
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4.3.1.4 Infravermelho por Transformada de Fourier — FTIR

A Figura 28 apresenta os espectros de FTIR obtidos para a quitosana pura e
para os filmes incorporados com diferentes concentracdes de 6leo (1%, 3% e 5%).

Figura 28 — Espectros de FTIR da quitosana pura e dos filmes contendo diferentes
concentragdes de OST (1%, 3% e 5%).
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E possivel observar variagdes significativas nas intensidades e nos
deslocamentos das bandas caracteristicas, especialmente nas regides
correspondentes aos estiramentos O—H e N-H (em torno de 3400 cm™), C-H alifatico
(préximo a 2920-2850 cm™), C=0 (cerca de 1650-1740 cm™™) e C-O-C (regido de
1070-1030 cm™).

Tais modificacdes espectrais evidenciam a interacdo molecular entre a matriz
polimérica de quitosana e o0s constituintes lipidicos do 0leo, confirmando a
incorporacao e sugerindo a formacéo de novas ligacdes intermoleculares

Nos filmes de quitosana sem 6leo e compostos, as bandas amplas localizadas

em 3500-3000 cm™sdo atribuidos as vibracdes de alongamento de O-H e N-H nas
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moléculas presentes na quitosana (Saenz-Mendoza et al., 2020; Wang et al., 2025).

J& a banda em 2871 cm™ é atribuida as vibracdes de estiramento do C-H do
esqueleto carbonico da quitosana (Atlar; Kutlu; Tornuk, 2024). Observa-se, por outro
lado, um discreto aumento na intensidade dessa regido quando comparada ao filme
sem a adicdo do dleo. O Oleo de tamarindo € composto majoritariamente por
triglicerideos, ésteres de acidos graxos que apresentam longas cadeias alifaticas (—
CH,-), e grupos terminais —CH; (Chacon-Fernandez et al., 2019). Tais constituintes
podem contribuir para 0 aumento da quantidade de grupos C—H detectados, além de
provocar alteragdes na organizacado estrutural do filme polimérico.

Além disso, o pico observado em 1645 cm™ refere-se a vibracdo de
estiramento C=0 na banda amida primaria, a vibracao de estiramento da ligacdo C—
N caracteristica da sintese de peptideos e a vibracdo de flexdo —NH, indicando a
presenca de ligagdes de hidrogénio de alta resisténcia, que impactaram diretamente
a organizacado estrutural dos filmes (Wang et al., 2023). O pico em 1150 cm™
corresponde ao estiramento do C—O-C da ligacao glicosidica da quitosana (Zhang;
Cao; Jiang, 2022). Ja o pico de absorcdo em 1028 cm™ esta associado a vibracéo de
estiramento assimétrico do C-O- (Koc et al., 2020).

E perceptivel, ainda, a presenca de bandas na regido de absorcéo entre 2340—
2360 cm™. De acordo com a literatura, essas bandas ndo sdo caracteristicas da
guitosana nem do oOleo de tamarindo, o que sugere que os filmes podem ter absorvido
CO,, seja por processos de adsorcdo ou degradacdo desses gases, resultando no
aparecimento dessas bandas (Haghighi et al., 2020). A intensificacdo observada
nessa regido pode estar associada a presenca do Oleo, cuja maior concentracao
favorece tais alteracdes espectrais.

Essa intensificacdo pode estar relacionada tanto a degradacao de constituintes
volateis do 6leo durante o processamento, quanto ao surgimento de novas interacoes
guimicas entre 0 Oleo e a quitosana, incluindo a formacdo de bandas incomuns
(Kalaycioglu et al., 2017; Sanchez-Gonzalez et al., 2011).

O Quadro 3 expde o supramencionado.


https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861724006714#bb0225
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861724006714#bb0225
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861724006714#bb0225
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861724006714#bb0245
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861724006714#bb0245
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861724006714#bb0245
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Quadro 3 — Principais bandas observadas nos espectros de FTIR dos filmes de
guitosana com OST

Banda (cm™) Atribuicao / Ligacao Referéncia
3400 Estiramento O—H e N-H; ligacdes de Atlar; Kutlu; Tornuk
hidrogénio (2024)
_ - Chacon-Fernandez et al.
2920-2850 Estiramento C—H de grupos alifaticos
(2019)
2871 Estiramento C—H do esqueleto Atlar; Kutlu; Tornuk
carbonico da quitosana (2024)
1740 Estiramento C=0 de ésteres (dcidos  Chacon-Fernandez et al.
graxos) (2019)
Estiramento C=0 (Amida I),
1645 estiramento C—N (peptideos), flexdo Wang et al. (2023)
N-H
1590 Deformacao N—H (Amida Il) Wang et al. (2023)
1150 Estiramento C—O-C da ligacao Zhang; Cao; Jiang
glicosidica da quitosana (2022)
Estiramento C—O—-C da cadeia
1070-1030 . , Wang et al. (2023)
polissacaridica
1028 Estiramento assimétrico do C—-O— Koc et al. (2020)
Bandas associadas a absorcdo de CO, Haghighi et al. (2020);
23402360 ou degradacao de constituintes Kalaycioglu et al. (2017);
volateis do 6leo; possiveis interacbes  Sanchez-Gonzalez et al.
guimicas Oleo—quitosana (2011)

Fonte: Autoria propria, 2025.

4.3.1.5 Espectroscopia ha Regido do Ultravioleta-Visivel — UV-Vis

A Figura 29 apresenta os espectros de absorcédo na regido do UV-Vis para a
guitosana pura e para os filmes contendo diferentes concentracdes de 6leo (1%, 3%
e 5%).
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Figura 29 — Espectros de absor¢cdo UV-Vis da quitosana pura e dos filmes contendo
diferentes concentracdes de OST (1%, 3% e 5%).
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

A curva da quitosana pura (preta) exibe absorbéancia elevada na regiao UV
(200—400 nm), decaindo rapidamente a partir de ~400 nm e aproximando-se de zero
no visivel, o que indica alta transparéncia Optica acima de ~450-500 nm. Com a
incorporacao de OST (1%, 3% e 5%), surgem bandas definidas entre ~230-380 nm,
compativeis com transi¢cdes Tm—1* de sistemas insaturados/aromaticos e n—1* de
carbonilas presentes em acidos graxos e demais constituintes do 6leo. O inset em
hexano corrobora essa assinatura do OST, com maximos pronunciados na faixa
~240-270 nm até ~320-340 nm; ademais, observando o filme, percebe-se que os
espectros tornam-se mais largos, mantendo porém, o carater de absorcéo no UV (I0C,
2019; Fuentes, 2012; Uncu; Ozen; Tokatli, 2019; Ackan, 2024; Berendez; Kurz, 2012;
Hashem et al., 2020).

Comparativamente, os filmes com OST mantém baixa absorbancia no visivel

(450-800 nm), preservando a transparéncia. Notam-se, entretanto, diferencas sutis
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entre 1%, 3% e 5%: o0 3% tende a exibir a maior resposta UV e perfil mais regular,
enquanto o 5% ndo aumenta proporcionalmente a absorbancia e pode até reduzi-la
levemente em trechos (vs. 3%) (I0S, 2011, Belhoussaine et al., 2024; Koushki, 2021;
Barik et al., 2024; Basalla; Kendrick, 2023).

Esse comportamento ndo linear é consistente com os achados morfoldgicos
(MEV), sendo que a maior fracdo de Oleo favorece aglomeracgdo/coalescéncia,
gerando espalhamento de luz e micro heterogeneidade do indice de refracdo, o que
achata a linha de base e apaga parcialmente bandas eletrénicas, além de possiveis
variacOes de espessura entre filmes (I0S, 2011; Belhoussaine et al., 2024; Koushki,
2021; Barik et al., 2024; Basalla; Kendrick, 2023).

Além disso, observa-se que todos o0s materiais modificados com OST
apresentaram menor absorbancia que a quitosana pura ao longo de praticamente toda
a faixa espectral, sobretudo abaixo de ~350 nm. Esse comportamento, aliado ao fato
de que o espectro do 6leo (inset) exibe bandas caracteristicas na regiao UV, com
maximos préoximos de 250-275 nm, constitui forte indicacdo de incorporagao do 6leo
a matriz de quitosana.

Em termos fisico-quimicos, a reducéo global da absorbancia nos compadsitos
pode ser explicada por interacbes intermoleculares (por exemplo, ligacdes de
hidrogénio) que modulam as transicdes eletronicas da quitosana, atenuando sua
intensidade. Assim, enquanto o 6leo mantém sua assinatura no UV (~250-275 nm), a
absorbancia total cai nos filmes com OST, padrdo compativel com incorporacéo

efetiva do 6leo na matriz polimérica.

4.3.1.6 Atividades Antimicrobianas

Nos ensaios realizados frente a Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e
Escherichia coli (Gram-negativa), ndo se observaram halos de inibicao,
caracterizando auséncia de atividade antimicrobiana mensuravel dos filmes contendo
OST contra essas bactérias.

Em contraste, frente a Candida albicans — agente etiolégico da candidiase —,
observou-se inibicdo efetiva do crescimento nas formulacdes Q10OST1, Q1OSTS3,
Q10OST5 e no filme controle Q1P, evidenciando atividade antifungica seletiva.

Para tornar a apresentacdo mais clara, a Figura 30 ilustra as placas em
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triplicata com crescimento fungico, e a Tabela 9 sintetiza os valores dos halos de

inibicdo medidos.

Figura 30 — Placas em triplicata do meio de cultura com Candida albicans

Fonte: Autoria prépria, 2025.

Tabela 9 — Halos de inibicdo medidos da Candida albicans

Zona de inibigc&o (mm)

MEIO Candida albicans
PLACAS Placa 1 Placa 2 Placa 3
Q1P 9 10 10
Q10sT1 8 9 10
Q10ST3 9 8 9
Q10ST5 9 10 9
Controle 15 19 19

Fonte: Autoria prépria, 2025.

Os ensaios foram conduzidos em triplicata, com halos variando entre 8 e 10
mm, indicando efeito antifUngico consistente. Ressalte-se que a auséncia de halos
contra as bactérias ndo compromete a conclusao quanto a acao antifungica, que se
manteve expressiva.

Conforme critérios de classificagéo de atividade antimicrobiana, a faixa 0O—1 mm
corresponde a Atividade Aceitavel (A) e valores >6 mm sdo caracterizados como
Atividade Altamente Satisfatoria (AS). Assim, os halos obtidos para C. albicans
enquadram-se nesta Ultima categoria. Esse desempenho frente a C. albicans é
considerado satisfatério para materiais com potencial de aplicacdo biomédica (cf.
Girata et al., 2011).



97

Do ponto de vista interpretativo, destacam-se duas implicagdes:

a) Papel da matriz de quitosana: a atividade antifungica decorre
majoritariamente da prépria quitosana, uma vez que o controle Q1P apresentou
halos similares as formulacdes com OST; ndo se observou aumento
proporcional com a concentracdo do Oleo entre 1-5%, sugerindo que
parametros fisico-estruturais (espessura, coalescéncia de goticulas e difuséo)
influenciam o diametro dos halos;

b) Inatividade antibacteriana: possivelmente associada a limitacdes intrinsecas
do método de difusdo para sistemas hidrofébicos, a barreira de membrana
externa de Gram-negativas (E. coli) e a liberacao restrita do ativo. Além disso,
embora o pH esteja em faixa fisiologica (4,5-5,5), a carga catidnica da
guitosana pode nao ter sido suficiente para acao bactericida nas condi¢des do

ensaio.

Em termos de implicacéo pratica, a formulacéo otimizada (1% quitosana, 3%
OST, 22,5 min) segue preferivel por equilibrar propriedades fisico-quimicas (pH,

molhabilidade, permeabilidade) sem comprometer a acao antifungica.

Por fim, em um apanhado geral, tem-se que o delineamento Box—Behnken,
aplicado com trés fatores independentes e trés variaveis resposta, evidenciou que o
pH é influenciado principalmente pela quitosana, enquanto o angulo de contato é
afetado sobretudo pelo 6leo, com efeito quadratico e interacdo significativa com a
guitosana. A permeabilidade, por sua vez, apresentou relacdo inversa com o teor de
oleo, confirmando seu efeito de barreira. As superficies de resposta indicaram que a
faixa de 1,0-1,5% de quitosana mantém o pH préximo ao fisioldégico, que teores
intermediarios de 6leo promovem angulos em torno de 70°, compativeis com
hidrofilicidade moderada, e que concentracbes de 3-3,5% de Oleo conferem
permeabilidade adequada para manter microambiente Umido sem excesso de
exsudato.

Esse resultados foram corroborados pela otimizagdo simultdnea do Design
Expert 13, que apontou como condigdo de maior desejabilidade global (D = 0,890) a
formulagdo com 1% de quitosana, 3% de Oleo e 22,5 min, caracterizando o melhor

equilibrio entre biocompatibilidade, molhabilidade e permeabilidade.
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Por sua vez, a avaliagdo macroscopica dos filmes e a morfologia por MEV
corroboram a predicdo estatistica. O filme Q1OST1 apresenta goticulas isoladas e
distribuicéo irregular; 0 Q10ST3 exibe dispersao mais homogénea do 6leo e melhor
preenchimento da matriz; ja 0 Q1OST5 mostra dominios oleosos maiores e tendéncia
a coalescéncia, sugerindo menor interacdo com a matriz e risco de exsudacao.
Portanto, o teor intermediario de OST (3%) € o que melhor estabiliza a microestrutura.

A andlise termogravimétrica (TGA/DTG), os espectros de FTIR e a
espectroscopia UV-Vis confirmam a assinatura da quitosana com a devida
incorporacdo do 6leo. A espectroscopia UV-Vis, especificamente,revelou que a
quitosana pura apresenta elevada absorbancia na regido do ultravioleta e alta
transparéncia no visivel. Com a incorporacdao de OST (1-5%), surgem ou se
intensificam bandas no UV, compativeis com cromoéforos presentes no 0leo.

Todos os filmes mantém-se transparentes no visivel. Entre as formulacdes, a
adicdo de 3% de OST promoveu resposta mais uniforme na regidao do UV, enquanto
a concentracdo de 5% néao elevou a absorbancia de forma proporcional, apresentando
até mesmo reducdo em determinados trechos, efeito associado a aglomeracao ou
coalescéncia observada por MEV. Ademais, em grande parte do espectro, os filmes
exibiram absorbancia global inferior a da quitosana pura, reforcando a hipotese de
diluicdo optica e de modulagéo eletronica decorrentes da incorporacao do dleo.

Por fim, os ensaios antimicrobianos revelaram espectro seletivo. Contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli ndo houve halos de inibicdo, enquanto
frente a Candida albicans os filmes apresentaram halos de 8—10 mm.

Em conjunto, os resultados convergem para a mesma janela otima: 1% de
guitosana, 3% de OST e 22,5 min. Nessa condi¢cdo, obtém-se pH fisiologico (5),
hidrofilicidade moderada (70°), permeabilidade controlada (3,6 g-mm/mz2.dia),
morfologia homogénea, transparéncia com efeito de protecdo UV e atividade

antifangica.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho permitiu avaliar o potencial de filmes poliméricos a base de
quitosana incorporados com OST para aplicagcbes biomédicas. Inicialmente, a
caracterizacao fisico-quimica do 6leo evidenciou estabilidade composicional, com
indices de refracao, acidez e peroxido compativeis com a literatura, assegurando a
qualidade da matéria-prima utilizada como agente bioativo. A partir disso, o
delineamento experimental Box—Behnken possibilitou identificar as interacdes entre
os fatores concentracdo de quitosana, concentracdo de Oleo e tempo, permitindo
compreender como esses parametros influenciam as propriedades finais dos filmes.

Os resultados mostraram que o pH das formulacdes variou entre 4,0 e 5,0, faixa
compativel com a fisiologia cutanea (4,5-5,5), sendo que concentracées menores de
guitosana (1%) favoreceram valores mais proximos ao ideal, aspecto relevante para
a biocompatibilidade. No que concerne ao angulo de contato, os filmes apresentaram
carater predominantemente hidrofilico (62° a 89,5°), condi¢cao que favorece interacao
com fluidos biolégicos e adesao celular, embora maiores concentracbes de OST
tenham aumentado a hidrofobicidade superficial.

A permeabilidade ao vapor de agua, por sua vez, revelou desempenho variavel,
no qual a maioria das formulacdes foi classificada como barreira moderada, enquanto
a condicdo Q20ST5 (2% de quitosana e 5% de OST) destacou-se por apresentar
excelente barreira ao vapor (0,02 g-m~2.dia™), embora com pH mais acido (4,0).
Dentre as combinacgdes, o filme Q1OST1 (1% de quitosana, 1% de OST, 22,5 min)
revelou-se mais equilibrado, reunindo valores adequados de pH, molhabilidade e
permeabilidade, caracteristicas desejaveis para aplicacdo em curativos bioativos.

Ademais, o delineamento experimental Box—Behnken, estruturado com trés
fatores independentes, permitiu avaliar de forma integrada os efeitos principais, as
interacdes bilaterais e os termos quadraticos sobre as trés variaveis resposta: pH,
angulo de contato e permeabilidade ao vapor de agua (PVA).

A andlise de variancia (ANOVA) demonstrou que a concentracdo de quitosana
foi o fator mais significativo para a resposta pH, reduzindo-o de maneira acentuada
em concentracdes mais elevadas (2%), o que, embora mantenha os filmes em faixa
compativel com a pele (4,0-5,0), aproxima-os do limite inferior do intervalo fisioldgico.
Para o angulo de contato, observou-se que o efeito mais expressivo foi da

concentragdo de OST, cuja elevacdo aumentou a hidrofobicidade superficial,
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evidenciada por angulos préximos a 90°. A permeabilidade ao vapor de agua (PVA),
por sua vez, foi influenciada de forma combinada pela quitosana e pelo OST. Os
resultados deram uma janela 6tima del1% de quitosana, 3% de OST e 22,5 min.

Na etapa de otimizagdo univariante, que avaliou exclusivamente o efeito da
concentragédo de OST (0%, 1%, 3% e 5%), foram obtidos resultados complementares.
A andlise termogravimétrica (TGA/DTG) demonstrou que a adicdo de éleo promoveu
alteracfes no perfil de degradacédo térmica, indicando interacdes quimicas entre 0s
constituintes lipidicos e a matriz polimérica, com aumento da estabilidade térmica em
formulacBes com 3% e 5% de OST. A MEV revelou que concentragfes intermediarias
de d6leo favoreceram superficies homogéneas, enquanto concentracfes elevadas
geraram microestruturas heterogéneas.

A espectroscopia de infravermelho (FTIR) confirmou interacfes entre 0s grupos
funcionais da quitosana e os compostos do 6leo, sobretudo nos espectros referentes
as bandas de estiramento de OH, NH e C=0, sugerindo ligacbes de hidrogénio e

compatibilidade entre os componentes.

5.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas de futuras, recomenda-se: (i) a caracterizacdo mecanica
aprofundada dos filmes, verificando sua resisténcia e flexibilidade em condi¢cdes
simuladas de uso; (ii) a conducao de ensaios biologicos in vitro e in vivo, para avaliar
citocompatibilidade, cicatrizacdo e resposta inflamatéria; (iii) a investigacdo de
propriedades antioxidantes dos filmes, considerando a presenca de compostos
fendlicos no OST; e (iv) a comparacdo do desempenho do OST com outros Oleos
vegetais bioativos.

Por fim, a associacdo da quitosana e OST a nanoparticulas, sistemas
reticulados ou outros agentes bioativos surge como linha de pesquisa promissora,
ampliando a funcionalidade dos filmes. Em sintese, conclui-se que a associacao entre
guitosana e Oleo das sementes de Tamarindus indica L. originou filmes com
caracteristicas compativeis as exigéncias biomédicas, reunindo biocompatibilidade,
propriedades de barreira, estabilidade térmica e atividade antimicrobiana.

Tais achados contribuem para o avanco do uso de biopolimeros associados a
compostos naturais na engenharia e no desenvolvimento de curativos bioativos, ao

mesmo tempo em que abrem caminhos para novas investigagdes experimentais.
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ANEXO A —CARACTERISTICAS INFORMADAS PELO FABRICANTE

NIVEIS DE
PATENSE AGROECOLOGIA
GARANTIA
PARAMETROS ESPECIFICACOES METODO DE TESTE
. P6 branco/amarelado/odor
Aparéncia o NA
caracteristico.
Umidade 10% USP: 44 2021
Cinzas totais 3% USP: 44 2021
Turbidez 35 NTU USP:44 2021
PH 07-09; USP:44 2021
Grau de
o 85% USP:44 2021
desacetilacao
Tamanho das
i 80 MESH USP: 44 2021
particulas
Solubilidade de Ac. .
o 30 min USP:44 2021
Acético
Viscosidade 2000(mPa.s) USP:44 2021
POLIMEROS ,VOL23,N.5P
Peso molecular 300 Kda
630-635,2013
Densidade 018 USP:44 2021
aparente

Fonte: Empresa Patense Agroecologia LTDA, 2025.



