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RESUMO

COLOMBARI NETO, J.; Obtencéao de filmes de pectina contendo quercetina
para uso no tratamento de feridas cuténeas. 67 paginas. Dissertacdo
(Mestrado) - Universidade Estadual do Oeste do Parand — UNIOESTE. Toledo,
27 de agosto de 2021.

O objetivo deste estudo foi realizar a obtencao de filmes de pectina extraida de
residuos industriais da laranja contendo a quercetina, e avaliar seu uso como
filme curativo. A extragdo da pectina foi realizada em meio aquoso em pH 2,5,
sobre aquecimento e agitacdo e, precipitada e purificada em meio alcoolico.
Buscando otimizar os processos, na obtencao dos filmes, utilizou-se um design
experimental fatorial 23 completo, com duplicata do ponto central. As variaveis
estudadas foram: concentracdo de pectina (+1, 0, -1), quercetina (+1, 0, -1) e
plastificante glicerol (+1, 0, -1). O rendimento para o processo de extracao foi de
15% em relacdo a massa seca de cascas. A determinacdo dos grupamentos
carboxil da pectina demonstrou os valores de 7,36% + 0,027 para grupamentos
carboxil livres e 8,67% + 0,062 de grupamentos carboxil esterificados. O grau de
esterificacao ficou me média de 54,07% + 0,088, classificando o material como
uma pectina de alto grau de metoxilacdo. Os dados viscosimétricos descreveram
uma viscosidade intrinseca de Huggins de 76,64 mL.gl. A massa molar
viscosimétrica medida foi de = 333.000 g.mol!. Na producéo dos filmes a adicéo
do plastificante favoreceu a obtencdo de um material mais flexivel e resistente.
A andlise morfologica permitiu avaliar a uniformidade dos filmes, e possiveis
descontinuidades. Os valores de espessura, variaram de 0,363 + 0,004 mm a
0,170 £ 0,015 mm para os filmes F9 e F7, respectivamente. A opacidade
apresentou uma variacao de 6,856 + 0,274 Abs.mm a 1,833 + 0,096 Abs.mm F8 e
F5 respectivamente. Para os dados de solubilidade, os valores variaram de 88,204
+ 0,314 a 94,711 + 0,565 para os filmes F9 e F3, respectivamente. Os valores de
TVA variam de 883,460 g/d.m2 a 1208,22 g/d.m2 para os fiimes F1 e F7,
respectivamente. Para as andlises mecanicas, os valores encontrados para o
modulo de Young, foram de 0,0605 MPa a 0,0017 MPa para os filmes F9 e F3,
respectivamente. Os valores de resisténcia ao escoamento variaram de 0,0847 MPa
a 0,9783 MPa para os filmes F8 e F7, respectivamente. A resisténcia a tracdo dos
filmes variou na faixa de 0,6899 MPa a 4,7024 MPa, para os filmes F3 e F6
respectivamente. As alteracdes observadas nos difratogramas descrevem uma
alteracdo no comportamento cristalografico dos precursores e dos filmes obtidos,
assim também, para o comportamento térmico observado na analise de calorimetria
exploratéria diferencial e TGA. A analise de espectroscopia na regido do
infravermelho demonstrou as bandas caracteristicas dos precursores pectina em
3421 cm?, 1621 cm?, 1749 cm? e 1019 cm; e da quercetina, caracteristicos de
grupamentos fendlicos 1615 cm, 710 cm™ e 770 cm; os espectros dos filmes
apresentaram bandas. A capacidade antioxidante dos filmes, apresentarem valores
que variaram entre 40,32 = 0,67% a 45,37 = 0,17% para os filmes F3 e F5,
respectivamente. O teste de atividade antimicrobiana n&o apresentou a
formacdo de halos de inibicdo, porém, ndo se evidenciou o crescimento de
microrganismos sobre ou sob os filmes. Sendo assim, corroborando os daos
encontrados nesta pesquisa, contatou-se que o filme F7 apresenta grande



potencial para 0 uso como curativos para feridas, tomando-se devidos cuidado
para suas aplicagdes.

PALAVRAS-CHAVE: antioxidante; curativos; hidrocoloide; polissacarideo.



ABSTRACT

COLOMBARI NETO, J.; Obtaining pectin films containing quercetin for use in
the treatment of skin wounds. 67 pages. Dissertation (Masters) - State University
of West Parana — UNIOESTE. Toledo, August 27, 2021.

The aim of this study was to obtain pectin films, extracted from industrial orange
wastes, containing quercetin, and to evaluate its use as a wound healing film. The
extraction was executed in an agueous medium at pH 2.5, under heating and stirring,
and precipitated and purified in an alcoholic medium. Looking to optimize the
processes, in obtaining the films, an experimental 22 factorial design complete was
used, with duplicate of the central point, in which the studied variables were: polymer
concentration (pectin), concentration of the bioactive molecule (quercetin) and,
concentration of the plasticizer (glycerol). The yield for the extraction process was
15%. The determination of pectin carboxyl groups showed values of 7.36% * 0.027
for free carboxyl groups and 8.67% + 0.062 for esterified carboxyl groups. The
degree of esterification was on average 54.07% + 0.088, classifying the material as
a pectin with a high degree of methoxylation. The viscosimetric data described a
Huggins intrinsic viscosity of 76.64 mL.gt. The measured viscosimetric molar mass
was = 333,000 g.mol. In the production of films, the addition of plasticizer favored
obtaining a more flexible and resistant material. The morphological analysis allowed
evaluating the uniformity of the films, and possible discontinuities. Thickness values
ranged from 0.363 £ 0.004 mm to 0.170 £ 0.015 mm for the F9 and F7 films,
respectively. The opacity ranged from 6.856 £ 0.274 Abs.mm to 1.833 = 0.096
Abs.mm F8 and F5 respectively. For the solubility data, the values ranged from
88.204 + 0.314 to 94.711 £ 0.565 for the F9 and F3 films, respectively. TVA values
range from 883.460 g/d.m? to 1208.22 g/d.m? for F1 and F7 films, respectively. For
the mechanical analysis, the values found for the Young's modulus were from 0.0605
MPa to 0.0017 MPa for the F9 and F3 films, respectively. The yield strength values
ranged from 0.0847 MPa to 0.9783 MPa for the F8 and F7 films, respectively. The
tensile strength of the films ranged from 0.6899 MPa to 4.7024 MPa, for the F3 and
F6 films, respectively. The changes observed in the diffractograms describe a
change in the crystallographic behavior of the precursors and films obtained, as well
as the thermal behavior observed in the differential scanning calorimetry and TGA
analysis. Infrared spectroscopy analysis demonstrated the characteristic bands of
pectin precursors at 3421 cmt, 1621 cmt, 1749 cm ! and 1019 cm; and quercetin,
characteristic of phenolic groups 1615 cm, 710 cm™ and 770 cm; the spectra of
the films showed bands. The antioxidant capacity of the films presented values
ranging from 40.32 + 0.67% to 45.37 + 0.17% for the F3 and F5 films, respectively.
The antimicrobial activity test did not show the formation of inhibition halos, however,
there was no evidence of the growth of microorganisms on or under the films. Thus,
corroborating the data found in this research, it was found that the F7 film has great
potential for use as dressings for wounds, taking due care in its applications.

KEYWORDS: antioxidant; dressings; hydrocolloid; polysaccharide.



1. INTRODUCAO

A histéria por tras das técnicas de tratamento de feridas, € de certo modo,
a histéria da humanidade. Na &rea da medicina, um dos mais antigos
manuscritos conhecidos pelo homem, sdo anotacdes em uma tabua de argila
gue data de 2200 a.C., em que descreve talvez pela primeira vez, os trés gestos
de “cura” — lavar as feridas, fazer os emplastros e enfaixar a ferida (Shah, 2011).
J& os antigos egipcios, aplicavam mel, graxas e tecidos nas feridas abertas para
remocao de pele e secrecdes, afim de estimular o processo de cicatrizagao
(Henry & Garner, 2003). Atualmente estas técnicas evoluiram significativamente,
e damos maior visibilidade para a area de desenvolvimento de filmes curativos.

Diversos materiais vem sendo investigados para o uso como filmes
curativos (Dhivya et al., 2015; Jantrawut et al., 2019). Fatores como,
profundidade e localizacdo da ferida, além do tamanho da area lesionada,
qguantidade de exsudato e presenca de infec¢éo, sédo pontos chaves na escolha
do tipo de matriz util para aplicacdo (Andriotis et al., 2020). Curativos alternativos,
fabricados por polimeros na forma de filmes, espumas ou géis, ja foram
desenvolvidos e amplamente aplicados para o tratamento de feridas, pois
fornecem as condi¢Oes ideais para a cicatrizacdo de feridas, mantendo a
umidade e ao mesmo tempo proporcionando uma sensac¢do de alivio para o
paciente (Rezvani Ghomi et al., 2019).

A fim de contornar diversas problematicas causadas por vias invasivas ou
que causem eventos adversos, busca-se a otimizacBes de técnicas que
apresentem melhores resultados. Para tal, busca-se desenvolver filmes
curativos poliméricos, a partir de materiais que atendam todas as demandas
exigidas para o processo de cicatrizagao.

Este sistema de administracdo apresenta diversas vantagens como ser
um meétodo indolor; a frequéncia de administracdo das doses é minimizada,
dependendo da cinética de liberacdo da matriz, a permeacéo através da pele
mantem o nivel de medicamento desejado no sangue (Bhamare et al., 2018); e
em caso de necessidade de administracdo medicamentosa, estes materiais
evitam processos metabolitos e degradacgéo por enzimas do trato gastrointestinal
e a administracdo do medicamento € interrompida com a remoc¢ao do adesivo
(Rastogi & Yadav, 2012).
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Destaca-se a importancia da matriz polimérica escolhida como material
de obtencéo dos filmes. Grande parte dos filmes poliméricos atuais possuem
como matriz polimeros sintéticos, devido as suas excelentes propriedades
fisicas, quimicas e mecéanicas. Porém, polimeros sintéticos prejudicam a
producdo geralmente devido ao fato de ndo serem renovaveis, dificeis de
degradar e prejudicais ao meio ambiental (Xu et al., 2015).

Atualmente os biomateriais biodegradaveis estdo ganhando cada vez
mais interesse cientifico, pois 0 uso dessas novas estratégias evita a ocorréncia
de problemas associados as formas farmacéuticas convencionais (Abbasi et al.,
2019).

Filmes baseados em hidrocoléides naturais tém um grande potencial para
substituir polimeros sintéticos em tecnologia biomédica e farmacéutica, devido
as vantagens de sua bioatividade, biocompatibilidade e biodegradabilidade.
Algumas aplicacBes desses materiais sdo em engenharia de tecidos, sistemas
controlados de administracdo de medicamentos e capsulas para ingestao oral
(Lin & Metters, 2006).

Sao vérios os tipos de biopolimeros naturais existentes derivados de
fontes naturais, os quais sdo amplamente utilizados como matrizes funcionais
para diversas aplicacfes. Sado predominantemente derivados de proteinas e
polissacarideos que incluem coladgeno, gelatina, fibroina de seda, queratina,
latex de borracha natural, quitina e quitosana, amido e seus derivados, alginato,
celulose e seus derivados, albumina, caseina, &cido hialurdnico, agar, dextranos,
levano, goma de xantano e pectina. (S. S. D. Kumar et al., 2019)

Dentre os biopolimeros, pode-se utilizar a pectina, a qual € um
polissacarideo aniénico que é geralmente obtido a partir de paredes celulares de
plantas (Thakur et al.,, 1997). Apresenta caracteristicas mucoadesivas,
biocompativel sendo quase totalmente degradado pela bactéria do célon, ndo
sendo suscetivel a digestdo por enzimas gastricas ou intestinais (Bigucci et al.,
2008; Thirawong et al., 2007).

Quimicamente a pectina, Figura 1, (éster metilado do acido
poligalacturénico) contém principalmente residuos de acido a-D-galacturdnico
(Thakur et al., 1997). A pectina é composta por pelo menos 17 tipos diferentes
de monossacarideos com acido D-galacturbnico como componente principal,

seguido pela D-galactose e L-arabinose, podem existir duas classes diferentes
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de pectinas baseadas no seu grau de metoxilagéo, isto €, pectinas de alto grau
de metoxilacdo (ATM) (mais de 50%) e pectina de baixo teor de metoxilacédo
(BTM) (inferior a 50%) (Ridley et al., 2001).

Trabalhos recentes mostram que a pectina pode ser usada para preparar
sistemas de liberag&o controlada para liberagéo de drogas, para transportadores
de células implantaveis em engenharia de tecidos, e para prebiéticos (L. S. Liu
et al., 2007), e ainda promover a modificacao ou diferentes técnicas de producéo
destes filmes reticulados a fim de se obter matrizes "inteligentes" capazes de
"detectar" mudancas externas de temperatura, umidade, forga iGnica ou ainda
pH (materiais pH-reponsive) (Jeong et al., 2012).

Nesse contexto, este trabalho objetiva formular um filme curativo
transdérmico a partir de pectina e quercetina, estudar suas propriedades
quimicas e fisicas e testar seu comportamento para uso no recobrimento de

feridas.

2. REFERENCIAL TEORICO

Atualmente busca-se conciliar avangos tecnologicos com menores
impactos ambientais possiveis, dando-se destaque para os materiais eco-
friendly, biomateriais. Estes materiais devem impactar o minimo possivel o meio
ambiente seja na sua obtencdo, ou posteriormente no seu descarte. Para isso,
estes materiais podem ser obtidos de moléculas naturais que pode ser
encontrada com abundancia no meio ambiente, e que posteriormente possua
biodegradabilidade (Moustafa et al., 2019).

O estudo com polimeros naturais vem ganhando destaque no mercado
atual, uma vez que a demanda pela producdo de polimeros no mundo € alta,
seja para fabricacdo de embalagens plasticas, no setor automotivo, na
construcgdo civil, medicina e ainda na area da biotecnologia. Uma vantagem do
uso de polimeros naturais na area da biotecnologia é sua biocompatibilidade no
organismo, favorecendo seu uso como matriz principal em diversos sistemas
(Jacob et al., 2018)

O uso de matrizes poliméricas carregadas, traz diversos beneficios frente
o método convencional de uso, tais como: auxiliam no transporte e absorgéo de

farmacos que apresentem caracteristicas apolares; evitam a degradacdo em pH
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acido como no estomago (Chen & Wu, 2008; McClements, 2017); diminuem
riscos de formacéo de Ulceras gastrointestinais devido a ataques nas paredes
dos 6rgaos; diminui o risco de intoxicacdo medicamentosa devido ao aumento
da capacidade de absorcdo de farmacos no organismo.(Joseph Eichenseher,
2017)

Apesar da grande quantidade de material bibliografico referente a filmes
curativos, pouco se estuda sobre materiais a base de pectina para tal uso, devido
principalmente a suas propriedades fisicas, as quais podem ser contornadas
realizando combinac¢des deste material com outros biopolimeros e moléculas

naturais, favorecendo o melhoramento das propriedades fisicas.

2.1. Pectina

As pectinas (Figura 1) sdo heteropolissacarideos estruturais que contém
principalmente unidades de acido galacturdénico. Os grupamentos carboxilicos
(COOH) presentes nos residuos de acidos urénico podem ser encontrados na
forma livre, ou de sais com contra-ions de sddio, potassio, célcio ou aménio ou,
esterificado com metanol. Devido a presenca de grupos carboxila livres, as
solucdes de pectina apresentam pH acido; uma solucéo aguosa de pectina a 1%
pode exibir um pH em torno de 2,7 a 3,0 (Stephen et al., 2016). O processo de
extracdo e a natureza da fonte usados afetam o rendimento e as propriedades
da pectina (A. Kumar & Chauhan, 2010a). As pectinas podem ser extraidas de

materiais vegetais usando agua, quelantes e acidos e alcalis diluidos.

Figura 1: Estrutura quimica da pectina, cadeia linear de unidades a-D-4cido galacturdnico.
(Rasbak, 2004. Licenciado sob dominio publico, via Wikimedia Commons)

A extracdo das pectinas da matéria-prima € geralmente realizada por

tratamento acido (pH 1,5 a 3) em alta temperatura (70 a 90°C), utilizando acido
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cloridrico, acido nitrico ou, em alguns casos, &cido sulfurico. Esta etapa permite
a extracdo e solubilizacdo de materiais de pectina de tecidos vegetais. Nessas
condicbes, ocorrerdo reacbes de degradacdo, como desesterificacdo e
despolimerizagéo (Stephen et al., 2016).

Geralmente, as pectinas s@o insoluveis em solventes organicos. Sua
precipitacdo de solucbes aquosas pela adicdo de solventes organicos misciveis
em agua, como etanol, isopropanol ou metanol, ou pela adicdo de cations
polivalentes (por exemplo, cobre, amdnio quaternario), € frequentemente
utilizado para precipitacdo em processos de extracao (Kravtchenko et al., 1992).

O numero de grupos metoxilados de pectina (acido poligalacturdnico,
PGA) € um dos principais parametros que determinam as propriedades de suas
solugdes aquosas e géis (Matta & Bertola, 2020). A solubilidade da pectina em
agua, seu poder de geleificacdo e propriedades de sor¢cado em relagédo aos ions

de metais pesados também dependem do nimero de grupos metoxi.

2.2. Quercetina

Os flavonoides sdo compostos bioativos encontrados em alimentos como
chda, chocolate, vinho tinto, frutas e vegetais (lvey et al., 2015), e estudos
realizados relatam atividade antioxidantes e anti-inflamatérias destes compostos
(Middleton, 1998; Nijveldt et al., 2001; Rice-Evans et al., 1996; Yoshino &
Murakami, 1998). Os flavonoides (Figura 2) sdo compostos quimicos que
compartilham uma estrutura compostas por trés estruturas ciclicas, sendo dois
anéis arométicos com grupamentos hidroxila anexados. A atividade antioxidante

de um flavonoide est4 intrinsicamente associada a sua estrutura quimica.
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Figura 2: Estrutura geral de um flavonoide, que consiste em dois anéis fenil (A e B) e um anel
heterociclico (Nogueira, T. 2021. Infoescola).

A guercetina (Figura 3), flavonoide mais abundante em alimentos vegetais
comestiveis (Atala et al., 2017), tem sido objeto de muitos estudos tanto como
corante quanto como molécula biologicamente ativa por causa de sua estrutura
quimica e propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, antiviral,
anticarcinogénica e antidiabética (Mukhopadhyay & Prajapati, 2015). A
quercetina é sintetizada pelas glandulas localizadas na superficie das folhas,
flores ou frutos das plantas (Rice-evans et al., 1995). Apesar de possuir cinco
grupamento hidroxilas, —OH, na estrutura, a quercetina tem derivados lipofilicos
e lipo-hidrofilicos (Mukhopadhyay & Prajapati, 2015). Porém, apesar de
apresentar diversas propriedades biolégicas que as fazem ser de grande
interesse, 0 uso terapéutico torna-se dificultado devido a sua baixa solubilidade.

OH
OH

HO 0]

OH
OH O

Figura 3: Estrutura quimica da quercetina (3,5,7,3'- 4'-pentahidroxi flavona) (Cristian Soto, 2013.
Licenciado sob dominio publico, via Moléculas Orgéanicas)

16



A fim de contornar esta problematica da baixa solubilidade da quercetina,
nos ultimos anos, estudos foram realizados para correlacionar compostos
fendlicos com polissacarideos (J. Liu, Pu, et al., 2018). A funcionalizacdo de
polissacarideos com compostos fendlicos pode melhorar muito a
biodisponibilidade e as aplicagbes de polissacarideos. Estudos realizados,
obtiveram compostos fendlicos reticulados com sucesso em diferentes tipos de
polissacarideos, como quitosana (J. Liu et al., 2016), dextrana (Vittorio et al.,
2012) e amido (Lv et al., 2016). Entre os diferentes conjugados fendlico-
polissacarideo, a quitosana enxertada com fendlicos tem sido mais amplamente
estudada, provavelmente devido aos abundantes grupos amino na quitosana (J.
Liu, Wang, et al., 2018).

2.3. Curativos e o processo de cicatrizacao

Uma ferida é definida como uma ruptura na continuidade do revestimento
epitelial da pele ou mucosa resultante de alteracfes fisicas ou dano térmico
(Dhivya et al., 2015). Tais eventos podem variar desde uma pequena quebra na
integridade da pele ou podendo apresentar maior profundidade, estendendo-se
desde regibes externas como a derme até tecidos subcutaneos, podendo
ocasionar dano a outra estruturas como tendfes, musculos, vasos, nervos,
orgdos e 0ssos (Abayomi Kayode, 2017).

Dependendo da causa e origem, as feridas podem ser classificadas em
dois grupos principais: feridas abertas e fechadas. Em feridas abertas, ocorre o
rompimento da pele e a exposi¢cao do tecido subjacente, permitindo que fluidos
saiam do corpo. Séo lesGes onde ha perda de material superficial que cobre o
tecido, como a pele. Estas feridas sdo abertas e expostas a invasao de
microrganismos (Y.A. Barku, 2019).

Durante o processo de cicatrizacdo, diversos organismos do corpo
humano estdo envolvidos em uma complexa interagcdo a fim de reparar a
integridade deste tecido lesionado. Para tal, a cicatrizacdo de feridas inclui trés
estagios, a inflamacao, a ploriferacdo e maturacdo, Figura 4, (Morgado et al.,
2015). Para auxiliar todo este processo, busca-se desenvolver materiais que
apresentem caracteristicas que favoraveis ao processo de cicatrizacdo, como,

umidade elevada, flexibilidade e biocompatibilidade.
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Figura 4: Etapas principais do processo de cicatriza¢cdo de feridas. (Adaptado de Rezvani Ghomi
et al., 2019)

Tradicionalmente, os curativos atuais, com algoddes e gazes, absorvem
a umidade contida pela ferida proveniente da exsudacéo, levando a desidratacéo
da éarea lesionada e, consequentemente, diminuindo a taxa de cicatrizacdo
(Andriotis et al., 2020). Estes curativos atuam como uma barreira protetora seca,
a qual preveniria a contaminagdo bacteriana e promoveria a absorcdo do
exsudato. Porém, segundo J.Rogrers, 1962, a cicatrizacdo de feridas Umidas,
com a inibicdo de crostas secas, aumenta muito as taxas de reepitelizacao.

Pesquisas anteriores, descrevem a obtencéo de curativos alternativos, na
formas de filmes, géis e espumas, amplamente aplicados para o tratamento de
feridas, uma vez que fornecem condicfes ideais para as etapas de cicatriza¢ao,
mantendo a umidade da ferida e ao mesmo tempo proporcionando uma
sensacao de alivio para o paciente (Dhivya et al., 2015; Rezvani Ghomi et al.,
2019).

Segundo Rezvani Ghomi et al., 2019, um curativo ideal deve apresentar
as seguintes caracteristicas: (1) controlar a umidade ao redor da ferida, (2)
apresentar grande taxa de transmissdo de gases, (3) eliminar o excesso de
exsudatos, (4) proteger a ferida de infecgcdes e microrganismos, (5) diminuir a

necrose superficial de feridas, (6) tém capacidade mecéanica, (7) ser facilmente
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trocadas e removidas, (8) apresentar biocompatibilidade e biodegradabilidade, e
nao toxico, (9) alivia a dor da ferida, e (10) ser barato e acessivel.

O curativo desejavel deve, portanto, servir entre varios propésitos, como
fornecer umidade e oclusdo, e proteger contra infecgcbes e contaminacéo
(Abdelrahman & Newton, 2011). Curativos Umidos sdo capazes de acelerar o
processo de cicatrizacdo de feridas quando comparados com curativos secos.
Na verdade, a pele renovada sem inflamacéo e formacdo de escaras s6 pode
ocorrer em ambiente umido.

Com base em seu desempenho clinico, os curativos sé@o classificados
como antimicrobiano, absorvente, oclusivo, aderente e desbridado. De acordo
com a forma fisica, os curativos estdo disponiveis nos tipos de pomada, filme,
espuma e gel. Devido a origem do material, eles sdo divididos em trés grupos:
origem animal, origem vegetal e origem sintética (Boateng et al., 2008; Kokabi et
al., 2007).

Os hidrocoléides séo descritos como interativos, pois usam fluido da ferida
para formar um gel imido na interface da ferida (Seaman, 2002). Esses curativos
séo indicados para feridas com exsudato baixo a moderado. Eles podem
promover o desbridamento da ferida e a angiogénese, reduzir a dor mantendo
as terminacdes nervosas Umidas e absorver o excesso de exsudado.
Dependendo do nivel de exsudato, o curativo pode permanecer no local por até
6 dias (Abdelrahman & Newton, 2011). Geralmente sdo biodegradaveis e
biocompativeis e também adequados para Ulceras superficiais, como pequenas
gueimaduras, choques e hematomas. Semelhante aos hidrogéis, o0s
hidrocolbides sdo capazes de absorver quantidade minima a moderada de
fluidos da ferida. Os curativos com hidrocoldides séo oclusivos, evitando que
agua, bactérias e oxigénio entrem na ferida. Além disso, os hidrocoldides
reduzem o pH da ferida e podem facilitar a inibicdo do crescimento de bactérias
(Abdelrahman & Newton, 2011; Rezvani Ghomi et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Obter um filme de pectina contendo quercetina e avaliar as propriedades
mecanicas, fisico-quimicas, antimicrobiana e antioxidantes, para potencial uso

em recobrimento de feridas.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o método de extracdo da pectina de residuos industriais de
cascas de laranjas;

- Avaliar métodos melhores parametros de obtencao dos filmes de pectina
e quercetina;

- Caracterizar os materiais obtidos e testar suas propriedades fisico-
quimicas a fim de determinar qual responderia positivamente para uso final;

- Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante;

- Realizar testes de liberagdo da quercetina e aplicar modelos

matematicos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de qualidade analitica.
Acido cloridrico P.A. 37%, NEON; alcool etilico absoluto P.A. 99%, éxodo
cientifica; alcool etilico P.A. 95%, éxodo cientifica; glicerina P.A (glicerol) 99,5%,
BIOTEC; Quercetina P.A. >95%, Sigma-Aldrich. As solucbes preparadas
seguiram critérios de qualidade tais como, vidraria e equipamentos calibrados,

agua deionizada em purificador de osmose reversa.

4.2. Extragdo da Pectina de cascas de laranjas

As amostras de Citrus sinensis (laranja-lima) foram coletadas no
municipio de Toledo — PR, provenientes de residuos do comércio do ramo
alimenticio. Foram lavadas em agua corrente para remoc¢ado de sujidades e as

cascas foram entdo lavadas com agua destilada, cortadas em pequenos
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pedacos (1 cm x 1 cm) e secas em estufas de circulagéo a 40 °C por 48h. Em
seguida, as cascas secas foram trituradas e peneiradas para obtencdo de
particulas de tamanho conhecidos, <60 mesh.

A extracdo foi realizada conforme descrita por Canteri-Schemin et al.
(Canteri-Schemin et al.,, 2005) com modificacdes. As cascas secam foram
pesadas na proporcao 1:40 (m/v) e dispersas em agua acidificada com acido
cloridrico em pH 2,5 a 90 °C. A pectina foi extraida em meio aquoso sobre refluxo
60 min. Ao final do periodo compreendido o material foi filtrado para remogé&o do
precipitado (residuos solidos das cascas) e o sobrenadante foi resfriado até a
temperatura de 25 °C. Para promover a precipitacdo da pectina, adicionou-se
alcool etilico 95% na proporcéo 1:1 (v/v) e homogeneizou-se com o auxilio de
um agitador magnético. Manteve-se a amostra em repouso por 30min a 30 °C,
favorecendo a precipitagdo da pectina. O material entéo foi filtrado em peneiras
de poliamida, e o material retido foi lavado 4 vezes com alcool etilico 99%. O
material foi seco em estufa de circulacdo a 40° por 24h, resfriados em
dessecador e posterior calculo do rendimento de extracdo como descrito na

equacao abaixo.

) . Massa seca de pectina extraida
Rendimento da extracio (%) = — x 100
Massa seca de casca de laranja

4.3. Caracterizacao da pectina extraida

4.3.1. Grau de esterificacdo e propriedades viscosimétricas
Apbs obtido o material, avaliou-se o teor de grupamentos carboxila,
metoxila e o grau de esterificacdo da pectina pelo método titulométrico (Bochek
et al., 2001)(Santos et al., 2013), conforme as equagdes a seguir.
Grupamentos carboxil livres:

_ NyaorVnaon X 0.045
a

x 100

K
onde
a € a massa de pectina pesada (g), e
NnaoH € VNaoH Sa0 respectivamente a normalidade (N) e o volume (mL) da

solucéo alcalina gasta para a titulacao.
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Grupamentos carboxil esterificados:

N V x 0.045
Ke — NaOH NaZH x 100

onde

a € a massa de pectina pesada (g), e

NnaoH € VNaoH S80 respectivamente a normalidade (N) e o volume (mL) da
solucéo alcalina gasta para a titulacdo do excesso de HCI adicionado apés o

processo de saponificagao.

Grau de esterificacao:

onde
Ke € 0 numero de grupos carboxil esterificados;
Kt 0 nimero de grupos carboxil livres,e

Kt € o numero total de grupos carboxil, Kt = Kt + Ke.

Avaliou-se também a viscosidade cinematica e intrinseca, a massa molar
viscosimétrica e determinou-se o tamanho das cadeias poliméricas (Bochek et
al., 2001; Do Nascimento Filho & De Melo Filho, 2016), conforme descrito a
seguir

Viscosidade cinemética:

Dein = K(t —v)
onde

Ncin € a viscosidade cinematica, mm?2.s;

K é a constante do capilar n° 100;

t € a média do tempo de escoamento;

L é a corregdo da energia cinética.
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Viscosidade especifica e reduzida:

Dein da solucio — Dcin do solvente

Dsp =
Dcin do solvente

Dyeq = I]% x 100

onde
Nsp € a viscosidade especifica;
Nred € a viscosidade reduzida, e

c é a concentracdo da solucao.

A viscosidade intrinseca de Huggins é definida como o valor da
viscosidade reduzida a diluicao infinita. A viscosidade intrinseca da pectina foi
determinada através do grafico da viscosidade reduzida (frd) Versus
concentracdo zero do polimero, conforme a equacgéo abaixo

Viscosidade intrinseca de Huggins:

[rl]h = lim 0,4
c—0

A massa molecular média viscosimétrica das amostras de pectina foi
determinada pela aplicacdo da equacdo de Mark Houwink-Sakurada, a qual
relaciona [n] com Mv. A equacgao é descrida a seguir

[nl = K [My]*
onde

My é a massa média viscosimeétrica,;

K constante 0,30, e

a constante com valor de 0,613.

4.3.2. Caracterizagéo da pectina
No intuito de obter informacdes referentes a estrutura e composi¢éo dos
materiais, utilizaram-se técnicas para caracterizacdo. Esta caracterizacdo foi
constituida por espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR), calorimetria exploratéria diferencial e cristalografia de raio x.
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4.4. Obtencéo dos filmes

4.4 1. Planejamento do experimento
A pesquisa desenvolveu-se a partir do planejamento fatorial 23 para obter
uma avaliacdo acurada da influéncia das variaveis (concentragdes do polimero,
concentracdo de quercetina e a concentragdo do plastificante) sobre os
resultados analisados (propriedade mecéanica, resisténcia a tracdo). Os dados
serdo avaliados com auxilio do software Minitab 19 e a Tabela 1 mostra as

variaveis reais e seus valores codificados.

Tabela 1: Valores reais e codificados das variaveis. Valores apresentados em massa
(g) de cada variavel adicionada em mistura filmogénica de 50 mL

NIVEIS
-1 0 +1
Pectina 1,0000 1,2500 1,5000
Quercetina 0,0050 0,0075 0,0100
Glicerol 1,0000 1,2500 1,5000

FATORES

4.4.2. Obtencao dos filmes

Os filmes foram produzidos pela técnica de casting, sendo preparados
conforme Chaichi et al., 2017, com algumas modificac6es. Em 40 mL de agua,
adicionou-se o plastificante (glicerol) e homogeneizou-se por 30 min. Em seguida
o polimero (pectina) foi adicionado, permanecendo sobre agitacdo constante por
24h. Apés o periodo compreendido e quercetina foi solubilizado em 10 mL de
agua destilada. A solucéo de pectina/glicerol foi aquecida a 60 °C, e a solucéo
de quercetina foi adicionada gota a gota. A solucéo resultante foi mantida em
agitacao a 60 °C por 4h em um aquecedor-agitador (Quimis, modelo Q261-22).
As solugdes ainda quentes foram vertidas em duas placas de Teflon de 8 cm de
diametro e 1,5 cm de profundidade. As placas foram levadas para estufa de
secagem e circulacado (Ethiktechnology, modelo 400D) a 25 °C por 48h. As
amostras foram produzidas de forma aleatérias e suas respectivas condicdes

produtivas podem ser conferidas na Tabela 2.
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Tabela 2: Condi¢des experimentais para a producao dos filmes obtidos.

NIVEIS
FILME
PECTINA QUERCETINA GLICEROL
F1 0 0 0
F2 -1 +1 +1
F3 -1 -1 +1
F4 0 0 0
F5 +1 +1 +1
F6 +1 +1 -1
F7 -1 +1 -1
F8 -1 -1 -1
F9 +1 -1 -1
F10 +1 -1 +1

4.5. Caracterizacao dos filmes

4.5.1. Propriedades visuais e morfolégicas dos filmes
Inicialmente, os filmes foram avaliados visualmente para identificacdo dos
exemplares que apresentassem maior uniformidade e aspecto Uteis para a
aplicacdo. A morfologia da superficie dos filmes foi examinada por um
Microscopio eletrénico de varredura modelo Tescan ® (Vega 3). Os filmes foram
revestidos de ouro e fixados com o ajuda de uma fita adesiva dupla-face de
carbono. Em seguida, as amostras foram observadas sob uma tensao de

aceleracéo de 10,00 kV e ampliagdo méaxima de 2Kx.

4.5.2. Espessura
A espessura dos filmes de foi determinada conforme a ASTM D5729-97,
utilizando um micrémetro com contagem minima de 0,001 mm antes de todos 0s
testes. O filme é medido usando um micrémetro em cinco locais (centro e quatro
cantos) por meio de uma leitura precisa e os valores expressos é a meédia das

cinco leituras.
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4.5.3. Opacidade
Cada amostra de filme foi cortada em uma peca retangular e posicionada
no compartimento de leitura do espectrofotébmetro, de forma que o feixe de luz
transpassasse o material. A transmissdo de luz dos filmes foi medida em
comprimento de onda de 600 nm usando um espectrofotometro UV-Vis (Hach
DR2700). A opacidade dos filmes foi calculada como a seguinte equagéao

ABS¢00
e (mm)

Opacidade (ABS.mm) =

onde,
ABSe00 € 0 valor da absorbancia no comprimento de onda de 600 nm e,

e € a espessura do filme em mm.

4.5.4. Solubilidade

Os filmes foram cortados em pecas quadradas de 1 cm x 1 cm e secos
até peso constante a 60 °C por 24 horas para obter a massa inicial do filme (Fi).
Cada filme foi entdo colocado em uma célula contendo 20 ml de agua destilada,
e mantida pelo periodo de 24 horas sob agitacdo de 50 RPM e temperatura
controlada de 25 °C. A solucéo resultante foi filtrada em filtros de fibra de vidro
previamente preparados e secos em estufa a 60°C até massa constante para
determinacdo da massa final do filme (Ff). Os testes foram realizados em

triplicata. A solubilidade do filme foi calculada com a seguinte equacao

o Fi — Ff
Solubilidade (%) = ot 100

4.5.5. Taxa de transmissao de vapor de agua
O estudo utilizado para avaliar a permeabilidade através de filmes
poliméricos foi de acordo com ASTMA (E96/E96M-16, 2016) com algumas
adaptacdes. As amostras do filme com aproximadamente 20 mm de diametro
foram fixadas na abertura superior de uma célula de vidro, contendo
aproximadamente 1 g de agente secante (CaCl) em seu interior. As células

seladas foram entdo pesadas e mantidas em dessecador contendo agua
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destilada em seu interior para a saturacao de vapor de agua dentro do sistema,
mantendo temperatura constante de 35 °C. Monitorou-se a humidade dentro das
células e no exterior (sistema dessecador). O ganho de peso das células
cobertas com o os filmes foram avaliados inicialmente a cada 3 horas pelo
periodo de 2 dias, e em seguida a cada 12 horas pelo periodo de 10 dias. As
massas foram anotadas e os valores referentes a transmisséao de vapor de agua

foram calculados com a seguinte equacgéao

TVA (g/h.m?) = tiA = (GAﬂ

onde
G é a mudanca da massa do agente secante, g,
t € o tempo, h,
G/t é o coeficiente angular da parte linear inicial da reta, g/h,
A é area de teste (area exposta do filme), m?, e

TVA é a taxa de transmissédo de vapor de agua, g/h.m?.

4.5.6. Andlise mecéanicas

Para a analise do comportamento mecanico, os filmes pré-condicionados
foram cortados em moldes de 50 mm x 10 mm, cuja espessura foi medida em 4
pontos com um micrémetro. O teste de propriedades de tracdo foi realizado com
um analisador montando as extremidades do filme na garra de extensédo do
analisador e esticando as amostras a uma taxa de 10 mm/min até a ruptura dos
filmes. As propriedades mecéanicas foram determinadas em termos de mdédulo
de elasticidade (GPa), resisténcias ao escoamento (MPa), resisténcia a tracao
(MPa) e tenséo de ruptura (MPa).

4.5.7. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
As membranas poliméricas foram analisadas por Espectroscopia na
Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), utilizando-se o
modulo de Refletancia Total Atenuada (ATR). As analises foram realizadas em
temperatura ambiente, na regido de 600 a 4000 cm, com resolucéo de 4 cm*

em um Espectrébmetro Perkin-Elmer FTIR.
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4.5.8. Termogravimetria
Serdo realizadas analises termogravimétricas dos filmes obtidos com o
intuito de observar possiveis interacfes entre a quercetina e polimero, e
possiveis alteragBes na estabilidade térmica dos componentes apds 0 processo
de sintese dos filmes. As medidas serdo obtidas pelo aquecimento de
aproximadamente 6 mg de amostra na faixa de temperatura de 30 - 300 °C com
uma taxa de aguecimento de 10 °C.min* em atmosfera de nitrogénio com fluxo

de 0 mL.min™,

4.5.9. Calorimetria exploratoria diferencial
Com o intuito de avaliar as possiveis alteracdes na formacao dos filmes,
foi realizada a analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) utilizando
o calorimetro Shimadzu dsc 60 plus. Foram utilizados 6 mg de amostra com
aquecimento a temperatura de 30 até 300 °C, em uma taxa de 10°C min?t e
vazdo de nitrogénio de 50 mL.mint. Foi utilizada um cadinho de aluminio

fechado.

4.5.10. Difratometria de raio x
Para verificar a estrutura cristalina e determinar o grau de cristalinidade
das amostras foi realizado o teste de difracéo de raios-X utilizando o difratbmetro
Difratdmetro Bruker®, com difracdo em angulo de 20, variando de 5 a 80°, com
resolucéo de 0,01°, usando radiacdo CuKa de A=1,5406 A, com monocromador
de grafite.

4.5.11. Atividade Antimicrobiana

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes foi utilizado a
metodologia de disco difusédo, baseado nos normas do CLSI com modificagbes
(CLSI, 2019). Foi utilizada a espécie Staphylococcus aureus ATCC 29213,
colbnias provenientes de culturas de 24 h a 35° C, foram adicionadas com alga
bacteriologica em salina estéril (NaCl 0,85%) até se obter uma turvacao
compativel com a Escala 0,5 de Mac Farland (1x108 UFC/mL). Para confirmacéo
da concentracdo de microrganismos no indculo foi realizada leitura em

espectrofotometro a 625 nm com absorbancia variando entre 0,08 - 1,0. Apds o
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in6culo pronto embebeu-se swab estéril na suspensao bacteriana, comprimindo-
0 contra as paredes do tubo para tirar o excesso. Foi semeado de forma suave
em pelo menos 5 direcbes em placa de Petri contendo Mueller Hinton
Agar, abrangendo toda a superficie. Com auxilio de uma pinca flambada e
resfriada, foi adicionado os discos dos filmes de pectina com 8 mm de diametro
sobre a superficie do meio inoculado. Apds, as placas foram incubadas em
estufa bacteriologica a 35 °C por 24h. Como controle positivo foram utilizados
discos de Cloranfenicol (30 pg). Com o auxilio de uma régua mediu-se o
didmetro dos halos inibitérios de cada disco. O experimento foi realizado em

triplicata.

4.5.12. Atividade Antioxidante

A metodologia seguiu conforme descrito por Blois, 1958, com algumas
modificacdes. Os filmes foram cortados em pecas de 2 cm x 2 cm e solubilizados
em 30 mL de agua destilada por 4h a 25 °C. Em seguida 3,9 mL de solu¢éo de
extrato dos filmes foram misturados com 0,1 mL de solugdo metandlica 1 mM de
DPPH. A mistura foi agitada em um agitador vértice (Phoenix, AP 56) e incubada
no escuro em temperatura ambiente por 30 min, em seguida mediu-se as
absorbéancias em comprimento de onda de 517 nm utilizando um
espectrofotometro (HACH DR2700). O controle negativo foi composto por 3,9 mL
de metanol e 0,1 mL da solucdo de DPPH. A atividade antioxidante foi calculada

usando a equacao a seguir

ABS — ABS,
%) — contole amostra * 100

Porcentagem de inibigao (
ABScontrole

onde
ABScontrole € @ absorbancia do controle negativo e,

ABSamostra € a absorbancia das amostras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento da extracéo e caracterizacdo da pectina

A natureza do material de partida e o processo de extracdo utilizado
afetam diretamente o rendimento e as propriedades da pectina extraida (Levigne
et al.,, 2002; Pagan et al.,, 2001) . A extracdo matéria-prima é geralmente
realizada por tratamento acido (pH 1,5 a 3) em altas temperaturas (70 a 90°C),
utilizando acido cloridrico, acido nitrico ou, em alguns casos, acido sulfurico. Esta
etapa permite a extracdo e solubilizacdo de materiais de pectina de tecidos
vegetais. Nessas condicdes, ocorrerdo reacdoes de degradacdo, como
desesterificagcdo e despolimerizacdo (Stephen et al., 2016) com posterior
precipitacdo em solvente organico.

O rendimento médio para as extracdes realizadas foi de 15%, em relacéo
a massa seca das cascas de laranjas. Valores préximos aos encontrados por
Aina et al.,, 2012 (15,92%) e encontrados por Khan et al., 2015 (17%) em
condicBes proximas ao processo de extracdo utilizado em nosso estudo. Os
resultados encontrados foram superiores aos relatados nos trabalhos de Yang
etal., 2018 (8,38% a 9,83%) e Bagde et al., 2017 (<6%). Sendo assim, os valores
médios obtidos das extracdes foram equivalentes aos relatados na literatura.

5.2. Grau de esterificacao e propriedades viscosimétricas
A metodologia proposta por Bochek et al., 2001 é uma retrotitulagdo dos
grupamentos esterificados da amostra. Um total de dez replicatas foram
realizadas, e os valores apresentados é referente a médias e seu respectivos
desvios padrdes. A titulacdo inicial com NaOH determina os grupamentos
carboxil livres, 7,36% £ 0,027. O titulante NaOH é adicionada a fim de neutralizar
0 meio, e a amostra é agitada para favorecer a saponificacdo dos grupamentos
carboxil esterificados, a fim de promover a conversao dos grupamentos COONa
em grupamentos COOH. Acido cloridrico é adicionado ao meio e o excesso é
titulado com NaOH para determinacdo dos grupamentos carboxil esterificados,
8,67% + 0,062. A partir desta informacéo, obteve-se um grau de esterificacdo de
54,07% + 0,088, classificando o material extraido como de alto grau de
metoxilagdo (J. S. Yang et al., 2018; Yapo, 2011). Conforme Hua et al., 2018, os
fatores pH, temperatura e tempo influenciam diretamente o grau de esterificacao
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e 0 tamanho da cadeia polimérica, uma vez que as ligacdes do polissacarideo
podem sofrer hidrélise. O grau de esterificacdo € um importante fator para
determinacdo do comportamento de gelificacdo das pectinas, assim como, a
distribuicdo dos grupamentos pela estrutura do polimero. Ambos os tipos de
pectina, baixo e alto grau de esterificacdo, podem formar filmes finos, porém,
filmes de pectinas de baixo grau de esterificacdo necessitam de um cation
multivalente para formacdo de um filme consistente e homogéneo, em
comparacao, pectina de alto grau de metoxilacdo ndo necessitam da adi¢ao de
cations para formacéo de filmes (Mellinas et al., 2020). Sendo assim, torna-se
possivel 0 uso da pectina extraida na confeccéo de filmes finos e avaliacao da
possiveis processos de reticulagdo com moléculas bifuncionais.

Os parametros viscosimétricos foram determinados a fim de avaliar as
caracteristicas reolégicas da pectina. A viscosidade intrinseca de Huggins, 78,64
mL.g?, foi definida como o valor da viscosidade reduzida a diluicdo infinita (Do
Nascimento Filho & De Melo Filho, 2016). Como idealidade, segundo Shivangi
et al., 2021, uma solucéo formadora de filme deve apresentar uma viscosidade
moderada. O valor médio encontrado, pode apresentar para o filme uma
propriedade negativa, uma vez que altos valores de viscosidade pode dificultar
a dispersao dos compostos no meio, eliminar bolhas de ar visiveis e causar
descontinuidades em filmes solidos (Peressini et al., 2003).

A massa molecular média viscosimétrica, = 333.000 g.mol*, foi definida
pela aplicacdo da equacdo de Mark Houwink-Sakurada, relacionado a
viscosidade intrinseca com a massa molecular média viscosimétrica (Masuelli,
2011, 2014). Ter conhecimento dos valores aproximados da massa molecular
viscosimétrica dos polimeros utilizados na confec¢éo de filmes finos é de grande
importancia, uma vez que esta pode alterar significativamente as propriedades
mecanicas dos filmes. No processo de confecgdo a estrutura depende de varias
forcas fisicas que estdo atreladas a massa molecular viscosimétrica do polimero,
tal como as interagcdes polimero-polimero, polimero-solvente e polimero-
superficie, combinado com as restricbes dos efeitos de difusdo do polimero
conforme o solvente evapora (Affrossman & Stamm, 2000). As variacdes de
massa molar encontradas em pectinas podem estar atreladas com as diversas

formas de extracédo, fonte vegetal e matéria prima. Segundo Canteri et al., 2012,
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as massas molares encontradas na literatura variam entre 20.000 a 360.000

g.mol! e as amostras comerciais entre 35.000 a 120.000 g.mol2.

5.3. Aspectos fisicos dos filmes obtidos

Conforme observado por Oakenfull & Scott, 1984, em pectinas de alto
grau de metoxilacdo, a alternancia de regides hidrofilicas e hidrofobicas
embutidas no emaranhado do polimero favorece a formacao de zonas de juncéo,
Figura 5, esta estrutura seria estabilizada por ligacbes de hidrogénio, linhas
pontilhadas, e também por interacéo hidrofébica dos grupos metil éster, circulos
preenchidos (Walkinshaw & Arnott, 1981). Principalmente ligacGes de
hidrogénio, necessariamente em conjunto com interacfes hidrofébicas,
contribuem para a energia livre de gelificacdo ou formacao de zonas de jungéo

neste tipo de pectinas (Perez et al., 2009).

Figura 5: Estrutura das zonas de jun¢do na estrutura polimérica de pectinas com alto teor de
metoxilacdo (adaptada de Oakenfull & Scott, 1984).

A andlise inicial, permitiu avaliar os filmes que apresentaram melhores
aspectos para o uso pretendido. Os filmes obtidos, Figura 6, apresentaram
propriedades visuais favoraveis para uso em recobrimento de feridas cutaneas.
Em filmes com concentracdo maior de pectina (F5, F6, F9 e F10), aumenta-se
as interacdes polimero-polimero significativamente, aumentando assim a

viscosidade da solugao, dificultando a eliminagédo de bolhas e diminuindo a
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uniformidade dos filmes ocasionando regides de falhas. Em testes preliminares
sem a adicao de glicerol, os filmes de pectinas eram frageis e quebradicos. A
insercao de um composto plastificante, o qual tem a funcdo de reduzir as forcas
intermoleculares e aumentar a mobilidade das cadeias poliméricas (Gontard et
al., 1993), implicam em mudangas nas caracteristicas dos filmes produzidos,
propiciando filmes nao frageis e mais flexiveis e apresentando alta resisténcia a
dobra (300x).

O carater catibnico da pectina em condicdes acidas oferece a
oportunidade de estabelecer interacdes eletrostaticas com outros compostos
carregados negativamente. Os grupamentos de acidos carboxilicos presentes
na estrutura da pectina sédo passiveis de realizar rea¢cfes de esterificacdo com
as terminacdes OH da quercetina o que auxiliaria no processo de formagéao de

filmes homogéneos.

Figura 6: Imagem dos filmes obtidos a partir das condigBes produtivas propostas pelo
planejamento experimental.

A dispersividade e homogeneidade da quercetina nos filmes, pode ser
avaliada pela analise morfolégica superficial por microscopia eletrbnica de

varredura, Figura 7.
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Figura 7: Micrografias eletrénicas de varredura da superficie dos filmes obtidos. Aceleragdo de
10,00 kV e ampliacdo de 1000x.

bY

Algumas informacfes correlacionadas a microestrutura da matriz
polimérica dos filmes pode ser avaliada e assim, fornecer possiveis explicacdes
das causas de variacdo de algumas propriedades macroscépicas, como
espessura, propriedades mecénicas, permeabilidade ao vapor de agua e assim
por diante (Lei et al., 2019). Em geral, é possivel evidenciar uma superficie lisa
e uniforme, com pouca ou nenhuma evidéncia de particulas, caracterizando uma
dispersdo da quercetina pela matriz do filme. Pode-se observar que existem
algumas diferencas na morfologia ao avaliar os filmes que possuem as
condi¢cdes produtivas mais distintas, F5 (fatores maximos) e F8 (fatores
minimos). Devido a alta viscosidade da solucdo, ocasionada pela interacao
polimero-polimero, o F8 apresenta zonas descontinuas com presenca de
cavidades devido a presenca de bolhas na matriz do filme. Em contrapartida, o
F5 apresenta zonas de descontinuidade com presenca de rachaduras, deve-se
ao fato de a solucdo apresentar baixa viscosidade devido a interacdes polimero-
polimero em menor intensidade. O mesmo efeito observado no F5 pode ser
identificado no F3, porém, em menor intensidade, uma vez que estes filmes se

assemelham nas concentracdes de pectina e quercetina.
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5.4. Espessura, opacidade, solubilidade e TVA

Os resultados para espessura, opacidade, solubilidade e TVA séo
mostrados na Tabela 3. A espessura de filmes poliméricos influencia diretamente
algumas propriedades, uma vez que estas estao diretamente ou inversamente
relacionadas a este valor. Quando bem controlada, garante uniformidade
superficial, permitindo a comparacdo das propriedades (Pella et al., 2020).
Porém, nédo é facil controlar a espessura de filmes pelo método de casting devido
ao fato de diferentes estruturas serem formadas em filmes de diferentes
espessuras, pois a constituicdo da matriz ocorre mais rapidamente em filmes
mais finos devido a menor quantidade de agua para evaporar (Delgado et al.,
2018). Usualmente, filmes mais finos propiciam melhores condi¢cdes de uso para
o recobrimento de feridas, uma vez que estes apresentam maior moldabilidade
a superficies irregulares. A espessura do filme variou de (0,363 + 0,004) mm a
(0,170 = 0,015) mm para o F9 e F7, respectivamente. O modelo de regressao
linear (R-quadrado = 95,78%), descreve que a variavel pectina € a Unica que
apresenta diferenca significativa na espessura final dos filmes. Quao maior a
concentracéo de pectina na solugcéo formadora, maior a espessura dos filmes.

Outra propriedade que estad ligada as espessuras dos filmes, é a
opacidade, sendo um parametro importante em materiais que serdo aplicados
em recobrimento de feridas, devido ao fato de que a capacidade de um produto
ser transparente permite a inspecdo visual da ferida sem a necessidade de
remocao do curativo (Brown-Etris et al., 2008; Mulder et al., 1993). Sendo assim,
busca-se filmes que apresente indices de opacidade baixos. Os filmes
apresentaram uma variacao de 6,856 + 0,274 Abs.mm a 1,833 = 0,096 Abs.mm
para F8 e F5 respectivamente. Estatisticamente, em um modelo de regressao
multipla, as variaveis pectina e quercetina apresentam interacao significativa (R-
quadrado = 93,59%). Opacidade tem correlacdo direta com o grau de
cristalinidade do material. Polimeros com alto grau de cristalinidade geralmente
apresentam carater semitransparente ou opacos, diferentes de polimeros
amorfos ou com baixo grau de cristalinidade que tendem a ser transparentes. A
presenca de inclusées muito pequenas ou de aditivos cristalitos, torna o material
semitransparente, uma vez que estas inclusdes atuam espalhando a luz. (Mano,
2000).
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Tabela 3: Valores médios + desvio padréo da espessura (mm); opacidade

(Absgoo/mm), solubilidade (%), e TTVA (g/d.m?).

Taxa de
Filme Espessura Opacidade Solubilidade transmissao de
(mm) (Abssoo/mm) (%) vapor d'agua

(9/d.m?)
F1 0,225+0,005 2,695+0,201 91,514+ 0,640 883,46
F2 0,180+0,001 4,046+0,219 89,418 +1,002 895,17
F3 0,172+0,003 5,394+0,211 94,711 + 0,565 1079,01
F4 0,236 £0,003 2,979+0,066 92,178 + 0,953 1010,21
F5 0,335+0,013 1,833+0,096 93,624 + 0,408 1021,91
F6 0,356 £0,004 1,848+0,246 89,956 + 0,325 998,32
F7 0,170+0,015 4,248+0,369 93,551 + 0,454 1208,22
F8 0,190 +0,007 6,856 +0,274 93,350 + 0,662 1006,96
F9 0,363+0,004 2,889+0,132 88,204 + 0,314 1020,48
F10 0,356 +0,003 3,247 £0,120 91,887 + 0,262 901,57

Para os dados de solubilidade, os valores variaram de 88,204 + 0,314 a
94,711 £+ 0,565 para os filmes F9 e F3, respectivamente. O modelo de regresséo
multipla descreve que todos os trés fatores influenciam significativamente na
resposta (R-quadrado = 80,15%), sendo a pectina e o glicerol os que mais
contribuem com o modelo. A alta solubilidade dos filmes, deve-se principalmente
a presenca do plastificante, glicerol. O plastificante além de diminuir as forcas
coesivas afastando as cadeias poliméricas, apresentam carater muito
higroscépicos e altamente solivel em agua. Os valores altos de solubilidade
dificultam o uso dos filmes em feridas com altos volumes de exudacéo, sendo
indicados entdo para situacdes de e baixo ou médio exudato.

Além do intera¢des polimero-polimero, polimero-superficie e polimero-
solvente, a espessura e solubilidade podem estar associados aos valores da taxa
de transmisséo de vapor de agua (TTVA). A TTVA é uma propriedade importante
a ser avaliada em filmes quando se procura utiliza-los como curativos, uma vez
que este paradmetro pode propiciar condicdes favoraveis ao processo de

cicatrizagdo (umidade e permeacdo de oxigénio). A andlise TTVA avalia, com
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referéncia ao arranjo de cadeias poliméricas, a interacdo entre agua e a matriz
polimérica, dando informacgdes sobre o coeficiente de difusividade (Bertuzzi et
al., 2007). Para polimeros homogéneos, a lei de Fick exige que o fluxo de vapor
d'agua, sob um dado gradiente de pressdo de vapor, deve variar inversamente
com a espessura do filme (Hauser & McLaren, 1948).

Conforme demonstrado na Tabela 3, os valores de TVA variam de
883,460 g/d.m? a 1208,22 g/d.m? para os filmes F1 e F7, respectivamente. Em
filmes poliméricos ideais, a permeabilidade ao vapor de agua deve ser
independente da espessura do filme (Othman et al., 2017), o que
estatisticamente é observado no estudo realizado, ndo apresentando interacao
significativa para nenhum dos fatores estudados. Buscou-se encontrar
condigbes experimentais que inferisse o valor final de TVA, porém, esta
propriedade é dependente de vérios fatores que incluem a massa molecular, o
grau de esterificacdo da pectina, a concentracdo de plastificantes adicionado e
as condicdes de preparacdo do filme que influenciam a estrutura. Esses
resultados corroboram com os valores de solubilidade, uma vez que filmes com
maior solubilidade tendem a apresentar menor resisténcia a difusividade em
agua (Pella et al., 2020).

5.5. Analises Mecanicas

Os valores encontrados para o modulo de elasticidade (MPa), resisténcia
ao escoamento (MPa), resisténcia a tracdo (MPa), tensdo de ruptura (MPa) e
elasticidade (%) descritos na Tabela 4, foram ajustados a partir do gréfico de
tensdo (MPa) versus deformacéao (%), Figura 8.
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Figura 8: Grafico de tensdo versus deformacdo (MPa/%) dos filmes obtidos a partir do
planejamento experimental.

O mébdulo de elasticidade e a resisténcia a tracdo compativeis com o
tecido danificado, séo requisitos importantes dos materiais uteis na regeneracao
de tecidos (Bellini et al., 2015). Deve-se atentar as propriedades mecéanicas mais
significativas para o devido fim de uso. Segundo Hansmann, 2017, as principais
propriedades mecanicas dos filmes biopoliméricos séo resisténcia a tracédo e
tensao de ruptura.

O mbdulo de elasticidade, médulo de Young, é a constante de
proporcionalidade da tensdo a deformacdo. Este parametro é uma medida da
“rigidez” do filme, ou a capacidade do filme de suportar uma alta tenséo enquanto
sofre pouca deformacéo elastica (Banker, 1966). Os valores encontrados para o
modulo de Young para os filmes produzidos, variaram de 0,0605 MPa a 0,0017
MPa para os filmes F9 e F3, respectivamente. Esperava-se uma relacdo entre
as variaveis concentracdo de pectina e plastificante nos resultados do modulo
de elasticidade, porém, estatisticamente com estas proporgdes utilizadas, ndo
se pode concluir que estas variaveis tenham relagéo significativa (p > 0,10) com

os valores de encontrado.
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Tabela 4: Valores de médulo de elasticidade (MPa), resisténcia ao escoamento (MPa),
resisténcia a tragcdo (MPa) e tenséo de ruptura (MPa) dos filmes.

Modulo de  Resisténcia ao Resisténcia Tensdo de Alongamento

Filme elasticidade escoamento a tracao ruptura de ruptura
(MPa) (MPa) (MPa) (MPa) (%)
F1 0,0032 0,5946 1,6884 1,3851 668
F2 0,0365 0,2970 1,7013 0,9192 60
F3 0,0017 0,4496 0,6899 0,3595 521
F4 0,0028 0,6646 1,7373 1,3764 666
F5 0,0022 0,5154 1,0989 0,9217 563
F6 0,0052 0,3251 4,7024 4,2070 872
F7 0,0156 0,9783 2,4590 2,2526 121
F8 0,0154 0,0847 0,9664 0,4570 51
F9 0,0605 0,8027 3,4515 3,2558 63
F10 0,0205 0,1184 2,1564 1,9465 76

O mesmo é observado para os valores de resisténcia ao escoamento.
Esta propriedade esta relacionada ao limite de tensdo maxima que um material
pode suportar sem que sofra deformacdo plastica (Oyekanmi et al., 2021),
retornando a forma original inicial. Os valores variaram de 0,0847 MPa a 0,9783
MPa para os filmes F8 e F7, respectivamente. O modelo de regressao multipla
descreve que que nao ha provas suficientes para concluir que algum dos fatores
tenham relagdo estatisticamente relevante com os valores de escoamento
encontrado. Os valores do moédulo de elasticidade e resisténcia ao escoamento
destoa do esperado, o qual seria uma normalizagdo com 0 aumento ou
diminuicdo do polimero e ou do plastificante. Isto pode ser explicado pela
constituicdo do polimero, sua polidispersidade, e pelo fendbmeno antiplastificante,
no qual em baixas concentragcbes (abaixo do limiar de plastificagdo) o
plastificante pode se distribuir no volume livre natural existente entre as cadeias
do polimero, gerando uma restricdo de movimento e consequentemente
oscilacbes nos valores atribuidos a movimentacao das cadeias (Moraru et al.,
2002; Wypych, 2017).

A resisténcia a tracdo dos filmes variou na faixa de 0,6899 MPa a 4,7024

MPa, para os filmes F3 e F6 respectivamente. O modelo de regresséao fatorial
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descreve que harelacdo estatisticamente significativas entre as varidveis pectina
e glicerol, podendo ser observado pelo grafico de Pareto dos efeitos
padronizados, Figura 9 , onde pode-se observar mais claramente os efeitos dos
fatores na resposta, sendo que a linha vertical vermelha apresentada na figura
representa o tamanho do efeito no nivel de significancia de 0,05.

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
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Figura 9: Gréafico de Pareto para a resposta Resisténcia a tracdo para os filmes de pectina
obtidos.

Ao analisarmos a Figura 9, os termos com barras mais longas exercem
maior influéncia sobre a resposta. E possivel concluir que existe relacdo entre
os fatores pectina e glicerol no modelo linear no nivel de significancia de 0,05. O
modelo explica 74,91% da variacdo (R-quadrado). E possivel observar ainda que
a quercetina ndo apresenta interacdo estatisticamente significativa. Com intuito
de avaliar a melhor condicdo experimental para maximizar a resposta da
resisténcia a tracdo, a Figura 10 descreve a superficie de resposta onde é
possivel observar a interacdo entre os fatores pectina e glicerol. Para se obter
filmes com maiores valores de resisténcia a tracdo, a condicdo experimental
deve buscar valores maximo de pectina e valores minimos de glicerol, o que
corrobora com o principio do efeito dos plastificantes, reduzindo as fortes

interacdes intermoleculares entre as moléculas do polimero, diminuindo a
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resisténcia mecanica dos mesmos (Aguirre et al., 2013; Razavi et al., 2015;
Zhong & Li, 2014). O valores encontrados no filmes se encontram superiores aos
descritos por Segura Ceniceros et al., 2006, com valores de variaram de 0,0441

MPa para filmes de pectina puro a 0,0196 MPa para filmes de pectina/glicerol.
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Figura 10: Gréfico de superficie de resposta de resisténcia a tracdo versus pectina; glicerol dos
filmes obtidos.

As propriedades fisicas descritas nos itens 5.4 e 5.5., sdo de grande
importancia na avaliacdo do uso destes filmes como novos materiais uteis em
curativos para feridas. Caso os filmes sejam aplicados como substitutos
dérmicos, faz-se necessario a realizagdo além da comparacdo visual, a
comparacao das propriedades mecanicas com as da pele humana. Para os
parametros descritos no item 5.4., os resultados de espessura e TVA
apresentam maior importancia para o uso pretendido, uma vez que filmes finos
permitem maior moldabilidade a superficies irregulares do corpo humano, e
maiores valores de TVA representam maiores indices de umidade no local da
ferida. O filme que apresentou melhores resposta para estes parametros foi o
F7, com valores de espessura de 0,170 + 0,015 mm e valores de TVA de 1208,22
g/d.m?,

Para os parametros, descrito nesta se¢do, 5.5., os valores referidos ao

modulo de resisténcia a tracdo possuem grande importancia ao uso pretendido,
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uma vez que a resisténcia a tracdo dos filmes produzidas no presente trabalho,
devem apresentar valor comparaveis ao da pele normal, que varia de 2,5 a 16
MPa (L. Wang et al., 2002), assim como os valores de alongamento na ruptura,
0S quais deve apresentar valores superiores aos da pele, que é cerca de 70%
(Hansen & Jemec, 2002) . Corroborando com os dados da secdo anterior, aos
descritos nas analises mecanicas, o filme F7 pode ser classificado como um filme
gue atende aos requisitos descritos, apresentam um valor de resisténcia a tracao
de 2,4590 MPa e 121% de alongamento na ruptura. Apesar de outros filmes,
isoladamente, apresentarem melhores resultados em comparagéo ao filme F7,
a assimilacao dos resultados apresentados, descrevem o filme F7 como o mais

pretendido para o uso.

5.6. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

Com a finalidade de caracterizar quimicamente 0s precursores pectina e
quercetina, avaliar as alteracdes no processo de formacéo do filme e possiveis
reticulacdes entre os agentes, foi realizada a andlise de espectroscopia na regido
do infravermelho (FTIR). Como mostrado na Figura 11 A)., 0s espectros para 0s
10 filmes obtidos ndo apresentaram diferenca observaveis, como surgimento,

desaparecimento, ou até deslocamentos significativos de bandas.
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Figura 11: Espectros de infravermelhos com transformada de Fourier: A) espectros dos filmes
obtidos a partir das condi¢cdes produtivas propostas pelo planejamento experimental; B)
espectros da quercetina, pectina extraida e do filme sobreposto para fim comparativo.

Para o espectro da pectina, Figura 11 B)., as bandas de absor¢cdo em
3421 cm sdo atribuidas a vibracdo de alongamento O-H, em 2939 cm™ ao
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alongamento dos grupos CH e CH2, o pico caracteristico em 1621 cm™ e 1749
cm? caracteriza a vibracdo de alongamento C=0O de grupos éster metilico e
carboxila (Wu et al., 2020). A banda em 1019 cm™, na regido de impressao
digital, sdo caracteristicas de polissacarideos (Santos et al., 2013). O espectro
de infravermelho da quercetina exibiu véarias bandas caracteristicas de
compostos fendlicos, as bandas em 3408 e 1663 cm™ foram atribuidas ao
alongamento O-H e C=0, respectivamente, o alongamento C=C dos anéis e
deformagbes O-H em 1615 cm?, as bandas referentes as meta-dissubstituigio
(710 cm™) e orto-dissubstituicdo (770 cm™) (Dinesh Kumar et al., 2015; J. Liu,
Wang, et al., 2018; Mendoza-Wilson et al., 2011). As mudancas observadas no
espectro dos filmes, em comparativo com os precursores prediz uma possivel
interacdo entre as cadeias poliméricas e a quercetina, atribuindo uma
homogeneizacdo na superficie do filme. Tal interagdo pode ser atribuida a
processos de reticulacdo de baixa intensidade, podendo ser verificada pelas
bandas em 1700 cm™ e 1740 cm™ caracteristicas de ésteres formados pela
reacdo de esterificacdo entre os acidos carboxilicos da estrutura da pectina e as
hidroxilas da quercetina (Pavia et al., 2001). As bandas em 1020 cm

caracteristicas de polissacarideos ainda se encontra evidente.
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5.7. Termogravimetria
As curvas termogravimétricas e derivadas primeira referentes aos filmes
obtidos e da pectina extraida, estdo apresentadas na Figura 13. A Tabela 5

descreve as temperaturas Onset relacionadas aos eventos de perda de massas.

Tabela 5: Temperatura Onset dos eventos de perda de massa inicial da amostra.

Estagio de Decomposicao

Primeiro Rerdg Segundo Perda Terceiro Perdg
Amostra L primeiro L segundo . terceiro
estaglo estagio estaglo estagio estaglo estagio
(Tonset/ C) (%) (Tonset/ C) (%) (Tonset/ C) (%)
PEC 50 16 228 84 - -
F1 80 11 174 20 224 29
F2 82 10 145 37 213 24
F3 78 12 176 69 - -
F4 72 11 180 65 - -
F5 67 13 191 67 - -
F6 57 13 168 65 - -
F7 61 17 181 66 - -
F8 57 12 185 73 - -
F9 53 13 158 41 221 19
F10 45 12 172 69 - -

A termogravimetria baseia-se nas mediacOes da variagdo de massa de
uma amostra, como funcao da temperatura ou do tempo. Polimero submetidos
a condicdes térmicas, podem apresentar alteracdes estruturais caracteristicos
de rupturas de ligac6es quimicas nas cadeias principais e laterais (Rodolfo Jr. &
Mei, 2007). Desse modo, ter conhecimento do comportamento térmico de um
polimero em estudo € de suma importancia para determinar suas aplicacées,
uma vez que temperatura determina seu comportamento termodinamico.

A literatura reporta que a incorporacao de substancias a um polimero pode
alterar o perfil de degradacédo térmico (Banker, 1966; Coffin & Fishman, 1994;
Rocha Placido Moore et al., 2006). Essas alteracdes podem ser percebidas pelo
aumento ou diminuig&do da resisténcia térmica dos materiais. Para observar este
comportamento, avalia-se a mudanca de temperatura dos eventos de
degradacéao dos filmes em comparacao ao polimero puro.

A andlise de TGA descreve que a pectina apresentou dois eventos, 0

primeiro referente a uma perda de massa de até 16% na T°onset de 50 °C, que
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esta relacionada a evaporacgdo da 4gua presente na amostra. O segundo evento
na T°onset 228 °C e esté relacionado a despolimerizacdo das cadeias de pectina,
degradacédo térmica (Ghaffari et al., 2007; Kodoth et al., 2019; Tripathi et al.,
2010). Observa-se uma alteracdo no comportamento térmico da pectina na
matriz dos filmes, sendo possivel identificar a diminuicdo das temperaturas
Onset referentes ao evento de degradacéo da pectina (Tabela 5), com T°onset que
variam de 145 - 191 °C.

O infografico da Figura 12 apresenta o comparativo do comportamento
termogravimétrico dos filmes obtidos e da pectina extraida.
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Figura 12: Infografico comparativo da degradagéo térmica dos filmes obtidos e pectina extraida.

Correlacionando as informagdes descritas na Figura 12 com os dados de
temperaturas Onset de perda de massa na Tabela 5, pode-se concluir que, a
inser¢cao dos compostos glicerol e quercetina na estrutura formadora do filme,
sao capazes de ndo somente em interferir na temperatura de degradacao, como

alterar todo o perfil termogravimétrico dos filmes.
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Figura 13: Termogramas e derivadas primeiras dos filmes obtidos e pectina extraida. (imagem
de autoria prépria, 2021)

5.8. Calorimetria exploratdria diferencial

As andlises de calorimetria exploratoria diferencial, DSC, estao
representadas na Figura 14. Observa-se que para o termograma da pectina, na
faixa de temperatura analisada é possivel identificar apenas um evento, um

amplo pico endotérmico na faixa de 70 — 110 ° C, atribuido & evaporagédo das
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moléculas de &gua, , indicando a natureza amorfa dessas moléculas (Feng et
al., 2020; Roy & Rhim, 2021; Saravanan & Rao, 2010).
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Figura 14: Termogramas de DSC dos filmes obtidos a partir das condi¢bes produtivas proposta
pelo planejamento experimental, pectina extraida e quercetina (imagem de autoria propria,
2021).

A curva DSC para quercetina apresentou um pico endotérmico maximo
em aproximadamente 124 °C, referente a perda de agua (Pool et al., 2012;
Valencia et al., 2021; Wisudyaningsih et al., 2019). Este evento térmico tem inicio
em aproximadamente O ombro deste pico com inicio da temperatura a 73 °C,
sugerindo que a molécula sofre um rearranjo, correspondendo a uma

transformacao das moléculas hidratadas na forma anidra (Da Costa et al., 2002).
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Para os filmes obtidos por meio de diferentes concentracbes de pectina,
quercetina e glicerol, observa-se alteracdes nas temperaturas de degradacéo da
pectina em cada filme. Estudos evidenciam picos exotérmicos na faixa de 230
°C referentes a decomposicédo térmica desses polissacarideos (Aguilera et al.,
1998; Einhorn-Stoll et al., 2007; Nisar et al., 2018). O que se observa é que o
pico referente a decomposicéo da pectina é deslocado, variando de = 208 a 234
°C, corroborando com os valores apresentados pela derivada primeira das
andlises de TGA Tal efeito pode ser explicado pela presenca do plastificante,
que atua modificando a interacéo entre o polimero, aumentando o volume livre
do sistema e, consequentemente, o aumento da motilidade da cadeia e reducao

das temperaturas dos eventos (Valdés et al., 2015; W. Wang et al., 2016).

5.9. Difratometria de raio x

Foram investigados os padrbes de raios X dos materiais de partida
separadamente (pectina e quercetina) assim como dos filmes, a fim de investigar
as morfologias, uniformidade e determinar as tendéncias cristalinas produzida.
Os difratogramas de raio x apresentados na Figura 15 descrevem o
comportamento cristalografico das amostras.

O espectro para a pectina corrobora com os resultados de DSC,
apresentando uma alta amorficidade dessas moléculas, a literatura descreve que
a pectina ndo apresenta nenhum valor maximo no padrdo de difracdo devido ao
seu carater amorfo (Khodzhaeva et al.,, 2003; A. Kumar & Chauhan, 2010b).
Comparando os resultados obtidos com a literatura, observa-se grande
similaridade nos resultados encontrados por Chaichi et al., 2017 e Nisar et al.,
2019. No difratograma de raios-X da quercetina, € possivel observar picos nitidos
no angulo de 20 = 10.59°, 12.13°, 15.54°, 23.65° e 26.73°, comportamento
também observado por Pralhad & Rajendrakumar, 2004 e Z. Yang et al., 2010.
Ao analisar os difratogramas dos filmes obtidos, observa-se uma alteragcdo no
comportamento cristalografico dos filmes em comparagéo aos seus precursores.
Tal comportamento indica interacdo efetiva entre a pectina, o glicerol e a
guercetina a ponto de interferir na cristalinidade, corroborando com o observado
nas analises de DSC e FTIR. Observa-se também a predominéncia do
comportamento amorfo nos filmes, indicando que a quercetina ndo esta presente

no material na sua forma cristalina apds o processo de confeccéo, existindo no
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estado amorfo (Latos-brozio et al., 2020; Pralhad & Rajendrakumar, 2004; Z.
Yang et al., 2010).
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Figura 15: Difratograma da pectina, quercetina e dos filmes obtidos a partir das condi¢bes
experimentais (imagem de autoria prépria, 2021).

5.10. Atividade antimicrobiana e antioxidante

A fisiologia normal da cicatrizacédo de feridas depende de baixos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e estresse oxidativo (Dunnill et al., 2017).
Uma superexposicao ao estresse oxidativo leva a dificuldade de cicatrizagao de
feridas (Nita & Grzybowski, 2016). As moléculas antioxidantes sdo substancias
que inibem o processo de oxidacdo, oferecendo resisténcia ao estresse
oxidativo, auxiliando no processo de eliminacao de radicais livres e inibicdo de
processos de peroxidacéo lipidica (Y.A. Barku, 2019). Diversos flavondides séo
conhecidos por apresentarem atividade antioxidante, em destaque a quercetina.

Para determinacdo da atividade antioxidante dos filmes, utilizou-se o
método de eliminacdo do radical DPPH. O DPPH possui um radical livre de
hidrogénio e apresenta absor¢cdo caracteristica a 517 nm. Ao encontrar 0s
sequestradores de radicais, a cor roxa da solucdo de DPPH desaparece
rapidamente (Zhang et al., 2008). Os valores referentes as porcentagens de

atividade antioxidante dos filmes obtidos, estdo descritos nas Tabela 6.
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Tabela 6: Valores médios + desvio padréo das porcentagens de atividade antioxidante
dos filmes obtidos.

Amostra Atividade antioxidante (%)
F1 41,78 £ 0,34
F2 44,44 + 0,82
F3 40,32 £ 0,67
F4 42,17 £ 0,47
F5 45,37 £ 0,17
F6 43,84 £ 0,91
F7 44,44 + 0,82
F8 40,43 £ 0,57
F9 40,49 £ 0,62
F10 40,84 + 0,50

Os valores obtidos dos filmes, variaram entre 40,32 + 0,67% a 45,37 *
0,17% para os filmes F3 e F5, respectivamente. A analise de regresséo simples,
descreve que a variavel quercetina é Unica que apresente diferenca significativa
(R-quadrado = 94,27). Diversos autores descrevem a atividade antioxidante da
quercertina e sua usabilidade em sistemas de cicatrizacdo de feridas (Comino-
sanz et al.,, 2021; Ghiselli et al.,, 1998; Zhang et al., 2008). Os valores
encontrados foram superiores ao descritos por Rubini et al., 2020, em estudo
equivalente (aproximadamente 35%).

As propriedades antibacterianas dos filmes de pectina contendo
guercetina foram avaliadas por meio de um teste de difusdo em disco, baseadas
nas normas de CLSI com modificacbes (CLSI, 2019). Apesar da atividade
antimicrobiana da quercetina contra diferentes cepas bacterianas ter sido
demonstrada anteriormente (Bonvicini et al., 2017; Rubini et al., 2020), os filmes
obtidos ndo apresentaram formacao de halos de inibicao para o microrganismo
Staphylococcus aureus (ATCC 29213). Todas as amostras testadas se
liquefizeram, apdés o periodo de 24h a 35 °C, Figura 16, porém, foi possivel
observar que ndo houve nenhum crescimento sobre ou sob os discos, assim
como, ndo se evidenciou contaminacéao externa. Este resultado ndo desqualifica
os filmes para o uso pretendido, apenas deve-se atentar ao uso em sistemas de

baixo a médios exsudatos, como ja descrito.
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Figura 16: Teste de suscetibilidade antimicrobiana de cepas do biotipo de S. aureus, usando
teste de difusdo em disco. a) filme F7; b) filme F3; c) filme F5. (imagem de autoria prépria, 2021).

Os resultados encontrados para o filme F7, para os testes de atividade
antioxidante e antimicrobiana, complementam os resultados apresentados nas
secbes 5.4. e 55. O filme F7 apresentou valores médios de atividade
antioxidante de 44,44 + 0,82%, valores mais altos que outros filmes
experimentados nesta pesquisa, assim como, ndo se evidenciou a formacéo de

colénias de microrganismos sobre ou sob os filmes.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel encontrar parametros que permitissem a
producdo de um filme de pectina contendo quercetina com aspectos visuais,
adequados para 0 uso no tratamento de feridas.

Os resultados das analises mecanicas e de caracterizacédo, por meio dos
tratamentos estaticos, permitiram avaliar as melhores condi¢gdes experimentais
para obtencéo dos filmes de acordo com o uso pretendido.

As técnicas espectroscopicas e termogravimétricas auxiliaram no
processo de entendimento ndo somente da caracterizacdo dos filmes obtidos,
mas também das possiveis interacdo entre os materiais de partida. Evidenciou-
se a reacao de esterificacdo, observadas pela mudanca do perfil cristalografico
do material e das bandas de absorcdo no espectro de infravermelho,
caracterizado pelas bandas caracteristicas de ésteres entre a pectina e a
quercetina;

A analise da atividade antioxidante descreve um material que apresentam
grande potencial, caracteristica que potencializa seu uso processos de
cicatrizacdo. A atividade antimicrobiana descreve que, apesar de nao haver
formacdo de halos de inibicdo, ndo se evidenciou o0 crescimento de
microrganismos sobre ou sob os filmes.

Devido a fatores como, a regido do corpo a ser tratada, o estagio do
tratamento e a intensidade do ferimento, ndo se é possivel estabelecer um
consenso geral a respeitos dos valores ideias que os filmes curativos precisam
apresentar. Porém, para a pesquisa realizada e para os parametros avaliados, o
filme F7 apresenta grande potencial para o uso como curativos para feridas,

tomando-se devidos cuidado para suas aplicagdes.
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