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RESUMO 

 

Polímeros comestíveis, compostos naturais e nanotecnologia estão comumente associados na 

pesquisa de filmes ativos de alto desempenho, uma alternativa inovadora para a preservação e 

melhoraria da qualidade e da segurança dos alimentos. A celulose bacteriana (CB), um 

polímero natural nanoestruturado, apresenta propriedades singulares e aplicabilidade na 

indústria de alimentos. A CB pode ser obtida pela bioconversão de nutrientes presentes em 

resíduos ou subprodutos da agroindústria, como o suco de caju, após cultivo de linhagensda 

espécie Komagaetaibacter Xylinus. Peptídeos antioxidantes destacam-se como uma das 

classes de compostos bioativos que podem ser obtidos a partir da pele de Tilapia 

(Oreochromisniloticus), uma espécie de grande expressividade comercial. Tais peptídeos são 

potenciais alternativas aos antioxidantes sintéticos utilizados em alimentos, os quais se 

relacionam a efeitos deletérios ao organismo humano. Neste trabalho, filmes antioxidantes a 

base de celulose bacteriana nanofibrilada (CBNF) e hidrolisado de gelatina de pele de tilápia 

(HA) foram desenvolvidos e caracterizados. Ao avaliar-se o efeito da quantidade de HA sobre 

a atividade antioxidante (Aox), o filme contendo de 60% de HA exibiu o melhor resultado. O 

filme contendo 40% de HA, 40% de CBNF e 20% de sorbitol(HS40HA40S20) exibiu melhor 

desempenho quanto a Aox, solubilidade, estabilidade térmica e módulo de elasticidade (E) 

quando comparado com o mesmo filme plastificado com glicerol. A utilização de CBNF de 

fonte alternativa (fermentação do suco de caju) não afetou a Aox, cor, ângulo de contato, 

transparência, permeabilidade ao vapor de água e E do filme antioxidante CM40HA40S20 

composto por CBNF de meio alternativo (CM). A CBNF de suco de caju melhorou a 

resistência à tração, elongação, estabilidade térmica e grau de cristalinidade deste filme. 

Nenhum componente do filme HS40HA40S20 ouCM40HA40S20 exibiu citotoxicidade (in vitro) 

em células epiteliais do intestino humano sugerindo uma indicação de que são seguros para 

aplicações como filmes comestíveis. A liberação de proteína dos filmes contendo diferentes 

quantidades de HA ocorreu de forma rápida nos diferentes fluidos estudados com 

predominância de mecanismos de transporte não Fickiano associado em cada perfil. 

 

Palavras-chave: Revestimento comestível. Suco de caju. Nanofibras de celulose. Peptídeos. 

Antioxidantes. Liberação Controlada 



 

 

ABSTRACT 

 

Edible polymers, natural compounds and nanotechnology are often associated in studies that 

aim to obtain high performance bioactive films, an innovative technology for food 

preservation and food quality/safety improvement. Bacterial cellulose (BC), a natural 

nanostructured polymer, exhibit unique properties and applicability in the food industry. BC 

can be obtained by bioconvertion of nutrients from agroindustry residues or by-products, such 

as cashew apple juice, after cultivation of the Komagaetaibacter strain. Antioxidant peptides, 

a class of bioactive compounds, can be obtained from Tilapia skin (Oreochromisniloticus), a 

fish species of great commercial expressiveness. Active peptides are potential alternatives to 

the synthetic antioxidants for foods, which are related to deleterious effects on the human 

health. In this work, antioxidant films based on nanofibrilated bacterial cellulose (BCNF) and 

Tilapia skin gelatinehydrolyzate (HA) were developed and characterized. When evaluating 

the effect of the HA amount on antioxidant activity (Aox), the film containing 60% of HA 

showed the best result. The film with 40% of HA, 40% of BCNF and 20% of sorbitol 

(HS40HA40S20) exhibited better performance to Aox, solubility, thermal stability and Young 

modulus (E) when compared to the same film plasticized with glycerol. The use of CBNF 

from alternative source (cashew juice fermentation) did not affect the Aa, color, contact angle, 

transparency, water vapor permeability and Young's modulus of CM40HA40S20 film composed 

by CBNF from alternative medium (CM). The alternative BCNF improves the tensile 

strength, elongation at break, thermal stability and crystallinity degree of CM40HA40S20 film. 

Neither component of antioxidant film, HS40HA40S20 or CM40HA40S20, show cytotoxicity in 

assay with intestinal epithelial human cells (in vitro) suggesting an indication of safety for 

edible films applications. The release of protein from antioxidant films, containing different 

amounts of HA, occurs quickly in different fluids, with a predominance of non-Fickian 

transport mechanisms. 

 

Keywords: Edible coating. Cashew juice. Cellulose nanofibres. Antioxidant peptides. 

controlled release 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Filmes e revestimentos comestíveis ativos são amplamente estudados como uma 

alternativa inovadora para a preservação e melhoraria da qualidade e segurança dos alimentos 

(SALGADO et al., 2015; PADRÃO et al., 2016). Essa tecnologia auxilia no aumento da vida 

útil de alimentos através da diminuição do crescimento microbiano ou fenômenos de oxidação 

durante a liberação controlada de agentes ativos na superfície do alimento. Além disso, 

nutrientes, sabores e corantes podem ser adicionados a esses filmes, trazendo funcionalidades 

diferentes e adicionais (PEREZ et al., 2012; COMA et al., 2008).  Nesse contexto, polímeros 

comestíveis e compostos ativos ou bioativos naturais são comumente associados em muitos 

trabalhos no objetivo de atenderem a demanda de certos consumidores por alimentos naturais 

e funcionais e responderem a preocupações ambientais relacionadas com a eliminação de 

embalagens não biodegradáveis e não renováveis (BAUER et al., 2001; ATARÉS e 

CHIRALT et al., 2016).  

 Dentre as substâncias naturais avaliadas para essa tecnologia ressaltam-se os peptídeos 

e hidrolisados bioativos que são obtidos preferencialmente por hidrólise enzimática de 

proteínas alimentares. Esse grupo apresenta ampla diversidade bioquímica e funcional, dentre 

as quais a atividade antioxidante é uma funcionalidade biológica observada na maioria dos 

hidrolisados, frações ou peptídeos isolados (HANNU e ANNE, 2006; CHI et al., 2015; 

PEREZ et al., 2012; MARTÍNEZ et al., 2015; GENSKOWSKY et al., 2015; SUN et al. 

2013; ZHANG et al., 2016). Em muitos estudos investiga-se a obtenção de hidrolisados de 

origem marinha ou outros tipos de pescado (SILA e BOUGATEF, 2016) dos quais se destaca 

o pescado Tilapia (Oreochromis niloticus) que possui uma grande expressão no mercado 

mundial. Produtos obtidos a partir da pele de tilápia agregam valor a esse resíduo gerado em 

grande escala (SAMPAIO et al., 2016).  

 Embora muitos hidrolisados tenham poder de reduzir a oxidação de alimentos, poucos 

estudos mostraram esse potencial após serem incorporados em celulose bacteriana (CB), um 

polímero natural (LIN et al., 2015a; LIN et al., 2015b; NGUYEN et al., 2008; 

SAMARANAYAKA et al., 2011; HAN e ARISTIPPOS, 2005). Atualmente tal polímero 

ganha atenção devido a sua nanoestrutura e propriedades singulares. Trata-se de um material 

extracelular quimicamente idêntico à celulose vegetal, excretado por bactérias do gênero 

Komagataeibacter quando cultivado em meio de cultura e condições adequadas. A CB é um 

polissacarídeo promissor para a indústria alimentar devido à sua alta pureza (livre de lignina e 
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hemicelulose), grau alimentar, hidrofilicidade, alta capacidade de sorção de líquidos e 

flexibilidade para ser moldada, colorizada e aromatizada. Além disso, pode ser usada como 

aditivo para melhorar a estabilidade térmica, ajustar viscosidade e substituir gordura em 

algumas formulações alimentares (SHI et al., 2014; ULLAH et al., 2016).  

 A produção de CB pode ser balanceada pela utilização de meios alternativos de baixo 

custo ou produtos da agroindústria (MOHAMMADKAZEMI et al., 2015; JOZALA et al., 

2016; CHAWLA, 2009; NASCIMENTO et al., 2016) quando se objetiva aplicações 

alimentares. A ''Nata de coco'', uma sobremesa tradicional da Ásia, é produzida de forma 

artesanal por fermentação estática a partir de água de coco (BUDHIONO, 1999; CHAWLA, 

2009). Um substrato bastante promissor para a obtenção de CB é o suco de caju, material 

obtido após processamento do pedúnculo do caju, o fruto do cajueiro (Anacardium 

occidentale, L.). O laboratório de Tecnologia da Biomassa da Embrapa Agroindústria 

Tropical - Brasil, observou que a membrana de CB obtida com esse meio mantém as 

características típicas do material além de fornecer um bom rendimento quando comparado 

com o meio padrão (CARNEIRO, 2015; DUARTE et al., 2015; LIMA, 2014). Além disso, o 

aproveitamento do pedúnculo é interessante uma vez que apenas 10% do total produzido é 

reutilizado na fabricação de alimentos (SILVEIRA et al., 2012).  

 Neste cenário, a nanotecnologia fornece muitas possibilidades para o melhoramento 

do desempenho de materiais poliméricos comestíveis uma vez que eles ainda são deficientes 

em algumas propriedades tecnológicas importantes como as de barreira (AZEREDO, 2009). 

Atualmente, as nanofibras naturais são amplamente estudadas para a produção de materiais 

biodegradáveis de alto desempenho, como embalagens reforçadas, compósitos, papel 

eletrônico, membranas ópticas, filmes de barreira, materiais resistentes à chama e outros 

materiais de alta tecnologia (KARGARZH et al., 2017; ISOGAI et al., 2011). Vários tipos de 

tratamentos químicos e desconstrução mecânica são aplicados para a obtenção de fibras de 

celulose em nanoescala. A oxidação mediada a TEMPO (N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina) 

em combinação com algum tipo de tratamento mecânico tem sido utilizada a fim de facilitar a 

obtenção de suspensões estáveis de nanofibras além de proporcionar diversas outras 

vantagens reacionais (ISOGAI et al., 2011). Embora muitos processos para obtenção de 

nanofibras de celulose vegetal tenham sido amplamente estudados, poucos abordam a 

desconstrução de CB (TSALAGKAS et al., 2016; SAITO et al., 2006). Tal desconstrução traz 

versatilidade aos materiais que são originalmente estruturados de forma não fluida. 
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 Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar filmes 

antioxidantes a base de celulose bacteriana e de hidrolisado de gelatina de pele de tilápia 

(HA). Também se avaliou a influência do suco de caju como meio alternativo para a obtenção 

de CBNF analisando o seu efeito sobre as propriedades desses filmes. Pensando na aplicação 

alimentar, foi avaliada a citotoxicidade de alguns filmes e do HA em células epiteliais do 

intestino humano. Tal trabalho envolveu diversas áreas do conhecimento estando centrado 

como mostra o esquema da Figura 1. 

 

Figura 1 - Esquema temático das áreas de estudos envolvidas na presente tese  



24 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Obter e caracterizar filmes antioxidantes a base de celulose bacteriana 

nanofibrilada (CBNF) por meio da adição de hidrolisado de gelatina de pele de 

tilápia (HA) 

 

 2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o efeito da concentração de HA, tipo e quantidade de plastificante sobre a 

atividade antioxidante de filmes a base de CBNF e HA obtidos por casting; 

 Caracterizar filmes a base de CB e HA quanto às suas propriedades físicas, 

mecânicas, morfológicas, estruturais, térmicas, ópticas e de barreira; 

 Avaliar o efeito da CBNF obtida em meio de cultura alternativo (suco de caju) 

sobre algumas propriedades de um filme composto por CBNF, HA e sorbitol de 

formulação pré-definida; 

 Avaliar e modelar o perfil de liberação de proteína de alguns filmes em diferentes 

fluidos simulantes alimentares; 

 Avaliar a toxicidade do HA e CBNF em teste com células epiteliais do intestino 

humano CACO-2; 

 Avaliar a capacidade de redução de ROS (espécies reativas de oxigênio) 

intracelular do HA em células CACO-2. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Filmes e revestimentos comestíveis 

3.1.1 Revestimentos ativos 

 

 A produção de embalagens plásticas para aplicações em diversos setores industriais 

tem preocupado os estudiosos uma vez que apenas uma pequena parte do total utilizado é 

reciclada (RAGAERT et al., 2017). A maioria das embalagens hoje não são biodegradáveis 

sendo correlacionadas com a geração de problemas ambientais (AZEREDO et al., 2009). O 

estilo de vida moderno contribui para o aumento de problemas ambientais relacionados com a 

produção de grandes quantidades de embalagens no setor alimentício e dificuldades de 

reciclagem (LANDIM et al., 2016; LICCIARDELLO et al., 2017). A produção anual de 

plásticos oriundos do petróleo cresceu 200 vezes entre 1950 e 2014 (LI et al., 2016). 

Materiais biodegradáveis são estudados e desenvolvidos anualmente, porém com pouca 

expressividade comercial. Mesmo assim as pesquisas na área avançam devido à necessidade 

de que embalagens plásticas sejam substituídas por embalagens biodegradáveis mesmo que 

parcialmente. Um material ideal nesse contexto é aquele que além de apresentar bom 

desempenho seja biodegradável e produzido a partir de fontes renováveis. 

Por definição embalagem é o recipiente, o pacote ou a embalagem destinada a garantir 

a conservação e facilitar o transporte e manuseio dos alimentos (RDC 259, 2002). Atualmente 

o conceito científico de embalagem ganhou maior complexidade estando incluído nele o 

conceito de embalagens ativas e revestimentos comestíveis. Os filmes e revestimentos 

comestíveis são uma tecnologia que auxiliam na preservação e melhoramento da qualidade de 

alimentos, pois agem como barreira a umidade, gases, óleo e como carregador de substâncias 

(GARCÍA et al., 2002; LUVIELMO et al., 2012). A Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) não dispõe de uma lei específica para esse tipo de embalagem sendo ela 

considerada um ingrediente. Materiais poliméricos naturais à base de polissacarídeos 

(funcionalizados ou não), proteínas e lipídeos tem exibido boas qualidades quando aplicados 

como filmes ou revestimentos comestíveis.  

Geralmente revestimentos comestíveis são aplicados visando à manutenção da 

qualidade pós-colheita durante a estocagem e aumento da vida de prateleira de frutos, 

hortaliças e produtos cárneos (VALERO et al., 2013; ABAD et al., 2016; COMA et al., 2008; 

AGUIRRE et al., 2017; SATHIVEL 2005), retardamento da oxidação lipídica (VOLPE et al., 

2015), inibição do desenvolvimento microbiano (VOLPE et al., 2015; GEMILI et al.,2009; 
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NGUYEN et al., 2008), redução da absorção de gorduras em frituras (GARCÍA et al., 2002) e 

adição de propriedades sensoriais (BALDWIN et al., 2012; 2016; AZEREDO et al., 2009), 

inibidor de escurecimento e carregadores de nutrientes (GANIARI et al., 2017).  

Filmes comestíveis (ou coberturas comestíveis) são uma fina camada previamente 

formada que é aplicada sobre ou entre os componentes alimentares. O revestimento é formado 

após aplicação na forma líquida (solução filmógena ou filmogênica) sobre o próprio alimento 

(TAVASSOLI et al., 2016; PEREZ et al., 2012) usando a técnica de imersão ou de aspersão, 

seguindo de repouso para secagem e formação de película (LUVIELMO et al., 2012).  

Substâncias sintéticas ou naturais podem ser incorporadas em matrizes naturais 

(funcionalizadas ou não) ou em "blends" de polímero natural e sintético (ZAFAR et al., 2016; 

MCMILLIN et al., 2017; SALGADO et al., 2015; MUXIKA et al., 2017). Tradicionalmente 

os aditivos antioxidantes ou antimicrobianos são adicionados diretamente nos alimentos. Tais 

aditivos tendem a perder eficiência e atividade em função do tempo devido as suas 

características intrínsecas e instabilidade (ACEVEDO et al., 2017). Os revestimentos ativos 

são uma alternativa de melhoramento da eficiência de ação desses compostos uma vez que 

promovem uma liberação controlada predominantemente na superfície onde é mais desejável 

na maioria dos produtos. Tais filmes interagem com o alimento de forma não passiva como é 

o caso principalmente dos antioxidantes e antimicrobianos, formados pela incorporação de 

substâncias com as mesmas propriedades (ESTACA 2007; SEYDIM e SARIKUS, 2006). 

Revestimentos ativos podem ser utilizados em parceria com outras técnicas de 

preservação visando melhores resultados no aumento da vida de prateleira de produtos 

(ABAD et al., 2016). Filmes ativos compostos por matrizes e substâncias naturais são muito 

estudados devido às suas vantagens com relação ao impacto ambiental e saúde humana. 

Desde as últimas décadas os consumidores buscam por alimentos mais naturais e a indústria 

busca por novas técnicas inovadoras de preservação que incluem revestimentos ativos. Uma 

das vertentes de pesquisa estuda a incorporação de hidrolisado antioxidante (GIMÉNEZ et al., 

2009).  

 Muitas matrizes poliméricas podem liberar aditivos naturais de forma controlada 

(GEMILI et al., 2009). Sistemas de liberação nanoestruturados na área de filmes são uma 

vertente explorada atualmente devido às suas vantagens e potencialidades fornecidas. A 

incorporação de nanoestruturas visa melhorar algumas propriedades de revestimentos já 

desenvolvidos ou novas formulações que apresentam baixas propriedades mecânicas ou de 
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barreira. Entretanto, os efeitos toxicológicos desses sistemas ainda são uma preocupação 

(ACEVEDO et al., 2017).  

Com relação à nanocelulose, Lavoine et al. (2012) e Roman (2017) acreditam que 

embora os estudos não demonstrem que materiais nesta escala tenham efeito tóxico as 

pesquisas ainda devem avançar em número antes de se tomar uma conclusão precipitada. 

Existem apenas cinco estudos somando estudos de toxicidade oral e dérmica. Já com relação a 

citotoxicidade os estudos existentes apresentam resultados discordantes. Acredita-se que as 

propriedades físico-químicas, carga superficial, forma, grau de agregação e impurezas são 

variáveis que podem influenciar nos diferentes resultados (ROMAN, 2017). 

 

3.2 Celulose Bacteriana (CB) 

3.2.1 CB: um polímero para aplicações versáteis 

 

 A celulose bacteriana (CB) é um polímero natural nano-estruturado quimicamente 

caracterizado como celulose em 1886 (BROWN et al., 1986)sendo portanto, um 

homopolissacarídeo formado por subunidades de β-D-glicopiranose unidas por ligações 

glicosídicas β-(1–>4) com cadeias ligadas entre si através de ligações de hidrogênio inter e 

intra-moleculares formando estruturas cristalinas ou amorfas insolúveis em água (DONINI et 

al., 2010; LAVOINE et al., 2012). A CB recebeu muitos nomes dependendo do contexto no 

qual foi utilizada como por exemplo mãe do vinagre, nata de coco, Zooglea ou biocelulose.  

 A CB é alvo de muitos estudos desde sua descoberta, devido as suas características 

morfológicas, físicas e estruturais diferenciadas quando comparados com a celulose vegetal.  

Tal polímero exibe características adequadas para aplicações em áreas de grande importância 

como biomedicina e eletrônica. As características mais relevantes frequentemente 

mencionadas na literatura são biocompatibilidade e alta cristalinidade. Entretanto a CB exibe 

diversas outras propriedades como alta resistência mecânica (quando em forma de 

membrana), alta capacidade de absorção de água, grau alimentar, alta porosidade, baixa 

densidade, grande área superficial, permeabilidade seletiva, hidrofilicidade superficial e 

pureza (livre de lignina e hemiceluloses) (DOURADO et al., 2017) (Tabela 1).  
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Tabela 1 - Algumas propriedades da celulose bacteriana (CB) em relação a celulose 

vegetal (CV) 

Propriedade CV CB Referência 

Largura da fibra (nm) 40 - 140 x 10
3 70 - 80 Pecoraro et al. (2008) 

Índice de cristalinidade (%) 56 - 65 65 - 79 Pecoraro et al. (2008) 

Grau de polimerização (10
3
) 13 - 14 2 - 14 

Watanabe  (1998) 
Pecoraro et al. (2008) 

Módulo de Young (Gpa) 5,5 - 12,6 15 - 30 Pecoraro et al. (2008) 

Área superfical específica (m
2
/g) 1-30 37 Kim (2002) 

Quantidade de água (%)* 60 98,5 Pecoraro et al. (2008) 

Módulo de Young de uma fibra (Gpa) 20 114 
Hsieh et al. (2008) 

Pereira et al. (2014) 
*Quantidade de água que pode ser absorvida 

 

Os campos de pesquisa e aplicações mais comuns da CB são em Biomedicina, 

Indústria alimentar, Farmacologia, Cosmética, Eletrônica e Têxtil. Atualmente buscam-se 

avanços no desenvolvimento de novos materiais à base de CB para aplicações em 

nanotecnologia, biotecnologia, imobilização, adsorção, catálise e engenharia, sendo 

desenvolvidos anualmente aerogéis, membranas, compósitos, matrizes, nanofibras, micro ou 

nano-cristais, e diversos outros tipos de produtos ou tecnologias envolvendo a CB em 

aplicação direta ou potencial. As seguintes aplicações já foram estudadas: sobremesas (SHI et 

al., 2014),clarificação de sucos (KRYSTYNOWICZ et al., 2000), produtos funcionais 

(CHAU et al., 2008), aditivos (PAXIMADA et al., 2016), ingredientes (LIN et al., 2011), 

embalagens ou filmes ativos e comestíveis (PADRÃO et al., 2016), implantes (LOU et al., 

2016), tratamento ortodôntico (YOSHINO et al., 2013), restauração óssea (BUSUIOC et al., 

2016), cultura de células (SANTOS et al., 2015), regeneração de tecidos e ''Scaffolds'' (LUO 

et al.,2013; LV et al., 2016), miringoplastia (BISKIN et al., 2016), curativos e filmes 

antimicrobianos (JANPETCH et al., 2016), excipientes (AMIN et al.,2014), liberação 

controlada de substâncias/fármacos (JUNCU et al., 2016), máscara facial (AMNUAIKIT et 

al., 2011), nanocristais (VASCONCELOS et al., 2017), nanofibrilas (TSALAGKAS et al., 

2016), CB/Nanotubos (YAN et al., 2008), restauração de papéis (SANTOS et al., 2016), 

papéis especiais e resistentes (YOUSEFI et al., 2013), compósitos e blendas (DUFRESNE et 

al., 2017; FORESTI et al., 2017), template (LUO et al., 2016), catálise (SUN et al., 2016), 

aerogéis e hidrogéis (LIEBNER et al., 2010), adsorvente (STOICA et al., 2016), separação e 

purificação (BAKHSHPOUR et al., 2017), proteínas/enzimas (DROZD et al., 2017; YAO et 

al., 2013), microrganismos e probióticos (FIJAŁKOWSKI et al., 2016), peptídeos 
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bioativos(GAO et al., 2014), lecitina (ZHANG et al., 2015), sensores e eletrodos (LIU et al., 

2017), baterias (JIANG et al., 2015), materiais ópticos e condutores (TERCJAK et al., 2016), 

fone de ouvido (DONÍNI et al.,2010), agentes para redução de arrasto (OGATA et al., 2015) 

e indicador de pH (POURJAVAHER et al., 2017). 

 

3.2.2 Celulose Bacteriana: Fontes e produção 

 

 Embora a celulose possa ser extraída de diversas fontes na natureza como por exemplo 

madeira, algodão, folhas de sisal (Agave sisalana), animais do gênero Urochordata e parede 

celular de alguns gêneros de algas, fungos e bactérias, a celulose excretada por bactérias 

destaca-se por ser um polímero nano-estruturado possível de ser sintetizado em grandes 

quantidades através de bioconversão de açúcares (CHAWLA et al., 2009; VAN DAELE et 

al., 1992; LAVOINE et al., 2012; RÖMLING et al., 2015).  

A CB é um polissacarídeo insolúvel em água, sendo majoritariamente produzido por 

bactérias do gênero Komagataeibacter (anteriormente denominada de Gluconacetobacter ou 

Acetobacter em cultivo estático ou agitado ou sob regime contínuo, batelada, semi-contínuo 

ou intermitente (YAMADA et al., 2012a; YAMADA et al., 2012b; ÇAKAR et al., 2014). 

Além dos métodos convencionais citados vários outros tipos de reatores e técnicas foram 

desenvolvidos visando o aumento da produção ou obtenção de CB com características 

específicas (ISLAM et al., 2017;BORZANI et al., 1995).  

O meio de cultura frequentemente utilizado para a produção de CB é o meio sintético 

HS desenvolvido de 1954 a 1957 (SCHRAMM et al., 1957; HESTRIN e SCHRAMM, 1954a; 

HESTRIN e SCHRAMM 1954b), embora outros meios sintéticos tenham sido avaliados 

posteriormente a fim de se aumentar a produção adequando-se ao tipo de processo e linhagem 

utilizada. Estudos genéticos procuram entender e modificar a forma como a CB é sintetizada a 

fim de se obter materiais com propriedades específicas e aumento do rendimento produtivo 

(FLOREA et al., 2016;BULDUM et al., 2017). Fontes alternativas de nutrientes como 

resíduos ou subprodutos da agroindústria podem ser utilizados para reduzir custos mantendo o 

rendimento quando se compara com produções a partir de meios sintéticos. Suco de frutas, 

xaropes, melaços, água de coco, glicerol, resíduos e outros produtos podem servir como fonte 

de nutrientes para a produção de CB, sendo necessário ajustes na concentração, pH e 

suplementação com fontes protéicas ou outros compostos químicos (ISHIHARA et al., 2002; 

FAN et al., 2016; JOZALA et al., 2015; ÇAKAR et al., 2014; BAE e SHODA 2004; BAE e 



30 

 

SHODA 2005; NASCIMENTO et al., 2016; LIMA et al., 2017; BILGI et al., 2016; ERBAS 

et al., 2015; GOMES et al., 2013; CARREIRA et al., 2011; ZENG et al., 2011; LI et al., 

2015; KUROSUMI et al., 2009; VAZQUEZ et al., 2013).  

Muhamad et al. (2017) consideram que a produção de CB em países que geram 

grandes quantidades de resíduos agroindustriais pode significar um avanço no sentido de 

substituir a celulose vegetal por bacteriana para diversos fins, inclusive para a área 

farmacêutica que demanda a maior parte da celulose produzida mundialmente. Embora se 

recomende que a CB para aplicações biomédicas seja produzida a partir de meio de cultivo 

sintético como o HS por exemplo (HESTRIN e SCHRAMM, 1954) e a maioria das pesquisas 

envolvendo películas de CB para diferentes aplicações usem este meio padrão, a produção 

pode ser simplificada pela utilização de meios alternativos de baixo custo ou produtos da 

agroindústria quando pensa-se em aplicações alimentares (MOHAMMADKAZEMI et al., 

2015; JOZALA et al., 2016; CHAWLA, 2009; NASCIMENTO et al., 2016). Outro aspecto 

importante no âmbito da substituição da fonte celulósica é que a manutenção das florestas é 

vista como uma forma de reduzir o aquecimento global e fontes alternativas de produção de 

celulose que dispensem o desmatamento merece atenção. Meios alternativos ainda são 

estudados atualmente como forma de redução de custos e aproveitamento de biomassa 

agroindustrial. 

A CB pode ser obtida de duas formas básicas: membrana ou pellet. Membranas de 

diferentes espessuras são obtidas em cultivo estático (Figura 2a,b,c) e pellets em cultivo 

agitado (Figura 2d). Os pellets podem apresentar formato arredondado ou irregular (estrelas). 

Transformações físicas e químicas podem ser feitas na CB após sua obtenção para quando se 

pretende aumentar ainda mais a flexibilidade de aplicações como é o caso da CB em pó 

(AMIN et al., 2014), CB nanofibrilada (LIN et al., 2015; TSALAGKAS et al., 2016; ISOGAI 

et al., 2011; SAITO et al., 2007; SAITO et al., 2006; SAITO et al., 2011),  nanocristais de 

CB (VASCONCELOS et al., 2017; GEORGE et al., 2011; SACUI et al., 2014; LIMA et al., 

2015), CB carboximetilada (MOOSAVI et al., 2010;  CHEN et al., 2009; LIN et al., 2015; 

SCHLUFTER et al., 2010), hidroxipropilmetil celulose de CB (CHEN et al., 2014), dentre 

outras (ABEER et al., 2014).  

A Figura 2 mostra fotografias de algumas formas de CB que podem ser obtidas por 

diferentes processos. Uma membrana de CB úmida ao ser seca por calor úmido a 50 °C tem 

aspecto mais delgado e compacto e pode ser moída (Figura 2e,f). Quando liofilizada a CB 

apresenta aspecto mais esponjoso (Figura 2g). Já a suspensão de CB nanofibrilada (CBNF) 
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tem aspecto líquido ou pastoso dependendo da concentração (Figura 2i,j). Ao ser submetida a 

casting a suspensão fluida de CBNF apresenta aspecto mais delgado (Figura 2k) ou 

translúcido (Figura 2l) que a membrana de CB não funcionalizada. 

 

Figura 2 – Fotografias de celulose bacteriana: (a) Película sendo removida do Meio de 

cultivo após fermentação, (b) Película pura de CB de cultivo estático em estado úmido, 

(c) Película de CB com espessura reduzida, (d) Esferas de CB de cultivo agitado em 

estado úmido, (e) Película de CB seca a 50 °C, (f) CB seca moída, (g) Película de CB 

liofilizada, (h) CB carboximetilada, (i) Suspensão de CBNF (CB nanofibrilada) 1%, 

m/m, (j) Suspensão de CBNF concentrada por centrifugação, 5%, m/m, (k) Filme seco 

de CBNF, (l) Filme seco CBNF plastificado com sorbitol. Fonte: Figuras obtidas pelo 

próprio autor. 
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Figura 2 
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3.2.2.1 Suco de caju como fonte de nutrientes 

 

 O suco de caju é obtido da parte comestível do pedúnculo do caju (Anacardium 

ocidentale, L.), através de prensagem, sendo uma das principais formas de aproveitamento do 

pedúnculo que é um subproduto do processamento da castanha. Em 2011 foram produzidas 

40 milhões de toneladas de pedúnculo sendo 11% delas produzidas no Brasil (FAO, 2014). A 

produção de caju no Brasil se concentra no Nordeste abrangendo 95% de toda produção 

nacional sendo considerada uma das principais atividades agroindustriais da região.  

 Mesmo com o aproveitamento existente na alimentação humana (suco, cajuína, geléia 

e doces) (FONTES et al., 2013) grande parte (90%) do pedúnculo resultante do 

processamento da castanha é desperdiçado. Tanto o pedúnculo como o suco de caju são fontes 

de vários nutrientes como vitamina C, cálcio, fósforo, antioxidantes, aminoácidos e 

principalmente açúcares que pode chegar a uma concentração de até 150 g/L (BARRETO et 

al., 2007; PAIVA et al., 2004; SANCHO et al., 2007). Diante disso o suco de caju tem 

despertando interesse na área de processos fermentativos por apresentar uma alternativa 

viável para a agregação de valor a esse resíduo, sendo estudado para a produção de diversos 

tipos de produtos como celulose bacteriana, biossurfactantes, proteínas unicelulares, 

oligossacarídeos e outras (CARNEIRO, 2015; CHAGAS et al., 2007; FONTES et al., 2009; 

FONTES et al., 2013; HONORATO et al.; 2007; FREITAS et al., 2013; RABELO et al., 

2009; SHENOY et al., 2011; SILVEIRA et al., 2012; BETIKU et al., 2016).  

 O suco de caju suplementado com fontes de nitrogênio já foi estudado para a produção 

de CB pela linhagem Gluconacetobacter hansenii ATCC 53582 em cultivo estático 

apresentado produção próxima a do meio sintético HS. A produção de CB com suco sem 

suplementação foi de 52% da produção em meio HS considerada satisfatória em virtude do 

baixo custo do meio, já que dispensa suplementação. As características térmicas e estruturais 

da película desse meio alternativo não diferem de forma expressiva quando comparada com o 

padrão HS, apresentando características típicas de CB relatadas na literatura (CARNEIRO, 

2015) tendo, portanto, potencial para aplicação nas diversas áreas de estudo que envolvem 

CB. 
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3.2.3 Celulose bacteriana e a indústria de alimentos 

 

A CB é um polissacarídeo promissor para a indústria de alimentos uma vez que 

apresenta alta pureza, grau alimentar (GRAS), ausência de toxicidade e alergenicidade, 

hidrofilicidade e boa capacidade para sorção de líquidos. Além disso, é um material versátil 

que pode ser obtido em diferentes formatos (filme/membrana, filamentos, esferas, partículas e 

whiskers) com possibilidade de ser moldado (quando em cultivo estático), colorido e/ou 

flavorizado (depois ou durante a fermentação) (SHI et al., 2014; ULLAH et al., 2016).  

Tradicionalmente conhecida como ''Nata de Coco'', a CB é amplamente 

comercializada nas Filipinas, sendo produzida principalmente a partir de água de coco ou 

suco de abacaxi. Nutricionalmente a CB é classificada como fibra alimentar. Na indústria 

alimentícia a CB é utilizada como modificador de textura, estabilizante e ingrediente de 

produtos cárneos e sobremesas. Na pesquisa busca-se ampliar ainda mais essa aplicação 

através do desenvolvimento de novos produtos ou tecnologias como membrana para 

clarificação de suco de frutas (KRYSTYNOWICZ et al., 2000), filmes ativos (NGUYEN et 

al., 2008) e outras inovações como substrato para impressora 3D (SCHAFFNER et al., 2017). 

 

3.2.4 Filmes de peptídeos e CB 

 

Embora polímeros naturais sejam muito estudados para aplicações como filmes 

comestíveis, poucos estudos envolvem CB (JIPA et al., 2012; LIN et al., 2015; NGUYEN et 

al., 2008; GAO et al., 2014). Na maioria dos casos a CB é modificada visando a inserção de 

algum grupo funcional que melhore a capacidade absortiva ou aumente a interação da 

substância com a matriz (LIN et al., 2015; AKDUMAN et al., 2013). 

O peptídeo ε-polilisina foi incorporado em filmes de CB via ''crosslinking''para a 

obtenção de um compósito ativo. Os filmes apresentaram atividade antimicrobiana contra 

Escherichia coli e Staphylococcus aureus e potencial para serem aplicados na área alimentar 

(GAO et al., 2014). Filmes de CB incorporados de nisina apresentaram atividade 

antimicrobiana contra Listeria monocytogenes e bactérias aeróbias. O autor sugere que tal 

filme apresenta potencial para inibição microbiana em superfície de salsichas e outros 

alimentos cárneos (NGUYEN et al., 2008). Lin et al. (2015) estudaram a liberação controlada 

de peptídeos antioxidantes de gelatina de tilápia previamente incorporados em filmes de 

CB,HBC (hidroxipropilmetil celulose de CB) e DFBF (CB oxidada/alginato e quitosana). A 
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liberação dos peptídeos ocorreu de forma mais lenta nos filmes de CB íntegros quando 

comparados com os demais devido a diferenças na estrutura porosa. 

 

3.2.5 Celulose nanofibrilada para filmes de alto desempenho 

 

 Nanofibras são amplamente estudadas visando a produção de materiais biodegradáveis 

de alta performance como embalagens, compósitos, papel eletrônico, membranas óticas, 

filmes de barreira, materiais resistentes ao fogo e outros produtos da indústria high-tech 

(KARGARZH et al., 2017; ISOGAI et al., 2011). Atualmente a nanotecnologia tem sido uma 

grande aliada na melhoria das propriedades de filmes biodegradáveis e comestíveis. Materiais 

nano-estruturados ou reforçados com nanofibras e nanopartículas podem apresentar 

propriedades mecânicas e de barreira superiores quando comparados com os mesmos 

materiais em escala macro (MAO et al., 2013).  

 A celulose nanofibrilada consiste de uma rede de micro/nano-fibrilas de 10–100 nm de 

largura e >100 nm de comprimento. As dimensões variam de acordo com a fonte de celulose 

e método de extração/produção (BESBES et al., 2011). O tratamento químico e/ou a 

desconstrução mecânica podem ser aplicados para a obtenção de fibras de celulose nesta 

escala. Os tratamentos mecânicos usualmente utilizados incluem homogeneização, 

microfluidização de alta pressão, desconstrução mecânica em blender e ultrassom (LAVOINE 

et al., 2012; KAWEE et al., 2018). Os tratamentos químicos que incluem oxidação mediada a 

TEMPO (n-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina), carboximetilação, acetilação, hidrólise ácida e 

tratamento enzimático geralmente precedem a desconstrução mecânica (FUKUZUMI et al., 

2010; BESBES et al., 2011; PÄÄKKÖ et al., 2007; RODIONOVA et al., 2012; TINGAUT et 

al., 2010; IFUKU et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2009). Cada tipo de 

tratamento gera um material para aplicações específicas. A microfluidização, por exemplo, 

visa a homogeneização de suspensões ou emulsões para melhorar a aplicabilidade na área 

alimentícia e farmacêutica e pode dar origem a uma dispersão viscosa semelhante a um gel 

em baixas concentrações (2%) (BAI et al., 2016; GALOOYAK et al., 2015). 

A oxidação mediada a TEMPO é um tipo de tratamento químico geralmente aplicado 

antes do tratamento mecânico visando a obtenção de fibras mais uniformes uma vez que tal 

combinação facilita a separação de estruturas agregadas aumentando a estabilidade da 

suspensão (LAVOINE et al., 2012). O grau de oxidação visa reduzir o número de passos 

necessários para a obtenção de um gel na desconstrução mecânica (BESBES et al., 2011). Tal 
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oxidação proporciona vantagens quando comparada com outros tratamentos químicos, tais 

como: manutenção da cristalinidade e morfologia do material original, reação com tempo 

reduzido, exigência de condições brandas de processo (temperatura e pressão), seletividade 

química e não-reatividade ou sensibilidade à luz, ar ou umidade (ISOGAI et al., 2011). Além 

disso essa oxidação aumenta a versatilidade do material para engenharia de tecidos (LUO et 

al., 2013). Embora muitos processos para obtenção de CNF vegetal tenham sido amplamente 

estudados, existem poucos processos para a obtenção de suspensões de nanofibrilas de 

celulose bacteriana (CBNF) (TSALAGKAS et al., 2016; SAITO et al., 2006).  

Na oxidação mediada a TEMPO ocorre a inserção de grupos aldeídos ou carboxílicos 

na estrutura química da celulose pela oxidação de grupamentos alcoólicos (primários e 

secundários) na presença de NaClO (ou NaClO2) e NaBr (ou Kbr). A repulsão eletrostática 

entre as cadeias celulósicas, causada pela presença desses grupamentos (aldeídos ou 

carboxílicos), modifica as ligações de hidrogênio e afetam a força de interação entre as 

cadeias. Alguns autores propuseram diferentes esquemas visando uma completa elucidação 

dos mecanismos reacionais desta oxidação (SOUZA, 2004) que ainda é considerada 

complexa. Pode ocorrer uma redução no grau de polimerização da celulose que varia em 

função da intensidade de oxidação. O grau de oxidação é uma expressão da quantidade de 

grupamentos aldeídos ou carboxílicos inseridos na estrutura do polímero. 

 

3.3 Peptídeos e hidrolisados bioativos 

 

 Peptídeos bioativos são definidos como um fragmento protéico que apresenta algum 

impacto positivo no organismo humano ou em sistemas biológicos. Diversos tipos de 

atividades biológicas de origem peptídica foram reportadas: antioxidante (NEVES et al., 

2017), antibacteriana (PU et al., 2017), antiviral (XIE et al., 2016), antifúngica 

(MUHIALDIN et al., 2016), antiploriferativa (MARCELA et al., 2016), antitrombótica 

(NASRI et al., 2017), Imunoregulatória (BAI et al., 2015), anticancerígena ou antitumoral 

(SETRERRAHMANE et al., 2017), anti-hipertensiva (OCHOA et al., 2016), hipolipidêmica 

(UDENIGWE et al., 2015), anticoagulante (REN et al., 2014), opióide (KONG et al., 2008); 

anti-apetite (PARK et al., 2015), Citomoregulatório (ZHAO et al., 2014), Hipoglicêmica 

(KIANG et al., 2015), hipocolesterolêmica (PARK et al., 2015), antiaterosclerótica 

(RYZHAK et al., 2012), antinflamatória (GUPTA et al., 2017), antimelanogênica (OCHIAI 

et al., 2016), antimutagênica ou antigenotóxica (SUÁREZ et al., 2015; PARK et al., 2002), 
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regulador gastrointestinal (SHIMIZU et al., 2004), suplementação (KHOSRAVI et al., 2015), 

plastificante (NUANMANO et al., 2015), emulsificante (NALINANON et al., 2011), 

crioprotetora (KARNJANAPRATUM et al., 2015), saborizante (ARIHARA et al., 2006) e 

estimulante bacteriano (ZHAO et al., 1996). 

Peptídeos bioativos podem ser obtidos por extração de material orgânico presente na 

natureza, síntese microbiana, síntese enzimática, síntese por DNA recombinante, hidrólise 

química e hidrólise enzimática de fontes proteicas (PEREZ et al., 2012). Uma sequência 

peptídica ou hidrolisado contendo mais de uma sequência podem apresentar mais de um tipo 

de atividade biológica simultaneamente (BOUGATEF et al., 2009; CONLON et al., 2014).  

A intensidade das atividades biológicas conferidas por esses peptídeos variam de 

acordo com a composição de aminoácidos característica da sequência e proporção mássica 

delas nos hidrolisados podendo conferir efeitos sinergísticos (MATSUI et al., 2018; 

MOHAMMADI et al., 2017; CHOI et al., 2012; KARAMAN et al., 2018; GAO et al., 2014; 

LU et al., 2018; LENG et al., 2016). 

Hidrolisados proteicos são frequentemente usados como ingredientes funcionais, 

nutracêuticos ou medicinais (AMBIGAIPALAN et al., 2015). Após a ingestão, modificação 

pelo sistema gastrointestinal e absorção pelo intestino, esses peptídeos podem ter ação 

fisiológica no sistema nervoso, imune, gastrointestinal e cardiovascular (NASRI et al., 2017). 

Peptídeos com atividade biológica podem apresentar outras propriedades tecnológicas como 

agente crioprotetor e plastificante (KARNJANAPRATUM et al., 2015; NALINANON et al., 

2011; NUANMANO et al., 2015). 

Embora peptídeos antioxidantes possam ser obtidos através de hidrólise enzimática de 

diversos tipos de fontes proteicas, fontes de origem marinha ou outros pescados de água doce 

são as mais estudadas (ATEF et al., 2017; SOO et al., 2016; REN et al., 2008; NGO et al., 

2010; MENDIS et al., 2005; JE et al., 2005; QIAN et al., 2008; JEMIL et al., 2016; 

ZHUANG e SUN 2011; KARNJANAPRATUM et al.,2015; YANG et al., 2008; YANG et 

al., 2009; KIM et al., 2001; CHI et al., 2015; SUN et al.,2013; NIKKO et al., 2015). 

Hidrolisados enzimáticos de gelatina de pele de peixe apresentam majoritariamente atividade 

antioxidante embora possam exibir outros tipos de atividade. Dentre as espécies de pescado 

dos quais se pode extrair gelatina de pele tem-se a tilápia (Oreochromis niloticus), uma 

espécie bastante comercializada e processada no mundo. Vários processos químicos de 

extração de gelatina e colágeno foram desenvolvidos visando o aproveitamento da pele (CHO 

et al., 2005; EASTOE et al., 1957; NAGAI et al., 2000; SAMPAIO et al., 2017; SEE et 
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al.,2010; KARIM et al., 2009; YOSHIMURA et al., 2000; JAMILAH et al., 2002; 

MAHBOOB, 2015). A pele de tilápia é um resíduo do processamento dessa espécie que tem 

como principal produto de interesse comercial o filé. A utilização da pele neste âmbito é uma 

forma de valorizar a cadeia produtiva e aproveitar resíduos. 

 

3.4 Embalagens e revestimentos antioxidantes 

 

Antioxidantes são substâncias que retardam a oxidação de moléculas facilmente 

oxidáveis, como lipídios e proteínas. Quando adicionados em produtos de cárneos protegem 

os mesmos da deterioração causada pela oxidação, aumentando a vida útil dos mesmos 

(KARRE et al., 2013). Os antioxidantes sintéticos BHT, BHA, TBHQ e PG são usados em 

produtos cárneos sob regulamentação, porém estudiosos acreditam que os mesmos estão 

relacionados com efeitos negativos ao organismo humano (WESSLING et al., 1998; KARRE 

et al., 2013).  

Muitos antioxidantes naturais são estudados ou aplicados como as classes químicas 

dos tocoferóis, compostos fenólicos e extratos de plantas (RAMALHO et al., 2006). 

Pesquisas já mostraram que alguns antioxidantes naturais podem ser mais efetivos que os 

sintéticos, impulsionando assim maior interesse dos pesquisadores por vários outros tipos de 

compostos naturais que possam ser tão efetivos quanto os sintéticos e mais baratos (KARRE 

et al., 2013). Algumas das potenciais fontes de antioxidantes naturais são listadas a seguir: 

ameixa, extrato de semente de uva, uva do monte, romã, oxicoco, extrato de casca de 

pinheiro, alecrim, orégano, canela, cravo, brócolis, batata, abóbora, curry, urtiga, sálvia, 

tomilho, menta e gengibre (SHAH et al., 2014; KARRE et al., 2013).  

A redução da oxidação foi observada em produtos como rissóis de carne (bovina, 

porco, cabra e búfalo), salsicha, carne moída cozida ou crua (cordeiro, porco e bovina), nugG 

ets, linguiça, óleo de girassol, peixes, sandinhas defumadas e produtos lácteos (queijo, 

yogurte, leite) após a adição direta de compostos antioxidantes naturais (SHAH et al., 2014; 

ALP et al., 2010; BAÑÓN et al., 2007; HAYES et al., 2010; COLINDRES et al., 2011; 

JONGBERG et al., 2011; KULKARNI et al., 2011; MANSOUR et al., 2000; AHN et 

al.,2007; AHN et al., 2002; NUÑEZ et al., 2008; ALENISAN et al., 2017).Tais compostos 

naturais podem conferir cor, odor e sabor ao produto final o que é desvantajoso na maioria das 

aplicações (KARRE et al., 2013). Dessa forma, hidrolisados proteicos e peptídeos purificados 

podem ser uma alternativa para contornar esse problema. 
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A obtenção e aplicação de peptídeos são bastante estudadas atualmente por serem 

considerados um dos potenciais substitutos dos aditivos sintéticos em alimentos (LIN et al., 

2017; XIANG et al., 2016). Anisina é o único peptídeo utilizado em escala industrial como 

bacteriocina (SILVA et al., 2013; VALDÉS et al., 2014). 

As embalagens antioxidantes podem agir liberando os agentes antioxidantes sobre o 

alimento ou removendo compostos indesejáveis do próprio alimento ou do "headspace". 

Pequenas quantidades de extratos antioxidantes podem modificar as propriedades mecânicas 

ou de barreira dos filmes estudados, sendo possível inclusive melhorar tais propriedades. A 

adição de agentes plastificantes que na maioria dos casos são necessários para a obtenção de 

filmes com boas propriedades mecânicas podem afetar a forma como os agentes antioxidantes 

são liberados no alimento (GANIARI et al., 2017). 

A maioria das pesquisas se concentra no estudo das propriedades antioxidantes do 

filme e não após aplicado sobre algum tipo de alimento (ATARÉS et al., 2010; ABDOLLAHI 

et al., 2012; ABDOLLAHI et al., 2012; AKHTAR et al., 2012; ARCAN et al., 2011; REIS et 

al., 2015; BIFANI et al., 2007; BOLUMAR et al., 2011; GENSKOWSKY et al., 2015; 

ESTACA et al., 2009; ESATACA et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2010;  DASHIPOUR  et 

al., 2014; HAN et al., 2007; JIMÉNEZ et al., 2013; PENG et al., 2013; PASTOR et al., 2013; 

NORAJIT et al., 2010; MAYACHIEW et al., 2010; MARTINS et al., 2002; MARCOS et al., 

2014; LOPEZ et al., 2013; SIRIPATRAWAN et al., 2010; YUAN et al., 2015; ABREU et 

al., 2012). Entretanto, alguns alimentos estudados após aplicação de filmes comestíveis 

antioxidantes foram: amêndoas torradas, peixes, bifes bovinos, sementes (noz e girassol 

torrado), salsicha de porco, rissóis de porco, presunto, peru, frango (GANIARI et al., 2017; 

OUSSALAH et al., 2004; ATARÉS et al., 2011; SIRIPATRAWAN et al., 2012; ESTACA et 

al., 2017; SABAGHI et al., 2015; GONZALEZ et al., 2009; AHN et al., 2007; BISWAS et 

al., 2002; KANATT e CHAWLA 2018; İZCI et al., 2018; BOLUMAR et al., 2016; ESTACA 

et al., 2007; CHOULITOUDI et al., 2017; JUNG et al.,2009; ABREU et al., 2011; ABREU 

et al., 2010; OUSSALAH et al., 2004; DICASTILLO et al., 2012; SINGH et al., 2016; 

SIRIPATRAWAN et al., 2012; NERÍN et al., 2006; VITAL et al., 2016). 

 

 

 

 



40 

 

4 METODOLOGIA 

4.1 Obtenção dos materiais de trabalho 

4.1.1 Gelatina de pele de tilápia (GPT) 

 

A Gelatina de pele de tilápia (GPT) foi obtida seguindo processo desenvolvido por 

Sampaio et al., (2016) com mínimas alterações (Figura 3). As peles (1 kg) foram 

descongeladas, descamadas e cortadas em pedaços de 5 x 5 cm, lavadas com água destilada e 

imersas em 4 L de HCl 1 M por 1h sob agitação (100 rpm, 25°C) para desmineralização das 

peles. Em seguida as peles foram separadas da solução, lavadas até pH 7 e imersas em 4 L de 

NaOH 0,1 M sob agitação (100 rpm, 25°C) por 1 h para a remoção das proteínas não 

colagenosas. Em seguida as peles foram separadas, lavadas até pH 7 e imersas em 4 L de 

ácido acético 0,2 M sob agitação (100 rpm, 25°C) por 1 h visando a transformação do 

colágeno em gelatina. A solução contendo as peles foi neutralizada e aquecida a 60 °C por 2 

horas sob agitação (200 rpm). A solução formada foi filtrada em papel de filtro (0,45 µm) e 

tratada com carvão ativado para desodorização e resina de troca iônica para a remoção de 

íons. Para tal, adicionou-se 10 g de carvão ativado à solução de gelatina e agitou-se por 2 

minutos, seguindo uma centrifugação (15.635 g) para separação e posterior remoção do 

carvão. O processo foi repetido em três ciclos sucessivos. Em seguida, 500 g de resina 

catiônica Purolite C100 foi adicionada a solução de gelatina por 24 horas em dois ciclos 

sucessivos. A solução teve o pH ajustado para 6, foi filtrada (0,45 µm) e liofilizada. 
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Figura 3 - Fluxograma de obtenção da gelatina (GPT) 
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4.1.2 Hidrolisado antioxidante (HA) 

 

O hidrolisado antioxidante (HA) foi obtido através de hidrólise enzimática da gelatina 

de pele de tilápia (GPT) sob temperatura e pH controlados utilizando a protease Alcalase® 

2.4L (cortesia da Novozymes
®
) conforme processo otimizado por Faria et al. (2015) (Figura 

4). Para tal, 250 µL de enzima foi adicionado a 500 mL de uma solução de gelatina 1% (m/v), 

pH 6, sob agitação (300 rpm) por 3 horas a 55 °C. A hidrólise foi encerrada pelo aquecimento 

da solução a 80 °C por 15 minutos. O hidrolisado foi filtrado em membrana 0,45 µm, 

concentrado em rota-vapor para uma concentração de ~93 g/L (m/m) e finalmente filtrado em 

em membrana 0,22 µm para esterilização, sendo posteriormente mantido a -18 °C até o uso.  

 

Figura 4 - Fluxograma de obtenção do hidrolisado (HA) 
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4.1.3 Celulose bacteriana (CB) 

 

 Membranas de celulose bacteriana (CB) foram obtidas através do cultivo estático da 

bactéria Komagataeibacter xylinus53582 em meio sintético caldo HS (HESTRIN e 

SCHRAMM, 1954) e suco integral de caju (Figura 5 e Figura 6).  

 

Figura 5 - Fluxograma de obtenção da celulose bacteriana (CB) 
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Figura 6 - Fotografias: (a) Coloração de Gram da bactéria, (b,c) Remoção da película do 

meio de cultivo após 10 dias, (d) Película de CB purificada pronta para uso. 

 

 

A composição química dos meios de cultura para a obtenção da CB-HS (CB de meio 

sintético) e CB-CM (CB de suco de caju) é descrita na Tabela 2. O meio CM corresponde ao 

suco de caju integral esterilizado pH 6 e o meio HS corresponde ao meio desenvolvido em 

Hestrin e Schramm (1954). 

 O inóculo utilizado (3%, v/v) foi obtido após transferência da bactéria previamente 

mantida em meio ágar-HS para o meio caldo HS com incubação estática em B.O.D a 30 °C 

por 48 horas.  

Os meios (HS e CM) inoculados com a bactéria foram submetidos a fermentação 

estática, incubados em B.O.D a 30 °C por 10 dias em recipientes de vidro de área ~537 cm
2
 

contendo 500 mL de meio. A qualidade do inóculo foi acompanhada por coloração de Gram 

para averiguação de possíveis contaminantes (Figura 6a). 
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Tabela 2 – Composição físico-química dos meios de cultura utilizados para a produção 

de celulose bacteriana (CB). CM: meio suco de caju integral pH 6. HS: Meio Hestrin e 

Schramm pH 6 

g/L CM HS 

Açúcares totais 103,87
*
 20 

Glicose 72,07* 20 

Frutose 31,80* 0 

Nitrogênio 0,44* 1,25 

Peptona de caseína 0 5 

Extrato de levedura 0 5 

Ácido cítrico 2,6* 1,15 

Fosfato de sódio 0 2,75 

*Quantidade originalmente presente no suco integral de caju esterilizado 

 

Após o tempo de fermentação as películas de CB foram removidas do meio (Figura 

6b,c) e purificadas para remoção de células bacterianas e resíduos fermentativos por 

tratamento alcalino segundo Lima et al. (2008) com adaptações. As películas foram 

inicialmente cortadas em pedaços 3 x 3 cm, lavadas em água corrente e imersas em água 

destilada a 90 °C por 2 horas. Em seguida as películas imersas em solução de NaOH 2% 

(m/v) + H2O2 1% (v/v) a 70 °C por 1 hora na proporção de ~300 g de CB úmida para 2 L de 

solução. Por fim, as películas foram lavadas em água até pH 7 (Figura 6d) e secas a 50 °C em 

estufa com circulação de ar. A eficiência do processo de purificação foi acompanhada por 

análise termogravimétrica (ATG) e espectroscopia de infravermelho por transformada de 

Fourier (FTIR) (APÊNDICE A). 

 

4.1.4 Celulose bacteriana oxidada (CBOX) 

 

 A Celulose bacteriana oxidada (CBOX) (Figura 8b) (Figura 7) foi obtida por oxidação 

mediada a TEMPO (2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yl) oxidanyl) da CB seca triturada (Figura 

8a). Para tal, as membranas puras de CB secas foram trituradas em moinho analítico de corte 

(Figura 7a). Em seguida procedeu-se a oxidação segundo (SAITO et al., 2007) com 

adaptações. Para tal 0,16 g de TEMPO e 1 g de NaBr foi dissolvido em 500 mL de água 

seguindo a adição da 10 g de CB seca triturada e ajuste de volume para 970 mL. A reação se 
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iniciou pela adição de 30,8 mL de hipoclorito de sódio 30% (v/v) com manutenção do pH em 

10 pela adição de NaOH 30% (m/v) por 2 horas a 25 °C sob agitação (300 rpm). Em seguida a 

CBOX em estado úmido foi separada por filtração, re-suspendida em água (para 1% m/m) e 

neutralizada por lavagem com água destilada. 

 

Figura 7 - Fluxograma de obtenção da CB TEMPO-oxidada (CBOX) e da suspensão de 

CB nanofibrilada (CBNF) 

 

 

4.1.5 Suspensão de celulose bacteriana nanofibrilada (CBNF) 

 

As suspensões de celulose bacteriana nanofibrilada (CBNF) (Figura 8c) (Figura 7) 

foram obtidas após tratamento mecânico da CBOX 1% (m/m, em massa seca) em 

liquidificador de alta velocidade (VITAMIX
®
 5200 Standard - Getting Started) operando em 

três ciclos sucessivos de 10 minutos com pausa de 20 minutos (totalizando 30 minutos de 

operação) na velocidade máxima (5.200 rpm). As paragens (ciclos) objetivaram evitar o 

superaquecimento do sistema. As suspensões de CB nanofibrilada (CBNF) foram 
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esterilizadas em autoclave (121 °C por 30 minutos) e armazenadas antes da sua utilização. A 

CBNF de meio sintético foi denominada CBNF-HS e a CBNF de suco de caju CBNF-CM. 

 

Figura 8 - Fotografias: (a) CB seca triturada, (b) CB oxidada, (c) Suspensão de CB de 

meio sintético nanofibrilada (CBNF-HS) 

 

 

4.2 Estudo de desenvolvimento de filmes a base de celulose bacteriana nanofibrilada e 

hidrolisado (HA) 

4.2.1 Obtenção dos filmes 

 

 Filmes antioxidantes a base de CBNF e HA foram obtidos por casting. Para tal, 400 

mL da solução filmogênica contendo uma mistura em 1:1 (v/v) da suspensão de CBNF (1% 

m/v) e solução de HA foi seca a 50 °C estufa com circulação de ar após serem vertidas em 

placas de bandejas de polietileno (23 x 19 cm) recobertas com polipropileno. A mistura dos 

componentes foi feita sob agitação magnética (300 rmp) a 25 °C por 30 minutos. A solução 

de HA foi previamente composta pela diluição do hidrolisado concentrado (~90 g/L) em água 

a fim de se obter filmes com diferentes quantidades de HA.  

Para a formulação dos filmes com plastificantes, 0,5 ou 1g de glicerol ou sorbitol 

foram dissolvidos em água ou na solução de HA antes de serem misturados com a suspensão 

de CBNF. Filmes de CB não oxidada (CB-HS e CB-CM), e os filmes de CBNF (CBNF-HS e 

CBNF-CM) foram utilizados como controle nos diferentes testes durante o estudo. A 

formulação dos diferentes filmes estudados é apresentada na Tabela 3. 
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Tabela 3 – Composição dos diferentes filmes secos formulados a base de CBNF 

Filmes 

Composição do filme seco (%, m/m de filme) 

HA CBNF Plastificante 
Proteína 

(%) 

Fração< 

100 kDa 

Gelatina 

não 

hidrolisada 

(Fração > 

100 kDa) 

Impurezas 

não 

proteicas 

Filmes 

antioxidantes 

sem 

plastificantes 

HS25HA75 75,0 25,0 0 66,3 51,1 15,2 8,7 

HS33HA67 66,7 33,3 0 59,0 45,5 13,5 7,7 

HS40HA60 60,0 40,0 0 53,0 40,9 12,1 7,0 

HS50HA50 50,0 50,0 0 44,2 34,1 10,1 5,8 

HS57HA43 42,9 57,1 0 37,9 29,2 8,7 5,0 

HS67HA33 33,3 66,7 0 29,4 22,7 6,7 3,9 

HS83HA17 16,7 83,3 0 14,8 11,4 3,4 1,9 

HS87HA13 13,0 87,0 0 11,5 8,9 2,6 1,5 

HS91HA9 9,1 90,9 0 8,0 6,2 1,8 1,1 

HS95HA5 4,8 95,2 0 4,2 3,3 1,0 0,6 

HS98HA2 2,0 98,0 0 1,8 1,4 0,4 0,2 

Filmes apenas 

com 

plastificantes 

(controles) 

HS67S33 0 66,7 33,3 0 0 0 0 

HS67G33 0 66,7 33,3 0 0 0 0 

CM67S33 0 66,7 33,3 0 0 0 0 

CM67G33 0 66,7 33,3 0 0 0 0 

Filmes 

antioxidantes 

com 

plastificantes 

HS44HA44S11 44,4 44,4 11,1 39,3 30,3 9,0 5,2 

HS40HA40S20 40,0 40,0 20,0 35,4 27,3 8,1 4,6 

HS44HA44G11 44,4 44,4 11,1 39,3 30,3 9,0 5,2 

HS40HA40G20 40,0 40,0 20,0 35,4 27,3 8,1 4,6 

CM40HA40S20 40,0 40,0 20,0 35,4 27,3 8,1 4,6 

HS50HA25S25 25,0 50,0 25,0 22,1 17,0 5,1 2,9 

HS33HA50S17 50,0 33,3 16,7 44,2 34,1 10,1 5,8 

HS29HA57S14 57,1 28,6 14,3 50,5 38,9 11,6 6,6 

 

4.2.2 Efeito da quantidade de HA, tipo de plastificante e tipo de CB 

 

Na primeira etapa do estudo avaliou-se a influência da concentração de HA nos filmes 

de CBNF-HS sobre a atividade antioxidante (Aox), na faixa de 2 a 75 g/L (m/m) de HA. 

Em seguida avaliou-se o efeito da adição dos plastificantes (glicerol ou sorbitol) sobre 

a Aox de um filme com quantidade de HA definida selecionado na etapa anterior. As 

concentrações de plastificante avaliadas foram de 10 e 20% (m/m) na composição final do 

filme seco. 
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Por fim avaliou-se o efeito da substituição do tipo de celulose (CBNF-HS por CBNF-

CM) sobre a atividade antioxidante de um filme com quantidade de HA e plastificante 

definido. Alguns filmes foram selecionados para caracterização quanto a aspectos físicos, 

químicos, morfológicos, estruturais e ópticos. 

 

4.2.3 Ensaios de liberação de proteína dos filmes antioxidantes de CBNF-HS 

4.2.3.1 Sistema 

 

Uma massa de 0,5g de cada filme foi imersa em diferentes simulantes alimentares sob 

agitação (200 rpm), durante 3 horas nas temperaturas de 4 e 25 °C. O filme foi fracionado em 

pedaços de (2 x 2 cm) e contidos em uma rede metálica durante o ensaio. Uma alíquota de 50 

µL de cada fluido foi removida do sistema em intervalos de tempo para quantificação de 

proteína. Os perfis de liberação de proteína foram plotados em porcentagem de proteína 

liberada em função do tempo. Estudou-se o comportamento de quatro filmes 

(HS50HA25S25,HS40HA40S20,HS33HA50S17, HS29HA57S14) contendo 25%, 40%, 50% e 57% de 

HA (m/m) respectivamente (Tabela 7). 

Os simulantes alimentares utilizados nos testes (água destilada, ácido acético 3% (v/v), 

etanol 10% (v/v) e etanol 50% (v/v)) foram escolhidos baseados na Resolução nº 51 de 

26/11/2010 / ANVISA - Agência Nacional de Vigilância Sanitária (D.O.U. 30/11/2010) e 

CELEX - Regulation (EC) No 66/2010 of the European Parliament and of the Council of 25 

November 2009 on the EU Ecolabel, para alimentos cárneos e cereais. 

 

4.2.3.2 Caracterização dos filmes e fluidos após liberação 

 

Determinou-se a massa seca do filme remanescente por secagem em estufa a 105 °C 

por 48 horas. A quantificação de proteína liberada em cada fluido foi determinadapor leitura 

direta da alíquota diluída em microplaca para leitura a 230 nm (UV-Star® Microplate, 96 

well, μClear®, clear - Greiner Bio-One) seguindo metodologia adaptada de Anthis e Clore, 

2013 (ver item a seguir 4.2.3.2.1). Utilizou-se curva padrão a fim de correlacionar linearmente 

absorbância e concentração de HA, utilizando-se solução de HA de concentração proteica 

conhecida. 
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4.2.3.2.1 Adaptação metodológica 

 

De acordo com Anthis e Clore (2013) há uma correlação linear entre a quantidade de 

proteína de uma amostra e a intensidade de absorbância lida a 205nm quando a amostra é 

diluída convenientemente e seguindo outras recomendações menores da metodologia. A 

quantidade de proteína foi determinadapor regressão linear correlacionando a intensidade de 

absorbância a 230 nm e quantidade de proteína contida em HA (padrão) previamente 

caracterizado por Kjeldahl (KJELDAHL, 1883). Portanto substituiu-se a leitura a 205nm (cub 

eta) pela leitura a 230 nm em placas uma vez que se considerounão haver interferência 

comprimento de onda na quantificação de proteína para a amostra de hidrolisado deste 

trabalho. A quantidade de proteína determinadapara o HA e suas frações nesses dois 

comprimentos de onda são comparadas na Tabela 4: 

 

Tabela 4 – Quantidade de proteína no Hidrolisado bruto (HA) e frações 

 

Massa (%) 

 

205 nm 230 nm 

Hidrolisado Bruto 100,00 100,00 

PA >10 kDa 31,37 32,14 

PA <10 kDa 68,63 67,86 

10kDa> PA >3kDa 22,11 21,48 

PA <3 kDa 46,52 46,39 

PA* - Fração peptídica 

 

4.2.3.3 Modelagem 

 

Foram testados vários modelos matemáticos para dissolução/liberação descritos em 

Costa et al. (2001) para descrever o fenômeno de transporte associado em cada perfil. O 

coeficiente de regressão (R
2
) ajustado foi utilizado para avaliar a qualidade do ajuste dos 

perfis a cada modelo proposto. O ajuste seguiu a equação [1] onde: R
2

A é o coeficiente de 

regressão ajustado, n é número de pontos da curva, p o número de parâmetros do modelo e R
2
 

o coeficiente de regressão não ajustado. 

 

R
2

A = 1 - ( n - 1) / (n - p) * ( 1 - R
2
)                                                                              [1] 
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Os parâmetros (constantes) de cada modelo foram determinados apenas para os 

modelos que descreveram os perfis de forma adequada (R
2

A> 0,8). Os modelos testados são 

descritos a seguir: 

 

Ordem zero: Qt = Q0+ K0 * t                                                                                                    [2] 

Primeira ordem:  ln Qt = ln Q0+ K1 * t                                                                                    [3] 

Segunda ordem: Qt / [ Q∞ * ( Q∞–  Qt ) ]  = K2 * t                                                                  [4] 

Quadrático: Qt  = 100 *  (K3 * t
2
 – K4 * t)                                                                               [5] 

Hixson-Crowell: Q0
1/3 

- Qt
1/3 

=  KS * t                                                                                      [6] 

Weibull:  log [ 1- ln ( 1- (Qt / Q∞ ) ) ] = b * log t  -  log a                                                       [7] 

Higuchi: Qt  = KH * t
1/2                                                                                                                                                                   

[8] 

Baker-Lonsdale: (3/2) * [ 1 - ( -1 * ( Qt / Q∞) ) 
2/3

 ] - ( Qt / Q∞)  = K5* t                                [9] 

Korsmeyer-Peppas: Qt / Q∞  = Kk * t
n
                                                                                   [10] 

 

Onde K0, K1, K2, K3, K4, KS, b, a, KH, K5, Kk e n são constantes relativas a cada modelo, Qt é 

a massa de proteína liberada no tempo t, Q0 é a massa de proteína notempo 0 (considerou-se = 

0 em todos os casos) e Q∞ a quantidade de proteína liberada no tempo infinito (considerou-se 

a quantidade máxima liberada em todos os casos) e t o tempo. 

 

4.2.3.3.1Modelagem dos perfis de liberação pela equação de Korsmeyer-Peppas 

 

 Em cada sistema, após plotagem dos dados e ajuste do gráfico por função potência 

(em Microsoft Excel), foi obtida uma equação (exemplo : y = 0,126.t 
0,6941

 (R² = 0,9921) 

(Figura 9).Os parâmetros ''Kk'' e ''n'' são obtidos automaticamente em comparação com a 

equação deste modelo (Qt / Q∞  = Kk . t
n
 ). Neste modelo considera-se valores de até 0,6 para 

Qt / Q∞ para o ajuste. O coeficiente de regressão R
2
 obtido é ajustado considerando p = 2 na 

equação 1. 
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Figura 9: Exemplo de plotagem de dados para o modelo de Korsmeyer-Peppas 

 

 

4.3 Caracterização dos filmes antioxidantes de CBNF e seus componentes  

4.3.1 Teor proteico do hidrolisado e frações 

 

Para caracterizar o hidrolisado, o teor proteico e a atividade antioxidante (Aox) foram 

investigados. A quantidade de proteína total do hidrolisado foi quantificada pelo método de 

Kjeldahl (KJELDAHL, 1983) utilizando 5,5 como fator de conversão. A quantidade de 

gelatina não hidrolisada no HA foi estimada após fracionamento em membrana de 100 kDa 

conforme Faria et al. (2015). Considerou-se como fração proteica hidrolisada a fração 

mássica abaixo de 100 kDa contida no HA. 

O hidrolisado bruto ajustado para concentração de ~90 g/L foi fracionado após 

centrifugação (10.000 rpm) em tubos Amicon Ultra 4 mL (Merck KGaA) de 10 kDa e 3 kDa 

e cada fração caracterizada quanto a atividade antioxidante (seguindo a metodologia descrita 

no item 4.3.3) e teor proteico seguindo Anthis e Clore (2013) com leitura a 205 nm em cubeta 

de quartzo, usando o HA previamente caracterizado pelo método de Kjedhal como padrão. 
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4.3.2 Atividade antioxidante 

 

A atividade antioxidante (Aox) do hidrolisado bruto, das frações e dos filmes foi 

determinadapelo método de DPPH (YANG et al., 2009). Para tal, 1,5mL de DPPH (2,2-

difenil-1-picril-hidrazila) 0,1mM (em etanol 95%) foi adicionado a 1,5 mL da amostra líquida 

em ambiente escuro seguindo uma leitura da absorbância a 517 nm após 30 minutos.  

Especificamente para os filmes a metodologia foi adaptada. Para tanto, ~9 mg de cada 

filme (cortados em pedaços de ~0,5x0,5 cm) foi imerso em 1,5 mL de água e submetido a 

agitação (120 rpm) por 20 minutos em shaker orbital. Após esse tempo seguiu-se a análise 

normalmente com a adição da solução de DPPH e leitura a 517 nm. 

 O valor de Aox (atividade antioxidante absoluta em %) foi calculado seguindo a 

equação 11 onde AA é a absorbância da amostra e Ab a absorbância do branco (água 

deionizada no lugar da amostra).  

 

Aox (%) = ( ( Ab - AA) / Ab ) * 100                                                                                     [11] 

 

 Solução de Trolox (0 a 40µM em etanol 95%) foi utilizada como padrão para a 

determinação da atividade antioxidante em Trolox equivalente (AoxTeq). A AoxTeq foi 

determinadapela equação [12] onde Aox é a atividade antioxidante descrita na equação [11], P 

é a concentração de proteína da amostra e a e b os coeficientes angular e linear da regressão 

Aox (%) x Concentração de Trolox (R
2 
= 0,9991) (Figura 10).  

 

AoxTeq (µmols de Trolox/g de proteína) = ( ( Aox (%) / P (g/L)) - b) / a                                        [12] 

 

 Para a determinação da equação da reta considerou-se apenas o intervalo de 0 a 40µM 

onde a curva apresenta linearidade. Acima disso há uma perda de atividade antioxidante 

associada a chegando a um máximo de 80% (Figura 10). 

Para o HA e as frações (<10 kDa e <3 kDa) determinou-se a concentração de HA 

necessária para a redução da absorbância em 50% (EC50) por interpolação linear após de 

curvas Aox (%) x Concentração de HA. 
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Figura 10–Atividade antioxidante do Trolox em função da concentração: (a) Até 

100 µM, (b) Até 40 µM de Trolox. 

 

 

4.3.3 Ensaios com células epiteliais do intestino 

4.3.3.1 Cultivo celular 

 

Células epiteliais derivadas de adenocarcinoma de cólon humano CACO-2 (ATCC, 

HTB-37) foram utilizadas nos testes sendo cultivadas em frascos T-75 contendo meio de 

cultura MEM (Minimum Essential Medium) suplementado com soro fetal bovino (20%), 

piruvato de sódio (0,11 g/L), aminoácidos não-essenciais (1%) e penicilina/estreptomicina 

(1%). As células foram mantidas em desenvolvimento sendo incubadas a 37 ºC em atmosfera 

saturada de vapor de água com 5% CO2. Para os testes as células foram tripsinizadas e 

coradas com tripan-blue para contagem em câmara de Newbauer antes da semeadura. 

Imagens das células CACO-2 obtidas em microscópio óptico são apresentadas na Figura 11. 

 

4.3.3.2 Citotoxicidade 

 

A citotoxidade das amostras foi determinadaatravés da avaliação da viabilidade celular 

pelo método da resazurina (AHMED et al., 1994; XU et al., 2015; NOWAK et al., 2017) após 

cultivo das células nas amostras diluídas em meio de cultura. Para tal, as células foram 

semeadas em microplaca de 96 poços (10
4 

células por poço) e incubadas por 18 horas a 37 °C 

e 5% CO2 para adesão. Para contagem celular utilizou-se o corante azul de tripano e câmara 

de Newbauer. Após adesão celular o meio foi removido e substituído pela amostra (200 µL 
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por poço) previamente diluída (10%, v/v) em meio de cultura adicionado de 10% de solução 

de resazurina 0,1 g/L. As placas foram incubadas por 24 e 48 horas antes da leitura 

(intensidade de fluorescência: excitação a 560 nm e emissão a 590 nm). 

 

Figura 11: Micrografias das células CACO-2: (a) Células não aderidas, (b,c) Células em 

desenvolvimento, (d) Células confluentes 

 

 

Para o controle positivo utilizou-se dimetilsulfóxido (DMSO) 40% (v/v) em meio. 

Meio de cultura não diluído e meio 90% (v/v) foram utilizados como controles negativos. 

Para cada condição, foi realizado um teste semelhante sem células chamado de branco. 

As amostras avaliadas foram: filmes antioxidantes HS40HA40S20 e CM40HA40S20 (0,5 

g/L), filmes controle sem hidrolisado (HS67S33 e CM67S33 - 0,3 g/L; CBNF-HS e CBNF-CM - 

0,2 g/L), sorbitol (0,1 g/L) e hidrolisado (0,2 g/L), todas previamente preparadas em 

concentração 10x superiores às concentrações de trabalho citadas.  
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Para dissolução dos filmes em meio os mesmos foram dispersos em água milli-Q, 

homogeneizados em ultra-turrax (3000 rpm, 1 minuto, 30 °C), sonicados por 15 minutos (37 

kHz e 104 W) e esterilizados em luz UV (30 minutos) antes da diluição com meio de cultura.  

A viabilidade celular VC (%) foi calculada conforme a equação [13] descrita a seguir:  

 

VC (%) = ( ( FA  -  FAb ) / ( FMC  -  FMCb ) ) * 100                                                              [13] 

 

Onde, FA é a intensidade de fluorescência do poço com células tratado com as amostras, FAb 

é a intensidade de fluorescência do poço sem células tratado com as amostras, FMC é a 

intensidade de fluorescência do poço com células tratado com o meio de cultivo, FMCb é a 

intensidade de fluorescência do poço sem células tratado com o meio de cultivo. A amostra 

analisada foi considerada tóxica quando apresentou viabilidade abaixo de 80%. 

 

4.3.3.3 Atividade antioxidante intracelular 

 

 Avaliou-se a atividade antioxidante intracelular utilizando DCFH como indicador da 

presença de espécies reativas de oxigênio (ROS) intracelular, seguindo metodologia adaptada 

de Wan et al. (2015) e Yarnpakdee et al. (2015) e células CACO-2. As células foram 

semeadas conforme descrito no teste de toxicidade e tratadas com diferentes concentrações de 

hidrolisado (0,5 - 2,0 g/L) ou trolox 50 µM. O nível de redução de ROS intracelular, nomeado 

aqui atividade antioxidante intracelular (AoxI) foi avaliado nas células com e sem estresse 

oxidativo. O estresse oxidativo foi induzido pela presença de AAPH 250 µM nos tratamentos. 

A solução de DCFH-DA 10.000 µM foi preparado em metanol e diluído na proporção de 

1:100 antes do uso.   

No teste, após adesão, as células foram tratadas por 2 e 18 horas com as amostras 

previamente diluídas (10%, v/v) em meio de cultura MEM sem soro fetal bovino. Em seguida 

o meio foi removido do poço, lavado com PBS 4% (m/v) e as células tratadas com DCFH-DA 

100 µM por uma hora. Em seguida o meio foi removido do poço, lavado com 

HBSS/HEPES/AAPH 250 µM (tratamento indutor da produção de ROS) ou HBSS/HEPES 

(tratamento não indutor da produção de ROS). Seguiu-se a leitura da fluorescência por 90 

minutos em intervalos de 5 minutos. O AAPH foi preparado em água ultrapura (Milli-Q) e 

diluído previamente em HBSS/HEPES na proporção de 1:100 para a concentração final 

citada. 
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A atividade antioxidante intracelular sem estresse oxidativo (AoxI (%)) e a atividade 

antioxidante intracelular após estresse oxidativo (AoxIS (%)) foram determinadas conforme as 

equações [14] e [15] descritas a seguir: 

 

AoxI (%) = ( 1 - ( (A / AMC ) * 100                                                                                       [14] 

AoxIS (%) = ( 1 - ( ( AS  -  A ) / ( AMCS  -  AMC ) ) ) * 100                                                     [15] 

 

Onde, A é a área da curva fluorescência x tempo do poço com células tratadas com a amostra 

sem AAPH, AMC é a área da curva fluorescência x tempo do poço com células tratadas com 

meio de cultura sem AAPH, AS é a área da curva fluorescência x tempo do poço com células 

tratadas com a amostra e AAPH, AMCS é a área da curva fluorescência x tempo do poço com 

células tratadas com meio de cultura e AAPH. As áreas foram calculadas pelo método dos 

trapezoides.  

Em paralelo realizou-se um teste de viabilidade como descrito anteriormente para as 

amostras de hidrolisado, trolox 50µM e AAPH 250µM. 

 

4.3.4 Morfologia 

 

Os filmes foram visualizados por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e as 

suspensões de CBNF com detector STEM em MEV TESCAN Scanning Electron Microscope, 

sob voltagem (aceleração) de 15kV (Laboratório de Microscopia – Embrapa agroindústria 

tropical – Fortaleza, CE, Brasil). A amostra seca foi montada em stubs e coberta com ouro. 

Para as suspensões as amostras foram diluídas para 1,25 g/L e montadas em grids de TEM 

(microscopia eletrônica de transmissão) e visualizadas com ácido fosfotúngstico 1% como 

corante negativo.  

O diâmetro da nano-fibra foi medido no software Image J program (National Institute 

of Health-NIH) escolhendo-se no mínimo 196 regiões da imagem. Para a obtenção de uma 

média de dimensão de fibra, cada imagem foi dividida em 196 partes (14 x 14) e tomada uma 

medida de cada parte (Figura 12). Para as regiões onde não foi possível visualizar as fibras, a 

medida foi substituída por outra em região vizinha. Exemplo de medições sendo feitas no 

software Image J. Considera-se a medida exibida em "lenght" para o comprimento (Figura 

13). Em cada região uma fibra (ou mais) foi escolhida aleatoriamente.  
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Figura 12 – Exemplo de imagem para a medição da dimensão de fibra a partir de 

micrografia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 

 

Figura 13 – Medidas sendo feitas em Image J Sofware 

 

 

4.3.5 Análise térmica 

 

A análise termogravimétrica (ATG) dos filmes e controles foi realizada em um 

analisador termogravimétrico Shimadzu, modelo TGA-50, conduzida no intervalo de 0 a 600 

°C, na taxa de aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogênio a 40 mL/min e massa 

de amostra entre 9 e 11 mg. A estabilidade térmica dos filmes e controles foi avaliada pela 

análise dos valores de temperatura máxima de degradação (Pico de DTG - Tmax), temperatura 

incial de degradação (Ti) e temperatura final de degradação (Tf). As derivadas 

termogravimétricas foram tratadas por Smothing (signal processing) com o software Origin 

Pro 9.0 (OriginLab Corporation). 
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4.3.6 Propriedades mecânicas 

 

 As propriedades mecânicas de resistência à tração (, elongação na ruptura () e 

módulo elástico (ou módulo de Young) (E) foram determinadas de acordo com a norma 

ASTM D882-97 (ASTM, 1997). Os testes foram realizados em máquina universal de ensaios 

Emic DL-3000, com célula de carga de 100 N, separação inicial entre garras de 5 cm e 

velocidade de 10 mm/min. Utilizou-se corpos de prova em formato de gravata de 120 mm por 

6,3 mm com gap inicial de 100 mm. As amostras foram mantidas em dessecador (50-55% 

com nitrato de magnésio) 48 horas antes dos testes. O módulo elástico foi calculado com os 

dados gráficos na região elástica de cada filme. 

 

4.3.7 Difração de Raios-X 

 

As análises de Difração de Raios-X foram conduzidas em difratômetro X'Pert³ 

Powder, PANalytical, Almelo, Netherlands com tubo de Cobre (λ = 1.54056 Å) a 45 kV e 40 

mA. O intervalo angular (em 2θ) utilizado foi de 10 a 50° com uma velocidade de varredura 

de 0,5°/min. O índice de cristalinidade (IC) foi calculado pelo método de Segal (SEGAL, 

1959) seguindo a equação [16] descrita a seguir: 

 

IC (%) = I002 / (Iam + I002)                                                                                                         [16] 

 

onde IC (%) representa a fração cristalina em porcentagem, onde I002 é a intensidade máxima 

do pico de difração da parte cristalina do material, localizado no ângulo de 2θ ~22,5°; Iam é a 

intensidade mínima do pico de difração da parte amorfa do material, localizado no ângulo de 

2θ ~18,0°. Os experimentos foram realizados no Laboratório de Raios-X (LRX) da 

Universidade Federal do Ceará – UFC. 

 

4.3.8 Permeabilidade ao vapor de água (PVA) 

 

 A permeabilidade ao vapor de água (PVA) dos filmes foi determinada 

gravimetricamente segundo método ASTM E96-05 (ASTM, 1989). Foram utilizadas células 

de permeação circulares com 49 mm de diâmetro e 13,2 mm de altura contendo 6 mL de água 

destilada. Os filmes em formato de disco foram selados no topo das células e dispostos em 



61 

 

dessecador vertical ARSEC DCV-040 com circulação de ar contendo sílica gel previamente 

seca em estufa (105ºC por 24 horas). As células foram mantidas a 25 °C e 30% UR por 24 

horas durante 8 pesagens (ocorridas em intervalos de 1 hora). O ganho de peso do filme foi 

plotado em função do tempo. As espessuras dos filmes foram determinadas utilizando-se um 

micrômetro digital (Mitutoyo - Digimatic Micrometer - 0,001mm de resolução) com 8 

medidas em diferentes locais do filme, utilizando-se a média para o cálculo da PVA. 

 

4.3.9 Solubilidade 

 

A solubilidade dos filmes foi determinada segundo Soni et al. (2016) com adaptações. 

Para tal, filmes de 2 x 2 cm foram secos em estufa (103 °C por 24 horas), pesados e imersos 

em água deionizada (50 mL) sob agitação (150 rpm) for 24 horas a 25 °C. A solução contendo 

o material resultante filtrada em papel de filtro (8 µm) o qual foi seco novamente em estufa 

nas mesmas condições descritas anteriormente. Os resultados foram expressos em 

porcentagem de perda de massa. 

 

4.3.10 Angulo de contato 

 

 Os ângulos de contato foram medidos de acordo com a norma ASTM D-5725-99 

(ASTM, 2008) para avaliar a hidrofilicidade dos filmes. Uma gota de água deionizada (3 µL) 

foi depositada sobre a superfície do filme seco com auxílio de uma seringa de 0,713 de 

diâmetro interno (Hamilton, Suíça) acoplada ao sistema de medida, a 25 °C (OCA 20, 

Dataphysics, Alemanha). As imagens foram capturadas logo após a formação da gota pela 

câmera CCD (resolução de 752 × 582 pixels) e processadas pelo software C20. O ângulo 

obtido na superfície do filme após depósito da gota de água foi calculado pelo software nos 

tempos 0, 30 e 120 segundos após o depósito da gota. Foram realizadas no mínimo 12 

medidas (12 depósitos de gota) para cada amostra. 

 

4.3.11 Espectroscopia de infravermelho por transforma de Fourier (FTIR) 

 

 Os espectros de infravermelho dos filmes foram obtidos no espectrômetro Cary 660 

Agilent - Varian, equipado com um acessório de amostragem de reflexão total atenuada. O 

preparo das amostras (previamente secas a 50 °C em estufa) foi feito com KBr pulverizado. A 
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análise foi conduzida sob as seguintes condições: resolução de 4 cm
-1

, faixa de absorção de 

4000-600 cm
-1

 e 25 varreduras. 

 

4.3.12 Cor e Transparência 

 

A cor dos filmes foi medida em colorimetro Hunter Lab System, by a Chroma Meter 

CR-300 - Konica Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan com resultados expressos nos 

parâmetros L*, a* e b*. 

A transparência dos filmes foi determinada de acordo com método proposto por 

Podshivalov et al. (2017), utilizando módulo sólido em espectrofotômetro Varian, modelo 

Cary 50.Para tal cada filme foi submetido a leitura em 550 nm e a transparência foi 

determinadaconforme a equação [17] onde T é a Transparência, A550 é a absorbância lida em 

550 nm, e e  a espessura do filme em mm. 

 

T (n/a) = 1 / (A550 / e)                                                                                                         [17] 

 

4.4 Análise estatística 

 

 Os dados foram comparados entre si por teste de variância (ANOVA) utilizando o 

software Origin Pro 9.0 (OriginLab Corporation). Utilizou-se o teste de tukey para avaliar a 

diferença significativa entre os tratamentos. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização do hidrolisado de gelatina de Pele de tilápia (HA) 

5.1.1 Teor proteico e atividade antioxidante 

 

A concentração máxima de proteína e a concentração de hidrolisado necessária para a 

redução da absorbância em 50% no teste de DPPH foram determinadas no hidrolisado bruto e 

nas frações de hidrolisados <10 kDa e <3 kDa (Tabela 5).  

 

Tabela 5 – Teor proteico e atividade antioxidante do hidrolisado bruto e frações. 

Hidrolisado 

Teor 

Proteico 

(g/L) 

Proporção em massa de proteína em relação 

ao hidrolisado bruto (%, m/m) 
EC50 (g/L) 

Bruto 93,06 ± 0,02 100,00 38,66 

<10 kDa 63,87 ± 0,02 68,63 25,07 

<3 kDa 43,29 ± 0,02 46,52 32,97 

EC50:Concentração de hidrolisado necessária para a redução da absorbância em 50% no 

teste de DPPH 

 

Aproximadamente 68% da massa proteica presente no hidrolisado bruto faz referência 

a moléculas menores que 10 kDa. Um menor EC50 foi observado para a fração <10 kDa, 

indicando que esta fração possui maior capacidade antioxidante frente ao hidrolisado bruto e à 

fração <3 kDa. Logo, pode-se sugerir que os peptídeos de HA de maior atividade antioxidante 

possuem tamanho entre 3 e 10 kDa.  

Com o aumento da concentração de proteína no hidrolisado observa-se um aumento na 

atividade antioxidante absoluta (Figuras 14a, 15a e 16a). Por outro lado, observa-se uma 

redução na atividade relativa (atividade por concentração de proteína) sugerindo que o 

aumento da concentração reduz a eficiência antioxidante(Figuras 14b, 15b e 16b). Tal 

fenômeno de perda de atividade pode estar relacionado com aglomerações moleculares entre 

os peptídeos bioativos e peptídeos ou outras moléculas sem atividade, fato que ocorre em altas 

concentrações para hidrolisados não puros. 

Comparando a Aox na concentração máxima da fração <3 kDa (43,29 g/L) com as 

demais, a fração <10 kDa tem maior Aox (32,74 mM de Trolox) que a fração < 3 kDa (29,55 

mM de Trolox) e o hidrolisado bruto (27,07 mM de Trolox) (Figura 17). As maiores Aox 

nesta fração complementam os dados de EC50 e corroboram comdados da literatura que 
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sugerem quepeptídeos de massa molecular abaixo de 5 kDa são os mais responsáveis por uma 

maior contribuição no efeito antioxidante em hidrolisados proteicos (HOWELL et al., 2010). 

 

Figura 14 - Atividade antioxidante do hidrolisado bruto em função da concentração de 

proteína: (a) Atividade absoluta, (b) Atividade relativa. 

 

 

Figura 15 - Atividade antioxidante da fração < 10 kDa em função da concentração de 

proteína: (a) Atividade absoluta, (b) Atividade relativa. 
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Figura 16 - Atividade antioxidante da fração < 3 kDa em função da concentração de 

proteína: (a) Atividade absoluta, (b) Atividade relativa. 

 

 

Figura 17 - Atividade absoluta do hidrolisado e as duas frações 

 

 

5.1.2 Citotoxicidade e atividade antioxidante intracelular do hidrolisado 

 

 Todas as amostras de hidrolisado testadas (0,5, 1 e 2 g/L) não afetaram o 

desenvolvimento das células CACO-2, sendo consideradas não tóxicas uma vez que exibiram 

viabilidade celular acima de 80% nos dois tempos estudados (24 e 48 horas), destacando-se o 
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fato de todas as viabilidades estarem acima de 100% (Figura 18). Neste tipo de teste uma 

amostra é considerada não tóxica quando apresenta viabilidade acima de 80%. O controle 

positivo de toxicidade apresentou valores em torno de 3% confirmando a morte das células na 

presença de um agente tóxico conhecido, dimetilsulfóxido (DMSO) 40% (v/v). Tal resultado 

indica que os resultados do teste de atividade antioxidante intracelular não foram 

influenciados por interferência do desenvolvimento celular anormal. A substância padrão 

Trolox e o AAPH (indutor de ROS - espécies reativas de oxigênio) não induziram toxicidade. 

 

Figura 18 - Viabilidade celular das amostras do teste de potencial protetivo 

 

 

Como o hidrolisado bruto não apresentou toxicidade e apresentou capacidade de 

sequestrar o radical livre ●DPPH, buscou-se valiar se o mesmo apresentaria atividade 

antioxidante intracelular. O teste de atividade antioxidante intracelular fornece valores que 

indicam o nível de presença de ROS intracelular e informam sobre o nível de efeito protetivo 

a stress oxidativo que cada substância testada pode conferir nas células vivas em 

desenvolvimento normal. 

Após duas horas de contato, observa-se que o hidrolisado apresentou atividade apenas 

nas células estressadas (AoxIS) nas concentrações de 1 g/L e 2 g/L (Tabela 6). Quando em 
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contato por 18 horas observa-se atividade em todas as concentrações no ensaio com células 

não estressadas (AoxI), e apenas na maior concentração (2 g/L) para as células estressadas. 

Quanto ao controle positivo, foi observada atividade no tratamento com o trolox exceto em 18 

horas de contato nas células estressadas, onde houve maior geração de ROS no sistema 

(2,27.10
6
) (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Atividade antioxidante intracelular: (AoxIS) Atividade em células estressadas, 

(AoxI) Atividade em células não estressadas 

 
Atividade antioxidante ROS (AfXt.10

6
) 

Tempo de contato 

 (horas)  
HA 0,5 g/L HA 1 g/L HA 2 g/L Trolox 50 µM MC 

2 
AoxIS 0 59,77 ± 6,31 15,69 ± 1,9 25,53 ± 4,83 1,22 

AoxI 0 0 0 16,01 ± 5,09 0,53 

18 
AoxIS 0 0 49,17 ± 5,19 0 2,27 

AoxI 25,49 ± 3,35 24,65 ± 4,68 19,39 ± 12,79 34,04 ± 1,09 1,62 

AfXt : Intensidade de formação de ROS (espécies reativas de oxigênio) intracelular. Corresponde a 

área do gráfico ''intensidade de fluorescência'' (eixo y) x ''tempo'' (eixo x). 

 

O hidrolisado apresenta capacidade de redução de formação de ROS intracelular com 

intensidade que varia dependendo da concentração e tempo de contato com as células. Na 

condição onde há menor formação de ROS (2 horas de contato com células não estressadas, 

AoxI) não houve atividade, exceto para o tratamento com o controle (Trolox 50µM).  

Nos tratamentos com o Trolox a Aoxcresce com o aumento da concentração de ROS 

até o limite de 2,27 onde não se observaatividade. Neste caso a concentração de Trolox no 

sistema foi insuficiente para a captura de qualquer quantidade de ROS.  

Na menor concentração de HA (0,5 g/L) houve atividade apenas no tratamento por 18 

horas nas células não estressadas (AoxI). Na concentração de 1 g/L houve atividade nos 

sistemas com concentrações intermediárias de ROS (AfXt ~1,2.10
6
 a ~1,6.10

6
). Na maior 

concentração de HA (2 g/L) a atividade aumentou com o aumento da quantidade de ROS 

gerada, com dados correlacionados linearmente por regressão (R
2 

= 0,9) (Figura 19). 

Provavelmente há uma faixa limite tanto de concentração de hidrolisado como de ROS para 

que possa ser observado um efeito antioxidante. 

 Yarnpakdee et al. (2014) verificaram que o hidrolisado enzimático de gelatina de 

tilápia e frações promoveram uma redução na geração de ROS induzida por H2O2 e AAPH. 
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Nenhuma diferença significativa na viabilidade celular foi observada com a variação da 

concentração do hidrolisado nesse ensaio. 

 

Figura 19: Relação linear entre quantidade de ROS e atividade antioxidante em ensaio 

utilizando células CACO-2. 

 

 

5.2 Filmes de CBNF e HA obtidos por casting 

5.2.1 Efeito da quantidade de hidrolisado sobre a Atividade antioxidante (Aox) 

 

 Todas as formulações contendo as diferentes quantidades de HA na faixa estudada (2 a 

75%) apresentaram atividade antioxidante(Figura 20). 

A atividade aumentou com o incremento da quantidade de HA de 2 a 60% e decresceu 

nos filmes com 66,7 e 75% de HA Apesar disso, a atividade relativa por mg de proteína 

(Figura 21) decresce com o aumento da quantidade de HA nos filmes, o mesmo fenômeno 

observado com o aumento da concentração de proteínas sobre a Aox do HA (item 5.1.1). 
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Figura 20 - Efeito da quantidade de hidrolisado sobre a atividade antioxidante dos 

filmes de CBNF-HS e HA 

 

Valores com pelo menos uma letra em comum, não diferem significativamente (< 0,1) 

 

Supõe-se que tal fenômeno de perda de atividade relaciona-se à alta concentração de 

proteínas no HA que contribui para promover aglomerações do tipo peptídeo/peptídeo, 

peptídeo/celulose, peptídeo/polipeptídeo, peptídeo/gelatina pouco hidrolisada e 

peptídeo/gelatina. Assim, os peptídeos de menor massa molecular, mais importantes na 

contribuição do efeito antioxidante, estariam impedidos de capturar os radicais de forma 

eficiente já que, além de se difundirem no meio, teriam de ainda se liberar do aglomerado 

formado. Tal efeito é observado quando se compara o filme com 2 e 33% (m/m) de HA que 

apresenta uma quantidade ~16 vezes superior de HA enquanto que a atividade é apenas ~2 

vezes maior. A quantidade de gelatina não hidrolisada nos filmes com maior proporção de HA 

afetaa velocidade com que os peptídeos são liberados em meio aquoso. O HA usado nesse 

estudo contém 23% m/m de gelatina não hidrolisada e diferentes proporções em massa de 

peptídeos de diferente massa molecular (item 5.1.1). 
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Figura 21 - Efeito da quantidade de hidrolisado sobre a atividade antioxidante dos 

filmes de CBNF-HS e HA: Atividade relativa à quantidade de proteína 

 

Valores com pelo menos uma letra em comum, não diferem significativamente (< 0,1) 

  

Tal atividade é melhorada em todos os filmes exceto no filme com maior concentração 

de HA (75% m/m) quando se compara com os HA em solução na concentração de 10 g/L que 

apresentaAoxde 1,67 µmols de trolox/g de proteína. Tal fato confirma o efeito das 

aglomerações moleculares mencionadas anteriormente sobre a Aox e evidencia o efeito da 

celulose nanofibrilada como uma matriz auxiliadora na separação desses aglomerados. 

 Os filmes com quantidade de HA abaixo de 16,7% (m/m), tem atividade relativa por 

quantidade de proteína maior quando comparados com o hidrolisado bruto (Figura 21 e 

Figura 14). Tabata e Ikada (1998) mencionam que alguns estudos associam proteína com 

matrizes poliméricas a fim de aumentarem sua atividade biológica. 

  

5.2.2 Efeito do tipo e quantidade de plastificante e tipo de CBNFsobre a atividade 

antioxidante 

 

 Todos os filmes não plastificados apresentaram aspecto quebradiço (exemplo em 

Figura 22a,b). Visando melhorar a flexibilidade e ductilidade dos filmes, a adição de dois 
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tipos de plastificantes (sorbitol ou glicerol) foram estudadas. Plastificantes são usualmente 

adicionados em filmes poliméricos uma vez que auxiliam na melhoria da plasticidade (CAO 

et al., 2009). Na Figura 22 apresenta-se o aspecto visual de alguns exemplos de filmes não 

plastificados e plastificados. Inicialmente avaliou-se o efeito do tipo e quantidade de 

plastificante sobre a Aox do filme com 50% de HA e 50% de CBNF obtido na etapa anterior 

(item 5.2.1). 

A adição de sorbitol nas duas concentrações estudadas (10 e 20%)não afetaram a Aox 

dos filmes enquanto que a adição de glicerol nas mesmas concentrações reduziu a Aox em 

35% e 40% respectivamente (Figura 23). Ganiari et al. (2017) mencionam que a quantidade 

de plastificante pode afetar a atividade antioxidante do filme uma vez que a velocidade de 

liberação do composto pode ser afetada por diferenças na mobilidade das cadeias poliméricas.  

Uma fotografia do filme de maior atividade, a saber HS40HA40S20, é apresentada na 

Figura 22c. Os filmes com 10% de plastificantes ainda se mantiveram inadequados para o 

manuseio embora melhores que os filmes não plastificados. 

 

Figura 22 – Fotografias: (a) Filme de CBNF-HS não plastificado, (b) Filme de CBNF-HS 

e HA não plastificado, (c) Filme de CBNF-HS e HA plastificado com sorbitol 

(HS40HA40S20) 
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Figura 23 - Atividade antioxidante dos filmes de CBNF-HS e HA em função do tipo e 

quantidade de plastificante.  

 

S20% (Filme com 20% (m/m) de Sorbitol), S10% (Filme com 10% (m/m) de Sorbitol), G20% 

(Filme com 20% (m/m) de Glicerol) e G10% (Filme com 20% (m/m) de Glicerol) 

Letras iguais sobrescritas na coluna não diferem significativamente (< 0,1).  

  

 Plastificantes de baixa massa molecular como sorbitol e glicerol tem alta afinidade 

com a celulose (WELLISCH et al., 1960) e capacidade de se inserirem facilmente entre suas 

cadeias. Tais plastificantes interagem por ligações de hidrogênio com a celulose de forma 

diferenciada. Comparando os dois tipos acredita-se que o sorbitol reduz possíveis interações 

moleculares envolvendo peptídeos (peptídeo/celulose ou peptídeo/proteína) aumentando a 

mobilidade dos peptídeos menores na estrutura, contribuindo assim para uma maior atividade 

antioxidante. Tais peptídeos de menor massa molecular provavelmente ficam livres mais 

facilmente sendo liberados em meio aquoso de forma mais efetiva. Thomazine et al. (2006), 

por exemplo, mencionam que plastificantes podem reduzir a interação proteína-proteína. 

O filme contendo 20% de sorbitol e hidrolisado foi formulado utilizando CBNF de 

meio alternativo (CBNF-CM) e avaliado quanto a atividade antioxidante inicialmente. O 

filme composto por CBNF de meio alternativo suco de caju (CM40HA40S20), apresentou Aox 

de 2,02 ± 0,06 µmols de trolox/ g de filme (7,29 ± 0,46 µmols de trolox/g de proteína) não 
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diferindo significativamente da Aox do filme composto com CBNF-HS (de meio sintético) de 

Aox igual a 1,91 ± 0,24 µmols de trolox/ g de filme (7,80 ± 1,6 µmols de trolox/ g de 

proteína). Dessa forma pode-se afirmar que a substituição do tipo de celulose bacteriana 

nanofibrilada não influenciou a Aox dos filmes nesta formulação. 

Paralelamente ao desenvolvimento desses filmes, estudou-se de forma preliminar a 

incorporação do hidrolisado em membranas de CB e CB carboximetilada por adsorção, porém 

sem melhoras expressivas na atividade antioxidante do derivado quando comparado com os 

filmes de CBNF desenvolvidos aqui (APÊNDICE B). Estudou-se também a incorporação de 

nisina, um agente antimicrobiano natural, na formulação dos filmes de CBNF (APÊNDICE 

C). 

 

5.3 Caracterização dos filmes de celulose bacteriana nanofibrilada, hidrolisado 

eceluloses bacteriana controle 

5.3.1 Morfologia das celuloses 

 

As micrografias das membranas liofilizadas de CB-HS e CB-CM e das suspensões de 

CBNF-HS e CBNF-CM são apresentadas na Figura 24. 

Nas duas suspensões (Figura 24c,d) as fibras estão menos aglomeradas quando 

comparadas com as fibras do material não tratado (celuloses liofilizadas - CB-HS e CB-CM) 

evidenciando a quebra ou separação das estruturas promovida pela combinação do tratamento 

oxidativo/mecânico (Figuras 24c,d).  

A dimensão da nanofibra no filme de CB-HS e CB-CM variou de 48 nm a 286 nm e 

de 53 nm a 267 respectivamente, com maior número de fibras medindo 77 nm ± 2 nm e 80 

nm ± 9. Tais valores estão em concordância com a literatura para a CB nativa (CHAWLA et 

al., 2009). Durante a síntese de CB, fibras de CB de ~4 nm de espessura se aglomeram entre 

si formando várias fitas que medem de 40 a 70 nm que por sua vez geram estruturas fibrosas 

mais largas (IFUKU et al., 2009). Após o tratamento oxidativo/mecânico houve uma redução 

na largura dessas fibras em mais de 50%, variando de 16 nm a 114 nm e de 18 nm a 115 nm, 

com maior número de fibras medindo 33 nm ± 9 nm e 34 nm ± 10 nm nas suspensões de 

CBNF-HS e CBNF-CM respectivamente. 
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Figura 24 - Micrografias das celuloses (controles): (a) MEV da CB-HS liofilizada, (b) 

MEV da CB-CM liofilizada, (c) MET da Suspensão de CBNF-HS, (d) MET da 

Suspensão de CBNF-CM 

 

 

A redução das nanofibras após o tratamento mecânico relaciona-se com melhorias nas 

propriedades mecânicas do material produzido (LAVOINE et al., 2012). Além disso, a 

desconstrução mecânica apresenta a vantagem de gerar um material fluido de maior 

versatilidade para aplicações em alimentos do que a membrana de CB.  
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5.3.2 Morfologia dos filmes de CBNF 

 

Na Figura 25 são apresentadas as micrografias do filme controle unicamente composto 

por CBNF-HS, filme plastificado com sorbitol (HS67S33), filme com sorbitol e hidrolisado 

(HS40HA40S20) e filme com hidrolisado e CBNF de meio alternativo (CM40HA40S20).  

 

Figura 25 - Micrografias (MEVs) dos filmes de CBNF: (a) CBNF-HS, (b) HS67S33, (c) 

HS40HA40S20, (d) CM40HA40S20 

 

 

Todos os filmes apresentaram aspecto denso e estrutura compacta de modo que não foi 

possível a visualização nítida das nanofibras de celulose. A secagem a 50 °C promoveu a 

compactação da estrutura, conduzindo a formação de um filme menos poroso quando 
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comparado com as celuloses nanofibriladas (Figura 24a,b) em virtude da sobreposição das 

fibras durante a evaporação da água contida na suspensão.  

A estrutura do filme HS40HA40S20 aparenta ser menos homogênea quando comparadas 

com as demais apresentando aglomerados provavelmente relacionados com as estruturas 

proteicas (Figura 25c). Entretanto o filme de celulose obtida em meio alternativo 

CM40HA40S20, composto pela mesma quantidade de proteína do HA apresenta aspecto mais 

homogêneo quando comparado com os demais (Figura 25d). 

 

5.3.3 Análise térmica (ATG) 

 

 Os perfis termogravimétricos dos diferentes filmes estudados são apresentados nas 

Figuras 26 e 27. E as derivadas termogravimétricas são apresentadas nas Figuras 28 e 29. Na 

Tabela 7 são apresentadas as temperaturas iniciais (Ti), máximas (Tmax - pico de DTG) e finais 

(Tf) de degradação. 

 

Tabela 7 - Perda de massa, picos de DTG e teor de cinzas dos filmes e controles 

Material 

  
Perda de massa de 

celulose 

Tmax - Pico de 

DTG ( °C) 

Cinzas 

(%) 
Quantida

de de 

Celulose 

(%) 

Ti ( °C) 
Tf ( 

°C) 

Perda 

de 

massa 

de Ti a 

Tf (%) 

Compostos 

Controle 
CB-HS 100 287 374 50,33 342 18,61 

CB-CM 100 326 388 53,2 355 26,12 

CBNF-HS 100 251 369 51,41 333 22,55 

CBNF-CM 100 245 363 52 326 27,03 

Sorbitol 0 234 386 96,95 303/365 0 

Glicerol 0 87-200* 310* - - ~15* 

Hidrolisado (HA) 0 129 415 61,18 147/312 26,82 

Filmes  

apenas com 

plastificante 

HS67S33 ~67 221 366 60,81 330/274/231 16,07 

HS67G33 ~67 172 363 61,77 333/239/201 18,45 

CM67S33 ~67 185 365 64,85 274/332 16,07 

Filmes 

antioxidantes 
HS40HA40S20 40 206 340 43,55 314/255/145 17,98 

CM40HA40S20 40 256 378 54,12 347/287 21,55 

*faixa de valores obtida após análise dos seguintes trabalhos: Ciriminna et al., 2014; Yunos et 

al., 2011; Cerqueira et al., 2012 e Chagas (2006). 
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O perfil termogravimétrico dos filmes de CB-HS, CB-CM, CBNF-HS e CBNF-CM 

exibem similaridades entre si e características típicas de perfis de CB relatados na literatura 

(CAMPANO et al., 2016). As temperaturas Ti, Tmax e Tf dos filmes CBNF-HS e CBNF-CM 

são inferiores quando comparadas com as celuloses controle não oxidadas CB-HS e CB-CM, 

respectivamente. Tal perda de estabilidade foi observada em trabalhos e relaciona-se com o 

tratamento de oxidação mediada a TEMPO (FUKUZUMI et al., 2009; FUKUZUMI et al., 

2010). 

 

Figura 26 - Perfis de degradação térmica: Celuloses não tratadas, (b) Celuloses 

nanofibriladas, (c) Efeito da adição dos plastificantes sorbitol e glicerol em CBNF-HS 

(d) Efeito da adição de sorbitol e hidrolisado em CBNF-HS 

 

Comparando as celuloses não tratadas observa-se que a CB-CM se destaca como 

sendo um material termicamente mais estável (Figura 26a e 28a), entretanto isso não 

influenciou a estabilidade da suspensão de nanofibras obtidas com esse material (Figura 26b e 

28b).  
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Figura 27 - Perfis de degradação térmica: (a) Efeito da adição do sorbitol e hidrolisado 

em CBNF-CM, (b) Efeito do tipo de CBNF no filme antioxidante com 20% de sorbitol, 

(c) Componentes do filme HS40HA40S20 separadamente 

 

 

O teor de cinzas dos dois tipos de CBNF são maiores quando comparados com as 

celuloses não tratadas, evidenciado a inserção de carboxilato de sódio na estrutura da celulose 

durante a reação de oxidação mediada a TEMPO. Embora as duas amostras de celulose 

tenham sido tratadas em condições reacionais semelhantes, possíveis diferenças na estrutura 

original do material podem ter conduzido a uma mudança nas características finais da 

suspensão. De fato, o filme de CBNF-CM é um pouco menos estável que o filme de CBNF-

HS uma vez que a Ti reduz de 234 °C para 230 °C e o pico de DTG de 333 °C a 326 °C. Além 

disso, a CBNF-CM contém uma quantidade maior de cinzas que pode estar relacionada a um 

maior grau de oxidação deste material. 

 



79 

 

Figura 28 - Derivadas termogravimétricas: (a) Celuloses não tratadas, (b) Celuloses 

nanofibriladas, (c) Efeito da adição dos plastificantes sorbitol e glicerol em CBNF-HS 

(d) Efeito da adição de sorbitol e hidrolisado em CBNF-HS 

 

 

Após a adição do hidrolisado (HA) no filme HS67S33 há uma redução na estabilidade 

térmica quando comparado com os controles (CBNF-HS e sorbitol) (Figura 20d e 22d). O HA 

apresenta menor Ti (129 °C) quando comparado com os outros materiais isolados e 

influenciou de forma mais expressiva na estabilidade do filme compósito. Ainda assim o 

filme antioxidante HS40HA40S20 exibe alta estabilidade (Ti de 206 °C) podendo assim ser 

aplicado como revestimento em produtos que não venham a sofrer tratamento posterior em 

altas temperaturas. Filmes antioxidantes geralmente são aplicados em alimentos cárneos 

(processados ou não) ou amêndoas (KARRE et al., 2013) como tecnologia final, dispensando 

um tratamento posterior. 
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Figura 29 - Derivadas termogravimétricas: (a) Efeito do sorbitol e hidrolisado em 

CBNF-CM, (b) Efeito do tipo de CBNF no filme antioxidante com 50% de sorbitol, (c) 

Componentes do filme HS40HA40S20 separadamente 

 

 

Não houve redução da estabilidade térmica do filme composto por celulose 

nanofibriada alternativa (CBNF-CM) após adição do hidrolisado (Figura 21a e 23a). A 

substituição do tipo de CBNF na composição do filme antioxidante não comprometeu as 

propriedades térmicas destacando-se o fato que o filme com CBNF alternativa apresenta 

melhor estabilidade (Figura 21b e 23b). Fukuzumi et al. (2009) e Fukuzumi et al. (2010) 

observaram que filmes puros de nanofibras de celulose TEMPO-oxidadas apresentam Ti na 

faixa de 200 °C a 222 °C. Neste trabalho os filmes de CBNF obtidos apresentam valores 

dentro dessa faixa (Ti=215 °C e Ti=216 °C para CBNF-HS e CBNF-CM respectivamente). 

Os filmes antioxidantes deste trabalho apresentam Ti=206 e Ti=256 para HS40HA40S20 e 

CM40HA40S20 respectivamente, sendo o filme com CBNF de meio alternativo superior. 
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5.3.4 Propriedades mecânicas e Raios-X 

 

 Alguns filmes foram selecionados para avaliação de três propriedades mecânicas, (E = 

Módulo de Young ou Módulo de elasticidade, = tensão,  = elongação na ruptura) todos 

plastificadosna proporção de 50% em massa relativa a quantidade de CBNF. Os filmes 

controles CB-HS, CBNF-HS, CB-CM e CBNF-CM são quebradiços o que impossibilitou 

uma possível análise. As propriedades mecânicas são apresentadas na Tabela 8 

 

Tabela 8 - Propriedades mecânicas (E = Módulo de Young (Módulo de elasticidade), = 

tensão,  = elongação na ruptura) e índice de cristalinidade - IC (%) dos filmes. 

Difratômetros em APÊNDICE D. 

Filme E (GPa)  (MPa)  (%) IC (%) 

Filmes 

controle 

CB-HS * 88,55 

CBNF-HS ** 84,85 

CB-CM * 80,56 

CBNF-CM ** 85,24 

Filmes 

apenas com 

plastificantes 

HS67S33 1,42a ± 0,13 87,04a ± 12,70 12,47a ± 1,87 82,01 

HS67G33 1,02b ± 0,11 78,43a ± 10,02 17,11b ± 2,29 83,23 

CM67S33 n.d n.d n.d 84,16 

CM67G33 n.d n.d n.d 82,80 

HS40HA40S20 0,57c ± 0,05 26,27b ± 3,75 9,60a ± 1,09 75,75 

Filmes 

antioxidantes 

CM40HA40S20 0,50c± 0,07 45,72c ± 7,71 30,40c ± 7,49 82,15 

HS50HA25S25 0,86d ± 0,25 34,51c ± 8,43 10,55a ± 5,19 81,29 

CM50HA25S25 n.d n.d n.d 78,32 

HS33HA50S14 n.d n.d n.d 78,04 

HS29HA57S17 n.d n.d n.d 75,16 

 Letras iguais sobrescritas na coluna não diferem significativamente (< 0,1). 
* - Filmes quebradiços após corte do corpo de prova impossibilitaram o ensaio 
**- Filmes quebradiços ao manuseio impossibilitaram o ensaio 

n.d - propriedades não determinadas 

 

. A tensão máxima coincidiu com a tensão de ruptura para todas as amostras analisadas. 

Comparando os filmes de CBNF plastificados, observa-se que embora o filme com glicerol 

promova um maior poder plastificante (já que a elongação é ~37% superior), o módulo de 

Young é ~28% menor. Os dois filmes (HS67S33 e HS67G33) não diferem estatisticamente 
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quanto à tensão apresentando valor médio de ~82 MPa. Ganiari et al. (2017) menciona que a 

adição de agentes plastificantes a filmes comestíveis é necessária para superar a fragilidade do 

filme causada pelas altas forças intermoleculares. Plastificantes como o glicerol reduzem 

essas forças aumentando assim a mobilidade das cadeias poliméricas, melhorando assim a 

flexibilidade e a extensibilidade. 

Tais filmes apresentam maior tensão quando comparados com outros filmes estudados 

como: polietileno (PAIVA et al., 2006), alginato/CNF (DEEPA et al., 2016), amido 

(MORENO et al., 2015; PIÑEROS et al., 2017; YUNOS et al., 2011), carragenana 

(FARHAN e HANI, 2007), e gelatina de pele de pescado (TONGNUANCHAN et al., 2015; 

TONGNUANCHAN et al., 2012). 

Após a adição do hidrolisado nos filmes de CBNF-HS houve uma redução no módulo 

de elasticidade em ~60% e tensão em ~70%, mantendo a elongação sem diferença 

significativa. O filme com hidrolisado e CBNF-CM destaca-se por apresentar maior tensão 

(~74% superior) e elongação (~216% superior) quando comparado com o filme de meio 

sintético (HS40HA40S20). Tal melhora pode estar relacionada com modificações na 

organização estrutural promovida pela CBNF-CM, direcionando a um aumento no efeito 

plastificante e resistência. 

Com relação ao filme antioxidante contendo uma quantidade 50% menor de HA 

(HS50HA25S25) foram observadas melhoras naspropriedades saber: um aumento de ~50% no 

módulo de Young e de ~31% na tensão quando comparado com o filme com maior 

quantidade de HA (HS40HA40S20). 

Comparando os valores de tensão com a literatura observa-se que o filme antioxidante 

de meio alternativo (CM40HA40S20) apresenta maior valor do que filmes de polietileno, 

quitosana, amilose, amilopectina, PCL (Policaprolactona), PHB (Poli-3-hidroxibutirato) e 

PHBV (Poli-hidróxibutirato-co-valerato) (PAIVA e MORALES et al., 2006; ROSA et al., 

2001; SONI et al., 2016; CERQUEIRA et al., 2012; RINDLAV et al., 1998). 

A literatura mostra resultados divergentes quando estuda a incorporação de proteínas 

ou peptídeos em filmes poliméricos. Em alguns trabalhos a adição de proteínas contribui para 

uma redução na resistência devido às baixas propriedades coesivas do tipode polímero 

utilizado (PEI et al., 2013; FERREIRA et al., 2009). Entretanto, peptídeos podem também 

exibir efeito plastificante (NUANMANO et al., 2015), fato não observado nesse trabalho. De 

acordo com Han e Gennadios (2005) filmes com tensão 10-100 MPa e elongação 10-100% 

são classificados como filmes bons para essas propriedades. 
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As propriedades mecânicas de compósitos/filmes poliméricos variam bastante em 

função do tipo ou quantidade de polímero (PORTO et al., 2007; CHAMBI et al., 2011), 

plastificante (YUNOS et al., 2009; NUR HANANI et al., 2013; CAO et al., 2009), agente 

reticulante (PORTO et al., 2007), material de reforço (SONI et al., 2016; DEEPA et al.,2016; 

BILBAO et al., 2011), substância funcional (MORENO et al., 2015; KRISTO et al.,2008) ou 

tipo de tratamento químico ou físico (RODIONOVA et al., 2012). 

Fukuzumi et al. (2009) verificou que filmes de CBNF apresentam tensão, módulo de 

elasticidade e elongação na faixa de 222-233 MPa, 6,2 a 6,9 GPa e 7 a 7,6% respectivamente 

em função do tipo de celulose vegetal processada. Comparando com este trabalho apenas na 

elongação obteve-se valores superiores, provavelmente devido a presença dos plastificantes 

nos filmes. Rivero et al. (2010) observaram em filmes de gelatina que a tensão é reduzida e a 

elongação aumentada com o aumento da quantidade de glicerol nesse filme. O Módulo de 

Young pode variar bastante em função principalmente do tipo de polímero estudado 

(KRISTO et al., 2008; DEEPA et al., 2016; PIÑEROS et al., 2017; FARHAN et al., 2017; 

YUNOS et al., 2011; MORENO et al.,2015; SYVERUD et al., 2009; CSISZÁR et al., 2017; 

MARINELLI et al., 2008; SANCHEZ et al., 2010; TONGNUANCHAN et al., 2015; 

TONGNUANCHAN et al., 2012; CAO et al., 2009; PORTO 2007; CARVALHO et al., 

2004; CHAMBI et al., 2011; BILBAO et al., 2011; RODIONOVA et al., 2012; ROSA et al., 

2001; PAIVA et al., 2006; CERQUEIRA et al., 2012). 

A incorporação de nanofibras de celulose são frequentemente relatadas como uma 

forma de melhorar as propriedades mecânicas de filmes poliméricos não celulósicos ou 

celulósicos (DEEPA et al., 2016) devido as características intrínsecas deste material 

(RODIONOVA et al., 2012). Filmes com menor quantidade de CBNF podem apresentar 

propriedades mecânicas reduzidas quando comparados com outros com maior quantidade de 

CBNF. Neste trabalho a CBNF foi o material que mais contribuiu para a manutenção das 

propriedades mecânicas do compósito antioxidante. 

Com relação ao índice de cristalinidade (IC), todos os filmes apresentam alta 

cristalinidade, característica típica da presença de celulose bacteriana (CAMPANO et al., 

2016). A fração cristalina da celulose é pouco afetada pela oxidação mediada a TEMPO o que 

explica essas pequenas diferenças quando compara-se as celuloses não tratadas com as 

celuloses nanofibriladas de ambos os meios (SAITO e ISOGAI, 2004). 
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No filme HS40HA40S20 houve uma redução no IC de ~83% para ~75%, quando 

comparado com os seus controles (HS67S33 e CBNF-HS) e no filme CM40HA40S20 essa 

redução foi menos expressiva (~84% para ~82%).  

Filmes de gelatina apresentam baixa cristalinidade (KI et al., 2005) e hidrolisados de 

gelatina mantém essa característica devido à sua organização estrutural. Hidrolisados perdem 

a capacidade de gelificação devido à quebra das ligações peptídicas e redução do 

comprimento das cadeias (ZHONGKAI et al., 2006). Os plastificantes estudados (sorbitol ou 

glicerol) não influenciaram na cristalinidade dos filmes de CBNF-HS que apresentaram valor 

médio de ~83%. 

 

5.3.5 Solubilidade, Permeabilidade ao vapor de água (PVA) e Ângulo de contato 

 

 Na Tabela 9 são apresentados os resultados para solubilidade e PVA dos diferentes 

filmes estudados. O filme plastificado HS67S33 apresenta solubilidade próxima à quantidade 

de sorbitol adicionada no filme, indicando que o mesmo foi completamente solubilizado 

durante o ensaio. Comportamento semelhante foi observado quando o hidrolisado (HA) foi 

adicionado no filme contendo sorbitol. A solubilidade desse filme foi semelhante à soma da 

quantidade de sorbitol e HA adicionada. Defato, o sorbitol e o hidrolisado de gelatina são 

compostos solúveis em água. 

O filme antioxidante composto por CBNF de meio alternativo (CM40HA40S20) 

apresentou uma solubilidade superior (~78%) quando comparado com o filme de meio 

sintético HS40HA40S20 (~60%) devido a presença da CBNF-CM. Nesses filmes sem HA 

observa-se esse aumento na solubilidade (de ~34 para ~69) sugerindo que o aumento nessas 

solubilidades estejam relacionados com a presença da CBNF-CM.  

Deepa et al. (2016) mencionam que a intensidade das ligações de hidrogênio entre os 

componentes de um compósito pode influenciar a solubilidade e resistência a água.Em geral a 

celulose oxidada a TEMPO pode apresentar solubilidade que varia em função do grau de 

oxidação não sendo possível obter um material completamente solúvel (SAITO e ISOGAI, 

2004).   
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Tabela 9 - Permeabilidade ao vapor de água (PVA) e solubilidade dos filmes 

antioxidantes e controles 

Filme Solubilidade (%) PVA (g.mm/kPa.h.m²) 

Filmes 

controle 

CB-HS 0,00
e
 ± 0,00 0,72

a
 ± 0,08 

CB-CM 0,00
e
± 0,00 n.d 

CBNF-HS 0,00
e
 ± 0,00 0,48

b
 ± 0,03 

CBNF-CM 69,12
a
 ± 4,10 * 

Filmes apenas 

com 

plastificantes 

HS67S33 34,68
c
 ± 6,10 0,93

ac
 ± 0,08 

HS67G33 69,58
ab

 ± 5,95 1,00
cd

 ± 0,12 

CM67S33 46,03
c
 ± 3,10 n.d 

Filmes 

antoxidantes 

HS40HA40S20 59,54
d
 ± 3,50 1,54

e
 ± 0,08 

CM40HA40S20 78,46
ab

 ± 7,00 1,58
e
 ± 0,14 

HS50HA25S25 58,92
d
 ± 4,54 1,17

d
 ± 0,09 

HS33HA50S17 77,44
ab

 ± 4,28 n.d 

HS29HA57S14 84,32
b
 ± 6,02 n.d 

Letras iguais sobrescritas na coluna não diferem significativamente (< 0,1). 

* - filme quebradiço impossibilitou a análise 

n.d - não determinado 

 

A permeabilidade ao vapor de água (PVA) do filme de CB-HS é superior quando 

comparada com o filme de CBNF-HS, indicando que a desconstrução mecânica aliada à 

secagem foi eficiente para na formação de uma matriz menos permeável a água 

provavelmente devido a uma redução na porosidade. A literatura mostra que filmes de CB 

obtidos por cultivo estático tem alta porosidade (ASHJARAN et al., 2013; ESA et al., 2014).  

Observa-se também um aumento de ~100% na PVA quando sorbitol ou glicerol são 

adicionados no filme de CBNF-HS, uma vez que tais plastificantes são bastante 

hidrofílicos(NUANMANO et al., 2015). Tais plastificantes apresentam alta capacidade de 

interagirem com água por ligações de hidrogênio devido a presença de várias hidroxilas em 

sua estrutura. Além disso, devido a baixamassa molecular, eles podem se dispersar facilmente 

entre as cadeias de celulose contribuindo assim para um aumento da adsorção, difusão e 

retenção de água aumentando assim os valores de PVA (SALGADO et al., 2011; 

SOTHORNVIT et al., 2000). Tal resultado é amplamente observado na literatura quando se 

estuda a incorporação desses plastificantes em diversos tipos de polímeros (CSISZÁR et al., 

2017; THOMAZINE et al., 2006; FARHAN e HANI, 2017; NUANMANO et al., 2015). 
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Ganiari et al. (2017) menciona que filmes plastificados com sorbitol tem a permeabilidade ao 

vapor de água (PVA) afetada devido a redução nas forças intermoleculares. De forma geral ao 

se incorporar substâncias hidrofílicas há um aumento na PVA. Entretanto, Dicastillo et al. 

(2012) considera que para o caso do ácido ascórbico e ferúlico, a alta alfinidade desses 

compostos com a água direciona a uma redução na PVA. 

Após a adição do hidrolisado no filme com sorbitol (HS40HA40S20) observa-se um 

aumento de ~230% e ~100% na PVA quando se compara com os filmes controle (CBNF-HS 

e HS67S33). Na formulação com uma quantidade menor de hidrolisado (HS50HA25S25)a PVA 

foi reduzida em 24%. 

A literatura menciona que proteínas e seus derivados, principalmente peptídeos de 

baixamassa molecular apresentam características hidrofílicas e capacidade de retenção de 

água já que contém grupos polares (–COOH, –NH2 e –OH) em suas estruturas químicas.  

O aumento da PVA, em função da presença de proteínas em filmes poliméricos, foi 

observado na literatura por Ferreira et al. (2009) ao estudar filmes de quitosana e por 

Hermansyah et al. (2013) em filmes de gelatina. Chen et al. (2013) observaram um aumento 

da capacidade de reidratação de filmes de CB incorporados de gelatina hidrolisada. Com 

relação ao tipo de celulose, a substituição de CBNF-HS por CBNF-CM não afetou a PVA dos 

filmes antioxidantes na formulação testada.  

Na literatura a PVA de compósitos poliméricos varia bastante em função do tipo de 

polímero (APÊNDCE M). Polímeros naturais tendem a apresentar maior PVA quando 

comparados com polímeros sintéticos. Filmes com PVA na faixa de 0,041 a 0,41 

g.mm/kPa.h.m² são considerados filmes de alta permeabilidade (HAN et al., 2005). A PVA 

dos filmes antioxidantes desde trabalho é aceitável (valor igual ou inferior) quando 

comparados com outros polímeros estudados. 

Filmes plastificados com sorbitol tem PVA variando bastante em função da matriz 

embora a maioria dos trabalhos reportam valores inferiores a ~4 g.mm/kPa.h.m². A PVA de 

filmes de gelatina pode ser reduzida ou aumentada dependendo da quantidade de glicerol 

adicionada no filme (RIVERO et al., 2010). Avena et al. (2006) observaram que filmes de 

gelatina não plastificados apresentam PVA na faixa de 0,63 a 1,88 g.mm/kPa.h.m² em função 

do tipo de gelatina. Os filmes de gelatina de menor PVA são menos hidrofílicos uma vez que 

apresentam quantidades menores de prolina e hidroxiprolina quando comparadas com os 

filmes de maior PVA. Em filmes de gelatina plastificados, Santos et al. (2014) observaram 

uma PVA de 2,2 a 2,5 g.mm/kPa.h.m e Hanani et al. (2013) uma PVA de 1,66 a 1,95 
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g.mm/kPa.h.m² em filmes com glicerol. Entretanto Thomazine et al. (2006) observaram 

valores menores (0,53 a 0,66 g.mm/kPa.h.m²) quando plastificados com sorbitol. Filmes de 

gelatina hidrolisada de pescado e glicerol tem valor de PVA próximo ao mesmo filme com 

gelatina não hidrolisada confirmando a proximidade desses dois tipos de materiais para essa 

propriedade (HOQUE et al., 2011). 

Com relação às análises de ângulo de contato (Figuras 30 e 31), os ângulos medidos 

ficaram abaixo de 90 ° poucos segundos após o depósito da gota. Após o depósito da gota em 

superfícies poliméricas ângulos abaixo de 90 ° indicam hidrofílicidade quando usa-se água na 

análise (ALBUQUERQUE et al., 2017). 

O filme de CB-HS apresenta valores de ângulo de contato próximos ao filme de CBNF 

(Figura 30a). Com relação a adição de sorbitol ou glicerol no filme de CBNF-HS, houve um 

aumento no ângulo de contato (Figura 30b). Embora tal resultado sugira que os filmes 

plastificados sejam superficialmente mais hidrofóbicos, tal fato não concorda com alguns 

trabalhos onde observa-se que plastificantes hidrofílicos tendem a aumentar a hidrofilicidade 

de filmes poliméricos pelos motivos já explicados na sessão de PVA. Entretanto alguns 

autores observaram que a adição de plastificantes pode tornar o filme mais hidrofóbico devido 

a redução na quantidade de hidroxilas disponíveis do polímero, uma vez que o plastificante 

tem alta afinidade com elas (CAO et al., 2018; WANG et al., 2014) 

Outro aspecto é que oespalhamento da gota na superfície não é influenciado 

unicamente pela estrutura química, mas pela porosidade e estrutura organizacional do 

polímero. A gota formada nem sempre permanece na superfície do filme uma vez que filmes 

poliméricos podem sofrer inchamento com a penetração de água na estrutura e filmes de 

nanofibras de celulose apresentam essa capacidade (CERQUEIRA et al., 2016; CHEN et al., 

1999; BERENS e HOPFENBERG et al., 1978; RITGER e PEPPAS, 1987; UETANI et al., 

2012). Filmes com plastificantes podem ser menos porosos uma vez que tais substâncias se 

acomodam entre as cadeias de celulose preenchendo os espaços vazios. 
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Figura 30 - Ângulo de contato: (a) CB, CBNF-HS e HS67S33, (b) Filmes de CBNF-HS 

plastificados com glicerol ou sorbitol, (c) Efeito do hidrolisado no filme de HS67HA33,(d) 

Efeito do HA no filme CM67HA33.  

 

Dados de ângulo de contato para o filme de CBNF-CM não plastificado não pode ser obtido 

devido a sua superfície irregular. 

 

Com relação a adição do hidrolisado, não houve diferença significativa nos ângulos 

quando comparados com os filmes controle (apenas com plastificantes) tanto no filme com 

CBNF de meio sintético como no filme com CBNF de meio CM (Figura 30c,d).Variando a 

quantidade de hidrolisado no filme com sorbitol observa-se que o filme HS40HA40S20 é menos 

hidrofílico que os demais (Figura 31c). 

Comparando os filmes de diferentes celuloses plastificados com sorbitol observa-se 

que o filme com CBNF-CM é mais hidrofílico superficialmente (Figura 31a). O mesmo 

acontece nesses filmes após a adição do hidrolisado onde o filme CM40HA40S20 é mais 

hidrofílico (Figura 31b).  
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Figura 31 - Ângulo de contato: (a) Efeito do tipo de CBNF nos filmescom sorbitol, (b) 

Efeito do tipo de CBNF nos filmes com HA e sorbitol, (c) Efeito da quantidade de HA 

nofilme HS67HA33.  

 

 

 

A análise termogravimétrica das suspensões sugere que a CBNF-CM tenha um grau de 

oxidação um pouco superior o que pode explicar a maior hidrofilicidade desse material. A 

estabilidade térmica e a cristalinidade dos matériais originais CB-HS e CB-CM são diferentes 

e deram origem a materiais com diferentes graus de oxidação. 

Na literatura os ângulos de contato de diversos polímeros são na maioria dos casos 

menores que 90° exceto quando se adicionam substâncias hidrofóbicas contendo óleos por 

exemplo. Os valores variam bastante dependendo do tipo de polímero: amido (39° a 53°), 

Galactomanana (68°), CB carboximetilada (8°), CB (41° a 85°), CB fibrilada (11°), 

CB/arabinogalactana/xiloglucana (42° a 70°), CB/lecitina (58° a 70°) (LUCYSZYN et 
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al.2016; PIÑEROS et al., 2017; ALBUQUERQUE et al., 2017; LIN et al., 2015; SANTOS et 

al., 2015; ZHANG et al., 2015). O tipo de peptídeo incorporado em uma matriz polimérica 

pode reduzir a hidrofilicidade do filme (ALBUQUERQUE et al., 2017), em contraponto com 

o presente trabalho. 

 

5.3.6 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

 

Os espectros são apresentados nas Figuras 32 e 33 

 

Figura 32 - Espectros de FTIR - 400 a 4000 cm
-1

 

 

 

 

Todos os espectros exibem bandas referentes a vibrações típicas naturalmente 

presentes na celulose (Figura 32) a saber: alongamento da ligação O-H (3345 cm
-1

), 

alongamento assimétrico de CH2 (2920 cm
-1

 to 2850 cm
-1

), deformação angular assimétrica de 

ligação C-H (1426 cm
-1

), deformação angular simétrica de ligação C-H (1360 cm
-1

 to 1378 

cm
-1

), alongamento assimétrico de ligação glicosídica C-O-C (1160 cm
-1

), alongamento de 



91 

 

ligações C-OH e C-C-OH de alcool primário e secundário respectivamente (1107 cm
-1

 and 

1055 cm
-1

), flexão de ligação C-H ou alongamento de CH2 (900 cm
-1

), e flexão fora do plano 

de O-H (665 cm
-1

) (GEA et al., 2011). 

Foram observadas nos filmes com hidrolisado bandas no intervalo de 

aproximadamente 1700–1500 cm
-1

 referentes a nitrogênio e estruturas proteicas (alongamento 

de C=O em amidas tipo I (1632 cm
-1

) e deformação angular em amidas tipo II (1540 cm
-1

). A 

banda 1604 cm
-1

 (alongamento de C=O em COO-Na) no filme CM67S33é ligeiramente mais 

intensa do que nos demais provavelmente devido a maior quantidade de CBNF no filme ou ao 

um maior grau de oxidação desse material (WU et al., 2017). 

 

Figura 33 - Espectros de FTIR - 1300 a 1900 cm
-1

 

 

 

5.3.7 Cor e transparência 

 

 Na Tabela 10 são apresentados os resultados da análise de cor e transparência de 

alguns filmes. 
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Tabela 10 - Cor e transparência de alguns filmes antioxidantes e controles 

Filmes 
Transparência Cor 

n/a L* a* b* 

CB-HS 0,31ª± 0,02 89,71
ab 

± 0,2 4,93
ab

± 0,04 7,15ª± 0,22 

CBNF-HS 0,18
b
± 0,00 90,39

a
 ± 0,01 4,73

ac
 ± 0,08 6,73ª ± 0,43 

HS67S33 0,62
c 
± 0,01 90,12

a 
± 0,36 4,56

c
± 0,08 7,28ª± 1,08 

CM67S333 0,83
d 
± 0,02 90,03

a 
± 0,12 4,24

d
± 0,07 6,93ª± 0,51 

HS40HA40S20 1,02
e
± 0,02 88,99

b
± 0,82 5,05

b
± 0,23 10,69

b
± 2,57 

CM40HA40S20 1,00
e
± 0,03 87,74

c
± 1,03 4,76

a
± 0,11 12,33

b
± 1,86 

Letras iguais sobrescritas na coluna não diferem significativamente (< 0,05) 

 

Os filmes plastificados HS67S33 e CM67S33 assim como os filmes com hidrolisado 

(HS40HA40S20 e CM40HA40S20) apresentaram maior transparência quando comparados com o 

filme controle (BCNF-HS) provavelmente devido a menor quantidade de celulose presente 

nesses filmes. O filme de CBNF puro apresenta baixa transparência (0,18) quando comparado 

com os demais. Nos filmes plastificados, o sorbitol se insere entre os espaços vazios das fibras de 

celulose influenciando diretamente na reflexão da luz, conduzindo a um aumento na 

transparência do filme. Os filmes HS40HA40S20 e CM40HA40S20 não diferem estatisticamente 

quanto à transparência, sendo mais transparentes que os filmes controles HS67S33 e CM67S33. 

Com relação à cor, os filmes antioxidantes apresentaram maior valor no parâmetro b* 

(faixa de azul a amarelo) e por isso são mais amarelados quando comparados com os outros 

filmes sem HA. Com relação aos parâmetros L* (luminosidade) e a* (faixa de verde a 

vermelho) os filmes apresentam valores próximos. O hidrolisado conferiu mudança de cor 

devido à presença de impurezas lipídicas, pigmentos, caramelização de açucares e reação de 

Maillard (SAMARANAYAKA et al., 2011). A reação de Maillard confere uma cor 

amarelado/creme ao hidrolisado devido a formação de melanoidinas oriundas da reação entre 

grupos carbonila de compostos resultantes de oxidação lipídica (aldeídos e cetonas) e grupos 

amino de aminoácidos ou peptídeos livres (SCHMID et al., 2013). 

Os valores de luminosidade (L*) estão próximos a outros trabalhos que estudaram 

filmes poliméricos e observaram valores variando de 75 a 95 em filmes compósitos de: 

gelatina/açúcares (HAZAVEH et al., 2015); alginato (RHIM et al., 2014), carragenana 

(FARHAN e HANI et al., 2017); hidrolisados de plasma bovino/proteína de soja isolada 

(SALGADO et al., 2011); quitosana/extrato aquoso de chá verde (SIRIPATRAWAN et 
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al.,2010) e gelatina/lactose/glicerol (ETXABIDE et al., 2015). O filme HS40HA40S20 não 

apresenta comprometimento visual que o impeça uma possível aplicação.O hidrolisado deste 

estudo apresenta a vantagem de não ter capacidade de interferir na cor do produto final como 

acontece com muitos outros antioxidantes naturais já estudados (KARRE et al., 2013). 

 

5.3.8 Citotoxicidade in vitro 

 

 Neste trabalho os filmes antioxidantes e seus componentes analisados de forma 

separada (CBNF, sorbitol e hidrolisado) não afetaram o desenvolvimento das células CACO-2 

nos dois tempos analisados e indicam que os filmes desenvolvidos neste trabalho são seguros 

em termos toxicológicos (Figura 34). 

A biocompatibilidade de diferentes materiais é frequentemente avaliada utilizando 

metodologias in vitro onde se mede a viabilidade celular através da avaliação da atividade 

metabólica, grau de proliferação ou taxa de morte de células animais em contato com as 

amostras a serem investigadas em tempos pré-definidos(GOSSLAU, 2017). No método que 

utiliza o corante Resazurina, células ativas em desenvolvimento metabólico normal reduzem a 

rezazurina não fluorescente em resofurina, um pigmento fluorescente. Considera-se que a 

quantidade de resofurina produzida é proporcional ao número de células viáveis (NOCIARI et 

al., 1998). Embora trabalhos já indiquem que a celulose nanofibrilada não apresente 

toxicidade, alguns autores consideram que os estudos devam avançar em número antes de 

uma conclusão definitiva (LAVOINE et al., 2012). 
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Figura 34 - Viabilidade celular dos filmes de CBNF e controles 

 

 

5.4 Ensaios de Liberação de proteínas dos filmes antioxidantes  

5.4.1 Perfis de liberação 

 

 Os perfis de liberação a 25 °C são apresentados nas Figuras 35, 36, 37 e 38 e os perfis 

a 4 °C nas Figuras 39, 40, 41 e 42 para cada fluido separadamente. A quantidade de proteína 

liberada em 20 minutos e em 3 horas são apresentadas nas Tabelas (11, 12, 13 e 14). O tempo 

no qual é liberado 50% da massa (t50) contida nos filmes é apresentado na Tabela 15. 
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Figura 35 – Perfis de liberação em água a 25 °C - Efeito da quantidade de hidrolisado no 

filme de CBNF-HS, HA e sorbitol 

 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

Figura 36 – Perfis de liberação em ácido acético 3% (v/v) a 25 °C - Efeito da quantidade 

de hidrolisado no filme de CBNF-HS, HA e sorbitol 

 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 
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Figura 37 – Perfis de liberação em Etanol 10% (v/v) a 25 °C - Efeito da quantidade de 

hidrolisado no filme de CBNF-HS, HA e sorbitol 

 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

Figura 38 – Perfis de liberação em Etanol 50% (v/v) a 25 °C - Efeito da quantidade de 

hidrolisado no filme de CBNF-HS, HA e sorbitol 

 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 
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Figura 39 – Perfis de liberação em água a 4 °C - Efeito da quantidade de hidrolisado no 

filme de CBNF-HS, HA e sorbitol 

 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

Figura 40 – Perfis de liberação em ácido acético 3% (v/v) a 4 °C - Efeito da quantidade 

de hidrolisado no filme de CBNF-HS, HA e sorbitol 

 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 
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Figura 41 – Perfis de liberação em etanol 10% (v/v) a 4 °C - Efeito da quantidade de 

hidrolisado no filme de CBNF-HS, HA e sorbitol 

 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

Figura 42 – Perfis de liberação em etanol 50% (v/v) a 4 °C - Efeito da quantidade de 

hidrolisado no filme de CBNF-HS, HA e sorbitol 

 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 
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Tabela 11 - Quantidade de proteína liberada dos filmes antioxidantes de CBNF-HS, HA 

e sorbitol após 20 minutos a 25 °C 

Fluido 
Quantidade liberada (%) - Ensaio a 25 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água Deionizada 85,46 ± 5,49 81,33 ± 2,59 70,14 ± 13,93 65,40 ± 12,94 

Ácido acético 3% (v/v) 76,72  ± 1,86 87,53  ± 7,06 79,72 ± 10,30 78,45 ± 12,59 

Etanol 10% (v/v) 88,14  ± 9,04 79,47  ± 5,58 64,42 ± 7,15 59,84 ± 6,30 

Etanol 50% (v/v) 70,23  ± 6,95 80,21  ± 9,6 64,95 ± 13,00 58,29 ± 10,00 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

Tabela 12 - Quantidade de proteína liberada dos filmes antioxidantes de CBNF-HS, HA 

e sorbitol após 20 minutos a 4 °C 

Fluido 
Quantidade liberada (%) - Ensaio a 4 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água Deionizada 89,34 ± 5,44 83,94 ± 13,13 73,79 ± 7,28 86,00 ± 8,89 

Ácido acético 3% (v/v) 87,84 ± 4,34 65,16 ± 11,13 71,88 ± 11,71 71,08 ± 8,79 

Etanol 10% (v/v) 75,33 ± 5,33 76,97 ± 15,11 68,88 ± 23,17 77,34 ± 7,73 

Etanol 50% (v/v) 52,54 ± 4,28 67,03 ± 24,84 47,51 ± 3,95 35,78 ± 9,66 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

Tabela 13 - Quantidade de proteína liberada dos filmes de CBNF-HS, HA e sorbitol no 

tempo final (3 horas) a 25 °C 

Fluido 
Quantidade liberada (%) - Ensaio a 25 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água Deionizada 99,63 ± 0,65 98,62 ± 1,59 95,80 ± 4,55 98,42 ± 1,4 

Ácido acético 3% (v/v) 98,83 ± 1,49 99,07 ± 0,88 95,16 ± 8,38 98,75 ± 2,17 

Etanol 10% (v/v) 100,00 ± 1,50 99,94 ± 0,11 93,58 ± 1,67 100,00 ± 1,50 

Etanol 50% (v/v) 97,87 ± 2,52 97,81 ± 3,18 79,93 ± 5,87 97,91 ± 3,59 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 
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Tabela 14 - Quantidade de proteína liberada dos filmes de CBNF-HS, HA e sorbitol no 

tempo final (3 horas) a 4 °C 

Fluido/ HA % 
Quantidade liberada (%) - Ensaio a 4 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água Deionizada 98,74 ± 2,19 94,26 ± 3,00 97,72 ± 2,68 98,99 ± 1,74 

Ácido acético 3% (v/v) 91,90 ± 8,44 99,21 ± 1,06 95,34 ± 8,07 88,12 ± 11, 68 

Etanol 10% (v/v) 79,99 ± 23,55 96,86 ± 2,71 94,18 ± 2,18 97,87 ± 1,50 

Etanol 50% (v/v) 86,92 ± 17,77 90,77 ± 9,67 100 ± 1,50 99,00 ± 1,74 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

Tabela 15 - Tempo no qual é liberado 50% da massa (t50) de proteína contida nos filmes 

de CBNF-HS, HA e sorbitol. Estimado por interpolação linear. 

Fluido 
t50 (min) - 25 °C t50 (min) - 4 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água Deionizada 3,69 8,80 10,58 11,03 2,91 5,01 6,97 4,05 

Ácido acético 3% (v/v) 2,73 6,01 6,01 5,27 2,31 9,17 3,01 6,63 

Etanol 10% (v/v) 4,52 7,32 12,57 12,58 11,04 13,42 11,94 7,48 

Etanol 50% (v/v) 6,65 7,58 12,41 15,53 19,63 25,60 23,73 43,99 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

Os perfis de liberação de proteína dos filmes apresentam variações em termos de 

velocidade de liberação dependendo da quantidade inicial de HA no filme (25, 40, 50 e 57%), 

tipo de fluido ou temperatura.   

No tempo final (3 horas), ~80 a 100% do total de proteína contida nos filmes foi 

liberada destacando-se o fato de que 95% do total foi liberado na maioria dos ensaios (Tabela 

13 e 14). A maior velocidade de liberação ocorre nos primeiros 20 minutos onde uma 

quantidade de ~35 a 90% de proteína é liberada dependendo da condição estudada. Nos 

primeiros 20 minutos e em t50 (tempo no qual éliberada 50% da quantidade inicial de proteína) 

é possível avaliar melhor a velocidade de liberação dos sistemas. Para todos os filmes em 

Etanol 50% (v/v)á 4 °C é liberada uma quantidade inferior de proteína após 20 minutos 

quando comparado com os processos a 25 °C. Para os outros fluidos não há reduções 

expressivas na quantidade liberada em função da temperatura. 

Em 25 °C há uma redução na quantidade liberada com o aumento da quantidade de 

proteína em água, Etanol 10% (v/v) e Etanol 50% (v/v). Em 4 °C essa redução ocorre de 
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forma menos expressiva em água e ácido acético, porém mais acentuada em Etanol 50% 

(v/v). Comparando as temperaturas, a liberação ocorre de forma mais lenta a 4 °C em Etanol 

50% (v/v) para todos os filmes e varia em função da quantidade de HA nos outros fluidos 

estudados. 

 Analisando o t50 a 4 °C observa-se uma liberação mais lenta em Etanol 50% (v/v) e 

Etanol 10% (v/v) e mais rápida em água e ácido acético 3%. Em 25 °C a libertação em ácido 

acético 3% é mais rápida em todos os filmes. De forma geral considera-se que os sistemas são 

de liberação rápida de forma que a temperatura não influencia de forma expressiva na 

velocidade. 

 

5.4.2 Massa seca dos filmes após liberação 

 

A massa seca dos filmes após processo de liberação é apresentada nas Figuras 43 e 44. 

A massa seca foi reduzida com o aumento da quantidade de HA nos filmes em todas as 

condições estudadas em virtude da alta solubilidade do HA nos diferentes fluidos. Os valores 

de massa seca dos filmes controles são próximos a quantidade inicial de CBNF-HS contida 

nos filmes (66,7%), evidenciando uma solubilidade quase completa do sorbitol contido neles.  

Em Etanol 50% (v/v), ~40% do filme foi solubilizado evidenciando uma possível 

perda de ~10% de CBNF-HS durante o processo. Nos outros fluidos a solubilidade variou de 

~35 a ~37%, indicando uma perda menor (~2,5a ~6%). O mesmo acontece para os filmes com 

HA, entretanto neste caso os filmes do sistema a 4 °C foram menos solúveis quando 

comparados com os filmes a 25 °C. Nessa temperatura o filme controle em ácido acético 3% 

teve menor solubilidade (~20%). 

Além da aplicação como revestimento, filmes com essa margem de solubilidade 

podem ser incorporados na estruturação de produtos cárneos como frango desfiado 

armazenado de 0 a 3°C e filé de salmão congelado (KANATT e CHAWLA, 2018; 

SATHIVEL, 2005) 
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Figura 43 – Massa seca dos filmes após processo de liberação a 25 °C - Efeito da 

quantidade de hidrolisado nos filmesde CBNF-HS, HA em: (a) Água , (b) Acético, (c) 

Etanol 10% (v/v), (d) Etanol 50% (v/v) 

 

 

*Letras iguais em cada fluido não diferem significativamente (< 0,1) com a variação de HA (%) 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 
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Figura 44 – Massa seca dos filmes após processo de liberação a 4 °C - Efeito da 

quantidade de hidrolisado nos filmes de CBNF-HS, HA em: (a) Água, (b) Acético, (c) 

Etanol 10% (v/v), (d) Etanol 50% (v/v) 

 

*Letras iguais em cada fluido não diferem significativamente (< 0,1) com a variação de HA (%) 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

5.4.3 Modelagem da liberação de proteína 

 

Para a modelagem, inicialmente cada perfil foi analisado quanto ao ajuste nos 

diferentes modelos descritos na metodologia. Os coeficientes de regressão (R
2
) de alguns 

modelos estudados são apresentados no APÊNDICE E. Os demais modelos tiveram valores 

de R
2
 = 0 ou <0 e por isso não se exibiu em Tabelas. Apenas o modelo Korsmeyer-Peppasfoi 

adequadopara a descrição da maioria dos ensaios (Tabela 16).  
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Tabela 16 - Coeficientes de regressão ajustados para modelo de Korsmeyer-Peppas 

Fluido/ HA % 
25 °C 4 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água Deionizada 0,91 0,99 0,99 0,98 0,95 0,88 0,97 0,97 

Ácido Acético 3% (v/v) 0,84 0,97 0,94 0,97 0,78 0,82 0,90 0,95 

Etanol 10% (v/v) 0,92 0,99 0,96 0,98 0,87 0,92 0,94 0,99 

Etanol 50% (v/v) 0,91 0,97 0,90 0,96 0,87 0,80 0,96 0,94 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

 Através do modelo ajustado de Korsmeyer-Peppas é possível fazer uma classificação 

que visa caracterizar os mecanismos de transporte associados em cada sistema. Na Tabela 17 

é apresentada a classificação e o expoente n de cada sistema. Os dados experimentais da 

modelagem pela equação de Korsmeyer-Peppas são apresentados no APÊNDICE F. 

 

Tabela 17 - Classificação do mecanismo de transporte e expoente de liberação (n) - 

Modelo de Korsmeyer-Peppas: F (Difusão Fickiana, n=0,5), A (Transporte Anômalo, 0,5 

<n <1), C (Caso-II, n=1), S (Super Caso II, n>1) e N (sem classificação, n<0,5) 

Fluido 
25 °C 4 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água Deionizada F (0,50) A (0,61) A (0,62) F (0,50) A (0,57) A (0,78) A (0,72) F (0,49) 

Ácido Acético 3% (v/v) S (2,06) A (0,84) A (0,58)  N (0,44) N (0,39) A (0,87) N (0,25) A (0,65) 

Etanol 10% (v/v) S (1,31) A (0,74) C (0,95) A (0,70) C (0,96) S (1,49) S (1,20) A (0,73) 

Etanol 50% (v/v) S (1,68) S (1,12) S (1,50) C (1,01) S (1,17) A (0,53) A (0,88) S (1,14) 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

*Para a classificação Caso-II e difusão Fickiana os valores de n foram aproximados até uma 

diferença de 5%. 

 

Na equação de Korsmeyer-Peppas (equação 10), Kk é uma constante que incorpora 

características estruturais e geométricas do mecanismo de liberação e o expoente n, varia de 

acordo com o mecanismo de liberação. Para n= 0,5 a liberação é controlada por difusão, 

podendo-se aplicar a lei de Fick. Para n=1 a liberação é controlada pelo relaxamento das 

cadeias poliméricas que resulta no intumescimento do polímero e são independentes do tempo 

(Caso-II). Já no perfil anômalo há contribuição do transporte Fickiano e não-Fickiano 

(Anômalo) ocorrendo quando n assume valores entre 0,5 e 1 (JANTRAWUT et al., 2017; 
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ARORA et al., 2011; RITGER e PEPPAS et al., 1987; PEPPAS et al., 1989; PEPPAS et al., 

2000). 

Observa-se que apenas três sistemas, todos em água, foram classificados como 

''Difusão Fickiana'' a saber: filme HS50HA25S25 a 25 °C, HS29HA57S14 a 25 °C e HS29HA57S14 

a 4 °C. Em ácido acético alguns sistemas apresentaram valores de n< 0,5 e, portanto, sem 

classificação (filme HS29HA57S14 a 25 °C, HS50HA25S25 a 4 °C e filme HS33HA50S17 a 4 °C). 

Apenas 3 sistemas foram classificados como Case-II (HS33HA50S17 em Etanol 10% (v/v) a 25 

°C, HS50HA25S25 em Etanol 10% (v/v) a 4 °C e HS29HA57S14 em Etanol 50% (v/v) a 25 °C). 

O tipo de liberação depende especificamente da temperatura, do tipo de fluido e da quantidade 

de hidrolisado incorporado ao filme. 

Os resultados desde trabalho estão em concordância com a literatura para o fato de que 

de forma geral em filmes poliméricos o mecanismo de liberação é complexo não sendo regido 

unicamente por difusão (Fickiana) mas por fenômenos de relaxação, 

inchamento/entumescimento polimérico, erosão e tensões (SIEPMANN et al., 2012; 

JACQUES et al., 1974). Dessa forma a lei de Fick não se aplica para descrever liberações 

nessas matrizes. O modelo Korsmeyer-Peppas é semi-empírico e considerado mais adequado 

que alguns modelos empíricos uma vez que através dele é possível identificar a influência de 

um fenômeno não-Fickiano associado (RITGER e PEPPER et al., 1987). 
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6 CONCLUSÕES 

 

Filmes antioxidantes comestíveis atóxicos, resistentes e transparentes podem ser 

obtidos pela combinação entre celulose bacteriana nanofibrilada (CBNF), hidrolisado de 

gelatina de pele de tilápia (HA) e plastificante. 

Nos filmes não plastificados de CBNF e HA obtidos por casting, a Aa cresce com 

aumento da quantidade de HA no filme até o limite de 60% (m/m). O filme contendo sorbitol 

(20%) e HA (40%) tem Aa superior ao filme com glicerol e ao filme não plastificado. 

Filmes de CBNF e sorbitol apresentam melhor estabilidade térmica, maior módulo de 

elasticidade e menor solubilidade que os filmes com glicerol. A adição de HA em 40% nos 

filmes de CBNF plastificados com sorbitol (20%) reduziu a estabilidade térmica, tensão, 

módulo de elasticidade, cristalinidade e luminosidade dos filmes; aumentou a permeabilidade 

ao vapor de água, solubilidade, transparência e cor amarelada (b*); mantendo inalterado os 

ângulos de contato e a elongação. 

A utilização do suco de caju como meio alternativo para a produção de CBNF é uma 

oportunidade quando envolvido na estruturação de sistemas de liberação rápida de compostos 

antioxidantes naturais a partir de uma matriz solúvel. A suspensão de nanofibras obtida a 

partir de CB desse meio alternativomelhorou as propriedades do filme contendo sorbitol e HA 

quando comparado com o filme obtido com a suspensão CBNF de meio sintético HS quanto 

as propriedades de tensão, elongação, estabilidade térmica e grau de cristalinidade. Tais 

filmes não diferiram quanto às propriedades de atividade antioxidante, cor, transparência, 

permeabilidade ao vapor de água e módulo de elasticidade. 

A liberação de proteína dos filmes de CBNF e HA ocorre de forma rápida em fluidos 

simulantes com predominância de mecanismos de transporte não Fickiano associado em cada 

perfil. A liberação de proteína ocorre de forma mais lenta no sistema a 4 °C/etanol 50% para 

todos os filmes com diferentes quantidades de HA. Nos outros fluidos (água, ácido acético 

3% e etanol 10%), tal velocidade varia em função da quantidade de HA. 

Os filmes antioxidantes assim como os componentes analisados separadamente não 

apresentam toxicidade nem afetam o desenvolvimento das células epiteliais do intestino 

CACO-2. O hidrolisado antioxidante de gelatina de pele de tilápia apresenta atividade 

antioxidante intracelular quando em contato com células epiteliais do intestino humano (in 

vitro) tendo assim potencial a formulação de produtos funcionais. O HA na concentração de 2 

g/L reduz o stress oxidativo de células CACO-2 tendo portanto, um efeito antioxidante in 
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vitro que varia em função da quantidade de espécies reativas de oxigênio (ROS) contidas no 

sistema. 

Os filmes antioxidantes desenvolvidos neste trabalho tem potencial para aplicação em 

produtos cárneos resfriados ou congelados. 
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Estudar o potencial de aplicabilidade dos filmes de CBNF e HA desenvolvidos 

neste trabalho em filés de pescado; 

 Estudar o efeito de frações de HA sobre a atividade antioxidante e propriedades 

ópticas e de barreira de filmes a base de CBNF e HA; 

 Avaliar a estabilidade a estocagem dos filmes de CBNF e HA desenvolvidos neste 

trabalho; 

 Estudar a incorporação de antimicrobianos nos filmes de CBNF e HA 

desenvolvidos neste trabalho; 

 Estudar o efeito da CBNF obtida de CB oriunda de diversas fontes alternativas 

sobre as propriedades de filmes a base de CBNF e HA. 
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APÊNDICE A - PURIFICAÇÃO DA CELULOSE BACTERIANA 

 

 Para a avaliação da qualidade do método de purificação realizou-se análises CB de 

ATG (análises termograviméticas) (Figura A1) e FTIR (espectroscopia de infravermelho por 

transformada de Fourrier) (Figura A2). No ATG de películas puras é comum o aparecimento 

de apenas um evento de degradação que ocorre em Ti ~260 °C e Tmáx ~330 °C. No FTIR 

películas de CB impuras é comum o aparecimento de banda intensa em 1632 cm
-1

 referentes a 

impurezas de origem protéicas oriundas do meio de cultivo ou biomassa bacteriana. 

 

Figura A1 - Perfil termogravimétrico típico de películas de CB puras e impuras 
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Figura A2 - FTIR típico de películas de CB puras e impuras 
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APÊNDICE B - OBTENÇÃO DE IMOBILIZADO ANTIOXIDANTE DE CB OU 

CBCXM OBTIDOS POR ADSORÇÃO 

 

1. Objetivo 

 

 Avaliar o efeito do tempo de adsorção e da concentração inicial de hidrolisado (HA) 

sobre a atividade antioxidante (Aox) em três matrizes de celulose bacteriana (CB) a saber: CB 

liofilizada, CB úmida, CB carboximetilada. A obtenção dos materiais não descritos neste 

apêndice seguiu a metodologia descrita anteriormente. 

 

2. Metodologia  

2.1 Membrana de celulose bacteriana carboximetilada (CBCXM) 

 

 A metodologia para a obtenção de membranas de celulose bacteriana carboximetilada 

(CBCXM) (FiguraA1d) foi adaptada de várias metodologias (SCHLUFTER et al., 2010; 

CHEN et al., 2009; LIN et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015). Para tal, 10 películas 

úmidas de CB-HS de área ~28 cm
2
 foram cortadas em quatro partes iguais cada (totalizando 

40 pedaços, 1,36 g de CB em massa seca) e imersas em álcool isopropílico sob agitação (100 

rpm). Inicialmente adicionou-se por gotejamento 400 mL NaOH 30% ao sistema durante uma 

hora (vazão de 0,4 L/h). Em seguida adicionou-se 130g de ácido monocloracético 

(previamente diluído em 500mL de álcool isopropílico) por gotejamento ao sistema 

previamente ajustado para 60 °C, durante 1 hora (vazão de 0,5 L/h). Após isso o sistema 

manteve-se sob agitação por 2 h. A reação foi finalizada pela remoção das películas da 

solução e posterior imersão em água e neutralização. As películas carboximetiladas neutras 

foram armazenadas sob refrigeração por até 48 horas antes da realização dos testes. 

 

2.2 Estudo de Adsorção de HA em membranas de CB e CBCXM 

 

Para incorporação de HA em membranas de CB por adsorção utilizou-se a técnica de 

banho-finito sob agitação e temperatura controladas (150 rpm, 27 °C) em frascos Schott de 

100 mL com 20 mL de HA ajustado para diferentes contrações e pH (FiguraA1a). Após cada 

tempo de adsorção, separou-se o sobrenadante e as películas foram com água deionizada para 

a remoção dos peptídeos não aderidos na matriz antes da análise de atividade antioxidante. 
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Para a lavagem as películas foram mergulhadas em 50 mL de água por 3 vezes sucessivas 

(FiguraA1c). 

Num teste preliminar, visando ajustes de tempo, pH e concentração em testes futuros, 

avaliou-se o efeito da concentração de HA (5 e 10 g/L, m/v, pH 5), acompanhando a cinética 

de adsorção através dos tempos de 0,25, 1, 6, 18 e 24 horas, sobre a atividade antioxidante do 

imobilizado (CB+HA). A CB liofilizada (tipo 2 cortada em pedaços de 9 mm
2
) foi utilizada 

como adsorvente na proporção de 100 mg de CB seca por sistema(FiguraA1b). 

 

Figura B1: (a) Sistema de agitação para adsorção, (b) Películas de CB liofilizadas 

cortadas em pedaços, (c) Películas separadas do hidrolisado após tempo de adsorção, 

(d)Películas de CB Carboximetilada cortadas em pedaços. 

 

 

 

Posteriormente avaliou-se o efeito da concentração de HA (1; 5 e 20 g/L, m/v) e do pH 

(3 e 7), acompanhando a cinética de adsorção nos tempos de 0,25, 1, 6 e 24 horas, sobre a 

atividade antioxidante do imobilizado (CB+HA). Neste estudo, utilizou-se CB-HS e CB-HS 

carboximetilada (CBCXM) como adsorvente, todas em estado úmido na proporção de 100 mg 
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(em peso seco) por sistema cortadas em pedaços de 5 cm
2
. A massa seca dos adsorventes foi 

Determinadapreviamente por secagem em estufa (105 °C, 25 horas) de uma amostra de 

película úmida onde estabeleceu-se uma relação massa seca por massa úmida para cada tipo 

(CB-HS ou CBCXM). 

 

3. Resultados 

 

 Inicialmente avaliou-se o efeito do tempo de adsorção e da concentração inicial de HA 

(hidrolisado bruto) sobre a atividade antioxidante do imobilizado HA/CB-HS liofilizada.  

 

FiguraB2 - Atividade antioxidante do imobilizado CB-HS liofilizada/HA obtido por 

adsorção em pH 5 do HA – Efeito do tempo de contato e concentração de HA 

 

Letras iguais não diferem significativamente (p < 0,1) 

  

O valor do pH de imobilização escolhido para o primeiro teste foi 5, pH natural do 

hidrolisado após sua obtenção. As maiores atividades no derivado CB/HA ( ~3,2 µmols de 

trolox/g de CB) foram obtidas nos tempos de 6 e 18 horas na concentração de 5 g/L e 18 e 24 
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horas na concentração de 10 g/L (Figura 8).  

Sendo a liofilização um processo que aumenta custos e pensando na simplificação do 

processo, na segunda etapa avaliou-se o efeito da CB em estado úmido. No estudo com 

membranas de CB carboximetilada de meio sintético (CBCXM-HS) objetivou-se a obtenção 

de melhores resultados, uma vez que a literatura aponta para a funcionalização química como 

uma forma de melhorar a capacidade de adsorção desse tipo de matriz polimérica (LIN et al., 

2015). 

As atividades antioxidantes nas matrizes úmidas em função da concentração, pH e 

tempo são apresentadas nas Figuras 9,10,11 e 12.  

 

Figura B3 – Atividade antioxidante do imobilizado CB-HS úmida /HA – Adsorção em 

pH 3 e efeito da concentração de HA 

 

Letras iguais sobrescritas na coluna não diferem significativamente (< 0,1) 
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Na matriz CBCXM-HS a maior atividade (3,51 µmols de trolox/g de CB) foi obtida 

em pH 3, concentração inicial de hidrolisado (Ci) de 20 g/L e tempo de 6 e 24 horas de 

contato. Comparando com o pH 7, as atividades são estatisticamente maiores apenas em 

Ci=20 g/L em todos os tempos e em Ci=5 g/L em 15 minutos. Na matriz CB-HS a maior 

atividade (2,49 µmols de trolox/g de CB) foi obtida em pH 3, Ci= 5 e 20 g/L e tempo de 15 

minutos. Comparando com os sistemas em pH 7, as atividades são estatisticamente maiores 

apenas em Ci=1 g/L por 15 minutos, Ci=5 g/L em 15 minutos e 14horas e Ci=20 g/L em 24 

horas. Comparando esses dois tipos de matrizes nos dois pHs estudados, as maiores atividades 

foram obtidas em CBCXM na maior concentração (20 g/L) nos tempos de 24 ou 6 horas. 

 

Figura B4 – Atividade antioxidante do imobilizado CB-HS úmida/HA – Adsorção em 

pH 7 e efeito da concentração de HA 

 

Letras iguais sobrescritas na coluna não diferem significativamente (< 0,1) 
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Embora filmes íntegros de CB para aplicações tenham sido estudados (NGUYEN et 

al., 2008 e LIN et al., 2015), filmes obtidos por casting podem ser mais vantajosos devido a 

versatilidade da tecnologia. Nos revestimentos (casting) é formada uma película fina em toda 

superfície do alimento mesmo em superfícies esféricas ou irregulares como por exemplo 

frutas. Já em filmes obtidos por impregnação/adsorção a superfície do alimento deve permitir 

o contato direto com a matriz, o que requer que o alimento seja minimamente processado. 

 

Figura B5 – Atividade antioxidante do imobilizado CBCXM-HS úmida/HA – Adsorção 

em pH 3 e efeito da concentração de HA 

 

Letras iguais sobrescritas na coluna não diferem significativamente (< 0,1) 
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Figura B6 – Atividade antioxidante do imobilizado CBCXM-HS úmida/HA – Adsorção 

em pH 7 e efeito da concentração de HA 

 

Letras iguais sobrescritas na coluna não diferem significativamente (< 0
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APÊNDICE C - INCORPORAÇÃO DE NISINA EM FILMES DE CBNF-HS 

 

Avaliou-se o efeito da incorporação de nisina na formulação de filmes de CBNF-HS. 

A nisina é um polipeptídeo antimicrobiano utilizado na indústria de alimentos e apresenta 

efeito contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (JIet al., 2014). Inicialmente o efeito 

antimicrobiano da nisina comercial (Coalhopar) foi avaliada contra as linhagens 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria monocytogenes ATCC 7644 pelo método de 

difusão e disco (BARRY e THORNSBERRY, 1991) onde avaliou-se o efeito da concentração 

de nisina, pH e tipo de ácido na formulação da solução antimicrobiana. Os resultados são 

apresentados nas Figuras M1, M2 e M3. 

Após esse estudo os filmes foram formulados seguindo-se a metodologia descrita 

neste trabalho com a substituição do hidrolisado pela solução de nisina na concentração de 

50.000 UI/mL. Para o preparo da solução a nisina foi dissolvida em ácido cítrico 0,1 M e 

centrifugada a 15 G. O sobrenadante foi misturado com a suspensão de CBNF em diferentes 

proporções e seco em estufa para a obtenção do filme conforme procedimento descrito neste 

trabalho. 

Todos os filmes com nisina apresentaram baixas propriedades mecânicas e formação 

de cristais. A quantidade de cristais foi reduzida com a diminuição da quantidade de nisina no 

filme. 
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Figura C1 – (a) Halos de inibição da solução de nisina 50.000 UI/mL contra Listeria 

monocytogenes ATCC 7644, (b) Halos de inibição da solução de nisina 50.000 UI/mL 

contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, (c) Filme com CBNF 25%, (d) Filme com 

CBNF 50%, (e) Filme com CBNF 75%, (f) Filme com CBNF 90%. 
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Figura C2 – Efeito do tipo de diluente da nisina comercial sobre o tamanho do halo de 

inibição. Concentração em Molaridade 0,1 ou 0,01 para cada ácido. AC - ácido cítrico, AA - 

ácido acético. 
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Figura C3 – Efeito da concentração de nisina comercial sobre o tamanho do halo de 

inibição. Diluição em ácido acético 0,1M. 
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Figura C4 - Efeito do pH da solução final de nisina comercial sobre o tamanho do halo 

de inibição. Concentração de 50.000 UI/mL e diluição em ácido acético 0,1M. Ajuste do pH 

com NaOH para pH>1,24 e HCL para pH 1. 
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APÊNDICE D - DIFRATOGRAMAS 

 

Figura D1 - Difratogramas dos filmes 1: (a) CB-HS, (b) CB-CM, (c) CBNF-HS, (d) 

CBNF-CM, (e)CBNF-HS-S50, (f)CBNF-CM-S50 
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Figura D2 - Difratogramas dos filmes 2: (a)CBNF-HS-G50, (b)CBNF-CM-G50, (c) 

CBNF-HS-S50-P5, (d)CBNF-CM-S50-P5, (e)CBNF-HS-S50-P2,5, (f)CBNF-CM-S50-

P2,5 
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Figura D3 - Difratogramas dos filmes 3: (a)CBNF-HS-S50-P7,5, (b)CBNF-HS-S50-P10 
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APÊNCIDE E - COEFICIENTES DE REGRESSÃO PARA ALGUNS MODELOS DE 

LIBERAÇÃO ESTUDADOS 

 

Tabela E1 - Coeficientes de regressão ajustados para modelo de primeira ordem 

Fluido/ HA % 
25 °C 4 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água 0,45 0,86 0,89 0,95 0,04 0,43 0,80 0,47 

Ácido acético 3% (v/v) 0,21 0,57 0,60 0,68 0,14 0,43 0,00 0,63 

Etanol 10% (v/v) 0,54 0,90 0,97 0,96 0,69 0,77 0,89 0,89 

Etanol 50% (v/v) 0,83 0,85 0,95 0,95 0,83 0,85 0,86 0,79 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

Tabela E2 - Coeficientes de regressão ajustados para modelo de segunda ordem 

Fluido/ HA % 
25 °C 4 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água Deionizada 0,91 0,79 0,84 0,83 0,77 0,80 0,80 0,77 

Ácido acético 3% (v/v) 0,48 0,80 0,8 0,8 0,76 0,80 0,75 0,78 

Etanol 10% (v/v) 0,41 0,83 0,85 0,84 0,83 0,83 0,84 0,81 

Etanol 50% (v/v) 0,48 0,83 0,85 0,86 0,87 0,87 0,86 0,91 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 

 

Tabela E3 - Coeficientes de regressão ajustados para modelo de Weibull 

Fluido/ HA % 
25 °C 4 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água Deionizada 0,83 0,90 0,82 0,91 0,55 0,71 0,80 0,76 

Ácido acético 3% (v/v) 0,48 0,60 0,74 0,8 0,43 0,58 0,44 0,55 

Etanol 10% (v/v) 0,43 0,78 0,79 0,81 0,59 0,55 0,74 0,73 

Etanol 50% (v/v) 0,5 0,64 0,64 0,75 0,83 0,69 0,79 0,72 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 
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Tabela E4 - Coeficientes de regressão ajustados para modelo de Baker-Lonsdale 

Fluido/ HA % 
25 °C 4 °C 

HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% HA 25% HA 40% HA 50% HA 57% 

Água Deionizada 0,42 0,69 0,70 0,83 0,01 0,12 0,21 0,21 

Ácido acético 3% (v/v) 0,12 0,48 0,43 0,58 0,01 0,43 0,09 0,14 

Etanol 10% (v/v) 0,22 0,71 0,89 0,89 0,18 0,59 0,58 0,65 

Etanol 50% (v/v) 0,42 0,52 0,75 0,85 0,61 0,60 0,88 0,83 

HA 25% (HS50HA25S25), HA 40% (HS40HA40S20), HA 50% (HS33HA50S17), HA 57% (HS29HA57S14) 
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APÊNDICE F - PERFIS DE LIBERAÇÃO: DADOS EXPERIMENTAIS 

AJUSTADOS PELA EQUAÇÃO DE KORSMEYER-PEPPAS 

 

Figura F1: Filme HA 25% (HS50HA25S25), 25°C 
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Figura F2: Filme HA 40% (HS40HA40S20), 25°C 
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Figura F3: Filme HA 50% (HS33HA50S17), 25°C 
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Figura F4: Filme HA 57% (HS29HA57S14), 25°C 
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Figura F5: Filme HA 25% (HS50HA25S25), 4°C 
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Figura F6:Filme HA 40% (HS40HA40S20), 4°C 
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Figura F7:Filme HA 57% (HS33HA50S17), 4°C 
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Figura F8:Filme HA 57% (HS29HA57S14), 4°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


