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RESUMO

H& muito se discute sobre o tratamento e 0s prejuizos, sociais e econémicos, das feridas. Tema
que vem se tornando cada vez mais relevante em virtude das bactérias resistentes a antibioticos.
Nesse sentido, uma das abordagens para o tratamento de feridas infectadas é o uso de materiais
compdsitos antimicrobianos. Com base nisso, objetivou-se desenvolver filmes compdsitos a
base de Gelatina, Bentonita e Sulfanilamida com atividade antimicrobiana para cobertura de
feridas. Os materiais de partida foram caracterizados por meio de difracdo de raios—X (DRX),
espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analise
termogravimétrica (TG) e fluorescéncia de raios—X (FRX). Os filmes compositos foram
caracterizados quanto a capacidade de absorcdo de dgua, contetdo de umidade, solubilidade e
capacidade antimicrobiana in vitro. Para a analise dos resultados foi aplicado o teste estatistico
ANOVA, considerando p < 0,1. Os resultados dos testes de umidade, capacidade de absor¢édo
de agua e solubilidade foram significativos ao nivel de probabilidade, com alguns filmes
absorvendo mais de 200 % em 60 minutos. Mediante otimizacdo simultanea por meio do
planejamento do tipo Box-Behnken, uma formulacéo ideal contendo 14,88 % de Gelatina (m/v),
15 % glicerol (v/v) e 2,5 % Bentonita (m/m) foi obtida. A inser¢do da Sulfanilamida na estrutura
da Bentonita deu-se por troca catidnica em diferentes pHs, e a sua entrada foi confirmada por
meio de DRX e TG, onde atestou-se que o pH (pH =4 e pH = 7) ndo interferiu na quantidade
de antibi6tico adsorvido, ficando em torno de 5 %. Os filmes compdsitos contendo antibidtico
mostraram-se eficientes frente aos microrganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli,

qualificando-os como coberturas promissoras para feridas.

Palavras-chave: Cobertura; Filmes compositos; Gelatina; Bentonita; Sulfanilamida.



ABSTRACT

There has been much discussion about the treatment and social and economic damage of
wounds. This topic has become increasingly relevant due to antibiotic-resistant bacteria. In this
sense, one of the approaches to treating infected wounds is the use of antimicrobial composite
materials. Based on this, the objective was to develop composite films based on Gelatin,
Bentonite, and Sulfanilamide with antimicrobial activity for wound dressings. The starting
materials were characterized by X-ray diffraction (XRD), Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analysis (TGA), and X-ray fluorescence (XRF). The
composite films were characterized for water absorption capacity, moisture content, solubility,
and in vitro antimicrobial capacity. For the analysis of the results, the ANOVA statistical test
was applied, considering p < 0.1. The results of the tests for moisture, water absorption capacity,
and solubility were significant at the probability level, with some films absorbing more than
200% in 60 minutes. Through simultaneous optimization using Box-Behnken design, an ideal
formulation containing 14.88% Gelatin (w/v), 15% glycerol (v/v), and 2.5% Bentonite (w/w)
was obtained. The insertion of Sulfanilamide into the Bentonite structure was carried out by
cation exchange at different pHs, and its entry was confirmed by XRD and TGA, where it was
attested that the pH (pH =4 and pH = 7) did not interfere with the amount of adsorbed antibiotic,
remaining around 5%. Composite films containing antibiotics were effective against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli microorganisms, qualifying them as promising

wound dressings.

Keywords: Wound dressing; Composite films; Gelatin; Bentonite; Sulfanilamide
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1 INTRODUCAO

As infeccBes sempre foram um dos principais problemas no manejo e tratamento de
feridas. Além disso, as infec¢fes em feridas podem causar sérios problemas, como a formacéo
de exsudatos, atraso na cicatrizacdo e a deposicdo inadequada de colégeno, ainda estando
relacionadas de forma crucial ao aumento de morbidade e de mortalidade (OKUR et al., 2020;
SHAO et al., 2017).

Estima-se que 58 milhGes de pessoas séo afetadas por feridas graves anualmente, das
quais 5 milhGes morrem por ndo receberem atencdo especifica no tratamento de feridas,
segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, OMS (VERMA et al., 2024). Portanto, a
recuperacdo de feridas é uma questdo médica, social e econdmica, sendo o curativo 0 aspecto
mais importante a se observar em um tratamento (SWETHA MENON et al., 2024).

A adesdo bacteriana a cobertura € o primeiro passo no desenvolvimento da infeccao,
portanto, o desenvolvimento de novas coberturas com amplo espectro de atividade
antimicrobiana para o tratamento de feridas é crucial. Nesse sentido, 0s materiais compdsitos
vém ganhando destaque no tratamento de feridas.

Compdsitos podem ser definidos como uma combinacéo de dois ou mais materiais que
juntos originam um novo material. Tais materiais podem ser muito efetivos na construcao de
curativos antimicrobianos, possuindo também, ampla aplicacdo nos mais variados campos da
ciéncia. Diversos biopolimeros vém ganhando notoriedade na fabricacdo de compadsitos com
aplicacbes biomédicas, como: pectina, quitina, quitosana, alginato, colageno, gelatina,
queratina e diversos outros.

Os biopolimeros possuem propriedades interessantes para aplicacdes biologicas.
Dentre as macromoléculas naturais, o colageno e a gelatina sdo 0s mais apropriados para o
desenvolvimento de curativos e de materiais biomiméticos para a pele humana, pois sdo de facil
obtengdo, biocompativeis, biodegradaveis e ndo possuem imunogenicidade consideravel
(GASPAR-PINTILIESCU; STANCIUC; CRACIUNESCU, 2019).

Soma-se a isso, a estrutura molecular variada da gelatina, que permite a formacao de
diferentes ligacGes quimicas, caracteristica que a torna atrativa na producdo de filmes
(HUBNER et al., 2020; NUR HANANI; ROOS; KERRY, 2014).

Contudo, a maioria dos filmes fabricados a partir de biopolimeros sdo naturalmente
frageis, necessitando da adicdo de plastificantes (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005).

Plastificantes sdo compostos com baixa massa molar incorporados nas solucdes formadoras de



filmes, com o objetivo de melhorar propriedades mecénicas do material resultante. Portanto, é
de fundamental importéncia o controle da concentracdo de plastificante na solugdo formadora
de filme como um parametro a ser otimizado. InUmeros plastificantes estdo disponiveis, sendo
o glicerol o mais amplamente utilizado (JOMLAPEERATIKUL; POOMSA-AD; WISET,
2017).

Materiais inorganicos (0xidos, zedlitas e argilas) podem ser utilizados em filmes como
suportes para liberacdo de farmacos, além de influenciarem processos como a coagulacao
sanguinea, proliferacdo de células, melhoria de propriedades mecénicas e térmicas (HUBNER
et al., 2020; JIAN et al., 2020; XU et al., 2021).

A Montmorilonita, principal constituinte da argila Bentonita, tem sido estudada por
décadas, devido a sua estrutura versatil e possibilidade de aplicaces na industria farmacéutica
(JAYRAJSINH et al., 2017). A estrutura porosa da Bentonita pode acomodar, no espacgo
interlamelar, diferentes compostos organicos, sem perder a integridade cristalografica e
alcancando capacidades de troca catidnica de 70 — 120 meg/100 g. As interagfes com
antibidticos sdo muito vantajosas no desenvolvimento de sistemas de liberagdo modificadas,
pois estes sistemas vém ganhando muito interesse nos campos farmacéutico e veterinario
(JAYRAJSINH et al., 2017; RAPACZ-KMITA et al., 2017).

Embora uma ampla variedade de antibi6ticos seja conhecida, menos de 1% desse total
é utilizado no manejo de feridas, devido a problemas de toxicidade e ou falta de absorcéao via
células. Até agora, apenas antibidticos das classes dos aminoglicosideos, beta-lactamicos,
glicopeptidicos, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas foram utilizados para producdo de
curativos antimicrobianos (SIMOES et al., 2018).

As Sulfonamidas possuem importante papel na medicina por serem 0S primeiros
antibioticos sintéticos disponiveis para uso. Possuem amplo espectro de a¢do contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, tendo versatilidade de uso ainda como molécula antiviral,
antifungica, antiinflamatoria e antitumoral. O mecanismo de ac¢do das Sulfonamidas envolve a
inibicdo da sintese do &cido félico pelos microrganimos, sem o qual as bactérias ndo conseguem
realizar a divisdo celular (HELENA et al., 2023). Por tratar-se de uma molécula bastante
estudada, segura e de baixo custo, a Sulfanilamida enquadra-se como potencial antibi6tico na
producdo de coberturas antimicrobianas.

A adicdo de componentes como plastificante e argila a solucao formadora de filme, afeta
caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas do filme resultante, de forma interdependente, e
assim, a sua formulacdo deve ser cuidadosamente otimizada para a obtencdo de um produto

final com caracteristicas desejadas (BAJIC et al., 2020).
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A metodologia de superficie de resposta consiste em um conjunto de ferramentas
estatisticas e matematicas utilizadas para planejamento e otimizacdo de experimentos. Essa
metodologia possui a vantagem de relacionar varidveis independentes e de resposta,
minimizando o nimero de experimentos e o uso de recursos (BAJIC et al., 2020; THAKUR et
al., 2017).

Para a otimizacdo de formula¢Bes, uma metodologia tipica de superficie de resposta
utilizada consiste no modelo de trés niveis de Box-Behnken. Essa metodologia tem sido
aplicada amplamente na sintese de filmes para aplicacdes biomédicas (LEI; ZHU; FAN, 2020;
REZVANIAN et al., 2017; SASIKALA; RATHINAMOORTHY; DHURALI, 2018).

Portanto, a combinagdo de Gelatina, minerais inorganicos e antibioticos de amplo
espectro pode ser explorada com a finalidade de producdo de filmes ativos, contribuindo de

maneira satisfatoria para o surgimento de curativos eficazes e de baixo custo.
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2 OBJETIVOS

Nesta secao estdo reunidos 0s objetivos propostos para a tese, subdivididos em GERAL
e ESPECIFICOS.

2.1 GERAL

Desenvolver filmes compdsitos a base de Gelatina, Bentonita e Sulfanilamida com

atividade antimicrobiana para coberturas de feridas.

2.2 ESPECIFICOS

Para atingir este objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram propostos:

o Estudar as propriedades da Gelatina, Bentonita, Glicerol e Sulfanilamida para
formulagdo dos filmes compositos;

o Caracterizar os materiais de partida por meio de difracdo de raios-X,
fluorescéncia de raios-X, espectroscopia por infravermelho, termogravimetria e
capacidade de troca catibnica;

o Obter filmes compositos em condi¢6es otimizadas por meio de planejamento de
experimentos e caracteriza-los;

o Estudar a incorporacdo do antibidtico sulfanilamida na estrutura da Bentonita
em diferentes niveis de pH.

o Produzir filmes compdsitos contendo Sulfanilamida e caracteriza-los por meio
de espectroscopia por infravermelho, termogravimetria, conteddo de umidade,
solubilidade e capacidade de absorgé&o.

o Verificar a atividade antimicrobiana dos filmes compositos contendo

Sulfanilamida.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo serdo apresentados varios temas necessarios ao entendimento do trabalho
proposto. A sequéncia de exibicdo da tematica inicia-se pelo entendimento do que sédo
biopolimeros e suas particularidades, ressaltando aplicagdes relevantes e atuais. Em seguida,
aborda-se o topico referente a gelatina, suas propriedades e usos, sobretudo na forma de filmes.
Por fim, a aplicacdo dos filmes como coberturas sdo explicitadas, focando-se nas coberturas

compositas, objeto da presente pesquisa.

3.1 BIOPOLIMEROS

Durante décadas, muitos produtos e materiais sintéticos, sobretudo derivados de
petroleo, foram fabricados para satisfazer as necessidades humanas. Contudo, é de
conhecimento geral que tais materiais possuem impacto em potencial a vida e ao meio
ambiente, ocasionando efeitos nocivos a terra, agua e ao ar (VINOD et al., 2020). Com o intuito
de mitigar possiveis efeitos adversos ao meio ambiente, muitos esforcos estdo sendo
concentrados no desenvolvimento de biomateriais (GEORGE et al., 2020). Assim, a produgéo
e utilizacdo de biopolimeros, polimeros biodegradaveis e polimeros verdes surge como
alternativa, alinhando viabilidade técnica e econémica, possibilitando uma rota de grande
potencial de expansdo (BRITO et al., 2011).

Biopolimeros sdo polimeros formados na natureza durante os ciclos de crescimento de
todos os organismos e podem ser oriundos de diversas fontes de matérias-primas naturais, como
as de origem vegetal, animal e até mesmo sintetizados por microrganismos (CHANDRA,
RUSTGI, 1998; VIEIRA et al., 2011). Em geral, os polimeros sdo gerados pela repeticdo de
uma unidade de construgdo chamada mondémero. Os monémeros sdo constituidos por carbono
(C), oxigénio (O), hidrogénio (H) e nitrogénio (N).

As propriedades fisico quimicas dos polimeros estdo intrinsecamente ligadas aos tipo(s)
de mondmero(s) que os constituem, ao grau de polimerizacdo e ao padrdo/ordem de ligacdo
(KABIR et al., 2020; VILELA et al., 2014). Diversas propriedades e atributos estdo
intimamente ligados a quimica dos biopolimeros, dentre as quais: densidade, capacidade para
degradacédo/biodegradacdo, cristalinidade e temperaturas de transigdes, solubilidade e
permeabilidade ao vapor e ao oxigénio (GEORGE et al., 2020).

A maioria dos biopolimeros sdo biodegradaveis, portanto, ndo possuem impacto

destrutivo no meio ambiente, porque s@o derivados de fontes renovaveis (SHARMA; MALIK;
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JAIN, 2018), além disso, possuem excelente biocompatibilidade!, baixa imunogenicidade? e,
em alguns casos, atividade antibacteriana (JACOB et al., 2018). O desenvolvimento de
biopolimeros produziu uma competicdo ideal com os polimeros derivados de combustiveis
fosseis em termos de propriedades funcionais e custo de manufatura (GEORGE et al., 2020).

Além disso, por se originarem de fontes renovaveis possuem ciclo de vida mais curto
comparado com fontes fosseis como o petrdleo que leva milhares de anos para se formar. Outros
fatores que podem ser citados para a crescente utilizacao dos biopolimeros séo: grande impacto
ambiental nas atividades de extracao e refino do petroleo para producao de polimeros, escassez
de oferta e preco flutuante do petréleo, ndo biodegradabilidade da grande maioria dos polimeros
petroquimicos, contribuindo assim para o acimulo de lixo plastico que levara centenas de anos
para ser assimilado pela natureza (BRITO et al., 2011).

O grande interesse pelo uso de biopolimeros consiste principalmente na sua
biodegradabilidade, pois tal propriedade contornaria os efeitos negativos da acumulacédo
persistente de residuos sélidos (FRANCIS; SASIKUMAR; GOPALAN, 2013).

Biopolimeros sdo comumente utilizados para os seguintes propdsitos:

e Embalagens de alimentos

e Sacolas plasticas para compostagem de residuos alimentares e transporte de
alimentos

e Produtos utilizados em refei¢cdes (pratos, talheres, copos, canudos)

e Agricultura

e Produtos de higiene

e Produtos médicos e odontoldgicos

Uma das areas que mais tem ganhado a atengdo dos pesquisadores é a que envolve
aplicacdes biomédicas, por seu consideravel impacto no contexto atual. Os bioplasticos tém
sido utilizados de maneira satisfatoria em implantes cirdrgicos para cirurgias ortopédicas e
vasculares, enxertos, suturas biocompativeis, curativos e sistemas de liberacdo controlada de
medicamentos (GEORGE et al., 2020).

! Capacidade de um material desempenhar a sua funcdo sem provocar efeitos toxicos ou prejudiciais nos
sistemas biologicos (HUZUM et al., 2021).

2 E a capacidade de uma substancia ou molécula provocar uma resposta imunolégica (MAHANTY; PRIGENT;
GARRAUD, 2015).
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3.1.1 Classificagdo dos biopolimeros

Os biopolimeros podem ser classificados de diversas formas. Uma das mais comuns 0s
separam em dois grandes grupos: biodegradaveis e ndo-biodegradaveis. Igualmente importante
é a classificagdo com base na fonte de origem ou no método de obtencdo dos polimeros: (i)
obtidos de plantas (celulose, amido, zeina, pectina e lipidios), (ii) obtidos de animais (caseina,
proteina do soro do leite, gelatina e quitosana), (iii) obtidos por meio de fermentacdo, (iv)
obtidos por meio de sintese quimica de substancias naturais e (v) obtidos de sintese quimica de
fontes fosseis. Outra forma de classifica-los é com base na capacidade de resposta as condi¢des
térmicas, sendo elastémeros, termofixos ou termoplasticos (GEORGE et al., 2020; KABIR et
al., 2020). A Figura 1 sumariza uma das classificacdes aceitas para os biopolimeros, com base

na biodegradabilidade.

Figura 1 - Classificagdo dos biopolimeros com base na biodegradabilidade.

Fonte: Vinod et al., (2020) (adaptado)
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3.1.2 Mecanismos de degradacéo dos biopolimeros

A degradacao de biopolimeros vem recebendo significante atencdo no contexto atual,
sobretudo no tocante ao acumulo de residuos solidos. O grande desafio a enfrentar nos
processos de biodegradacao é a transformacao dos materiais em monémeros e/ou sua completa
mineralizacdo nos constituintes de origem sem que nenhum efeito nocivo seja sentido no meio
ambiente, isto €, sem que haja poluicdo, acimulo de lixo em aterros e concentracdes elevadas
de poluentes organicos persistentes no solo.

O processo de degradacdo gera alterac6es na resisténcia e cor do material sob condic6es
controladas. Inicialmente ocorre a degradacdo priméria, também chamada de envelhecimento,
onde algumas propriedades dos polimeros sdo alteradas, entretanto, diversos outros fatores
também colaboram para uma maior taxa de degradacdo, como a temperatura e componentes
quimicos (PATHAK; NAVNEET, 2017).

Vale salientar que nem todos os biopolimeros sdo biodegradaveis. Observa-se que a
presenca de grupamentos hidroxilas em biopolimeros facilita a degradacdo por meio de
hidrolise aquosa, ja que uma maior interacdo com a agua ocorrera. Contudo, propriedades
quimicas e fisicas devem ser levadas em consideracdo na avaliacdo da degradacao de polimeros,
como: estrutura quimica, area superficial, cristalinidade, hidrofobicidade/hidrofilicadade, peso
molecular, ligacGes quimicas presentes na estrutura, etc (KABIR et al., 2020).

Os processos de degradacdo de biopolimeros se enquadram em diversas categorias,
dentre as quais (VINOD et al., 2020):

e Biodegradavel: A degradacdo ocorre devido a presenca de microrganismos.

e Hidrobiodegradavel: A degradacdo ocorre em presenca de microrganismos e
agua.

o Fotodegradavel: Quebra de moléculas em presenca de luz.

e Bioerodivel: A degradacdo ocorre por meio de eroséo natural (abrasao).

e Compostavel: A degradacdo ocorre devido a acdo bacteriana e melhora a
qualidade do solo.

A seguir, sdo apresentados, de modo sucinto, os principais mecanismos de degradacao

que ocorrem em biopolimeros.



16

3.1.3 Hidrolise de biopolimeros

A hidrolise é considerada o0 mecanismo mais recorrente na degradacéo de biopolimeros.
Em geral, a hidrolise desses componentes envolve a dissociacdo de ligacBes quimicas da
estrutura do polimero em presenca de &gua, originando moléculas que posteriormente se tornam
acidos monomeéricos soluveis em &gua por duas vias: erosdo do bulk e de superficie. Na erosdo
do bulk polimérico, as moléculas de 4gua difundem rapidamente pelos sitios amorfos, causando
rapida perda de propriedades estruturais do biopolimero (KABIR et al., 2020). Na eroséo por
superficie, os materiais perdem massa primeiramente no seu exterior, sendo o seu interior
desgastado posteriormente. O processo de hidrélise depende ainda de muitos outros fatores
como pH, temperatura, hidrofobicidade, morfologia, cristalinidade e porosidade
(BURKERSRODA; SCHEDL; GOPFERICH, 2002).

3.1.4 Degradacao de biopolimeros por acdo de microrganismos

Os microrganismos agem quebrando componentes complexos em compostos mais
simples por meio de transformagdo bioquimica. A transformacdo biogquimica conduz, na
maioria das vezes, a uma completa mineralizacdo dos componentes do substrato polimérico.
Quando os compostos organicos sao mineralizados por microrganismos produzem CO2 e H20
em condicOes aerobias, e em condigdes anaerdbias CH4 e CO2, como exemplificado na Figura
2, onde é possivel observar a acdo de microrganismos sobre substratos biodegradaveis.

Os processos de hidrolise, foto-oxidacdo e desintegracdo fisica podem favorecer o
processo de biodegradacdo por meio do aumento da area superficial para acdo dos
microrganismos ou pela reducdo do peso molecular da cadeia polimérica. A biodegradagéo é
descrita como alguma alteracao das propriedades do polimero por meio de digestdo por enzimas
de microrganismos, reducédo de peso molecular, e perda de resisténcia mecanica e propriedades
de superficie, em outras palavras, a decomposi¢do do material em fragmentos menores via
digestdo microbiana (PATHAK; NAVNEET, 2017; SINGH; SHARMA, 2008).
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Figura 2 - Degrada¢do microbiana de biopolimeros

Compostos
Inorgénicos

Biopolimeros

Fonte: Kabir et al., (2020) (adaptado)

O mecanismo de biodegradacdo de polimeros ocorre através de quatro diferentes vias:
solubilizacdo, formacdo de carga na estrutura com posterior dissolucéo, hidrélise e degradacao
enzimatica (SINGH; SHARMA, 2008).

3.1.5 Fotodegradacao de biopolimeros

Os raios ultravioletas (UV) compreendem uma faixa do espectro eletromagnético com
comprimentos de onda que variam de 10 a 400 nm. Tais raios desempenham um papel critico
na fotodegradacao de biopolimeros (GUILLET, 1968). A decomposi¢éo de polimeros por meio
da luz é um processo no qual a luz solar interage com a estrutura do material, degradando-a. E
considerado um dos primeiros processos danosos a ocorrer no substrato polimérico quando este
encontra-se em condi¢Oes ambientes. Geralmente, a faixa de radiacdo UV que compreende os
comprimentos de onda que vao de 290-400 nm determinam o tempo de vida de materiais
poliméricos em aplicacdes cotidianas, onde os plasticos sdo submetidos a exposi¢do solar
(SINGH; SHARMA, 2008).

A degradacdo do polimero ocorre, principalmente, em segmentos da cadeia carbonica
onde séo encontrados grupamentos do tipo éter, que por meio da irradiacdo da fonte luminosa
sdo gerados grupamentos éster, aldeido, formiato e propil terminais (NAGAI et al., 2005). A
radiacdo UV também possui energia suficiente para clivar a ligagdo C-C. O grau de dano ao
polimero vai depender de alguns fatores como estrutura quimica e o comprimento de onda

incidido no material. A fotodegradacéo altera propriedades fisicas e oticas do plastico. Os
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maiores danos perceptiveis sdo o amarelamento (efeito visual negativo), a perda de
propriedades mecénicas e a perda de peso molecular (degradacdo da cadeia polimérica)
(SINGH; SHARMA, 2008).

3.2 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS: DESAFIOS E LIMITACOES

Embora venham ganhando ampla utilizacdo nos mais variados campos de aplicacdes,
0s biopolimeros ainda possuem limitagdes que impedem a consolidacdo de maneira
generalizada. Um dos atributos marcantes no comparativo polimeros biodegradaveis versus
polimeros sintéticos é o elevado custo de producdo dos primeiros. Outro obstaculo € auséncia
de infraestrutura adequada para triagem, reciclagem e compostagem dos residuos sélidos
derivados de biopolimeros. Somado a esses fatores, tém-se a dificuldade para obtencdo de
alguns monémeros (SINGH; SHARMA, 2008).

Com a crescente demanda por biopolimeros, cresce também a necessidade de areas
cultivaveis para a producdo de matéria-prima. Tal fato pode constituir impacto negativo na
producdo de alimentos, racdes e pastagens para criacdo de animais. Entretanto, além do custo
de produgdo pouco competitivo, algumas caracteristicas técnicas sdo inferiores quando
comparadas com os polimeros derivados de petréleo, como: baixa resisténcia fisica, mecénica
e gquimica. Além disso, a alta permeabilidade ao vapor de &gua e ao oxigénio tornam 0s
bioplasticos inadequados para algumas aplicacfes, como em embalagens de alimentos (KABIR
et al., 2020).

Diversas estratégias podem ser adotadas para o contorno de algumas limitacfes dos
biopolimeros, como o uso de plastificantes e de materiais que combinados aos bioplasticos o0s
tornam mais adequados para o uso. Um ponto importante a se considerar na utilizagdo de
polimeros biodegradaveis € o completo entendimento de onde e como o produto sera degradado,
reconhecer e reduzir o ciclo de impacto ambiental desses materiais, aléem de desenvolver
tecnologias que permitam uma competicdo econdmica viavel com os produtos concorrentes
(SINGH; SHARMA, 2008).

Mesmo com as limita¢Be supracitadas, inimeros biopolimeros ja encontram aplicagdes
praticas na inddstria, sobretudo na area medica onde sdo utilizados para fabricacdo de
implantes, transporte lento de drogas, tecidos sintéticos, coberturas, dentre outras finalidades.
Alguns podem ser citados, como: amido, quitina, celulose, alginato, glaten, seda, 14, etc
(FASCIOTTI, 2017).
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A gelatina possui papel de destaque em aplicagdes biomédicas pois retine caracteristicas
importantes para essas aplica¢Oes, dentre as quais, biocompatibilidade, baixa antigenicidade,
biodegradabilidade, propriedades anticarcinogénicas, que conferem ao biopolimero capacidade

para recuperacdo de ferimentos e granulacdo de tecidos (HARIRIAN et al., 2023).

3.3 GELATINA

Os polimeros naturais tornam a vida possivel na Terra, pois compdem uma gama variada
de materiais e componentes de fundamental importancia para todos os seres vivos. As proteinas
estdo inclusas nesse rol de moléculas fundamentais para a vida. Dentre as inimeras proteinas
existentes, pode-se citar o colageno como uma das mais importantes e utilizadas.

O colageno é uma proteina estrutural e principal componente da matriz extracelular,
servindo de base estrutural para pele, 0ssos, couro, tecido conectivo e cartilagens da maioria
dos animais. O coladgeno pode ser obtido de uma variedade de fontes, sobretudo daquelas
oriundas de bovinos, equinos, suinos e de animais marinhos. A extracdo do colageno resulta em
sua forma insolavel, solivel em &cido ou na forma de sal neutro, sendo realizada por meio de
simples hidrdlise quimica ou enzimatica (GASPAR-PINTILIESCU; STANCIUC;
CRACIUNESCU, 2019).

Existem aproximadamente 29 tipos de colagenos isolados e identificados. A maioria do
colageno encontrado no corpo humano é do tipo I, localizando-se majoritariamente em tenddes,
pele, 0ssos e 6rgdos. Os métodos de isolamento de coldgeno sdo bem documentados, bem como
suas propriedades estruturais, fisicas, quimicas e imunoldgicas. Outras vantagens do seu uso
sdo a inerente biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa citotoxicidade (GORGIEVA,;
KOKOL, 2011).

A gelatina é uma proteina obtida pela hidrélise parcial do colageno. E uma substancia
transparente, incolor, fragil (quando seca), sem sabor, sélida e soltvel em agua e solventes
polares. Dependendo da fonte de colageno e do modo de extracdo, a gelatina pode ser obtida
com diferentes pesos moleculares e distintos pontos isoiénicos (FRANCIS; SASIKUMAR,;
GOPALAN, 2013; GORGIEVA; KOKOL, 2011). Como é obtida do colageno por uma
hidrolise parcial controlada e ndo existe na natureza, a gelatina classifica-se como uma proteina
derivada (KEENAN, 2003).

Dois tipos de gelatina podem ser comumente encontrados, tipo A e o0 B. A determinagéo
do tipo ao qual a gelatina pertencera, dependera do tratamento prévio do colageno. O tipo A

possui ponto isoiénico de 6-9 e € obtido por meio do tratamento acido do colageno, enquanto
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que o tipo B, com ponto isoibnico em torno de 5, é obtido por meio de tratamento basico
(liming) do col&geno. Gelatinas derivadas da pele de suinos s@o normalmente classificadas
como de tipo A e as derivadas de bovinos como do tipo B (NUR HANANI; ROOS; KERRY,
2014). O resultado dos distintos processamentos sao gelatinas que possuem naturezas elétricas
diferentes que se traduzem pela variacdo dos pontos isoiénicos e isoéltricos (YOUNG et al.,
2005).

Com relacdo a sua composicdo quimica, a gelatina ndo pode ser considerada uma
substancia quimica isolada, mas sim uma mistura complexa de cadeias polipeptidicas. Em
termos de aminoécidos a estrutura da gelatina se assemelhard com o coladgeno que lhe deu
origem, contemplando uma ampla faixa de pesos moleculares (KEENAN, 2003).

Algumas analises composicionais indicam que 0s aminoacidos mais presentes em sua
estrutura sdo: Glicina, Prolina, Hidroxiprolina, Acido glutdmico e Alanina (KEENAN, 2003).
Os aminoacidos estdo ligados entre si por meio de liga¢des peptidicas. Uma sequéncia tipica
encontrada na estrutura é:

Gli—-X-Y

onde X é, majoritariamente, Prolina (CsHgNO2) e Y &, majoritariamente, Hidroxiprolina
(CsH9NO3).

Na Figura 3 pode-se observar a representacdo de uma cadeia de gelatina, onde é possivel
visualizar os grupos funcionais presentes em sua estrutura, bem como as interagdes quimicas

por meio de ligacGes peptidicas entre eles.

Figura 3 - Estrutura representativa da gelatina
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Fonte: Nur Hanani; Roos; Kerry, (2014) (adaptado)

A forca do gel e a viscosidade sdo propriedades fisicas importantes da gelatina. A forca
do gel, denominado também de valor Bloom é uma medida da forca e da rigidez da gelatina,
refletindo a distribuicdo média de pesos moleculares presentes em determinado tipo de gelatina.
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Usualmente, os valores de Bloom situam-se entre 30 e 300, sendo o0s valores <150 considerados
baixos, entre 150-220 valores médios e entre 220-300 valores elevados. Os valores elevados
indicam boa resisténcia dos géis formados (NUR HANANI; ROOS; KERRY, 2014).

Os usos da gelatina baseiam-se em uma combinacéo de propriedades, tais como: efeitos
sol-gel em solugGes aquosas, viscosidade, habilidade para agir como estabilizador de emulsdes,
permeabilidade em &agua, insolubilidade em agua fria, mas completa solubilidade em &gua
quente, além de fatores nutricionais (NUR HANANI; ROOS; KERRY, 2014).

Por possuir propriedades Unicas, a gelatina é amplamente utilizada na industria
alimenticia, farmacéutica, cosmética e de fotografia. No ramo alimenticio, 0 seu uso prové
propriedades como: gelificagdo, emulsificacdo, estabilizagdo e texturizagdo em produtos de
panificacdo, bebidas, confeitaria e em diversos outros setores. Em produtos farmacéuticos, a
gelatina é utilizada para fabricacdo de capsulas duras e moles, expansores de plasma, pomadas,
curativos e emulsfes. Em fotografia, os usos mais comuns da gelatina sdo como coberturas e
emuls@es aplicadas nas mais diversas fases de producéo de materiais fotograficos e correlatos
(KEENAN, 2003; NUR HANANI; ROOS; KERRY, 2014).

As propriedades fundamentais da gelatina sdo: gelatinizacdo, solubilidade, carater

anfotérico, viscosidade e propriedades emulsificantes.

3.3.1 Gelatinizagao

A gelatinizacdo é um processo pelo qual a gelatina forma géis. Quando colocada em
agua quente, sua capacidade de absorcdo de solvente pode chegar a 10 vezes do seu volume
inicial. Apds aquecimento acima do seu ponto de fusdo, a gelatina intumescida se dissolve e
forma um gel quando resfriada. Esta conversao sol-gel é reversivel e pode ser repetida. Tal

caracteristica é usada em diversas aplicacfes tecnoldgicas (IMESON, 1997).

3.3.2 Solubilidade

Quando aquecida acima do seu ponto de fusdo a gelatina forma solugbes aquosas.
Dissolve-se tambem facilmente em solventes, como: Glicerol, Propileno glicol, &cido acético e
formamida. Em solventes ndo-polares a gelatina é praticamente insolivel. O grau de
solubilidade depende ainda de fatores como temperatura, concentracdo e tamanho das
particulas. A solubilidade pode ser alterada por meio do uso de sais de metais e aldeidos
(KEENAN, 2003; MARIOD; ADAM, 2013).
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3.3.3 Carater anfotérico

Dependendo do meio em que se encontre, acido, basico ou neutro, a gelatina pode se
comportar de diversas formas. Tal caracteristica € devida aos grupos funcionais presentes nos
aminoacidos da estrutura e dos grupamentos amina e carboxila terminais gerados na hidrolise.
Em solucdo acida, a gelatina encontra-se positivamente carregada e migra como um cétion em
um campo elétrico. Em solucdo alcalina, a gelatina € carregada negativamente e migra como

um anion sob o efeito de um campo elétrico (KEENAN, 2003).

3.3.4 Viscosidade

A viscosidade é uma das caracteristicas funcionais mais importantes produzidas pelas
dispersdes coloidais de gelatina (MARIOD; ADAM, 2013). Alguns parametros afetam a
viscosidade da gelatina, como: pH, concentracdo da gelatina, temperatura, massa molecular,
presenca de impurezas e aditivos.

Em solugbes aquosas acima de 40 °C, a gelatina exibe comportamento Newtoniano, ou
seja, a sua viscosidade depende apenas da temperatura e pressdo. Com o aumento de
concentracdo e/ou diminuicdo da temperatura, as solucdes de gelatina tendem ao aumento de
viscosidade. Em temperaturas entre 30 °C e 40 °C, o comportamento nao-Newtoniano €
observado, isto é, a viscosidade é alterada em funcdo da taxa de deformacdo imposta sobre o
fluido. Tal comportamento é atribuido, provavelmente, a formacdo de aglomerados de gelatina
via ligagBes quimicas. A adi¢do de sais age diminuindo a viscosidade dos sistemas em que a
gelatina esteja presente e o efeito € mais pronunciado para solugdes concentradas (KEENAN,
2003; SILVA, 2018).

3.3.5 Propriedades emulsificantes

A gelatina pode agir como protetor coloidal de forma eficiente, prevenindo a
cristalizacdo e a formacgédo de agregados. Age como emulsificante em diversas aplicacdes,
sobretudo naquelas envolvendo dispersdes do tipo 6leo em agua (O/A) (KEENAN, 2003). A
gelatina ndo so6 fornece estabilidade a longo prazo da dispersdo coloidal, como também
determina a morfologia e as dimensdes das particulas coloidais durante a formacéo (LOBO,
2002). Os campos em que as propriedades tensoativas da gelatina sdo mais exploradas incluem
a industria alimenticia, farmacéutica e médica (MARIOD; ADAM, 2013)
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3.3.6 Filmes de gelatina e suas aplicacGes

O uso de biofilmes para cobrir ou tratar feridas é largamente reportado desde os tempos
mais remotos (GANESAN, 2017). Polimeros naturais sao amplamente utilizados no campo da
medicina regenerativa, sobretudo em coberturas para feridas e queimaduras devido a
caracteristicas como: biocompatibilidade, biodegradabilidade e a similaridade com a matriz
extracelular. Por induzir e estimular o processo de cicatrizacdo de feridas, os polimeros naturais
estdo envolvidos no reparo de tecidos danificados e, consequentemente, na regeneracao da pele
(MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).

Embora muitos biopolimeros sejam conhecidos e aplicados na formacao de filmes, um
dos mais estudados até o momento € a gelatina, sobretudo a de origem bovina (TYUFTIN;
KERRY, 2021). A ampla utilizacdo da gelatina deve-se ao fato da biocompatibilidade, pois a
sua composicdo peptidica é similar a das fibras de coldgeno presente nas cartilagens, o que
facilita a adeséo e proliferagéo celular (AHMADY; ABU SAMAH, 2021). Outras aplicacdes
da gelatina no campo da medicina incluem: matriz de implantes, scaffolds (suportes), adesivos
para formacdo de tecidos, hemostaticos, coberturas, selantes e fabricacdo de capsulas
(AHMADY; ABU SAMAH, 2021; PINKAS et al., 2017; ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006).

Baseado nas inimeras pesquisas realizadas com énfase na aplicacdo de filmes a base de
biopolimeros, ndo ha duvidas da excelente capacidade de formacdo de filmes com integridade
estrutural, boas propriedades mecanicas e de barreira (TYUFTIN; KERRY, 2021).

O processo de obtencéo de filmes proteicos pode ser realizado de duas formas, por meio
de via imida (uso de solvente) ou por meio de via seca. O processamento imido ou casting é
baseado na dispersdo ou solubilizacdo da proteina em um solvente, enquanto que o
processamento seco normalmente envolve o uso de calor em prensas, moldagem por
compressao e extrusao.

Os filmes de gelatina sdo preparados, majoritariamente, pelo processo de casting, por
ser um processo mais simples, ndo requerer equipamentos especificos e consumir menos
material de partida. Contudo, para propositos comerciais (scale up) o método de casting é
impraticavel em termos de capacidade de producéo, tempo de producdo e custos. A extrusdo é
uma alternativa mais eficiente no processamento de filmes proteicos em escala, pois € mais
rapido, envolve menos etapas (footprint) e consome menos energia (NUR HANANI et al.,
2012).

Os filmes contendo entre 4% e 8% de gelatina em solucdo aquosa possuem excelentes

propriedades fisicas, como: resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura, resisténcia a
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perfuragéo, resisténcia ao rasgo, resisténcia a acidez e basicidade, relativa permeabilidade ao
oxigénio e permeabilidade a 6leos (WANG et al., 2007). Destacam-se também, como de
fundamental importancia, as analises de absorcéo de dgua, umidade, perda de 4gua em funcgéo
do tempo, propriedades térmicas e de barreira (HUBNER, 2017).

Embora possua boas propriedades mecénicas, os filmes compostos de gelatina
enfrentam algumas limita¢des sob determinadas condic@es, sobretudo as de secagem, tornando-
se rigidos, quebradicos e com baixa capacidade de elongamento. Para minimizar tais limitacdes

faz-se necessario a modificacdo dos filmes com materiais e compostos quimicos adequados.

3.4 APLICACAO DE PLASTIFICANTES NA OBTENCAO DE FILMES POLIMERICOS

Uma das formas eficientes de modificacdo dos filmes poliméricos é a utilizacdo de
plastificantes. Os plastificantes s&o moléculas de baixa volatilidade adicionadas aos materiais
poliméricos que permitem modificagcbes funcionais nos filmes, sobretudo o aumento da
extensibilidade, dispensabilidade, flexibilidade, elasticidade, rigidez e melhora nas
propriedades mecanicas (SUDERMAN; ISA; SARBON, 2018).

Outra defini¢do dada pela IUPAC é: “uma substancia ou material incorporado a outro
material (geralmente plastico ou elastdmero) para aumentar sua flexibilidade, trabalhabilidade
ou distensibilidade”. Portanto, a funcdo primaria dos plastificantes ¢ a de aumentar a
flexibilidade e a processabilidade dos polimeros por meio do abaixamento da temperatura de
transicdo vitrea (Tg) (VIEIRA et al., 2011).

O mecanismo de acéo dos plastificantes, de forma simplificada, consiste na ocupacéo
de espacos intermoleculares entre as cadeias poliméricas, reduzindo as forcas de atracdo entre
elas. Além disso, estas moléculas alteram a organizacdo molecular tridimensional dos
polimeros, reduzindo a energia requerida para movimentagdo molecular e a formacdo de
ligagbes de hidrogénio entre as cadeias. Como consequéncia, observa-se um aumento do
volume livre e, portanto, da mobilidade molecular. Assim, o grau de plasticidade dos polimeros
€ muito dependente da estrutura quimica do plastificante, incluindo a composi¢do quimica,
massa molar e grupos funcionais (VIEIRA et al., 2011).

Para selecdo de um determinado plastificante que integrard um sistema deve-se levar
em consideracdo alguns fatores, principalmente os relacionados a compatibilidade entre os
componentes (polimero/plastificante), a permanéncia do plastificante na estrutura, a quantidade
necessaria e as caracteristicas fisicas almejadas para o produto final (CAO; YANG; FU, 2009;
LAI; KARIM; CHEE, 2006).
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A polaridade das moléculas plastificantes exerce efeito importante sobre a eficiéncia de
plastificacdo. Plastificantes polares devem ser utilizados juntamente com polimeros que contém
grupos polares para obtencdo de boa compatibilidade, pois h4& uma chance maior de o
plastificante superar as forcas de atracdo entre as cadeias do polimero a medida que a distancia
entre os grupos polares ao longo dessas cadeias aumente (SUDERMAN; ISA; SARBON,
2018).

A classe de plastificantes mais utilizada na modificacdo de propriedades de filmes é a
dos polidis. Estdo incluidos nesse grupo o glicerol, polietilenoglicol (PEG), sorbitol,
propilenoglicol (PG) e etilenoglicol (EG), contudo, reporta-se também na literatura o uso de
Oleos vegetais, ceras de lecitina, oligossacarideos e aminoacidos (GHASEMLOU,;
KHODAIYAN; OROMIEHIE, 2011; TYUFTIN; KERRY, 2021). Dentre esses plastificantes,
os hidrofilicos mostraram-se particularmente eficientes na plastificacdo de filmes de gelatina
(SUDERMAN; ISA; SARBON, 2018).

O sorbitol e glicerol sdo os plastificantes mais utilizados em filmes a base de gelatina,
contudo, o sorbitol possui a limitacdo de cristalizar, dependendo das condicGes de estocagem,
no interior do polimero, fazendo com que algumas caracteristicas importantes dos filmes sejam
comprometidas (VANIN et al., 2005). Por outro lado, o glicerol é utilizado h& décadas como
plastificante em filmes proteicos. Os grupos hidroxilas em sua estrutura podem formar ligagdes
de hidrogénio com os polimeros, enfraquecendo as ligacdes polimero-polimero, levando a um
aumento na mobilidade das moléculas e ao decréscimo da temperatura de transicdo vitrea (Tg)
(OZEREN et al., 2021).

Glicerol ou, de acordo com a nomenclatura da IUPAC, propan-1,2,3-triol, contém trés
grupos hidroxilas em sua estrutura que Sdo responsaveis por seu carater higroscopico e a
solubildade em &gua (HEJNA et al., 2016). O glicerol é atdxico para o meio ambiente e para a
salde humana, incolor, inodoro, higroscépico, solivel em &gua, ndo irritante para a pele e
mucosas humanas, exceto em elevadas concentracdes (CHONG et al., 2020).

A estrutura do glicerol incorpora-se como componente principal na estrutura de todos
os lipideos conhecidos como triglicerideos, constituintes das gorduras animais e dos 0leos
vegetais. Suas aplicagcdes mais classicas incluem: aditivo da industria alimenticia, producédo de
farmacos e cosmeéticos, anticongelantes, explosivos, racdo animal, etc (HEJNA et al., 2016).

A obtencdo do glicerol é feita por meio da producdo de sabd ou do biodiesel.
Atualmente, 10% do glicerol é obtido por hidrdlise, 12% pela saponificacéo e 50-80% por meio
da transesterificagdo. Estima-se que a produgdo mundial de glicerol é de aproximadamente 41,9
bilhdes de litros por ano (KAUR et al., 2020; QUISPE; CORONADO; CARVALHO, 2013).
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A glicerina, outro nome ndo oficial para o glicerol, j& era conhecida desde 2800 aC,
quando foi isolada por aquecimento de gordura misturada com cinzas para produzir sabdo. No
entanto, considera-se que foi descoberto em 1779 pelo farmacéutico suico K. W. Scheele, que
foi o primeiro a isolar este composto, aguecendo uma mistura de litargirio (PbO) com azeite.

Em 1811, o quimico francés M. E. Chevrel chamou de glicerina um liquido, definindo
posteriormente as formulas quimicas dos acidos graxos e as formulas da glicerina em 6leo
vegetal e gordura animal. Todo esse trabalho rendeu-lhe uma patente.

Assim, por meio dos trabalhos de Chevrel, os fabricantes de sabdo do século XIX
puderam ter uma ideia do processo quimico envolvido, bem como adequar a matéria-prima
necessaria. Ficou conhecido como o primeiro método para obtencdo de sabdo de glicerina,
reagindo gordura com cal e material alcalino (QUISPE; CORONADO; CARVALHO, 2013).

3.5 COBERTURAS A BASE DE GELATINA

Nesta secdo serdo abordados inicialmente conceitos referentes aos curativos dos mais
variados tipos, aplicacbes, propriedades, vantagens e desvantagens, finalizando, de forma

detalhada, no tipo de cobertura utilizada no presente trabalho.

3.5.1 Coberturas

As coberturas podem ser definidas como materiais que cobrem feridas para protegé-las
de danos e promover a cicatrizagdo (DONG; GUO, 2021). Muita atencdo tem sido dada ao
desenvolvimento de novas coberturas devido, principalmente, a alta taxa de incidéncia de
feridas e o elevado custo para trata-las (FAROKHI et al., 2018).

Uma cobertura ideal deve preencher alguns requisitos, técnicos e financeiros, como: (a)
manter o ambiente local Umido da ferida; (b) permitir trocas gasosas; () remover 0 excesso de
exsudato; (d) proteger a ferida de microrganismos, infec¢cdes ou contaminacdes; (e) evitar a
dessecacédo da ferida; (f) reduzir a necrose da superficie da ferida; (g) estimular os fatores de
crescimento; (h) fornecer protecdo mecanica; (i) ser de facil remocdao, ndo alergénico, atoxico,
biocompativel e biodegradavel; (j) colaborar com a reducéo da dor causada pela ferida e ser de
custo acessivel; e (k) ser facilmente esterelizavel (KAMOUN; KENAWY; CHEN, 2017).

As coberturas podem ser classificadas, quanto ao desempenho, em (BORGES et al.,
2008):

o Passivas: protegem e cobrem as feridas;
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o Interativas: mantém um microambiente Umido, facilitando a cicatrizag&o;

. Bioativas: fornecem elementos necessarios a cicatrizacdo, estimulando a cura da
ferida.

Quanto a sua relagéo de contato com o leito da ferida, em (BORGES et al., 2008):

o Primérias: sdo aquelas colocadas diretamente sobre a ferida;

o Secundarias: sdo aquelas colocadas sobre a cobertura primaria, quando
necessario.

As coberturas ainda podem ser classificadas de outras formas, como por exemplo:
tradicionais, bioldgicas e artificiais (KAMOUN; KENAWY; CHEN, 2017). Também podem
ser inseridas em categorias genéricas, como: coberturas bésicas de contato; coberturas
avancadas; e coberturas especializadas (HOLLOWAY; HARDING, 2022).

A descrigdo dos tipos mais comuns de coberturas é dada abaixo.

3.5.2 Filmes

Esta categoria compreende uma gama variada de materiais, sintéticos, naturais e
misturas entre ambos. Séo transparentes, semi-permeaveis, com presenca ou auséncia de ponto
absorvedor (ilha de absorcéo). Sdo impermeaveis a bactérias e podem ser utilizados na liberacédo
de drogas, geralmente antibi6ticos, no leito da ferida.

Os filmes sdo vantajosos devido a flexibilidade, permitindo a utilizacdo em &reas dificeis
como articulagbes, ou seja, eles conformam-se ao corpo do paciente, permitem alguma
evaporacdo de umidade, reduz a dor, prové barreira externa a contaminacdo e permite a
inspecéo da ferida sem necessitar retirar a cobertura.

As maiores desvantagens séo a possibilidade de dor na remocéo e a limitacdo de uso
apenas em feridas com pouco exsudato (HOLLOWAY; HARDING, 2022; SAVENCU et al.,
2021). Ture (2019) sintetizou filmes a base de gelatina e alginato contendo hidroxiapatita e
tetraciclina para possivel uso como cobertura, obtendo excelentes efeitos inibitérios quando

testados em Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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3.5.3 Hidrogéis

Hidrogéis sdo caracterizados como vastas redes macromoleculares hidrofilicas,
produzidas por ligagdes cruzadas, quimicas e/ou fisicas, de polimeros soliveis. Devido a
propriedades peculiares, como: alta sensibilidade ao ambiente fisiol6gico, natureza hidrofilica,
elevado contetido de &gua e adequada flexibilidade os hidrogéis séo excelentes candidatos para
aplicacdes biomédicas (KAMOUN; KENAWY; CHEN, 2017).

Estes curativos estdo disponiveis como géis ou folhas e podem atuar doando ou
absorvendo umidade, ficando a aplicacdo sujeita a quantidade de exsudato do ferimento
(HOLLOWAY; HARDING, 2022).

As vantagens desse tipo de cobertura sao: capacidade de hidratar e fornecer um ambiente
umido a ferida, promover debridamento autolitico, ndo aderir ao leito da ferida, ser de facil
remocao e ndo causar dor nem danos ao ferimento. Entre as desvantagens, pode-se citar: fraca
barreira a microrganismos, alto custo, ndo adequado para ferimentos com elevado teor de
exsudato e estabilidade mecénica baixa quando entumescido (LEI et al., 2019). Mousavi et al.,
(2019) fabricaram e compararam curativos a base de gelatina, coldgeno e quitosana no
desempenho de crescimento de fibroblastos e a adesdo de células ao curativo, obtendo bons

resultados.

3.5.4 Hidrocoloides

As coberturas de hidrocoldides sdo elaboradas principalmente utilizando-se materiais
absortivos como Carboximetilcelulose (CMC), Pectina e Gelatina.

Assim como hidrogéis, os hidrocoléides podem absorver quantidades moderadas de
exsudato. Como sdo oclusivos, esse tipo de cobertura ndo permite a passagem de agua, oxigénio
e bactérias para o interior do ferimento, além de ocasionar reducdo no pH na superficie do
ferimento, prejudicando o crescimento bacteriano (VOWDEN; VOWDEN, 2017).

A capacidade absortiva da cobertura de hidrocoléide é oriunda das particulas coloidais
(gelatina, pectina, CMC) que, em contato com o exsudato, transforma-se em uma substancia
gelatinosa.

A cobertura de hidrocoldide pode ser indicada para varios tipos de ferimentos e tem
como vantagens: manter o leito da ferida imido e levemente acidificado; possuem capacidade

absortiva rapida; formam géis que podem proteger terminagdes nervosas expostas, reduzir a dor
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e ndo causar danos mecanicos; sdo a prova de agua; bacteriostaticos; previnem poluig¢do por
fezes e urina; sdo autoadesivos e faceis de utilizar.

Entre as desvantagens pode-se citar: ndo podem ser utilizados em ferimentos muito
exsudativos e infeccionados; residuos deixados no leito da ferida podem ser confundidos com
infeccOes bacterianas; sdo fortemente pegajosos, podendo ocasionar danos a pele na remoc&o;
sdo opacos e podem dificultar a anélise do ferimento (LEI et al., 2019).

3.5.5 Hidrofibra

Esta cobertura trata-se de uma variante da de hidrocol6ide com propriedades absortivas
melhoradas, chegando a absorver 25 vezes o seu peso antes de perder a integridade mecanica.

A estrutura do curativo auxilia na absorc¢éo vertical, o que, por sua vez, ajuda o risco de
maceracdo da pele. Este tipo de cobertura deve ser utilizado como cobertura secundaria
(VOWDEN; VOWDEN, 2017). Kwak, Kim, Lee (2019) fabricaram fibras a base de gelatina
contendo nanoparticulas de prata por um método “verde”, utilizando-se como solvente a agua
e como agente de reticulacdo a sacarose. O material foi promissor para aplicaces biomédicas,
sendo capaz de inibir bactérias gram-positivas e gram-negativas quando incorporados 50 ppm
de prata nas coberturas.

3.5.6 Coberturas de alginato

Essa categoria refere-se a coberturas derivadas de algas marinhas, contendo alginatos e,
em algumas ocasides, calcio, sendo, portanto, hemostéaticas.

Todas as coberturas de alginato requerem niveis de moderado a alto de exsudato, porque
sua principal fungéo é absorvé-lo. Os alginatos sdo capazes de absorver 20 vezes 0 Seu peso em
fluidos, e podem ser utilizados em feridas infectadas ou ndo. Como séo muito absorventes, ndo
devem ser utilizados em ferimentos secos ou com pouco exsudato. Necessitam também de uma
cobertura secundaria, geralmente um hidrocoloide ou espuma. Podem permanecer no leito da
ferida por muitos dias, exceto quando ha infeccdo (HOLLOWAY; HARDING, 2022;
VOWDEN; VOWDEN, 2017).

Balakrishnan et al., (2005) desenvolveram um tipo de cobertura que se forma in situ a
base de gelatina, alginato e bérax. Os autores afirmam ainda que a vantagem dessa cobertura é
agregar o efeito hemostatico da gelatina, as propriedades cicatrizantes do alginato e o efeito

antisséptico do borax.



30

3.5.7 Coberturas antibacterianas

A cicatrizacdo de uma ferida envolve multiplos fatores, sendo a infeccdo por
microrganismos um dos mais preocupantes. A infeccao da pele e de tecidos macios sao os tipos
mais comuns de infeccdes, atingindo milhdes de pessoas anualmente em todo o mundo (LEI et
al., 2019; SIMOES et al., 2018). Uma ferida aberta é um nicho favoravel para a colonizagio
microbiana, sendo causa comum de morbidade e mortalidade (HANSES, 2017; WOODFORD;
LIVERMORE, 2009),

Geralmente, as feridas contaminadas apresentam microbiota diversa, oriunda sobretudo
do ambiente externo e da pele adjacente a lesdo. Em estagios iniciais da formacéo da lesdo estdo
presentes, majoritariamente, microrganismos gram-positivos, especificamente S.aureus.

Em estagios mais avancados, podem-se fazer presentes microrganismos gram-negativos
como E.coli e Pseudomonas, que tendem a colonizar areas mais profundas da pele, causando
danos severos aos tecidos.

Para contornar tais situacOGes, diferentes abordagens envolvendo materiais
intrinsicamente antimicrobianos, insercdo de agentes antimicrobianos e modificacGes de
superficies estdo sendo usadas para fabricacdo de coberturas antimicrobianas. As coberturas
envolvem diferentes materiais (sintéticos e naturais) e apresentam-se de variadas formas fisicas

(esponjas, hidrogéis, hidrocoléides, filmes, membranas e etc.) (SIMOES et al., 2018).

3.5.8 Coberturas compositas com acdo antimicrobiana

Um material compdsito consiste, de maneira geral, em qualquer material multifasico
que exiba uma proporcdo significativa das propriedades das fases que o constituem, sendo
almejado a melhoria de tais propriedades por meio da combinagdo (CALLISTER JR, 2002).

As coberturas compdsitas podem ser utilizadas como coberturas de uma ou duas
camadas e para uma variedade de tipos de feridas (LEI et al., 2019). E, assim como todas as
categorias de coberturas anteriormente descritas, as coberturas compdsitas podem enquadrar-
se como coberturas antimicrobianas, sendo necessario, contudo, abrigar em sua estrutura algum
agente antibiotico ou possuir de forma inata propriedades antimicrobianas.

Vérios tipos de coberturas compositas utilizam como base coberturas tipicamente
“classicas” modificadas para o uso como cobertura antimicrobiana. Meng et al., (2021)
desenvolveram esponjas compdsitas de quitosana, alginato e acido hialurdnico para aplicacdo

como cobertura, exibindo boas propriedades fisicas, mecanicas e biologicas.
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Wang et al., (2021) prepararam uma cobertura composita de hidrogel antimicrobioano
a base de gelatina, quitosana, fibras e folhas de Centella asiatica, sendo, portanto, uma
cobertura livre de antibidticos sintéticos (antibiotic-free).

Barbosa et al., (2021) desenvolveram nanofibras compositas contendo extrato de Aloe
Vera como agente cicatrizante e quitosana como agente antimicrobiano, além do polissacarideo
Pululano e &cido citrico, mostrando-se efetivas frente a E.coli, além de apresentarem boa
absorcéo de agua e promover a adeséo e o crescimento de células.

Outros tipos de coberturas compositas que vém ganhando espaco sdo as que contém
peptideos antimicrobianos em sua estrutura. Os peptideos antimicrobianos sdo oligopeptideos
compostos de residuos de aminoacidos arranjados de forma linear ou ciclica. Estas moléculas
sdo produzidas de maneira inata por plantas, animais, fungos, protozoarios e bactérias,
possuindo caracteristicas catidnicas, aniénicas ou anfifilicas. Além disso, apresentam atividade
biolégica contra bactérias gram-positivas, gram-negativas, virus, fungos, protozoarios e
tumores de diversas naturezas (THAPA; DIEP; TONNESEN, 2020).

Lin et al., (2019) utilizaram o peptideo antimicrobiano Tet213 como agente bactericida
em uma cobertura composta por alginato, acido hialurénica e colageno. A cobertura mostrou-
se efetiva contra trés patdgenos: E.coli, S.aureus e S.aureus resistente a meticilina. Além da
eficiéncia antibacteriana, a cobertura apresentou boas propriedades mecéanicas, elevado grau de
absorcdo (swelling), porosidade apropriada para liberacdo do peptideo e biodegradabilidade.

Outros peptideos antimicrobianos frequentemente citados na literatura, nesse tipo de
aplicacdo séo a vancomicina, melitina e octapeptideos (THAPA; DIEP; TANNESEN, 2020).

Oleos essenciais também s&o amplamente aplicados na medicina como antimicrobianos.
Abdollahi, Raoufi, (2022) utilizaram o dleo essencial de olibano ou franquincenso (Boswellia
carterii) e o extrato de Teucrium polium em coberturas a base de gelatina, goma persa e
nanocelulose bacteriana, obtendo-se boas atividades antimicrobianas e antiinflamatorias, além
de natureza ndo hemolitica.

Diversos estudos vém demostrando a eficacia dos Oleos essenciais no campo das
coberturas, como o de orégano (SOBCZYK et al., 2021), a resina de mirra (AJITERU et al.,
2022), entre outros.

Coberturas compositas contendo materiais inorganicos vém ganhando popularidade
pela versatilidade de uso. S&o descritas coberturas contendo zedlitas, Oxidos, argilas e outros
materiais dotados de porosidade (GARCIA-VILLEN et al., 2020).

Os materiais inorganicos possuem vantagens como suportes para liberagcdo controlada

de antimicrobianos, alem de influenciar processos como a coagulacdo sanguinea, estimulo a
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proliferacdo de células, melhoria de propriedades mecénicas e térmicas (HUBNER et al., 2020;
JIAN et al., 2020; XU et al., 2021).

As argilas naturais sdo adequadas para 0 uso em sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, podendo ser projetadas para fornecer niveis terapéuticos do medicamento ao local de
acéo e manté-los durante todo o tratamento (ILIESCU et al., 2011). A montmorilonita, principal
constituinte da argila bentonita, tem sido estudada por décadas por sua estrutura versatil e
possibilidade de aplicacBes na industria farmacéutica (JAYRAJSINH et al., 2017).
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3.6 BENTONITA

Argila é um material natural, terroso, de granulacdo fina, que geralmente adquire
plasticidade quando umedecido com agua. Sdo formadas, essencialmente, por silicatos
hidratados de aluminio, ferro e magnésio (DA SILVA et al., 2017).

Outra definicdo caracteriza argila como uma rocha finamente dividida, composta por
argilominerais, minerais associados, matéria organica e impurezas, contendo,
predominantemente, particulas de didmetro menor que 2 um (NASCIMENTO, 2018). Os
argilominerais sdo os minerais constituintes das argilas que, além de conferir propriedades e
caracteristicas as argilas, recebem esse nome por estar em maiores quantidades em sua estrutura
(SOUZA, 2021).

A palavra Bentonita deriva da localiza¢do geogréafica na qual o primeiro depdsito dessas
argilas foi estabelecido em Fort Benton, Wyoming, nos Estados Unidos. Essa terminacao
técnica aplica-se a argilas com granulacdo muito fina composta por minerais do tipo esmectitas,
sobretudo a montmorilonita que responde por 60%-95% do argilomineral presente na estrutura
(SOUZA, 2021).

A unidade estrutural da Montmorilonita consiste em duas folhas tetraédricas de silicio
que cobrem uma folha octaédrica de aluminio entre elas, conforme Figura 4. A estrutura possui
anions 6xido na ponta de subunidades tetraédricas que séo orientadas para atomos de silicio,
frequentemente substituidos por aluminio, ferro e/ou outros cétions. Enquanto que as
subunidades octaédricas contém ions de aluminio que sdo substituidos por ions de silicio e
circundam os atomos de hidroxila presentes na extremidade axial dos planos tetraédricos
(EDELMAN; FAVEJEE, 1940).

A composic¢do usual da Montmorilonita é [(Na,Ca)o,33 (Al, Mg)2(Sis O10)(OH)2.nH20].
As imperfeicGes da rede cristalina e a substituicdo isomdrfica induzem uma carga liquida
negativa na estrutura, que leva a adsorcdo de ions de metais alcalino-terrosos no espacgo
interlamelar. Tais imperfeices sdo responsaveis pela atividade e por rea¢des de troca idnica
com compostos organicos e inorganicos (ILIESCU et al., 2011; JAYRAJSINH et al., 2017).
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Figura 4 - Representacdo idealizada de uma esmectita
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O espaco interlamelar da Montmorilonita pode ser alterado, sendo a faixa de 0,9 — 1,2
nm suficiente para acomodar diferentes compostos organicos, mantendo a integridade
cristalogréfica e alcancando capacidades de troca-cationica da ordem de 70-120 meq/100 g. A
Montmorilonita pode interagir fortemente com alguns antibidticos, afetando a sua
biodisponibilidade. Estas interagcdes sdo muito vantajosas no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo modificadas para controle da liberagdo de substancias antibidticas, que atualmente
vem ganhando muito interesse nos campos farmacéutico e veterinario (JAYRAJSINH et al.,
2017; RAPACZ-KMITA et al., 2017).

As aplicagdes da Bentonita sdo amplas e variadas, indo desde setores da industria de
tintas até as aplicagdes meédicas. Na industria de tintas a Bentonita € utilizada como espessante
e extensor; na industria de cerdmicas é um aditivo comumente presente na composi¢do de
produtos finalizados; para aplicacGes na area da salde este material desenvolve um importante
papel na composicdo de cosméticos, alimentos e produtos farmacéuticos. Tem sido
extensivamente utilizada no tratamento da dor, cicatrizacdo de feridas, colite, diarréia,

hemorroidas, Ulceras gastricas, problemas intestinais, acne e anemia, além da capacidade de
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aumentar o numero de fibras de coldgeno na pele e uma variedade de outros tecidos (NONES
etal., 2015).

A Montmorilonita atraiu muita atencdo devido a sua capacidade de liberacéo controlada
de drogas, sua mucoadesividade e potente efeito de desintoxicacdo via adsorcdo, que
contribuem sinergicamente para maior eficacia dos medicamentos (FENG et al., 2009;
KEVADIYA; JOSHI; BAJAJ, 2010).

Além disso, as argilas utilizadas em cremes, pos ou emulsées, promovem aumento do
numero de fibras de colageno, sugerindo que o mecanismo de protecdo da bentonita seja via
absorcdo de alérgenos e melhoria de funcdo de barreira da pele. As argilas também sdo
eficientes na redugcdo de danos de tecidos associados ao inchaco, quando aplicados
externamente em situacdes de traumas graves (EMAMI-RAZAVI et al., 2006).

Em nutricdo animal, a Bentonita é utilizada como absorvente/adsorvente. A
Montmorilonita, especificamente, € um potente desintoxicante para os intestinos, podendo
absorver metabolitos, toxinas e bactérias, bem como ions hidrogénios associados a acidose
(SLAMOVA et al., 2011; SUN; RANGANATHAN; FENG, 2008).
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3.7 AGENTES ANTIBACTERIANOS UTILIZADOS PARA FUNCIONALIZAR
COBERTURAS

A descoberta de compostos naturais que exibem atividade antimicrobiana foi um grande
avanco no tratamento de doencas infecciosas, como as infeccgdes de pele.

Embora milhares de antibi6ticos sejam conhecidos, menos de 1% estdo correntemente
sendo utilizados, devido a toxicidade ou a absorcdo deficiente em células hospedeiras. Até
agora, apenas aminoglicosideos, betalactamicos, glicopeptideos, quinolonas, sulfonamidas e
tetraciclinas tém sido utilizados em coberturas com propriedades antimicrobianas. Entre os
diferentes antibidticos incorporados até agora em curativos, 0s mais populares sdo: tetraciclina,
ciprofloxacina, gentamicina e sulfadiazina (SIMOES et al., 2018).

Como alternativa aos antibiéticos convencionais, as nanoparticulas, sobretudo as de
metais, tém sido estudadas amplamente devido a capacidade antimicrobiana elevada contra
inimeras cepas, além da minimizacdo de efeitos colaterais adversos e auséncia de resisténcia
microbiana em decorréncia do seu uso. Dentre as nanoparticulas metalicas de maior destaque
estdo as de prata e de ouro, apresentando efeito antibacteriano e antiinflamatério (BERTHET
etal., 2017; SALOUTI; AHANGARI, 2014).

Nanoparticulas de prata tém recebido consideravel atencdo em aplicagdes biomédicas
devido a sua ampla inibigdo frente a quase 650 espécies de microrganismos, e, sobretudo, contra
cepas bacterianas resistentes a antibidticos convencionais. Além disso, a quimica e a morfologia
das nanoparticulas de prata podem ser facilmente ajustadas para a melhoria da sua atividade
antimicrobiana (RAGHAVAN et al., 2016).

Com a melhoria da atividade antimicrobiana, por meio do advento da nanotecnologia,
menores concentracdes de prata puderam ser utilizadas e incorporadas nos sistemas para
cicatrizacdo de feridas exercendo o mesmo grau de efeito. A redugéo do teor de prata nas
nanoparticulas refletird também na reducdo de possiveis interferéncias nos processos bioldgicos
e quimicos da cicatrizagcdo ocasionadas por elas préprias (NAM et al., 2015).

Alguns exemplos de coberturas comercialmente disponiveis contendo prata séo:
Acticoat®, Aquacel Ag® e Silvasorb® (SIMOES et al., 2018). Vale salientar que os metais nas
suas formas i0nicas também sdo amplamente utilizados, tendo destaque a prata e o cobre. A
prata idnica possui a maior atividade antimicrobiana dentre todos os ions metalicos, sendo
vastamente empregada em medicamentos de uso topico, especialmente para tratamentos de

queimaduras e infecc¢des oculares (PEHLIVAN et al., 2005).
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Os produtos naturais com capacidade antimicrobiana sdo conhecidos ha séculos, sendo
vastamente utilizados como agentes na prevencdo de doengas e no cuidado a salde. Em
pesquisas recentes, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) constatou que quase 80% da
populacdo mundial depende dos medicamentos tradicionais. Atualmente, muitas coberturas
levam em suas composic¢Bes produtos naturais com fungdes antibidticas, como por exemplo:
mel, Oleos essenciais e quitosana (ESSA; MANICKAVASAGAN; SUKUMAR, 2012;
SIMOES et al., 2018).

O mel como medicamento ja é conhecido desde o Egito antigo. Contudo, o uso do mel
como opgdo para tratamentos de feridas tem se tornado uma &rea de pesquisa em pleno
desenvolvimento, com excelentes resultados clinicos. O mel possui diversos atributos positivos
para 0s processos de cicatrizacdo, incluindo poder antibacteriano, atividade debridante e
desodorizante, antiinflamatoria e de epitelizacdo. A acdo antimicrobiana do mel pode ser
atribuida a sua acidez inerente, baixo conteido de agua, perdxido de hidrogénio, peptideos,
flavonoides e &cidos fendlicos. Indmeros curativos contendo mel sdo atualmente
comercializados, como: MediHoney®, Activon Tulle®, Algivon® e Actilite® (PACKER et
al., 2012; SIMOES et al., 2018).

Outra classe de substdncias amplamente utilizadas em coberturas sdo os 0leos
essenciais. Oleos essenciais s&0 misturas naturais volateis extraidas de diferentes partes da
planta (flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutos e raizes) e séo
compostos de terpendides, estruturas com amplas atividades. Ja é bem estabelecido que os 6leos
essenciais contém metabolitos vegetais secundarios volateis, que exibem propriedades
inseticidas, antioxidantes, antiinflamatérias, antialérgicas e anticancerigenas, além de
caracteristicas antimicrobianas (SEOW et al., 2014).

Fitoquimicos, que se originam sobretudo de 6leos essenciais, sdo produtos quimicos
com estruturas relativamente complexas e tém mecanismos diferentes dos antimicrobianos
tradicionais. Eles podem ser categorizados, geralmente, em alcaldides, flavondides,
isoflavonas, monoterpenos, acidos fenolicos, carotendides, etc. Nas plantas, os fitoquimicos
ajudam a proteger a planta contra radiacdo UV, herbivoros e patdgenos, atuando também como
sinalizadores para microorganismos e polinizadores benéficos. Os fitoquimicos mais ativos
isolados dos Oleos essenciais foram timol, carvacrol, p-cimeno, y-terpineno, 1,8-cineol,
cisocimeno, céanfora, linalol, terpineno-4-ol, tujona, limoneno, a-bisabolol e camazuleno.
Outros fitoquimicos reconhecidamente antimicrobianos sdo o eugenol, perilaldeido,
cinamaldeido e acido cindmico (SEOW et al., 2014).
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Além dos antimicrobianos citados anteriomente, destaca-se como de amplo uso a
quitosana, notavel por ser um biopolimero inerentemente antibiético. A quitosana é um
homopolimero natural ndo ramificado obtido da quitina, subproduto abundante do
processamento de frutos do mar, via reacao de desacetilagdo com alcalis. Possui boa capacidade
de formacdo de filmes e devido a sua alta versatilidade tem sido utilizada em diversos ramos de
aplicacBes, como: industria de alimentos, inddstria biomédica, liberacdo controlada e
remediacdo ambiental. Na area de curativos as propriedades antimicrobianas da quitosana ja
sdo exploradas comercialmente em produtos sob os nomes Hidroki®, Patch®, Chitopack®,
Tegasorb® e KytoCel®. Diversos modelos sugerem que a capacidade de inibicdo de
microorganismos origina-se da natureza cationica da quitosana. As interacOes eletrostaticas
entre os sitios positivos do polimero com os sitios negativos da parede celular bacteriana
desencadeariam a lise celular, inativando-as. Além disso, a quitosana poderia interagir com
nutrientes essenciais as bactérias, impedido seu crescimento (GOY; MORAIS; ASSIS, 2016;
SIMOES et al., 2018).
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3.8 COBERTURAS A BASE DE GELATINA-BENTONITA INCORPORADAS COM
SULFANILAMIDA

O grupo das Sulfonamidas compreende uma familia de moléculas que contém o grupo
funcional (SO2NH), utilizadas farmacologicamente para uma gama variada de infeccOes
humanas e animais, incluindo: amidalite, septicemia, meningite meningocdcica, disenteria
bacilar e inimeras infeccc¢des do trato urinario (OVUNG; BHATTACHARYYA, 2021a).

A Sulfanilamida, (4-aminobenzenosulfonamida) pertence ao grupo das sulfonamidas,
agentes antimicrobianos sintéticos comumente utilizados em tratamentos contra
microrganismos gram-negativos e gram-positivos, como também em tratamentos de infec¢des
por fungos e protozoérios (PETROVIC et al., 2017). A Sulfanilamida constitui-se em uma boa
escolha para tratamento de infecgbes por ser de baixo custo e possuir aces antimicrobianas e
antiinflamtorias (MA et al., 2015).

As sulfonamidas agem bloqueando a sintese de moléculas essenciais aos
microrganismos. O mecanismo de acdo envolve a mimetizacdo de um substrato necessario para
0 metabolismo celular das bactérias. Esse processo faz com que as enzimas bacterianas se
liguem ao antibidtico ao invés do substrato normal. Em particular, as sulfonamidas atuam como
tetrahidrofolato, molécula necesséria para a sintese do acido folico em células bacterianas. O
acido folico é vital no metabolismo de sintese dos acidos nucleicos e aminoacidos, por esse
motivo, as sulfonamidas acabam interrompendo a producdo de DNA, RNA e aminoéacidos.

Embora as sulfonamidas sejam consideradas boas e eficazes no tratamento de varias
doencas e infec¢des, sdo recomendadas e administradas com cautela devido a sua toxicidade e
efeitos colaterais (ETEBU; ARIKEKPAR, 2016). Alguns dos efeitos adversos mais descritos
na literatura incluem problemas gastricos e do trato respiratério, diarreia, vémito, deficiéncia
de folato, dores de cabeca e candidiase (OVUNG; BHATTACHARYYA, 2021a). Uma das
estratégias para contornar a toxicidade de antibidticos aos tecidos humanos, pode ser a
formulacéo de compdsitos capazes de libera-los de forma lenta e localizada (AMBROGI et al.,
2017).

As zedlitas e argilas sdo extensivamente utilizadas como carreadores de substancias
antibioticas, capazes de inibir o crescimento bacteriano em conexdo com a administragdo e
distribuicdo controlada dos antimicrobianos.

A estrutura em camadas organizadas de forma especifica e a alta capacidade de troca
ibnica dos aluminossilicatos sdo acompanhadas pela elevada area superficial e capacidade de

adsorcéo, carga negativa superficial, estabilidade quimica, e baixa ou mesmo nula toxicidade,
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tornam esses materiais particularmente atrativos para aplicacbes biomédicas (RAPACZ-
KMITA et al., 2017).

Inimeros trabalhos citam o uso de Bentonita (Montmorilonita) associados a polimeros
e antibioticos como forma de mitigar os efeitos citotoxicos da liberacdo localizada dos
antimicrobianos.

Ambrogi et al., (2017) utilizaram a Montmorilonita em associacdo com quitosana e
clorexidina com atividade antibiofilme, obtendo melhora consideravel com relacdo a
citoxicidade quando utilizado como cobertura.

Rapacz-Kmita et al., (2017) utilizaram a Montmorilonita e o antibiético gentamicina
no estudo de diferentes temperaturas para intercalacdo do antibi6tico na estrutura da argila,
como também a avaliacdo das propriedades antibidticas frente a bactéria E. coli.

Kevadiya et al., (2014) utilizaram a Gelatina como biopolimero em conjunto com a
Montmorilonita e o ciprofloxacino como antibi6tico obtendo excelentes resultados na sua
liberacdo sustentada. Os testes com células evidenciaram que o material compdsito induz a
progressao na cicatrizacdo de ferimentos.

Até onde se sabe, poucos trabalhos foram reportados investigando a insercdo de
Sulfanilamida em compositos formados por Bentonita e Gelatina. Nesse sentido, o
desenvolvimento e o estudo de novas coberturas, sobretudo as que utilizam materiais acessiveis
como a do presente estudo, possibilitam o fortalecimento das bases cientificas do cuidado e
tratamento de feridas. Pela relevancia da temaética, faz-se necessario o desenvolvimento de
coberturas simples, baratas e eficazes que consigam contornar 0s problemas sociais e

econdmicos envolvidos no tratamento de feridas.
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4 MATERIAIS E METODOS

A presente secdo objetiva apresentar a metodologia utilizada na realizacdo dos
experimentos, descrevendo reagentes, materiais, técnicas e equipamentos.

Os experimentos de sintese dos filmes foram realizados no Laboratério de
Microbiologia dos Alimentos — UFRN/FACISA. As caracterizagdes foram realizadas no
Laboratorio de Peneiras Moleculares —- LABPEMOL/UFRN e no Instituto Federal de Educacéo
Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Norte — IFRN/Currais Novos. A Figura 5 sumariza as

etapas, de maneira simplificada, do desenvolvimento do trabalho.

Figura 5 — Fluxograma simplificado das etapas do trabalho.
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Fonte: autor

4.1 MATERIAL

A Gelatina utilizada na elaboracgéo dos filmes foi a gelatina do tipo A, derivada da pele
de porco, com Bloom number ~300, adquirida da empresa (Sigma-Aldrich, EUA). Glicerol P.A.
(Sigma-Aldrich, EUA) e a argila Bentonita (Al.03.4Si02.H20) (Sigma-Aldrich, EUA),

Sulfanilamida purissima (Dindmica, Brasil). Todos os reagentes eram de grau analitico.
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4.2 PLANEJAMENTO ESTATISTICO DE EXPERIMENTOS

A etapa de elaboracdo dos filmes deste estudo foi realizada por meio de planejamento
estatistico. O uso dessa abordagem se justifica por se tratar de uma ferramenta poderosa
empregada para estudar o efeito de inimeras varidveis que afetam a resposta ou caracteristicas
de um processo ou produto. Por meio do planejamento estatistico de experimentos pode-se obter
inimeras vantagens, como: (1) diminuicdo do numero de ensaios; (2) o estudo de um nimero
elevado de fatores; (3) reducéo de custos; (4) deteccdo de interacdes entre fatores; (5) deteccédo
de niveis operacionais 6timos; (6) melhoria da precisdo dos resultados; (7) otimizacdo dos
resultados (MACEDO et al., 2014).

Elaborou-se um planejamento de experimentos que contemplasse as variaveis mais
importantes do sistema em estudo, quais sejam: concentracbes de Gelatina, Glicerol e
Bentonita. Trata-se de um delinamento do tipo Box-Behnken com 3 niveis e 3 fatores,
totalizando 15 ensaios, sendo 3 ensaios de repeti¢cdes no ponto central.

Os pontos foram escolhidos com base em valores reportados na literatura, levando-se
em conta critérios importantes para a formacdo de filmes baseados em biopolimeros. Para a
formacao de filmes de gelatina, recomenda-se uma faixa entre 4% — 20% em massa de polimero
(TONICIOLLI RIGUETO et al., 2022; TYUFTIN; KERRY, 2021), a adicdo de plastificante
ndo deve ser inferior a 12%, sob risco dos plastificantes perderam a funcéo desejada, tendo
como 6tima a faixa entre 20-40% (BEN; SAMSUDIN; YHAYA, 2022; PAUDEL; REGMI,;
JANASWAMY, 2023). Por fim, a quantidade de Bentonita pode variar muito dependendo do
objetivo a que se destina a sua adicdo ao polimero, entretanto, baseado em trabalhos que
utilizaram a gelatina como matriz polimérica os valores flutuaram entre 2% e 10% (DAl et al.,
2022; FLAKER et al., 2015; GE et al., 2015; RIBEIRO et al., 2018).

O delineamento Box-Behnken (DBB) esta inserido em uma classe de delineamentos de
segunda ordem rotativos ou quase rotativos baseados em experimentos fatoriais incompletos de
trés niveis. A sua representacdo pode ser vista na Figura 6, sendo um cubo que consiste no

ponto central e nos pontos médios das arestas (FERREIRA et al., 2007).
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Figura 6 - Cubo de representacdo do delineamento de Box-Behnken.

Xz

Xs

\ 4

Xi
Fonte: Ferreira et al., (2007)
O namero de experimentos no delineamento do tipo Box-Behnken ¢é definido como N

= 2k(k-1) + Co (onde k é o nimero de fatores e Co a quantidade de pontos centrais). Para efeitos
de comparacdo, a quantidade de experimentos no delineamento rotacional composto é N = 2%
+ 2k + Co (FERREIRA et al., 2007; HIBBERT, 2012). Portanto, a metodologia de Box-
Behnken foi escolhida em detrimento do delineamento composto central rotacional em virtude
da realizagdo de menos experimentos, prezando-se pelo fator economicidade, sem perda de
informac@es importantes.

Além disso, a comparacao entre o DBB e outras metodologias de superficie de resposta
tem demonstrado que o DBB é ligeiramente mais eficiente que o delineamento composto
central rotacional e muito mais eficiente que o fatorial completo de trés niveis, levando-se em
conta a eficiéncia como o nimero de coeficientes estimados no modelo dividido pelo nimero
de experimentos (FERREIRA et al., 2007).

A matriz dos experimentos é mostrada na Tabela 1.
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Tabela 1- Matriz do planejamento experimental

Valores reais? Valores codificados®

Serie
X1 X2 X3 X1 X2 X3
1 5,0 15,0 5,0 -1 -1 0
2 15,0 15,0 5,0 +1 -1 0
3 5,0 35,0 5,0 -1 +1 0
4 15,0 35,0 5,0 +1 +1 0
5 50 25,0 2,5 -1 0 -1
6 15,0 25,0 2,5 +1 0 -1
7 50 25,0 7,5 -1 0 +1
8 15,0 25,0 7,5 +1 0 +1
9 10,0 15,0 2,5 0 -1 -1
10 10,0 35,0 2,5 0 +1 -1
11 10,0 15,0 7,5 0 -1 +1
12 10,0 35,0 7,5 0 +1 +1
13 (C) 10,0 25,0 5,0 0 0 0
14 (C) 10,0 25,0 5,0 0 0 0
15 (C) 10,0 25,0 5,0 0 0 0

2 Valores reais: x1 — Concentracdo de gelatina (m/v); x2 — concentracdo de glicerol (v/v); xs — Concentragéo de
argila bentonita (m/m; calculado pela massa de gelatina).

® Valores codificados: X; — o nivel codificado de gelatina; X, — o nivel codificado de glicerol; X3 — o nivel
codificado de argila bentonita.

Com relacdo a analise estatistica, todas as medidas foram feitas em replicatas (triplicata
ou duplicata) e os valores médios utilizados na analise. O software Minitab (versdo 12, Statsoft)
foi utilizado para obtengdo dos coeficientes de regressdo, graficos de Pareto e superficies de
resposta. A qualidade do modelo foi avaliada pelo parametro R?, R? ajustado e andlise de
variancia (ANOVA). A robustez do modelo foi verificada por meio do Teste de Fisher (TesteF).
Para o teste de Tukey foi utilizado o software livre PaSt — Palaeontological Statistics.

A solucdo numérica dentro das restrigdes do modelo foi calculada pelo software
Minitab® (versdo 12, Statsoft) empregando abordagem baseada em funcgdo desejabilidade

(desirability function).
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A funcéo desejabilidade propicia a conversdo de multiplas respostas em uma Unica, por
meio da combinagdo de respostas individuais em uma fungdo composta seguida de sua
otimizacdo. De maneira mais técnica, a abordagem consiste em converter modelos de resposta
estimados, que geralmente sdo de segunda ordem, em funcgdes desejabilidade individuais que
sdo entdo agregadas em uma funcdo composta. Esta funcéo geralmente é uma média geométrica
ou aritmética, que serd maximizada ou minimizada, respectivamente (COSTA; LOURENCO;
PEREIRA, 2011).

4.3 PREPARO DOS FILMES

Os filmes compdsitos a base de Gelatina foram preparados de acordo com o método
casting (fusdo), o qual consiste na desidratacdo de uma solugcdo formadora de filme
(filmogénica) adequadamente aplicada em um suporte.

As concentracdes iniciais de Gelatina, plastificante e argila seguiram estritamente o
planejamento experimental. Inicialmente, uma determinada quantidade de gelatina foi hidratada
em um béquer a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, a temperatura foi elevada
para 50 °C, sob agitacdo magnética, por mais 30 minutos. O glicerol foi adicionado a solucédo
de gelatina, sob agitacdo, a 50°C por mais 15 minutos para a efetivacdo das reacdes de
plastificacdo. Apos, ocorreu a adicdo da argila no sistema gelatina/glicerol, sob agitacdo e a
temperatura de 50°C, até completa homogeneizacdo. Posteriormente, a solucdo resultante foi
colocada em uma placa de petri, mantendo-se a massa adicionada de solugdo constante (20g).
A secagem dos filmes ocorreu em estufa com circulacdo forcada de ar a 30°C por 24h. Apoés a
secagem, os filmes foram acondicionados em dessecador com umidade relativa controlada entre
53-58% para posteriores caracterizagdes (HUBNER et al., 2020; SOBRAL et al., 2001).

Ap0s o processo de otimizacdo, chegou-se a formulacdo contendo 14,88 % de Gelatina
(m/v), 15 % de glicerol (v/v) e 2,5 % de Bentonita (m/v), a qual foi utilizada ao longo deste
trabalho. Antes de prosseguir com as etapas de caracterizacdo e funcionalizacdo com
antibiotico, esta formulacao foi confeccionada e caracterizada, com o intuito de validacdo dos

resultados obtidos por meio do planejamento estatistico.
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4.4 PREPARO DOS FILMES NA COMPOSICAO OTIMIZADA CONTENDO
SULFANILAMIDA

Os filmes produzidos na composicdo otimizada contendo o antibidtico Sulfanilamida,
diferem dos demais pelo fato da inser¢do do antibidtico. O antibidtico foi inserido na estrutura
da argila bentonita em pH distintos, a fim de avaliar o impacto na adsor¢do do farmaco. Por
meio de troca catidnica em pH = 4 e em pH = 7, a Sulfanilamida foi adsorvida na estrutura

porosa da argila e, posteriormente, utilizada na sintese dos filmes ativos.

4.5 DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE TROCA CATIONICA

O processo de troca catibnica para a obtencdo da capacidade de troca da argila foi
realizado pelo método do azul de metileno. Em um béquer, reuniu-se 300 mL de agua destilada
e 0,5 g da argila Bentonita. Adicionou-se a esse conjunto, 2 mL de azul de metileno 0,01 mol/L.
Apbs cada incremento de azul de metileno, uma gota foi retirada e colocada em papel filtro. O
ponto de viragem ocorre quando a mancha formada pela difusdo da gota no papel apresentar
aura azul clara. A Capacidade de Troca Catidnica (CTC), calculada por este método, foi de 93
+ 1,7 meq/100g. A equacdo utilizada para o célculo foi:

Equacdo 1: CTC = V.C.100

Mmmr
Onde:

CTC: capacidade de troca catidnica em meq/100g

V: volume, em mL, da solucdo de azul de metileno

C: Concentracéo da solucdo de azul de metileno

Mwmwmt: Massa da argila utilizada.

O processo de troca cationica na argila para inser¢do do antibidtico deu-se da seguinte
forma: Em um béquer, reuniu-se 50 mL de agua destilada, 2 g de argila Bentonita e 0,320 g de

Sulfanilamida (1 CTC). A quantidade de antibiotico foi calculada por meio da Equacéo 2:

CTC MMsyifanilamida
100g ' MMT: 1000

Equacéo 2: Sulfanilamida (g) =
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O conjunto permaneceu em agitacdo por 24h em temperatura ambiente e em diferentes
pHSs (4 e 7). Para secagem, utilizou-se uma estufa com circulacao forgada de ar por 24h a 60°C.
Em seguida, o material foi conduzido para a estufa com secagem a vacuo por mais 24h em
70°C.

4.6 CONTEUDO DE UMIDADE DOS FILMES

A umidade dos filmes foi calculada pelo método gravimétrico (Equacéo 3). O método
consiste na medida da massa dos filmes (1cm?) em uma balanga analitica, antes e apos a
secagem em estufa em temperatura de 105°C por 24h (BAJIC et al., 2020).

mi—mys

Equacdo 3: Umidade (%) = x 100

i

onde mj e ms referem-se, respectivamente, a massa inicial e a massa final dos filmes.

4.7 CAPACIDADE DE ABSORCAO DE AGUA

O método consiste, basicamente, na medi¢do da capacidade de absorcdo de adgua por
meio de amostras dos filmes (1cm?). As amostras foram previamente pesadas e, em seguida,
imersas em 50 mL de agua destilada (25°C) por 1, 15, 30, 45 e 60 min. Ap0s, 0 excesso de agua
foi retirado dos filmes cuidadosamente com auxilio de papel toalha, e a massa medida
novamente. A Equacdo 3 forneceu a medida da capacidade de absorcdo dos filmes (HUBNER
etal., 2020; TURE, 2019).

mi

Equacdo 4: Absorc¢io (%) = mfm; x 100

1

onde m; e ms sdo, respectivamente, a massa inicial e final dos filmes.

4.8 ENSAIO DE SOLUBILIDADE DOS FILMES

Os filmes foram cortados em pecas retangulares com didmetro de 1 cm x 2 cm, pesadas
e imersas em 100 mL de agua bidestilada a 25°C por 24h. Apds, a amostra foi retirada e secada
a 105°C por 24h. Os resultados foram expressos como a diferenga entre a massa inicial e a
massa final (TURE, 2019).

Equagdo 5: S(%) = (%) 100

i
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onde m; e mq Sd0, respectivamente, massa inicial e massa do filme degradado (calculado ap6s

secagem da amostra).

4.9 TESTE DE DISCO-DIFUSAO EM AGAR

Os testes antimicrobianos foram realizados em triplicata, por meio de disco-difusdo em
agar (método de Kirby-Bauer). Discos de 4 mm de diametro foram obtidos dos filmes
preparados previamente. Em cada placa contendo Agar Mueller Hinton (TM MEDIA) foram
inoculados trés discos que correspondiam ao branco (filme de gelatina com Bentonita) e aos
dois filmes contendo Sulfanilamida adsorvida em diferentes pHs (pH= 4 e pH = 7), conforme
Figura 7. Os inoculos bacterianos testados foram ajustados previamente em espectrofotdmetro
para corresponder a 0,5 na escala de Mc’- Farland, o que corresponde a aproximadamente 1,5
x 108 bactérias/mL. Apds a semeadura, as placas foram incubadas a 35°C por 24h. A inibicéo
foi constatada utilizando-se paquimetro manual para medicéo dos halos. A medicdo dos halos
é feita levando-se em consideracdo o didmetro do disco aplicado mais a area da zona opaca

(halo). Os resultados foram expressos em milimetros (mm).



Figura 7- Representacdo esquematica do teste de disco-difusdo.

110 mm

Fonte: Autor
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4.10 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

Os materiais preparados no presente trabalho foram caracterizados por meio das técnicas

apresentadas a seguir.

4.10.1 Difracéo de raios — X (DRX)

Os difratogramas de raios X da Bentonita e da gelatina foram obtidos com um aparelho
Bruker D2 Phaser (Bruker, Alemanha), utilizando-se radiacio de CuKa (A = 1,54 A), equipado
com filtro de Ni, corrente de 10 mA, voltagem de 30 KV, munido de detector Lynxeye, faixa

20 de 2°- 40°. Os resultados foram expressos por meio de grafico de intensidade por angulo 26.

4.10.2 Fluorescéncia de raios X (FRX)

A Bentonita foi caracterizada por fluorescéncia de raios X em um aparelho Bruker S2
Ranger (Bruker, Alemanha) utilizando radiacdo Pd ou Ag an6do Max. Power 50 W, méxima
voltagem 50 KV, corrente maxima 2 mA, detector XFlash® Silicon Drift. Os resultados foram

expressos em termos dos 6xidos dos metais analisados.

4.10.3 Analise Termogravimétrica (ATG/DTG)

Os ensaios de andlise termogravimétrica (ATG) foram realizados no equipamento
Netzsch modelo TG209F1 Libra (Netzsch, Alemanha). O cadinho utilizado para anélise era de
Platina, 0 gas de purga N2 com vazdo de 20 mL/min, a raz&o de aquecimento foi de 10°C/min
até temperatura final de 900°C. Os resultados foram expressos em graficos da porcentagem de
perda de massa pela temperatura de analise em °C.

4.10.4 Analise quimica estrutural

Os materiais, Bentonita, gelatina, Sulfanilamida e glicerol foram caracterizados por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) para verificacdo de
grupos funcionais em suas estruturas. O espectro foi obtido em um espectrdmetro modelo

Shimadzu — IRSpirit (Shimadzu, Japdo). Os espectros foram obtidos em unidades de



o1

transmitancia, na faixa de frequéncia 600-3500 cm™, sendo cada espectro coletado 32 vezes.

Os resultados foram expressos em graficos de transmitancia por nimero de onda em cm™,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos, inicialmente, os resultados referentes as
caracterizacdes dos materiais de partida. Em seguida, os resultados do planejamento
experimental e, por fim, os filmes sintetizados na composigao otimizada contendo o antibiético

em estudo.

5.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS DE PARTIDA

Nesta secdo estdo reunidas as caracterizacOes referentes aos materiais de partida

utilizados na sintese dos filmes compositos.

5.1.1 Caracterizagdo da Gelatina

As técnicas de caracterizacdo aqui reunidas foram utilizadas com o intuito de elucidar
propriedades e fornecer subsidios teéricos para o entendimento da formacéo dos filmes a base

de gelatina. A gelatina foi caracterizada por meio de FTIR e TG/DTG.

5.1.2 Analise quimica estrutural

A analise quimica estrutural por meio da espectroscopia de infravermelho auxilia na
resolucdo da estrutura de moléculas através da interacdo de grupos funcionais especificos em
determinados nimeros de onda. A Figura 8 apresenta o espectro obtido para a Gelatina em
estudo. A banda observada em 3290 cm™ é caracteristica do alongamento das ligaces N-H em
amidas (HUBNER et al., 2020). Outra banda caracteristica ocorre em 1628 cm™ e é devida a
absorcdo de C=0 das amidas (Banda de Amida I). Em 1529 cm™ ocorre uma banda de Amida
Il (1570-1515 cm™) que se origina na interagdo entre a deformacdo angular de N — H e a
deformacéo axial de C — N do grupo C — N — H. Geralmente essa banda tem metade a um terco
da intensidade da banda de Amida I (C = O). Uma segunda banda, mais fraca, em 1250 cm™,
também é oriunda da interacao entre a deformacdo angular de N — H e a deformacéo axial de C
— N. Por fim, a banda em 1079 cm™ esta relacionada a vibragGes de estiramento das ligagdes C
— O, comumente presente em carboidratos (HUBNER et al., 2020; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2012).
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Figura 8 - Espectro de infravermelho da Gelatina.
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Portanto, pela analise qualitativa do padrdo gerado para o espectro de infravermelho e
pela identificacdo de bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes em uma molécula

de gelatina, a estrutura € condizente com a gelatina do tipo A derivada de pele suina.

5.1.3 Analise Termogravimétrica (TG/DTG)

A anélise termogravimétrica permite caracterizar um material por meio de perdas de
massa em faixas de temperatura especificas. Na Figura 9, encontra-se o termograma referente
a Gelatina utilizada nos experimentos. E possivel observar duas regides nitidas de perda de
massa. A primeira compreendida entre 50 — 170 °C, referente a perda de agua livre ou da dgua
ligada as cadeias poliméricas da gelatina, como também de outros componentes volateis nessa
faixa de temperatura. A perda de massa relacionada a essa primeira faixa fica em torno de 10
%. Resultados semelhantes foram obtidos por Inal, Miilazimoglu (2019), onde na faixa de 40 a
175°C foram perdidos 8,285% de massa relacionada a agua (livre ou absorvida). Outro fato que
reforca a evidéncia da retirada de dgua da estrutura da gelatina é a intensificacdo da perda em
torno de 100°C, temperatura em que ocorre a ebuli¢cdo da agua (HUBNER, 2017). A segunda
regido de perda de massa encontra-se entre 228 — 400°C. Pode-se observar que a temperatura
méaxima de degradacdo é 323°C, onde 59,51% de massa € perdida. A perda de massa nessa
regido estd relacionada a degradacdo térmica da cadeia polimérica da gelatina
(RUJITANAROJ; PIMPHA; SUPAPHOL, 2008).
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A gelatina possui boa estabilidade térmica, evidenciada pelas temperaturas de

degradacéo elevadas, mostrando-se um material promissor na tecnologia de filmes para as mais

variadas aplicagdes.

Weight Loss (%)

Figura 9 - Curva termogravimétrica e sua derivada da Gelatina.
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5.1.4 Caracterizagdo da Bentonita

A caracterizacdo da Bentonita como suporte para adsor¢éo de antibiético e componente
dos filmes compositos se deu por meio de FTIR, DRX, FRX, TG/DTG e CTC.

5.1.5 Andlise quimica estrutural

Na Figura 10 esta apresentado o espectro na regido do infravermelho para a Bentonita.
Pela analise do espectro, é possivel atestar as bandas caracteristicas do argilomineral
Montmorilonita (MMT), e as bandas correspondentes as vibra¢des de alongamento dos grupos
O —H e Si—OH, os alongamentos O — H do grupo Al — OH, além dos alongamentos dos grupos
hidroxilas da agua ligada por ligacdes de hidrogénio. Em 3430 cm™, a banda corresponde ao
alongamento da ligacdo O — H, indicando &gua adsorvidaa MMT. Outra banda referente a 4gua
adsorvida surge em 1634 cm™, fazendo parte de um importante conjunto de vibracoes
localizadas na faixa de 1550 a 1700 cm, que podem ser identificadas como vibragoes de flexdo
dos grupos H — O — H e O — H da agua adsorvida a materiais siliciosos. Além disso, bandas de
vibracOes de alongamento estdo presentes na regido de 1100 e 1020, referentes ao grupo Si —
0. Em regides que vio desde 450 a 950 cm™, estdo presentes vibragdes derivadas do grupo Al
— Al — OH (915 cm™), alongamento do Si — O em 798 cm™ e 690 cm?, além da deformac&o da
ligagdo AIl-MgOH (COSTA; MELO; PASKOCIMAS, 2013; MADEJOVA et al., 2002;
RAPACZ-KMITA et al., 2017).



Transmittance (%)

Figura 10 - Espectro de infravermelho da argila Bentonita
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5.1.6 Andlise mineraldgica por difracdo de raios — X

A andlise mineraldgica do argilomineral por meio de difracdo de raios — X revela
reflexdes caracteristicas de cada constituinte da amostra desta classe de materiais, apresentando
um padrdo Gnico que permite a sua identificacdo. Na Figura 11 é mostrado o difratograma de

raios - X da argila em estudo.

Figura 11 - Difratograma de raios - X da argila Bentonita.

—— Bentonite

m = mantmorillonite

* = quartz

Relative Intensity

O difratograma obtido é caracteristico do argilomineral Montmorilonita, isto é, o padrao
de reflexdes gerado corresponde a argila bentonita, embora algumas reflexdes referentes a
outros materiais estejam presentes, caso do quartzo em 20 = 26,5°, o que ¢ aceitavel, visto que
trata-se de uma argila natural. A primeira reflexdo € referente as lamelas que geram o plano de
reflexdo com indice de Miller (001), caracteristica dos filossilicatos. Com a posi¢do 26 da
primeira reflexdo € possivel estimar o espacamento basal (doo1) da argila. O espagamento basal
corresponde a distancia entre as superficies basais das lamelas do argilomineral,
compreendendo a espessura da lamela e o espaco interlamelar, e é calculado por meio da
formula de Bragg (A = 2dsenf) (NASCIMENTO, 2018).

O padrdo de difracdo de raios X da Bentonita revela sua primeira e intensa reflexdo em
6,38° 26, que corresponde a um espagamento basal dor) de 13,87 A, tipico de montmorilonitas
com céations trocéveis do tipo Ca?*, Mg?* ou polications (RODRIGUES; ANGELICA; PAZ,
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2021). Este valor para o espacamento basal esta de acordo com o reportado na literatura, embora
seja dependente da umidade na qual o material se encontra (ALVES et al., 2016;
NASCIMENTO, 2018; PONGJANYAKUL,; PRIPREM; PUTTIPIPATKHACHORN, 2005).

5.1.7 Fluorescéncia de raios — X (FRX)

Na Tabela 2 estdo apresentados os elementos oriundos da analise quimica, na forma de
oxidos, encontrados na amostra de bentonita. Pela analise dos dados, fica evidenciada a maior
presenca de 6xidos de silicio (SiO2) e de aluminio (Al203), perfazendo aproximadamente 85%
da composicao total da amostra.

A silica (SiOy) esta relacionada a impurezas como o quartzo, e também é um dos
constituintes do argilomineral montmorilonita. O o6xido de aluminio (Al2O3) estd mais
intimamente relacionado ao argilomineral montmorilonita, pois impurezas como o quartzo nao
possuem aluminio em sua composicdo (ALVES et al., 2016).

Com relagdo ao célcio, a quantidade encontrada pode indicar a presenca de calcio
trocavel, ou na forma de impurezas, como calcita ou carbonato de célcio. O teor de magnésio
entre 2 e 3% indica a presenca do cation situado nas folhas octéedricas na estrutura cristalina
da argila, resultado este corroborado pelos resultados de espectroscopia vibracional na regido
do infravermelho. Pode indicar também a presenca de magnésio na forma de cations trocaveis
ou contaminacdes.

Sddio e potassio, mesmo em baixas concentragdes, podem se tratar de catios trocaveis,
sobretudo o sddio, ja que alguns contaminantes levam potéassio em suas composi¢des, caso do
Feldspato (CAETANO, 2015).

O teor significativo de ferro pode estar relacionado com a etapa de corte, onde utiliza-
se granalha de ferro para otimizacdo do processo ou estar presente de maneira natural na
estrutura da argila (CAMILA; NOGUEIRA, 2022).

Portanto, a analise quimica da Bentonita permite inferir que trata-se de um material
promissor para inser¢do de agentes antibidticos, pois em sua estrutura ha presenca de inimeros

cations trocaveis, fato relevante na tecnologia de filmes e coberturas antibidticas.



Tabela 2 - Analise mineraldgica da argila bentonita

Analito Bentonita (%)

SiO; 65,22
Al203 19,68
Fe203 6,86
MgO 2,30

CaOo 2,13
Na20O 1,80

SOs3 0,76

K20 0,70

TiO: 0,21




60

5.1.8 Andlise termogravimétrica (TG/DTG)

A curva termogravimétrica referente a Bentonita estd mostrada na Figura 12. Dois
eventos de perda de massa sdo constatados. O primeiro ocorre até 100°C, e corresponde a perda
de agua adsorvida no espaco interlamelar. E importante mencionar que existem trés tipos de
agua na estrutura da Montmorilonita. O primeiro tipo sdo moléculas de agua livre; o segundo
as moléculas de agua ligadas por meio de ligacdes de hidrogénio; por fim, o terceiro tipo séo
aquelas moléculas de agua fortemente coordenadas a cations no espaco interlamelar. Assim, no
processo de desidratacdo, geralmente, a dgua livre é perdida primeiro, seguida da ligada por
ligagbes de hidrogénio/coordenadas (BALA; SAMANTARAY; SRIVASTAVA, 2000).
Portanto, a perda de massa até 100°C no presente estudo esta atrelada a remogéo da agua livre
do espaco interlamelar.

O segundo evento de perda de massa, iniciado apds os 100°C e estendendo-se até em
torno de 700°C, relaciona-se com o processo de desidroxilagdo da estrutura da argila. Nas
temperaturas compreendidas entre 200°C — 400 °C, o processo ocorre em menor magnitude,
sendo mais acentuado préximo a 700°C, conforme pode-se observar na curva da DTG. A perda
constante de massa na regido compreendida entre 200°C — 500°C é caracteristica dos
argilominerais do grupo das esmectitas, além de demonstrar uma sobreposicdo do fim da
desidratacdo com o inicio da desidroxilacdo (NASCIMENTO, 2018).

Pela analise da curva termogravimétrica é possivel observar duas perdas de massa mais
acentuadas, sendo a primeira correspondente a 6,6 % e a segunda a 4,5 %, totalizando 11,1%,
embora outras perdas menores possam ser computadas. Estes resultados estdo em linha com os
encontrados na literatura para argilas do tipo Bentonita (ELKHALIFAH; MAITRA, 2012). O

residuo médio foi 86,1, indicando uma perda de aproximadamente 14%.
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Figura 12 - Curva termogravimétrica e sua derivada da argila Bentonita
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5.1.9 Capacidade de troca catidnica (CTC)

A capacidade de troca catibnica da Bentonita foi realizada pelo método de adsorcdo do
azul de metileno, onde a CTC € calculada a partir do volume de azul de metileno adicionado a
dispersdo de agua e argila, até a obtencédo visual do ponto de saturacdo (auréola azul clara em
volta da gota disposta em papel filtro). Este método exibe vantagens como: baixo custo, boa
reprodutibilidade, rapidez e simplicidade (CAETANO, 2015).

A CTC de um argilomineral é a quantidade de cations que este pode adsorver e trocar,
caracteristica que repercute drasticamente nas caracteristicas fisico-quimicas das argilas
esmectitas. A capacidade de troca de uma argila bentonitica resulta do desequilibrio das cargas
elétricas na estrutura cristalina devido as substituicbes isomarficas nos sitios tetraédricos e
octaédricos, as liga¢bes quimicas quebradas nas arestas dos cristalitos ou tactdides e a interacdo
dos cations H3zO" com as cargas nestas ligacdes quebradas. As cargas negativas resultantes do
desequilibrio de cargas sdo compensadas por cations trocaveis, que estdo fixos
eletrostaticamente ao longo das faces e nas intercamadas. Os cations mais comumente
encontrados sdo: Na*, K*, Ca** e Mg?* (RODRIGUES; ANGELICA; PAZ, 2021).

O valor de CTC obtido para a Bentonita utilizada no presente trabalho foi de 93 £ 1,7
meq/100g, coerente com valores encontrados na literatura para 0 mesmo tipo de material
(MELO et al., 2021; VAZQUEZ et al., 2008). O parametro capacidade de troca catibnica é um
fator importante na escolha da argila a ser utilizada como carreador de antibiotico, e quanto
maior esse valor maior a capacidade de reter o antibiotico em sua estrutura, sendo de relevante

interesse na produgdo de filmes e coberturas antimicrobianas.
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5.1.10 Caracterizagéo da Sulfanilamida

A Sulfanilamida foi o farmaco utilizado como molécula modelo para inibicdo dos
microrganismos testados, sendo incorporado a Bentonita e, consequentemente, ao filme

composito. O antibiotico foi caracterizado por meio de FTIR.
5.1.11 Andlise quimica estrutural

Na Figura 13 esta apresentado o espectro na regido do infravermelho para o antibiotico
sulfanilamida. A Sulfanilamida ¢ um insumo de baixo custo com acgbes antibidtica e
antiinflamatdria que age inibindo reacdes enzimaticas envolvidas na sintese do acido félico,

utilizada no presente trabalho como molécula modelo (MA et al., 2015).

Figura 13 - Espectro de infravermelho da Sulfanilamida.

Sulfanilamide

/“

3268

e
3373

Transmittance (%)
1628

1593
1313

1144

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm™)

Pela analise das bandas de absorcao contidas no espectro, pode-se deduzir os principais
grupos funcionais presentes na estrutura do antibiético. Os picos em 3475 cm™, 3373 cm™ e
3268 cm™* sdo devidos ao grupamento amina primaria presente na Sulfanilamida. As absorcoes
em 1628 cm™ e 1593 cm! sdo atribuidas a vibragdo do esqueleto carbdnico do anel benzénico,
e em 1313 cm?t e 1144 cm? ocorrem bandas caracteristicas do grupamento sulfonil
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(CHANDRAN et al., 2011; MA et al., 2015). As bandas que estdo compreendidas entre 1215 —
1175, 1125 — 1080, e 860 — 810 cm™ sdo devidas as vibracdes de deformacgdo planar e
extraplanar de &tomos de hidrogénio adjacentes de anéis benzénicos para-substituidos. A banda
responsavel pelo estiramento S — N da sulfonamida surge entre 940 e 890 cm™. O estiramento
da ligagdo C — S é observado em torno de 800 cm™ (GANESH et al., 2016).

Com base nas técnicas utilizadas no presente estudo, que se complementam entre si,
pode-se confirmar tratar-se dos seguintes materiais: Gelatina, Bentonita, Sulfanilamida e

Glicerol, sendo atestadas também a qualidade e a pureza de todos eles.
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5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Nesta secdo sera apresentado o tipo de planejamento experimental utilizado no trabalho,

bem como os resultados obtidos atrelados ao modelo.

5.2.1 Delineamento experimental de Box-Behnken (DBB)

Os delineamentos experimentais do tipo Box-Behnken sdo uma classe de planejamentos
experimentais de trés niveis, propostos por Box e Behnken na década de 1960. Esses
delineamentos baseiam-se em combinag@es particulares de um experimento fatorial do tipo 3%
(MEDEIROS, 2019).

O uso do delineamento de Box-Behnken é popular em pesquisas industriais devido ser
um delineamento com menos experimentos que os analogos Delineamento Rotacional
Composto Central, requerendo apenas trés niveis para cada fator, o que gera menos
experimentos. Outra vantagem do DBB é que esse tipo de plano experimental ndo possui
condicdes de teste localizadas nas regides de extremo, ou seja, aquela regido em que todos 0s
fatores estdo em seus pontos méximos ou minimos, figurando como alternativas para a
realizacdo de experimentos em que a operacdo em condigdes extremas é muito custosa, perigosa
ou de dificil controle (KHURI; MUKHOPADHYAY, 2010; MEDEIRQS, 2019).

No presente estudo, a influéncia de trés fatores independentes (concentracdes de
Gelatina, glicerol e Bentonita) foi analisada sobre as respostas: capacidade de absorcao de agua,
solubilidade dos filmes e contetdo de umidade. A Tabela 3 sumariza as respostas obtidas para

0s parametros em estudo.
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Tabela 3 - Respostas para teor de Umidade, capacidade de absor¢édo de agua e solubilidade dos filmes
elaborados com gelatina, glicerol e bentonita.

Resposta experimental

Serie
U (%) Ab (%) S (%)
1 83,32 92,94 85,94
2 33,77 178,89 63,02
3 91,01 126,75 94,19
4 66,33 107,03 79,27
5 84,97 151,91 90,50
6 53,66 145,92 75,92
7 86,88 80,29 89,75
8 51,55 111,22 73,12
9 50,96 155,19 73,66
10 80,75 156,69 85,18
11 49,68 150,48 73,43
12 78,43 97,98 84,01
13 71,20 139,23 80,82
14 76,85 114,24 82,11
15 69,21 102,87 82,95
Min. 33,77 80,29 63,02
Max. 91,01 178,89 94,19
Média das séries 67,84 127,44 80,92

U, conteido de umidade (n=3); Ab, capacidade de absor¢do de agua (aumento de peso) (n=3); S, solubilidade
(n=2).
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5.2.2 Modelo de regressao e superficie de resposta para o contetido de umidade (U)

O conteudo de umidade constitui parametro importante no desenvolvimento de filmes
porque afeta propriedades mecanicas e de barreira, além das propriedades térmicas, exercendo
grande influéncia na aplicagdo do material (AGUIRRE-LOREDO et al., 2016). Os
experimentos conduzidos, revelaram uma variagéo de umidade entre 33,77% a 91,01% (Tabela
3).

O processamento adicional dos dados conduziu ao desenvolvimento de um modelo
matematico linear que descreve de forma eficiente a relagdo entre as varidveis independentes e

o0 contetdo de umidade (U), dada pela equacao:

U (%) = 68,58 — 17,61 Gelatina + 12,35 Glicerol + 6,22 Gelatina*Glicerol

A andlise de variancia evidenciou, por meio do Teste F, que o modelo foi significante,
com p-valor < 0,1, conforme Tabela 4 que explicita a estatistica envolvida na ANOVA do
modelo proposto. A equacio para o modelo explica 95,38% (R?) das variagBes das respostas
obtidas. Além disso, uma pequena diferenca entre R? e 0 R? ajustado indica que ndo ha incluséo
de termos desnecessérios no modelo (BAJIC et al., 2020).

Tabela 4 - Resumo da estatistica ANOVA para o contetdo de umidade.

Fonte SQ2 GL? QM2  F-Valor p-Valor R? R2ajust?

Modelo  3854,7 3 1284,9 75,7 <0,0001 0,9538 0,9412

Falta de
) 155,23 9 17,25 1,10 0,564
ajuste
U
Erro
31,44 2 15,72 * *
puro

Total 404134 14

U: conteddo de umidade (%);* SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM, quadrado médio; R2ust, R?
ajustado.

O efeito das trés variaveis independentes no conteddo de umidade dos filmes pode ser

visto no grafico de Pareto apresentado na Figura 14. O grafico de Pareto explicita os efeitos
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estimados padronizados gerados a partir do modelo completo. Por meio da analise do grafico,
verifica-se a influéncia apenas dos efeitos da concentracdo de Gelatina, Glicerol e da interacdo

Gelatina-Glicerol, corroborando a equacéo linear que descreve o modelo.

Figura 14 - Grafico de Pareto de efeitos padronizados mostrando o impacto das varidveis independentes sobre o
conteldo de umidade.

Fator Mome

A Gelatina
B Glicerol
C Bentonita

a 2 4 & B 10 12

Efeitos Padronizados

Legenda: A: Gelatina; B: Glicerol; C: Bentonita; AB: Interagdo Gelatina-Glicerol; BB: Intera¢do Glicerol-Glicerol

Como pode ser observado a partir da equagéo de regressdo do modelo, o conteudo de
umidade (U) sofre influéncia por efeitos lineares (Gelatina e glicerol) e um pequeno efeito de
interacdo Gelatina*Glicerol das variaveis. O efeito de interacdo significa que alteragdes em uma
combinacdo de varidveis do processo agem sinergicamente na resposta experimental (ZHAO et
al., 2018). Ainda de acordo com a equacao, pode-se observar a influéncia antagdnica da variavel
gelatina no contetdo de umidade, isto €, aumentando-se a quantidade de Gelatina, diminui-se
o teor de umidade. O oposto é observado para o glicerol, ou seja, quanto maior a quantidade de
glicerol adicionada ao sistema maior sera o conteldo de umidade. O mesmo vale para a
interacdo de glicerol com gelatina, entretanto, em menor magnitude.

O gréafico correspondente a superficie de resposta para o conteldo de umidade esta
explicitado na Figura 15, onde o comportamento linear observado na equagdo proposta pode
ser confirmado. A superficie de resposta retrata a relacdo entre as variaveis glicerol e Gelatina
sobre a umidade do filme gerado. Pela analise da superficie, pode-se inferir que o contetdo de

umidade é méaximo em valores elevados de glicerol combinados a menores valores de Gelatina.
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O contrario, isto €, menores valores de umidade, sdo obtidos com a diminuicdo do teor de

glicerol e aumento no de Gelatina.

Figura 15 - Grafico de superficie de resposta apresentando os efeitos das variaveis independentes sobre o
conteido de umidade
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Umidade(%)
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Em um estudo que também avaliou o efeito da quantidade de glicerol na umidade de
biopolimeros a base de quitosana, observou-se comportamento similar ao encontrado no
presente trabalho: 0 aumento da concentracdo do glicerol proporcionou aumento no teor de
umidade (BAJIC et al., 2020).

Uma possivel explicagdo para o0 aumento de umidade com o aumento da concentragao
de glicerol pode ser obtida pela analise da estrutura da molécula do plastificante, que contém
trés hidroxilas por molécula (-OH), promovendo a acdo higroscopica desse componente
(THAKUR et al., 2017).

Além disso, a molécula de glicerol pode estabelecer ligacbes com cadeias adjacentes de
Gelatina, causando mudangas na conformacdo espacial da matriz tridimensional do filme,
expondo sitios de ligacGes de hidrogénio disponiveis para interagdo agua/polimero, retendo
umidade no filme (BAJIC et al., 2020). O contelido de umidade em qualquer tipo de filme
também esta diretamente relacionado com a porosidade e os grupos hidrofilicos presentes na
estrutura, sendo ambos, Gelatina e glicerol, dotados de grupos hidrofilicos, como hidroxilas (-
OH) e aminas (-NH>), com vasta capacidade para absor¢éo de agua (PATEL et al., 2018).

Por fim, os filmes de gelatina confeccionados com glicerol sdo sensiveis a umidade e
mais “esticaveis” do que os confeccionados com sorbitol. O glicerol ¢ frequentemente citado

como um bom plastificante para materiais baseados em proteina, devido a sua habilidade de
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reduzir ligagcdes de hidrogénio intermoleculares enquanto aumenta o espago intermolecular
(SUDERMAN; ISA; SARBON, 2018).

Acerca da influéncia do teor de Gelatina na umidade dos filmes compdsitos, Luo et al.,
(2022) apontam que formulacdes complexas de filmes baseados em gelatina, apresentam
menores percentuais de umidade, devido a modificacdo da matriz polimérica com o aumento
de ligacGes cruzadas, e provavel formagdo de camadas mais densas.

No presente estudo, apenas o0 aumento da quantidade de gelatina promoveu reducdo do
teor de umidade, que provavelmente pode ter ocorrido devido ao seu Bloom (forca de
gelificagdo), ou seja, quanto maior a concentracdo da gelatina com essa caracteristica em
formulacgdes, menor a umidade observada no filme produzido. O controle da umidade constitui
fator importante na aplicacdo almejada no presente trabalho, isto €, a utilizacdo como cobertura
para feridas. Portanto, a influéncia do teor de gelatina na umidade deve ser compreendida e
trabalhada para a aquisicdo de coberturas funcionais do ponto de vista fisico-quimico e
microbioldgico.

Coberturas que criam e mantém o ambiente da ferida Umido sdo importantes para o
fornecimento de condicdes ideais para a cicatrizacdo. A umidade sob curativos oclusivos ndo
apenas aumenta a taxa de epitelizacdo, mas também promove a cicatrizagdo através da propria
umidade e da presenca inicial de baixa tensdo de oxigénio.

Os hidrocoloides, como a gelatina, produzem uma cobertura adesiva plana e oclusiva,
formando um gel na superficie da ferida, promovendo a cicatrizacdo umida (JONES; GREY;
HARDING, 2006). Além de proporcionar uma cicatrizacdo mais rapida, o ambiente Umido da
ferida tem inimeros outros beneficios relevantes, pois facilita o debridamento autolitico, reduz
a dor local, reduz a formacdo de cicatrizes, ativa a sintese do colageno, facilita e promove a
migracdo de queratindcitos sobre a superficie da ferida, além de promover e facilitar o pleno
funcionamento dos nutrientes e fatores de crescimento solGveis no microambiente da ferida
(NUUTILA; ERIKSSON, 2021).

Portanto, a umidade constitui parametro importante no gerenciamento de feridas agudas
e crbnicas, devendo ser controlada e entendida de forma que a melhor cobertura seja sintetizada

para a aplicacdo requerida.
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5.2.3 Modelo de regressao e superficie de resposta para a capacidade de absor¢do de agua
(Ab)

A capacidade de absorcao de agua, também conhecida como retencdo de dgua ou teor
de 4gua, € definida como a quantidade de 4gua absorvida pelo material. E, geralmente, expressa
em termos de porcentagem de 4gua em relacdo ao peso seco das particulas (MOHAJERANI et
al., 2020). A capacidade de absorcao é uma importante propriedade no &mbito da aplicacéo de
filmes como curativos, visto que uma cobertura saturada de fluido necessita ser trocada.
Portanto, é pertinente sintetizar um curativo cuja capacidade de absor¢do corresponda a
quantidade de fluido que a ferida esteja produzindo, a fim de evitar-se acimulo de exsudato ou
desidratacdo do leito do ferimento (NUUTILA; ERIKSSON, 2021).

Os valores obtidos experimentalmente para a capacidade de absorcdo de agua (Ab)
variaram de 80,29% a 178,89%, com relacdo ao peso inicial, como pode ser visto na Tabela 3.
A relacdo entre as varidveis independentes e Ab foi considerada linear do tipo interacdo com

dois fatores, conforme equacéo:

Ab (%) = 127,63 + 11,40 Gelatina — 11,13 Glicerol — 21,22 Bentonita — 26,42
Gelatina*Glicerol

A andlise de variancia evidenciou, por meio do Teste F, que o modelo foi significante,
com p-valor < 0,1, conforme Tabela 5. A equagdo para o modelo explica 73,30% (R?) das

variacdes das respostas obtidas.

Tabela 5 - Resumo da estatistica ANOVA para a capacidade de absorcéo.

Fonte SQa GL2 QM2 F-Valor p-Valor R2 R2ajust®
Modelo 8423,5 4 2105,9 6,86 0,006 0,7330 0,6262
Falta de
) 460,2 8 307,5 1,01 0,587
ajuste
Ab
Erro
608,0 2 304,0 * *
puro

Total 114917 14

Ab: capacidade de absor¢do (%);2 SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM, quadrado médio; RZjust,
R2 ajustado.
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O efeito das variaveis independentes e das interacfes entre elas na capacidade de
absorcdo dos filmes pode ser visto no grafico de Pareto da Figura 16. A analise do grafico
mostra a influéncia da Bentonita, Glicerol, Gelatina e a interacdo Gelatina-Glicerol na resposta
capacidade de absorcdo. No grafico percebe-se ainda que o glicerol (B) situa-se em posicdo
limitrofe para ser considerado influente na Ab, contudo, 0 modelo estatistico julgou necessario
ainclusdo dessa variavel, além disso a remocao do glicerol poderia reduzir os graus de liberdade

e comprometer a analise de Ab com base nas variaveis escolhidas.

Figura 16 - Grafico de Pareto de efeitos padronizados mostrando o impacto das variaveis independentes sobre a
capacidade de absorcao.
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T
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Legenda: A: Gelatina; B: Glicerol; C: Bentonita; AB: Interacdo Gelatina-Glicerol; BB: Interacdo Glicerol-Glicerol

O modelo linear do tipo interacdo com dois fatores ndo possui termos quadraticos,
indicando que as interagdes Glicerol*Glicerol, Gelatina*Gelatina e Bentonita*Bentonita, ndo
afetam a capacidade de absorco de 4gua (BAJIC et al., 2020). Pela analise da equacéo proposta
para 0 modelo, observa-se que bentonita, glicerol e a interacdo gelatina e glicerol reduzem a
porcentagem de absorgéo de dgua dos filmes. Com relacéo a gelatina, 0 comportamento oposto
é observado, isto €, aumentando-se a quantidade de gelatina aumenta-se a capacidade de
absorcéo dos filmes.

As interacGes supracitadas podem ser observadas nos gréaficos de superficie de resposta,

explicitados na Figura 17.
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Figura 17 - Gréficos de superficie de resposta para a capacidade de absorcéo de 4gua dos filmes. Em a) tem-se a
interacdo Glicerol x Gelatina; b) interacdo Bentonita x Gelatina; c) interagdo Bentonita x Glicerol
a)
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Na Figura 17a, evidencia-se a reducdo na capacidade de absorcdo de agua devido a
interacdo Gelatina*Glicerol, quando ambas as concentracgdes sao elevadas. Hubner et al., (2020)
observaram que a adicao de glicerol causa decréscimo na absorcao de 4gua, o que pode indicar
que o carater higroscopico da gelatina desempenha um papel mais importante que o do glicerol.

A adicdo de plastificante pode causar a reorganizacdo da estrutura molecular do filme,
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tornando-o menos susceptivel a absor¢do de d&gua (HUBNER et al., 2020). Lavorgna et al.,
(2010) constataram menor volume de agua sorvido em filmes sintretizados com glicerol em
comparacdo aqueles sem a adicdo do plastificante, atribuindo tal fato a uma maior estabilidade
dimensional conferida pelo glicerol, por meio de ligacdes de hidrogénio entre o plastificante e
a substancia formadora do filme.

Efeito semelhante pode ser observado na Figura 17c, pois ambas as varidveis observadas
apresentam influéncia no decréscimo da absor¢cdo de agua quando elevadas as suas
concentracdes. A acdo da Bentonita no decréscimo de absor¢do pode ser explicado pela
dificuldade de penetracdo de moléculas de &gua devido a alta proporcdo de silicatos em
camadas, podendo ocorrer o estabelecimento de interacdes especificas entre argila, Gelatina e
glicerol, em virtude de uma estruturacdo superficial e volumétrica diferente das cadeias
proteicas na presenca da bentonita (ALEXANDRE et al., 2016).

As fortes interagOes entre Gelatina e argilas esmectitas consomem muitos grupos
hidrofilicos, reduzindo a absorcao de agua no filme correspondente, além disso, a presenca de
plaquetas de silicato impermedveis a agua ou outras estruturas com grandes proporcdes
dispersas na matriz polimérica, também contribuem para obstruir e retardar a passagem de agua
ou do seu vapor através da matriz (MARTUCCI; RUSECKAITE, 2017).

Na Figura 17b, pode-se verificar o aumento da capacidade de absor¢éo de agua com o
aumento da quantidade de gelatina, mesmo em concentragdes mais elevadas de Bentonita. Esse
efeito pode ser explicado pelo carater hidrofilico da Gelatina, capaz de proporcionar a formacéo
de ligacdes de hidrogénio com as moléculas de agua, aumentando a intumescéncia do filme
(LUO et al., 2022; TURE, 2019).

A capacidade de absorcao para uma cobertura depende de varios fatores, ndo existindo
um valor exato ou “correto” para tal parametro. Contudo, alguns autores relatam valores
distribuidos entre 100 — 500% como uma capacidade de absorcdo aceitavel, embora haja
coberturas com capacidades que ultrapassam 2000% (SHOJAEE et al., 2015).

Sabendo-se que a absorc¢éo de agua por um filme previne a desidratacdo excessiva e 0
acumulo de exsudato, os valores encontrados no presente trabalho estdo coerentes com as

recomendacdes para aplicacdes de curativos.



75

5.2.4 Modelo de regressao e superficie de resposta para a solubilidade (S) dos filmes

A solubilidade de um filme indica a sua integridade em um ambiente aquoso,
constituindo parametro importante no desenvolvimento de coberturas a base de proteinas e
carboidratos, matérias-primas com elevada afinidade por agua (ROCHA, 2009; ROMERO-
BASTIDA et al., 2005).

Os resultados observados de solubilidade em agua variaram entre 63,02 — 94,19% para
os filmes testados, conforme Tabela 3. A relacdo entre as variaveis independentes e e a

solubilidade (S) foi considerada linear, conforme equagéo a seguir:

S (%) = 82,171 — 8,632 Gelatina + 5,825 Glicerol — 2,329 Glicerol*Glicerol + 2,001

Gelatina*Glicerol

A andlise variancia evidenciou, por meio do Teste F, que o modelo foi significante, com

p-valor < 0,1, conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Resumo da estatistica ANOVA para a solubilidade.

Fonte SQ2 GL2 QM2  F-Valor p-Valor R? R2ajust?

Modelo 903,73 4 22593 122,71  <0,0001 0,9800 0,9720

Falta de
) 16,104 8 2,013 1,74 0,415
ajuste
S
Erro
2,308 2 1,154 * *
puro

Total 922,14 14

S: Solubilidade (%);*SQ, soma dos quadrados; GL, graus de liberdade; QM, quadrado médio; RZ,ust, R? ajustado.

A equacdo para o modelo explica 98% (R?) das variagGes das respostas obtidas. O efeito
das varidveis independentes e das interacdes entre elas na solubilidade dos filmes pode ser visto
no grafico de Pareto, conforme Figura 18. Pela analise do gréafico, observa-se a influéncia
significativa das variaveis Gelatina, Glicerol, Glicerol-Glicerol e Gelatina-Glicerol na

solubilidade dos filmes.
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Figura 18 - Grafico de Pareto de efeitos padronizados mostrando o impacto das varidveis independentes sobre a
solubilidade.
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Legenda: A: Gelatina; B: Glicerol; C: Bentonita; AB: Interacdo Gelatina-Glicerol; BB: Interacdo Glicerol-Glicerol

Pela andlise da equacdo proposta pode-se observar que a gelatina age reduzindo a
solubilidade dos filmes, assim como a interacdo glicerol*glicerol. Contudo, o glicerol e a
interacdo gelatina*glicerol agem aumentado a solubilidade dos filmes.

Dependendo da aplicacéo pratica do filme, pode ser necessaria a insolubilidade em dgua
para aumentar a integridade do produto ou pode ser preferida a alta solubilidade, como no
encapsulamento de drogas, aditivos e alimentos (SLAVUTSKY et al., 2014). A relacdo entre
as variaveis independentes e a solubilidade dos filmes pode ser observada no gréafico de
superficie de resposta na Figura 19.

Figura 19 - Grafico de superficie de resposta apresentando os efeitos das variaveis independentes sobre a
solubilidade.
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Pela analise da superficie de resposta pode-se observar o efeito do aumento da
concentracdo do glicerol na solubilidade, em concentracdes mais baixas de Gelatina. Resultados
semelhantes foram encontrados por Hidayati et al., (2021), onde o aumento da concentracédo de
glicerol aumentou a solubilidade dos filmes a base de algas marinhas, carboximetilcelulose e
glicerol. Os mesmos autores ainda argumentam que a solubilidade se eleva com o aumento da
concentragio do glicerol em virtude da natureza hidrofilica do plastificante. E esperado que a
adicdo de plastificantes causem maior permeabilidade do filme, este fato pode levar a dgua a
difundir-se de maneira facilitada no interior do polimero.

Com relacéo a Gelatina, em altas concentragdes a solubilidade dos filmes é reduzida e
isso pode ser explicado pelo fato de ocorrer a compactacdo da estrutura, via interacfes de
hidrogénio entre o glicerol, Gelatina e a propria argila. Ture, (2019) encontrou resultados
semelhantes ao verificar que com o aumento da quantidade de alginato, ocorria a diminuicao
na solubilidade dos filmes compostos por Gelatina, hidroxiapatita e o préprio alginato. Isso
ocorria devido a interacdo forte entre os componentes do filme, resultando em uma estrutura
mais compacta. Em baixas concentracdes, a hidrofilicidade natural da Gelatina resulta em
filmes mais sollveis, como vastamente reportado em literatura (KAZEMI et al., 2023;
MOHAIJER; REZAEI; HOSSEINI, 2017).

Embora a Bentonita ndo tenha apresentado efeito na solubilidade no presente estudo,
possivelmente pela pequena quantidade adicionada, existem iniUmeros relatos do impacto da
adicdo de materiais siliciosos nas propriedades dos filmes, inclusive na solubilidade. Wu et al.,
(2023) trabalharam com filmes de Gelatina contendo diatomita e carvacrol, constatando que a
diminuicdo da solubilidade dos filmes era oriunda da insolubilidade da diatomita, quando
elevada a sua concentragéo. De forma semelhante, Dai et al., (2022) encontraram valores muito
menores de solubilidade em filmes contendo Gelatina e Montmorilonita em comparagdo aos
que somente continham Gelatina, justificando tal comportamento pela formacao de cadeias na
estrutura polimérica, dificultando a entrada e a difusdo de agua. Por fim, Echeverria et al.,
(2016) relataram diminuicdo da solubilidade de filmes proteicos contendo 6leo essencial de

cravo com a adi¢do de Montmorilonita.
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5.3 OTIMIZACAO SIMULTANEA E VALIDACAO DO MODELO

A otimizacdo simultdnea é uma ferramenta que permite adequar as variaveis para
cumprir um determinado objetivo que, neste caso, foi a melhora de propriedades relacionadas

a sintese de um curativo.

5.3.1 Determinacdo da composicao otimizada dos filmes

A otimizacdo foi realizada nas variaveis independentes, objetivando-se a obtencdo dos
niveis 6timos dentro das condi¢Oes experimentais efetuadas no presente trabalho. Vale salientar
gue a otimizacdo simultanea das variaveis que regem propriedades importantes dos filmes nem
sempre € uma tarefa facil, pois implica um compromisso entre diferentes atributos do material
final, sendo por vezes guiado por decisdes subjetivas, por tais atributos ndo estarem bem
definidos em literatura ou até mesmo alguma limitagdo encontrada na realizacdo dos
experimentos (BAJIC et al., 2020).

Contudo, todas as decisfes tomadas na sintese dos filmes foram pensadas para a
aplicagdo do material final como uma cobertura para feridas, sendo considerada a manutengéo
do ambiente imido do ferimento como fator determinante, resultando em melhores e mais
rapidos processos de cicatrizacao.

Além disso, outro fator que deve ser levado em consideracdo é o tempo de uso da
cobertura, fator estritamente ligado a capacidade de absorcéo e a integridade do filme. Portanto,
a composicéo final buscada pelo processo de otimizacao foi realizada com o intuito de obter-se
um material que atendesse a essas premissas, com razoavel umidade de partida, elevada
capacidade de absorgdo de fluidos e média solubilidade.

A luz dos dados disponiveis, a umidade foi escolhida com um valor alvo de 33%, a
solubilidade em 60% e a capacidade de absorgdo no valor maximo permitido pelo modelo,

conforme sumarizado na Tabela 7.

Tabela 7: Parametros utilizados para otimizacdo das respostas.

Resposta Meta Inferior Alvo Superior Peso Importancia
Umidade (%) Alvo 29,70 33,00 91,01 1 1
Solubilidade (%) Alvo 54,00 60,00 94,19 1 1

Cap. Absorcdo (%) Maximo 80,29 178,89 1 1
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Para atender a estes parametros, a composicao ideal em termos de valores reais para 0s
filmes foi: 14,88 % de Gelatina (m/v), 15 % de glicerol (v/v) e 2,5 % de Bentonita (m/m;
calculado pela massa de gelatina), conforme solucdo gerada pelo modelo, explicitada na Tabela
8.

Tabela 8 - Solucéo do modelo para a otimizagdo dos parametros.

Umidade Solubilidade  Cap. Abs

Solucdo Gelatina Glicerol Bentonita (%0) (%0) (%0) Desirability
composta
Ajuste Ajuste Ajuste
1 0,97 -1 -1 33 63,65 196,9 0,96

5.3.2 Validacao do modelo

A validacdo do modelo foi realizada por comparacao dos valores previstos pelo modelo
com aqueles obtidos experimentalmente nas condi¢fes otimizadas. Os resultados para a
comparacdo dos valores obtidos com os valores previstos sdo mostrados na Tabela 9, abaixo.
O erro residual situou-se entre 1,87% e 27,00%, estando coerente com a acuracia de outros
modelos gerados para sistemas de filmes poliméricos (SABERI et al., 2016; THAKUR et al.,
2017).

O intervalo de predicdo diz respeito a uma unica observacao obtida com o conjunto de
variaveis utilizadas, enquanto que o intervalo de confianca apoia-se mais em parametros
populacionais, como a média e a mediana de um conjunto de dados (FORTHOFER; LEE;
HERNANDEZ, 2007). O intervalo de predicdo ajuda a avaliar a significancia préatica dos

resultados, sendo um parametro mais importante nesta etapa da pesquisa
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Tabela 9 - Respostas preditas e experimentais dos filmes preparados na composicéo otimizada.

Valores Intervalo de .
Resposta? Valoresb experimentais (n = predicao Erro residual
. o/ e
preditos 3)° (90%)¢ absoluto (%)
Contetdo de 33,00 41,25+ 5,32 (23,80; 42,20) 20,01
umidade
Solubilidade 63,65 64,86 + 0,97 (60,53; 66,77) 1,87
Capacidade de 196,8 154,95 + 2,12 (155,8; 237,9) 27,00
absorcgéo

2 Contetido de umidade (%); Solubilidade (%); Capacidade de absorcédo (%). ® Valores preditos obtidos das equaces do modelo.
¢ Valores experimentais obtidos dos filmes de gelatina contendo bentonita e glicerol nas condigdes otimizadas. ¢ Intervalo que
provavelmente contém uma Unica resposta futura para uma combinacdo especificada de configuragfes de varidveis. ¢ Erro
residual absoluto (%) = [(valor experimental — valor predito) / valor experimental] *100
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54 SINTESE DOS FILMES NA COMPOSICAO OTIMIZADA CONTENDO
ANTIBIOTICO

Esta secdo contempla a insercdo do antibidtico na estrutura da Bentonita, por meio de
troca cationica e em diferentes pHs, além de caracterizagGes necessérias para a quantificacdo
da Sulfanilamida.

5.4.1 Insercédo de Sulfanilamida na estrutura da Bentonita por troca cationica

A estrutura da Bentonita antes da intercalacdo com o antibidtico e ap6s intercalacdo em
diferentes pHs foi avaliada por difracdo de raios — X (DRX). A posic¢éo dos principais picos de
reflexdo foram utilizadas para esta avaliacdo, e as mudancas no espaco interlamelar da argila,
com e sem antibiético, foram estimadas com base no deslocamento das reflexdes basais ap6s a
modificacédo da argila (RAPACZ-KMITA et al., 2017).

Para intercalacdo, foi utilizada sulfanilamida em dois valores de pH, pH =4 e pH =7.
A sulfanilamida é um antibiético de origem sintética, tendo como nome oficial 4-
aminobenzenosulfonamida, possuindo em sua estrutura quimica 0s grupamentos amina e

sulfonamida, conforme Figura 20.

Figura 20 - Estrutura quimica do antibiético Sulfanilamida.

H,N S—NH;

Fonte: Ovung; Bhattacharyya,( 2021)

As sulfonamidas, grupo que inclui a sulfanilamida, séo caracterizadas por dois valores
de pKa que indicam, respectivamente, a protonagdo do grupamento aminaempH=2a3,ea
desprotonacdo do grupo sulfonamida em pH =5 a 11 (THIELE-BRUHN, 2003). Portanto, em
solugdes com pH < pKay, as sulfas sdo carregadas positivamente, em pH > pKa., s@o carregadas
negativamente. No presente trabalho, duas condi¢6es de troca catidnica foram testadas: pH = 4
e pH=7. Aescolhado pH =4 e pH= 7 baseou-se em estudos prévios, onde maiores quantidades
de Sulfanilamida foram adsorvidas em faixas de pH variando de 4-8.
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Nessa faixa de pH, ha prevaléncia da adsor¢do por interacbes do tipo ligacbes de
hidrogénio, por meio do grupamento amino, interacdes eletrostaticas do tipo ion-dipolo dos
grupos funcionais protonados ou desprotonados com o material, assim como interacdes das
espécies neutras com as cargas presentes na superficie da argila (MASSARIOL, 2019). O valor
de pH esta associado a ionizagdo da molécula de Sulfanilamida, portanto, constitui fator crucial
na interagdo com os argilominerais da Bentonita.

A Figura 21 fornece informacdes acerca da distribuicéo de cargas presentes na molécula
de Sulfanilamida de acordo com o pH em que ela se encontra, variando desde a forma protonada

até a forma desprotonada, passando pela neutra.

Figura 21 - Distribuicéo da estrutura da sulfanilamida em funcéo do pH.
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No pH =4, tem-se 98,19% das moléculas na forma neutra e 1,81% na forma protonada.
Em pH = 7, 99,99% das moléculas estdo neutras, enquanto que 0,01% estdo na forma
desprotonada.

Os padr6es de DRX da Bentonita e da Bentonita intercalada com Sulfanilamida estdo
ilustrados na Figura 22. O difratograma de raios-X do material de partida, apresentou a sua
reflex@o priméaria em torno de 6,38° 20, que corresponde a um espagamento basal d(oo1) de 13,87
A ou 1,387 nm. Para o material trocado em pH = 4, ocorreu deslocamento da reflex&o para o
valor de 5,72° 26, correspondendo a um espagamento basal dory de 15,45 A (1,545 nm). De
forma anéloga, para a argila intercalada com sulfanilamida em pH = 7 ocorreu deslocamento
para valores menores de 20, sendo o valor encontrado de 5,67° 20 e o correspondente

espacamento basal de 15,58 A (1,558 nm).
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Figura 22 - Difratogramas de raios - X da bentonita e da bentonita contendo sulfanilamida em diferentes pHs.
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O deslocamento mais pronunciado das reflexdes dos materiais intercalados em valores
diferentes de pH pode ser resultado da introducdo do antibidtico sulfanilamida no espaco
interlamelar da Bentonita, fato sustentado pelo aumento do espacamento basal apés a reacao de
intercalacdo com o antibidtico. Como a espessura de uma folha de montmorilonita € de 0,96
nm, a altura do espaco entre camadas da Bentonita contendo a Sulfanilamida pode ser estimada
em aproximadamente 0,59 nm (1,55 nm — 0,96 nm) (KEVADIYA et al., 2012a).

Contudo, os difratogramas para os materiais trocados com Sulfanilamida apresentaram
reflexdes significativamente mais intensas que o material de partida. Tal fato pode indicar um
maior ordenamento da estrutura do material, causado pela troca catinica, e maior restauracéo
da densidade de carga durante a insercdo do antibidtico (KEVADIYA et al., 2014). As
observacdes apontadas foram analogas as realizadas em outros estudos (JOSHI; KEVADIYA,;
BAJAJ, 2010; KEVADIYA et al., 2012b).

Na estrutura da Montmorilonita, os atomos inseridos em camadas Unicas estdo
fortemente ligados entre si, mas as camadas adjacentes sdo empilhadas por forcas dipolares
fracas ou interacGes de Van der Walls, levando a intercalacdo de agua ou moléculas organicas
polares, fazendo com que a rede cristalina se expanda na direcdo c. A imperfeicdo da rede

cristalina e a substituicdo isomorfica de cétions (alcalinos e alcalinos terrosos) no espaco
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interlamelar propiciam o surgimento de alguma carga residual, que ndo é uniformemente
distribuida em relacdo a regido intercamada. Como resultado, a interestratificacdo ocorre com
camadas de silicato desigualmente espacadas devido a diferentes graus de hidratagéo.
Consequentemente, algumas das camadas de silicato estdo fortemente ligadas umas as outras e
ndo permitem que as moléculas de antibidtico penetrem na camada de Montmorilonita. Por
outro lado, as camadas de silicato que estdo fracamente ligadas umas as outras, permitem que

moléculas entrem nas camadas da argila (JOSHI et al., 2012).

5.4.2 Analise quimica estrutural da Bentonita contendo Sulfanilamida

Na Figura 23, estdo apresentados os espectros de infravermelho para a bentonita,
bentonita intercalada com sulfanilamida em pH = 4 e sulfanilamida pura. Para o caso do sistema
hibrido da argila contendo antibiotico, o espectro de infravermelho confirma as bandas
caracteristicas de ambos, bentonita e sulfanilamida. No Quadro 1, estdo apresentadas algumas
estruturas e seus respectivos numeros de onda, com o intuito de corroborar as informacGes

contidas na Figura 19.

Figura 23 - Espectro de infravermelho da Bentonita, Bentonita-Sulfanilamida e Sulfanilamida pura.
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Quadro 1 - Grupos funcionais e seus respectivos nimeros de onda.

Ndmero de onda (cm™)

1043 - 746 cm* 1628 — 1144 cm™ | 1313 e 1144 cm™ | 3500 — 3325 cm'!

Vibracoes
AV

Estiramento S—N; C-S N R/S\R, Aminas primarias

e

Fonte: autor.

Pela analise do grafico, bandas caracteristicas da Sulfanilamida estdo visiveis no
espectro da Bentonita, como destacado acima. Na zona destacada que compreende o0s
comprimentos de onda 1043 — 746 cm™, estdo presentes estiramentos S — N da sulfonamida,
além do estiramento C — S. Nas demais zonas abaixo de 2000 cm™, estdo presentes vibragoes
do esqueleto carbonico do anel benzénico (1628 e 1593 cmt), bandas caracteristicas do grupo
Sulfonil (1313 cm™ e 1144 cm™), além de inGmeras bandas referentes as vibragbes de
deformac6es planares e extraplanares de atomos de hidrogénio adjacentes de anéis benzénicos.
A zona compreendida entre 3500 — 3325 cm™ sdo atribuidas ao grupamento amina primaria
presente na Sulfanilamida (CHANDRAN et al., 2011; GANESH et al., 2016).

Portanto, a intercalacdo da Sulfanilamida na estrutura da argila fica evidenciada pela
diferenca nos espectros de infravermelho, com o espectro do material hibrido revelando
similaridades entre os espectros dos materiais de partida, tanto da Bentonita como do
antibidtico. O surgimento de bandas caracteristicas do antibidtico, ou seja, que s6 ocorrem em
virtude da sua estrutura Unica, pode, eventualmente, confirmar a interacdo dele com a argila em
estudo. Inimeros casos semelhantes séo reportados na literatura, mesmo com drogas e suportes
diferentes do utilizado na presente pesquisa (AMBROGI et al., 2017; FAJARDO et al., 2013;
MA et al., 2015; RAPACZ-KMITA et al., 2017; SHAO et al., 2017).

Vale ressaltar que deslocamentos de bandas ou até mesmo o desaparecimento de
algumas delas sdo previstos e podem ocorrer, ndo invalidando o processo de inser¢do do
antibiotico na estrutura da argila. Tais eventos podem derivar da temperatura de intercalagéo e
do deslocamento de moléculas de 4gua no espaco interlamelar do material, também podem se
originar da interacdo do molécula de Sulfanilamida com a argila (RAPACZ-KMITA et al.,
2017).
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5.4.3 Andlise termogravimétrica da Bentonita contendo Sulfanilamida

O termograma da Bentonita contendo Sulfanilamida em pH= 4 é mostrado na Figura
24. Na figura, sdo apresentados, em conjunto, o termograma da Bentonita com e sem
antibiotico, e suas respectivas DTGs. Percebe-se, de forma qualitativa, a diferenca nitida entre
as curvas, indicando a possivel presenga do antibidtico na estrutura da argila, reforgando as

hipdteses levantadas nas outras caracterizacdes (DRX e FTIR).

Figura 24 - Curva termogravimétrica e sua derivada da argila Bentonita e da argila Bentonita contendo
Sulfanilamida em pH = 4.
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Com relacdo aos eventos de perda de massa, nota-se que os dois eventos referentes a
Bentonita sdo mantidos. O primeiro, em torno de 100 °C, esta relacionado a perda de moléculas
de &gua, e 0 segundo, iniciando-se apos 0s 100 °C e extendendo-se até proximo de 700 °C, diz
respeito a desidroxilacdo da argila. Para o antibiotico, o primeiro evento, proximo aos 100 °C,
continua sendo referente a perda de agua na argila, contudo, os eventos compreendidos entre
300°C — 400°C referem-se a degradacdo térmica da Sulfanilamida fisicamente adsorvida, e
entre 400°C e 700°C, ocorre tanto a degradacdo do antibiotico intercalado como a
desidroxilacdo das lamelas da argila (AMBROGI et al.,, 2017). Os eventos de perda

compreendidos entre 300 °C — 400 °C, podem ser observados em outros trabalhos utilizando
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sulfonamidas, reforcando a tese da presenca desse composto na estrutura da Bentonita
(KHATTAB; HASSAN; AMER, 1981).

De forma analoga, o termograma da Bentonita contendo Sulfanilamida em pH= 7
apresentou semelhancas com o explicitado anteriormente, conforme Figura 25. Os eventos de
perda de massa séo idénticos e ocorrem nas mesmas faixas de temperatura. Portanto, fica
evidenciada a presenga da Sulfanilamida na estrutura da Bentonita em ambos os pHSs, restando
diferenciar se houve mudancas significativas na quantidade de antibidtico inserida em virtude

da mudanca de pH.

Figura 25 - Curva termogravimétrica e sua derivada da argila bentonita e da argila bentonita contendo
sulfanilamida em pH =7.
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Na Tabela 10, estdo apresentados os residuos médios, as perdas de massa médias e a

quantidade de antibidtico para as amostras contendo sulfanilamida em pH=4 e pH=7.0
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Tabela 10 - Quantificacdo do antibidtico Sulfanilamida adsorvido na argila por meio de termogravimetria.

Quantificacdo de Sulfanilamida

Amostra Residuo (%) Perda de massa (%) Sulfanilamida (%)

Bentonita 86,08 + 0,86 13,92 + 0,86 -
Bent._Sulf.pH 4 82,02 £ 0,57 17,98 + 0,57 4,06 + 1,442
Bent. Sulf.pH 7 81,26 £ 0,02 18,74 + 0,02 4,82 +0,83?

Meédias seguidas por letras distintas na mesma coluna apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, com 5% de
probabilidade (p < 0,05). A quantificacéo foi realizada em triplicata (n=3).

Pelos valores encontrados para a quantidade de Sulfanilamida, infere-se que néo houve
diferenca estatistica significativa com a alteracdo do pH na inserc¢do do antibidtico na estrutura
do material em estudo.

A quantidade de Sulfanilamida encontrada para a Bentonita nos valores de pH
trabalhados (4 e 7), ficou em torno de 4%, o que significa que a cada 100 mg do material 4 mg
correspondem ao antibiotico.

Com relacdo a quantidade de sulfanilamida ser ou ndo adequada para inibi¢do de
microorganismos, alguns testes sdo necessarios para o esclarecimento. No presente trabalho, a
metodologia de disco difusdo foi adotada para avaliagao da inibi¢do bacteriana, sendo uma das
mais utilizadas na area biomédica.

Na literatura, os valores encontrados em trabalhos analogos ao aqui apresentado relatam
valores diversos, ndo havendo um parametro adotado como correto ou fixo. Sun et al., (2020),
trabalhando com fibras de alginato contendo Sulfanilamida, relatam quantidades em torno de
14,2 mg/g de fibra. Ma et al., (2015), utilizaram fibras de alginato contendo Sulfanilamida como
material antibacteriano, variando as quantidades de antibiético de 1% a 10%, obtendo fibras
com 9,1 mg/g até 18,4 mg/g. Ambrogi et al., (2017), utilizaram filmes compdsitos a base de
Montmorilonita-quitosana-clorexidina como coberturas para feridas, obtendo, por meio de

analise termogravimétrica, valores proximos a 30% de antibiotico.
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5.5 FILMES COMPOSITOS ANTIMICROBIANOS A BASE DE GELATINA

Nesta secdo, os filmes na composicdo otimizada contendo o antibidtico serdo
caracterizados e testados in vitro frente a microrganismos de interesse em salude publica e

relacioandos a feridas.

5.5.1 Filmes de Gelatina com Bentonita e Sulfanilamida

A Ultima etapa do trabalho contemplou a sintese de filmes compdsitos contendo a argila
e 0 antibi6tico em estudo. Como citado anteriormente em outros tépicos, a mudanca do pH de
insercdo do antibidtico ndo acarretou em mudancas na quantidade incorporada a argila.
Contudo, neste tdpico, serdo abordadas caracteristicas importantes na tecnologia de filmes, que

podem ser afetadas ou ndo pela presenca do antibiotico e pela quantidade incorporada.

5.5.2 Analise quimica estrutural dos filmes de Gelatina com Bentonita e Sulfanilamida

Os espectros de infravermelho para os filmes compdsitos e para os componentes
individuais sdo mostrados na Figura 26.
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Figura 26 - Espectros de infravermelho dos filmes compdésitos e de seus componentes individuais.
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Bent-Sulf: Bentonita trocada com Sulfanilamida; GGB: Filme de gelatina contendo glicerol e Bentonita; GGBS: Filme de
gelatina contendo glicerol, Bentonita e Sulfanilamida.

Pela observacdo dos espectros, é notdria a sobreposicdo e o deslocamento de bandas dos
materiais compdsitos em relacdo aos componentes individuais, sobretudo comparando-se 0
espectro do glicerol (plastificante) com os filmes de Gelatina que o levam em sua composicao.

Provavelmente, a semelhanca entre tais espectros ocorra em virtude da quantidade de
glicerol utilizada na sintese dos filmes. Além disso, o plastificante e o biopolimero apresentam
afinidade quimica, o que acaba dificultando o discernimento entre ambos.

As bandas posicionadas entre 3500 a 3000 cm™ nos espectros dos filmes, séo
caracteristicas tanto da Gelatina como do glicerol, e correspondem ao alongamento das ligaces
N — H dos grupamentos amina e também dos grupos -OH. As bandas observadas entre 2930 e
2870 cm™ estdo relacionadas ao estiramento C — H, também presente em ambos, Gelatina e
glicerol. Por fim, outra banda que se superpde ocorre em torno de 1030 cm™, correspondendo
ao estiramento da ligagcdo C — O (HUBNER et al., 2020).

Portanto, os resultados obtidos por meio da espectroscopia na regido do infravermelho
indicam que a Gelatina possui boa interacdo com a Bentonita e o antibidtico, e que tais

interacdes podem, provavelmente, ser do tipo ligacdes de hidrogénio entre os grupamentos C-
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H e Si-O-Si (KEVADIYA et al., 2014). O indicativo de interagdo também fica claro pela
observacdo da boa dispersdo da argila na matriz do biopolimero.

5.5.3 Anédlise termogravimétrica dos filmes de Gelatina com Bentonita e Sulfanilamida

A analise termogravimétrica dos filmes contendo gelatina, glicerol, Bentonita e
Sulfanilamida, aqui chamados de GGB - pH - 4 e GGB - pH -7, foi realizada com o intuito de
se investigar a estabilidade térmica do material composito. Pela anélise dos termogramas,
apresentados na Figura 27, pode-se perceber que ndo houve diferenca significativa entre ambos
0s materiais, até porque eles ndo diferem na composicdo, exceto pelo pH de insercdo da

Sulfanilamida na argila.

Figura 27 - Termograma dos filmes compdsitos contendo antibiético em diferentes pHs.
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GGB_pH4: Filme de gelatina, glicerol, Bentonita e Sulfanilamida trocada em pH = 4; GGB_pH7: Filme de gelatina, glicerol,
Bentonita e Sulfanilamida trocada em pH = 7.

Os filmes foram estaveis até aproximadamente 242 °C e revelaram comportamento de
decomposicdo em seis etapas. A perda de massa inicial, até 200 °C, refere-se quase que
completamente a dgua adsorvida. Acima de 242 °C, ha perda moderada de massa. A completa
degradacédo térmica da Gelatina ocorre entre 500 °C — 600 °C, devido a desintegracdo das
ligacGes das amidas entre as cadeias polipeptidicas da Gelatina e das ligacfes de hidrogénio
formadas com o complexo Sulfanilamida-Bentonita (KEVADIYA et al., 2014). As demais
regides de perda seguiram o padrdo previsto dos termogramas apresentados anteriormente,

sobretudo no que se refere a Bentonita.
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5.5.4 Conteudo de umidade e solubilidade dos filmes de Gelatina com Bentonita e
Sulfanilamida

Os filmes sintetizados e testados seguiram o protocolo otimizado, definido de acordo
com a metodologia de superficie de resposta. Nesse sentido, busca-se definir se o antibidtico
influenciou, de maneira positiva ou negativa, alguma propriedade em estudo.

Na Tabela 11, estdo apresentados os resultados obtidos para conteddo de umidade e

solubilidade dos filmes compositos contendo antibiotico (pH=4 e 7).

Tabela 11 - Contetido de umidade e solubilidade dos filmes contendo Sulfanilamida em diferentes pHs.

Filmes Conteudo de umidade (%) Solubilidade (%0)

GGB - pH4 37,58 + 3,432 65,53 + 0,402
GGB - pH7 34,66 +2432 65,75 + 0,582
GGB - Branco 41,25 + 5,322 64,86 + 0,972

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna apresentam diferengas significativas, pelo teste de Tukey, com 5% de
probabilidade (p < 0,05). GGB — pH4: Filme de gelatina/glicerol/Bentonita trocada em pH = 4; GGB — pH7: Filme de
gelatina/glicerol/Bentonita trocada em pH = 7; GGB — Branco: Filme de gelatina/glicerol/Bentonita. Para todas as analises n=3.

O fator pH de inser¢do do antibidtico ndo resultou em diferencgas significativas nas
propriedades testadas (p > 0,05). Tais fatos podem estar relacionados a quantidade de
antibidtico na estrutura do filme ou pouca influéncia do antibidtico nas propriedades em estudo.

Do ponto de vista técnico, o contetdo de umidade constitui fator importante na reducéo
da formacdo de cicatrizes, ao mesmo tempo em que facilita a epitelizacdo e a migracéo celular
para o leito da ferida (KOEHLER; BRANDL; GOEPFERICH, 2018). Além disso, em alguns
tipos de feridas sdo requeridas coberturas bioativas, ou seja, que liberem alguma substancia
adicionada, como um antibiotico, sendo a solubilidade um fator interessante a ser controlado e
estudado (BOATENG; CATANZANO, 2015).

A escolha dos valores para a umidade e solubilidade ndo sdo orientados Unica e
exclusivamente pela literatura, visto que ndo existem normas predeterminados para essas
propriedades. Entdo, além de critérios subjetivos para a escolha de tais valores, 0 mais adequado

seria conduzir testes in vivo e/ou in vitro para o ajuste desses parametros.
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5.5.5 Capacidade de absorcdo de &gua dos filmes de Gelatina com Bentonita e

Sulfanilamida

Na Tabela 12 sdo mostrados os resultados para a capacidade de absor¢do de &gua como

funcéo do tempo para os filmes GGB-pH4, GGB-pH7 e GGB - Branco.

Tabela 12 - Capacidade de absorcdo dos filmes contendo Sulfanilamida.

Capacidade de absorcéo (%0)
Filmes

1 min 30 min 60 min

GGB -Branco 58,26 + 4,46%* 141,31 +17,29°8 154,95 + 2,128
GGB -pH4 36,94 +4,54%A 149,03 + 30,97°® 243,80 + 14,808
GGB-pH7 37,22+14,62°A 147,68+ 1,742 212,59 + 7,688

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna apresentam diferengas significativas, pelo teste de Tukey, com 5% de
probabilidade (p < 0,05). Médias seguidas por letras maitsculas distintas na mesma linha apresentam diferencas significativas,
pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade (p < 0,05). GGB — pH4: Filme de gelatina/glicerol/Bentonita e Sulfanilamida
trocada em pH = 4; GGB - pH7: Filme de gelatina/glicerol/Bentonita e Sulfanilamida trocada em pH = 7; GGB - Branco:
Filme de gelatina/glicerol/Bentonita. A analise foi feita em duplicata (n=2).

Fica evidente, pela analise dos valores obtidos, a tendéncia de aumento da absor¢éo no
decorrer do tempo em todos os filmes.

No tempo maximo de 60 minutos, os filmes contendo Sulfanilamida apresentaram maior
capacidade de absorcdo. Uma possivel explicacdo seria a introducdo de um antibiotico que é
hidrossoltvel, com capacidade de interagir com moléculas de agua ou o fato de o antibi6tico
promover algum tipo de repulsdo entre as cadeias poliméricas, resultando em um maior
distanciamento entre elas e o aumento da absorcéo.

Shao et al., (2017), trabalhando com filmes compdsitos a base de alginato e celulose
bacteriana, encontraram tendéncia semelhante, ou seja, aumento da capacidade de absorcéo
com o aumento da quantidade de antibiotico. Contudo, tratava-se da sulfadiazina de prata, que
nas condigdes utilizadas estava carregada negativamente, causando afastamento das cadeias
poliméricas e aumentando o contetdo absorvido.

Ganesh et al., (2016), entretanto, utilizando Sulfanilamida em formulagbes de
nanofibras de polivinil e quitosana, encontraram tendéncia de reducdo no grau de absorcéo dos
filmes, justificando a formacgdo de ligacbes de hidrogénio entre o antibidtico e as cadeias
poliméricas, fato que impediria ou dificultaria a entrada de fluidos. Tendéncia semelhante foi

encontrada por Ma et al., (2015) em fibras de alginato com Sulfanilamida, onde a adicéo
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crescente de antibidtico, resultou em decréscimo de absorcdo. Tal fato foi justificado pela
presenca de interacOes eletrostaticas entre o grupamento carboxila do alginato com o
grupamento amina da Sulfanilamida, reduzindo a afinidade por dgua do grupo carboxil.

Portanto, a adicdo da Sulfanilamida pode ou ndo causar aumento da capacidade de
absorcdo, sendo necessaria uma maior bateria de analises onde a concentra¢do do antibidtico
possa ser variada, mantendo-se fixos os demais parametros utilizados na sintese otimizada.

A capacidade de absorcdo de agua é, talvez, a caracteristica mais importante no
desenvolvimento de coberturas, porque previne a desidratacdo excessiva e a acumulacdo de
exsudato. Absorcdes da ordem de 200% sdo adequadas para a drenagem de exsudato em
excesso e para manutencdo do ambiente Umido, condi¢cBes importantes para 0 sucesso da
cicatrizacao da ferida (HUBNER et al., 2020).

Os filmes aqui estudados engquadram-se como promissores no manejo de feridas,
embora esse campo seja vasto e requeira, muitas vezes, que varias coberturas sejam utilizadas

em um mesmo ferimento, dependendo do estagio em que ele se encontre (SILVA et al., 2017).
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5.5.6 Testes in vitro dos filmes de Gelatina com Bentonita e Sulfanilamida

Os resultados de inibicdo por disco-difusao para todos os filmes estdo sumarizados na
Tabela 13.

Tabela 13 - Atividade antimicrobiana dos filmes compdsitos contendo Sulfanilamida.

Halo de inibigdo (mm)

do=4 mm
GGB Branco GGB -pH4 GGB - pH7
E.coli 4 6,50 + 0,36 6,59 £ 0,232
4.0
S.aureus 4 7,67 +0,23* 7,44 +0,532

GGB — pH4: Filme de gelatina/glicerol/Bentonita e Sulfanilamida trocada em pH = 4; GGB — pH7: Filme de
gelatina/glicerol/Bentonita e Sulfanilamida trocada em pH = 7; GGB — Branco: Filme de gelatina/glicerol/Bentonita. As
analises foram realizadas em triplicata (n=3). Médias seguidas por letras mindsculas distintas na mesma linha apresentam
diferencas significativas, pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade (p < 0,05).

A inibigdo encontrada para ambos os microrganismos foi satisfatoria, no entanto,
especula-se que, considerando o tamanho reduzido dos discos utilizados (4 mm) e a quantidade
de antibidtico neles contida, melhores resultados poderiam ser obtidos em termos de difusdao do
antibidtico, caso sejam empregados discos de maior dimensao.

Com relagdo a extensdo da inibicao obtida, de acordo com o Standard Antibacterial test
SNV 195920 - 1992 uma zona de inibicdo maior que 1mm é considerado um bom resultado, e
a presenca de zona menor que 1 mm como razoavelmente bom (POLLINI et al., 2011;
RAGHAVENDRA et al., 2014).
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O filme sem antibidtico (GGB Branco), ndo apresentou inibicdo alguma, o que
evidencia que os materiais que compdem o filme sem antibidtico ndo possuem qualquer
atividade inibitéria no crescimento dos microrganismos testados. Resultados semelhantes
foram reportados em pesquisas que empregaram discos com dimensdes maiores que no presente
trabalho, variando de 10 mm até 30 mm (HUBNER et al., 2020; MARTUCCI; RUSECKAITE,
2017; SHAO et al., 2017).

Embora apresente inibicdo frente a microrganismos de interesse no campo da salde
publica e em um teste amplamente utilizado em laboratorios do mundo todo, faz-se necessario
a utilizacdo de outros meios para validar a capacidade antimicrobiana do filme em estudo,
sobretudo os testes in vivo.

Vale ressaltar que a toxicidade dos componentes dos filmes compaositos aqui testados ja
sdo conhecidas na literatura médica. A Montmorilonita, por exemplo, é amplamente utilizada
nas mais diversas areas, sobretudo em cosméticos e medicamentos, sendo considerada segura,
exceto em altas concentracGes e por longos tempos de exposicao, constatado ainda por meio de
testes in vivo que a dosagem de 1,000 mg/kg ndo causou citotoxicidade (BAEK; LEE; CHOI,
2012). Com relacdo a genotoxicidade, ha indicios que a Montmorilonita seja potencialmente
genotdxica, entretanto, mais pesquisas precisam ser desenvolvidas para elucidar o mecanismo
de genotoxicidade (MAISANABA et al., 2016).

A gelatina ndo apresenta toxicidade, mesmo quando aplicada na forma de filmes ou
esponjas, degradando-se rapidamente in vivo, exceto quando algum agente quimico €é utilizado
na formacdo de ligagcbes cruzadas (ULUBAYRAM et al., 2002), o que ndo constitui objetivo
do presente trabalho. O glicerol é outro componente vastamente aplicado na industria,
considerado seguro e atoxico (HIDAYATI et al., 2021). Com relagéo a Sulfanilamida, assim
como qualquer medicamento, seu uso de forma inadequada pode trazer efeitos colaterais
adversos. Contudo, os efeitos que potencializam a sua toxicidade s&o: duragéo e dosagem do
tratamento, idade do paciente, estado nutricional do usuario e o estado de satde dos seus rins
(OVUNG; BHATTACHARYYA, 2021b).

Embora bem documentados em literatura, os testes in vitro complementares dos filmes
reunindo todos estes componentes nas proporg¢des propostas precisam ser realizados, no intuito
de verificar-se a toxicidade dos filmes compdsitos em células de mamiferos, fator relevante

para a proposicdo do seu uso como cobertura de feridas.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho foram desenvolvidos filmes de gelatina, glicerol e Bentonita
impreganada com o antibidtico Sulfanilamida visando a utilizacdo como coberturas para
feridas.

Por meio de planejamento de experimentos utilizando a metodologia de Box-Behnken
foi possivel obter uma composi¢do otimizada para os filmes: 14,88% Gelatina (m/v), 15%
Glicerol (v/v) e 2,5% Bentonita (m/v).

A Bentonita apresentou resultado satisfatério como plataforma de adsorcdo do
antibidtico Sulfanilamida em diferentes pHs, tendo como CTC o valor de 93 + 1,3 meq/100g,

Os filmes sintetizados na composi¢ao otimizada apresentaram boas propriedades fisico-
quimicas, sobretudo no que diz respeito a capacidade de absorcao, onde foi observado valores
maiores que 200%, umidade e solubilidade, pardmetros importantes na tecnologia de
coberturas, atestando que a metodologia utilizada foi eficaz na sintese de novos materiais
compositos na forma de filmes.

Os filmes antimicrobianos na composi¢do otimizada apresentaram caracteristicas
adequadas com relacdo a capacidade de absor¢do de dgua, umidade e solubilidade. Além disso,
atestou-se que a concentracdo de 5% de Sulfanilamida contida nos filmes foi a responsavel pela
inibicdo de bactérias gram-negativas e gram-positivas de interesse nos cuidados com feridas.

Por fim, os materiais obtidos neste estudo sdo promissores e podem futuramente ser
aplicados como coberturas para feridas, atuando como filme antimicrobiano e auxiliando na
manutencdo de um ambiente adequado para a completa cicatrizagcdo do ferimento. Contudo,
mais testes e caracterizacGes, sobretudo os in vivo, precisam ser conduzidos para o

aprimoramento da cobertura e para a avaliagdo da sua eficacia.
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