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RESUMO

Lesbes de pele representam uma enfermidade que, em determinado periodo da vida,
todos os seres humanos sofrerdo, sejam cortes, arranhdes, queimaduras ou ulceras.
Por conta disto, existe a necessidade de criar recursos acessiveis a populagao,
utilizando matérias-primas renovaveis, de baixo custo e facil obtencéo. A quitosana é
um polissacarideo biocompativel e biodegradavel, que apresenta propriedades
antimicrobiana e cicatrizante, por isto se apresenta como promissora para a utilizagao
quanto a confeccao de biomateriais. Uma primeira etapa deste estudo foi a obtencao
de diferentes extratos de duas frutas da Familia Myrtaceae, o de camu-camu
(Myrciaria dubia H.B.K (McVough)) e jabuticaba (Myrciaria cauliflora). Os extratos
foram obtidos por maceragao, variando-se os tempos de extragao, entre 12 e 24 horas,
e também os solventes da solugéo extratora, sendo eles: 100 % agua, 70 % etanol
(EtOH) em agua e 100 % EtOH. Os extratos foram avaliados quanto suas atividades
antimicrobianas frente 4 bactérias (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphilococcus aureus e Listeria monocytogenes) através do teste difusdo em agar
por disco. ApoOs os testes, optou-se por realizar os filmes com os extratos 100 %
etandlico de jabuticaba e 70 % etanol em agua do camu-camu, pois apresentaram
resultados promissores quanto aos halos de inibigdo com os quatro microrganismos.
Na segunda etapa da pesquisa, os filmes foram preparados pelo método de
evaporagao de solvente (casting), variando-se as concentragdes dos extratos em 0,5
% miv, 1,0 % m/v e 1,5 % m/v, e os mesmos foram avaliados quanto as suas
caracteristicas macroscopicas, grau de intumescimento e atividade antimicrobiana. Os
filmes apresentaram flexibilidade, auséncia de bolhas, e coloragao caracteristica dos
extratos com intensidade variando de acordo com a concentragdo dos mesmos nas
membranas. Com excec¢ao dos filmes com 0,5 % e 1,5 % de extrato de jabuticaba,
todos os demais apresentaram intumescimento variando de 150 a 600 % nos
primeiros 60 minutos, e apds isto, apresentaram perda de massa, o que pode ser
indicativo de dissolugdo da membrana. Quanto aos resultados dos testes
antimicrobianos dos filmes para as quatro cepas, todos apresentaram inibicado de
crescimento sobre o disco, porém, o flme com incorporacédo de 0,5 % de extrato de
camu-camu frente a cepa de S. aureus apresentou o melhor halo de inibigdo com
15,3 cm.

Palavras-chave: familia Myrtaceae; biomaterial; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Skin lesions represent a disease that, at a certain period of life, all human beings will
suffer, be it cuts, scrapes, burns or ulcers. Because of this, there is a need to create
accessible resources for the population, using renewable, low-cost and easy-to-obtain
raw materials. Chitosan is a biocompatible and biodegradable polysaccharide, which
has antimicrobial and healing properties, which is why it is promising for use in the
manufacture of biomaterials. The first step of this study was to obtain different extracts
of the Myrtaceae family, the camu-camu (Myrciaria dubia H.B.K (McVough)) and
jabuticaba (Myrciaria cauliflora). The extracts were obtained by maceration, varying
the extraction times, between 12 and 24 hours, and also the solvents of the extracting
solution, namely: 100% water, 70 % ethanol (EtOH) in water and 100% EtOH. The
extracts were evaluated for their antimicrobial activities against 4 bacteria
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Listeria
monocytogenes) using the disk agar diffusion test. After the tests, it was decided to
make the films with 100 % ethanolic extracts of jabuticaba and 70 % ethanol in the
water of camu-camu because they showed promising results regarding the inhibition of
halos with the four microorganisms. In the second stage of the research, the films
were prepared by the solvent evaporation method (casting), varying the
concentrations of the extracts in 0.5 % mass/volume (m/v), 1.0 % (m/v) and 1.5 %
(m/v), where they were evaluated for their macroscopic characteristics, degree of
swelling and antimicrobial activity. The films showed flexibility, absence of bubbles,
and characteristic coloration of the extracts with intensity varying according to their
concentration in the membranes. Except for the films with 0.5 % and 1.5 % of
jabuticaba extract, all the others showed swelling ranging from 150 to 600 % in the
first 60 minutes, and after that, they showed a mass loss, which may be indicative of
membrane dissolution. Concerning the results of the antimicrobial tests of the films for
the four strains, all showed inhibition of growth on the disc, however, the film with the
incorporation of 0.5 % of the camu-camu extract against the strain of S. aureus
showed the best halo inhibition, with 15.3 cm.

Keywords: Myrtaceae family; biomaterial; antimicrobial activity
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1 INTRODUGCAO

A pele € um dos principais 6rgdos do corpo humano, tem como papel
atuar na interface entre o organismo e o ambiente externo, e esta vulneravel a
ataques externos que possam acarretar em lesdes, cortes e queimaduras. Além
disto, seres humanos diagnosticados com diabetes podem apresentar complicagbes
oriundas desta doenca, sendo uma das enfermidades mais comuns as ulceras nos
pés.

Apos o rompimento tecidual, ocorrem inumeras reacdes visando
reconstituir o tecido lesionado. Estas reagcbes sao denominadas como processo de
cicatrizacdo, e o quanto antes ocorrerem, melhor, pois acarretardo em um menor
tempo de exposigdo do organismo a uma seérie de patdégenos que possam causar
danos ainda maiores. Por isto, o grande obstaculo desta area, da cicatrizagao, € o
desenvolvimento de curativos que apresentem caracteristicas adequadas ao
tratamento, possibilitando as melhores respostas em menor tempo (MALAGUTTI et
al., 2014 e SANTOS, 2016). Os curativos disponiveis no mercado, comumente sao
feitos com quitosana, acido hialurénico, colageno e silicone. Estes, para atuarem no
processo de cicatrizacdo de lesdes, podem ser encontrados em diversas
formulacdes, tais como, sprays, géis, pomadas e filmes poliméricos. Além disto, as
caracteristicas que os curativos devem apresentar para serem utilizados no
tratamento de lesdes cutaneas sao: ser atoxico, nao alérgico, apresentar
absorvéncia, propriedades de barreira, flexibilidade e biodegradabilidade (KORTING
etal., 2011; CAMPOS et al., 2015; DREIFKE et al., 2015).

Segundo Franco et al. (2016), os polimeros naturais evidenciam relevante
potencial na aplicagdo como curativos, pois geralmente possuem caracteristicas
vantajosas, como biocompatibilidade, boa disponibilidade, haja visto que s&o obtidos
de fontes renovaveis, e ainda, ndo apresentam risco ao meio ambiente. Dentre os
polimeros naturais, a quitosana apresenta propriedades interessantes para a
confecgao de curativo.

A quitosana apresenta caracteristica de versatilidade, podendo ser
utilizada na industria alimenticia, farmacéutica, de cosméticos e médica. E um
polimero obtido através da desacetilagdo da quitina, um polissacarideo encontrado
no exoesqueleto de crustaceos, artrépodes e de alguns moluscos, também podendo



10

estar presente na parede celular de alguns fungos. Possui algumas propriedades
que contribuem para uma boa cicatrizagcao de feridas, tais como, poder hemostatico
e funcéo analgésica (FRANCO, 2014).

E sabido que, desde os primérdios, a utilizacdo de plantas medicinais no
tratamento de doencgas e sobre feridas visando a cicatrizagdo aparece como o recurso
de cura terapéutica para os todos os povos (BLANES, 2004; BADKE et al., 2011).

Até o presente momento, n&o foram evidenciados estudos de membranas
de quitosana incorporadas com extratos de frutas da familia Myrtaceae para a

utilizagdo em tratamentos de lesdes de pele.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana de membranas de quitosana
incorporadas com extratos de camu-camu e jabuticaba, frente a quatro

microrganismos, para potencial aplicagdo em curativos.

2.1 Objetivos especificos

¢ Obter extratos aquoso e etandlico das frutas camu-camu e jabuticaba;

e Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos frente as cepas
Escherichia coli ATCC 25922, Sthaphylococcus aureus ATCC
29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Listeria
monocytogenes ATCC 19111, através do teste disco-difusao;

e Avaliar estatisticamente o0s extratos frente a atividade
antimicrobiana, para verificacdo de quais extratos apresentam as
melhores respostas;

e Elaborar membranas de quitosana com a incorporagao dos dois
melhores extratos frente a atividade antimicrobiana;

e Avaliar as membranas de quitosana frente as caracteristicas
macroscopicas, grau de intumescimento e  atividade

antimicrobiana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo aborda de maneira sucinta, os principais conceitos
encontrados na literatura que dizem respeito ao tema estudado. Estao descritas
informacgdes sobre pele, feridas cutaneas e curativos, sobre a quitosana, acerca da
familia Myrtaceae e finalizando com os seus géneros Myrciaria dubia e Myrciaria

cauliflora.

3.1 Pele, feridas cutaneas e curativos

Considerada o 6rgao do corpo humano indispensavel para a vida, a pele
ou membrana cutdnea € responsavel por cerca de 16% do peso corporal e tem
como fungédo principal isolar as estruturas internas do ambiente externo. Ou seja, é a
barreira anatdbmica e fisioldgica entre o organismo € o meio ambiente, propiciando
assim a devida protecdo contra os possiveis danos fisicos, quimicos e
microbiolégicos (BORGES et al., 2016, TORTORA e DERRICKSON, 2017).

Constituem a pele essencialmente trés camadas de tecidos: a camada
superior, conhecida como epiderme, uma camada intermediaria, a derme e uma

camada mais profunda, que é a hipoderme ou tecido celular subcutaneo (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura da pele ilustrando os principais tecidos: epiderme, derme e
hipoderme.

Bpidarms -

sudoripara

hipoderme

Fonte: adaptado de MONTAGNA e EBLING (2016)
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A epiderme se localiza na parte mais externa, apresenta estrutura
compacta e impermeavel sendo perfurada por poros dos foliculos pilossebaceos e
das glandulas com origem na derme. N&o é vascularizada, por conta disto, recebe
0s nutrientes necessarios por permeacao capilar através da derme (HARRIS, 2009).

A derme apresenta tecidos conectivos fibrosos de elastina e colageno, se
encontra abaixo da epiderme dando-a sustentagdo. Nesta camada se encontram as
estruturas anexas da pele como os pélos, as glandulas sudoriparas e sebaceas, vasos
sanguineos e estruturas nervosas. Esta camada € muito vascularizada assegurando
assim a nutricado da epiderme (HARRIS, 2009).

A hipoderme é constituida de tecido conectivo gorduroso e tecido adiposo
cuja fungdo € regular a temperatura, agir como termoisolante, suprir energia,
protecao e suporte, e ainda, esta camada apresenta em sua estrutura nervos e vasos
sanguineos (BROUGHTON et al, 2006; GURTNER et al., 2008).

Quando sofre ataques externos, a pele apresenta um rompimento tecidual
no qual ocorrem danos estruturais e fisiolégicos do tegumento, acarretando em
feridas. Estas, podem apresentar diversas classificagcdes, sendo uma delas, no
quesito tempo de recuperacgao, ou seja, sao classificadas em agudas as feridas que
nao apresentam complicacdes e sdo reparadas em adequado periodo, e em crdnica,
as quais demandam um tempo superior ao esperado e apresentam complicacdes
(SANTOS, 2000; SANTOS, 2016).

Além das feridas que possam ocorrer devido aos ataques externos, €&
preciso voltar o olhar quanto as ulceragbes nos pés de diabéticos. Segundo a
Sociedade Brasileira de Diabetes (2019), o Brasil € o pais com maior nimero de
pessoas com diabetes da América Latina, e o quinto no mundo. O tratamento para
as ulceras e demais feridas crénicas que aparecem em decorréncia a doencga, ainda
€ um desafio para os pesquisadores, porém ja se tem estabelecido que estes tipos de
feridas devem ser cobertos por biomateriais adequados, possibilitando um ambiente
favoravel a cicatrizacdo, fornecendo condicbes adequadas quanto a hidratacédo e
minimizando possiveis riscos de contaminagéo e/ou infecgdo (MULDER et al., 2003;
JANNESARI et al., 2011).

Martins et al. (2010) isolaram e identificaram microrganismos de ulceras
crbnicas de perna de pacientes ambulatoriais e verificaram a suscetibilidade
antimicrobiana dos agentes etiolégicos. Ao todo, avaliaram 46 pacientes que

apresentavam 60 feridas. Entre as bactérias gram-positivas predominou em 65% dos
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casos a Staphylococcus aureus, sendo sensivel a maioria dos antibiéticos testados, e
entre as bactérias gram-negativas as mais frequentes foram Pseudomonas
aeruginosa, seguida da Proteus mirabilis e posteriormente Proteus vulgatris.

Lima (2019) identificou, através de coleta de swab e bidpsias para cultura,
0S microrganismos presentes em lesdes cronicas do tipo vasculogénica, diabética e
de pressao, e constatou em seu estudo 15 tipos de microrganismos diferentes,
sendo duas bactérias gram-positivas e treze bactérias gram-negativas. As gram-
positivas foram encontradas somente nas ulceras vasculogénicas e diabéticas,
sendo que, a bactéria gram-positiva que se apresentou em maior frequéncia nas
lesdes foi a Staphylococcus aureus, e a gram-negativa a mais comum foi a
Pseudomonas aeruginosas.

Para que ocorra a restauracéo do tecido, faz-se necessario a formacao de
colageno, angiogénese, epitelizagcdo e contragdo da ferida. Isto pode ocorrer com
maior éxito se houver temperatura, hidratacdo e oxigenacdo adequada (BORGES e
CARVALHO, 2016).

Existem varios fatores que interferem no processo de cicatrizacdo, como
estado nutricional, infeccdo, idade elevada, doencas sistémicas, localizagao da
ferida, falta de proteinas e vitaminas, vascularizagdo inadequada, tabagismo e
também o diabetes mellitus (SANTOS, 2000; BORGES e CARVALHO, 2016).

Uma forma de viabilizar o processo fisioldgico da reparagado de um tecido
€ através de terapias tépicas. Estas por sua vez tém como objetivo identificar e
eliminar as infecgdes, auxiliar na remocao dos tecidos necroticos, manter o leito da
ferida umida, absorvendo o excesso de exsudato, protegendo a ferida de invasdes
bacterianas e ainda regulando a temperatura. Neste tipo de terapia, os curativos
chamam atencao, pois desempenham um papel importante na reconstitui¢ao tissular
(BLANES, 2004).

Segundo Franco (2014), filmes, espumas, hidrocoloides, alginatos e
hidrogéis sao os principais tipos de curativos utilizados como biomateriais. Estes
devem apresentar algumas caracteristicas como conter transparéncia, flexibilidade,
durabilidade, resisténcia mecanica, permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio,
impermeabilidade aos microorganismos e fina espessura.

Diversos estudos tém apontado o uso dos polimeros biocompativeis, para
aplicacéo nas feridas visando ajuda no tratamento. As principais vantagens dos

polimeros estdo quanto a facilidade do processamento, haja visto que podem ser
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produzidos em diversas formas, apresentam custo razoavel e maior disponibilidade
de encontrar os materiais com as devidas propriedades requeridas (WONG e
BRONZINO, 2007; PATRULEA et al., 2015; PIRES et al., 2015; BRIANEZI, 2016).

Como biopolimero, a quitosana vem se destacando por ser um material
de aplicagdo muito versatil, devido suas propriedades intrinsecas como
biodegradabilidade e biocompatibilidade, boa estabilidade e capacidade de formagao
de filmes (BHATTARAI et al., 2010; AVILA et al., 2012; FRANCO, 2014).

3.2 Quitosana

A quitosana € obtida através da desacetilacdo da quitina, um
polissacarideo encontrado no exoesqueleto de crustaceos, artrépodes e de alguns
moluscos, também podendo estar presente na parede celular de alguns fungos.
Geralmente a extracdo deste polimero ocorre através das cascas de caranguejos e
camaroes, pois estes sdo residuos em industria de pescados. Logo, a quitosana é
um biopolimero muito atrativo e vem ganhando uma atengdo especial pois € um
material natural, biodegradavel e biocompativel, ndo toxica, apresenta grande
disponibilidade e baixo custo, e ainda, contém propriedades antimicrobianas e
antifungicas (KUMAR, 2000; NASCIMENTO et al., 2009; KHOUSHAB e YAMABHAI,
2010; DAl et al., 2011; MADIHALLY, 2011).

A desacetilagcdo da quitina com solucbes alcalinas produz a quitosana,
onde os grupamentos acetamido (-NHCOCH3) da quitina s&o transformados em
grupos amino (-NH2) em graus variados. A estrutura quimica da quitina € semelhante
a estrutura da celulose, apresentando como diferenca o carbono-2, o qual se
encontra ligado a um grupo OH na celulose e o grupo acetilado (-NHCOCH3) na
quitina. Todas as estruturas quimicas se encontram representadas na Figura 2.
(MATHUR e NARANG, 1990; FRANCO, 2014).
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Figura 2 - Estrutura da (a) quitina, (b) quitosana e (c) celulose.
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FONTE: PONCE-JIMENEZ (2002)

O uso de polimeros na composi¢cao de curativos € uma opgao favoravel
devido a natureza quimica, morfologica e estrutura especifica do mesmo. As cadeias
poliméricas longas possibilitam ndo sé a prote¢cao do farmaco, mas também controlam
a sua liberacao. Por isto, incorporar agentes bioativos em membranas poliméricas tem
fomentado a obtencdo de dispositivos que desempenham importantes papéis no
processo de cicatrizagédo de feridas (GREEN, 2012; DALLAS et al., 2011).

Estudos relacionados as membranas de quitosana, sejam elas para
aplicagao na parte alimenticia ou em curativos bioldgicos, incorporados com 6leos
essenciais e extratos brutos tém aparecido cada vez mais na literatura (UGALDE,
2014; KIMURA et al., 2016; SILVA et al., 2013; VALENCIA-GOMEZ et al., 2016).

3.3 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae é considerada uma das familias mais importantes da
flora brasileira em fungao das varias espécies comestiveis e ainda, pelo seu uso
medicinal. Apresenta mais de mil espécies no Brasil, se encontrando amplamente
distribuida nas regides de clima tropical e subtropical. Os géneros mais importantes
no Brasil sdo: Psidium, Myrciaria, Martierea, Campomanesia, Syzigium e Eugenia
(MORAES et al., 2014; BIANCHETTI, 2014).
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3.3.1 Myrciaria dubia (H.B.K. (McVOUGH))

O camu-camu (Myrciaria dubia H.B.K (McVough)) € um fruto nativo da
Bacia Amazobnica, e é caracterizado principalmente pela sua adaptabilidade ao
excesso de umidade e agua no solo, sendo encontrada principalmente em solos
alagados préximo a margens de rios e lagos (CASTRO et al., 2018).

No Brasil, a fruta camu-camu é conhecida como cagari, araga d’agua ou
sardo. Seu fruto tem de 1 a 4 cm de didmetro, pesando em média 8,4 g, com
coloracéo variada de amarelo até o roxo escuro ou preto dependendo do estagio da
maturacgdo, apresentando uma polpa rosea. Os frutos ndo sdo climatéricos, ou seja,
quando colhidos em estado verde, ndo alcangam a maturidade total. Dentro de cada
fruto se encontram de 1 a 4 sementes de formato reniforme achatadas
bilateralmente (PINEDO, 2002; CASTRO et al., 2018).

A Figura 3 apresenta a fruta em diferentes estagios de maturagao (letra

a), e também a coloragao da sua polpa (letra b).

Figura 3 - Fruta (a) camu-camu e sua polpa (b).

. a =
(a)

Fonte: Autoria propria (2022).

Estudo afirmam que a fruta possui um elevado valor nutricional, sendo rico
em compostos fendlicos, em especial o grupamento dos flavondides, por este
motivo, € uma fruta considerada promissora quando se trata do potencial
antioxidante (FRACASSETTI et al., 2013; BATAGLION et al., 2015).

Além do potencial antioxidante, alguns autores chamam esta fruta de
“super fruto” ou ainda “Rei da Vitamina C”, devido a elevada concentragao de acido

ascorbico que apresenta valores de 3,5 a 7,3 mg de acido ascorbico em 1OOg'1
polpa (GRIGIO et al., 2017).
Os componentes fitoquimicos desta fruta atuam promovendo melhora no

perfil lipidico, reducdo do estresse oxidativo, redugdo dos niveis plasmaticos de
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glicose, insulina e lipidios, e ainda, apresentam atividades anti-inflamatéria,
hepatoprotetora, antimicrobiana e antigenotéxica (RIBEIRO et al., 2016; SOUZA et
al., 2014).

O camu-camu tem despertado interesse também devido ao seu alto teor
de compostos fendlicos, como os polifendis, incluindo os flavondis, antocianinas,
derivados do acido elagico, elagitaninos, derivados do acido galico e
proantocianidinas, quercitina, cianidina, entre outros (INOUE et al., 2008;
GONCALVES et al., 2010; AKTER et al., 2011; DONADO-PESTANA et al., 2018).

Estudos ja demonstram que a espécie Myrciaria dubia apresenta acdes

farmacoldgicas, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Atividades biolégicas da espécie Myrciaria dubia

Atividades bioldgicas da espécie Myrciaria dubia

Atividade Estudos Fracao utilizada
Melo, 2012 Polpa da fruta
Antidiabética Azevédo et al., 2014 Casca e semente
Myoda et al., 2010 Sub-produto do suco (casca e semente)
Arévalo et al., 2012 Folhas, talos e raizes
Antimicrobiana Fujita, 2015 Polpa comercial congelada
Cunha, 2018 Casca, polpa e semente
Fidelis, 2019 Sementes
Myoda et al., 2010 Sub-produto do suco (casca e semente)
Goncgalves, 2012 Polpa comercial e fruta liofilizada

_ Amostra do p6 da polpa (seco por spray
Fracasseti et al., 2013 dryer) e amostra de casca e semente (leito

fluidizado)
Antioxidante Fujita, 2015 Polpa comercial congelada
Aguiar e Souza, 2015 Polpa liofilizada

casca e polpa, polpa, casca, semente, e

Grigio et al., 2017 fruto inteiro

Fidelis, 2019 Sementes
Anti-obesidade Nascimento et al., 2013 Polpa
Anti-inflamatdria Inoue et al., 2008 Suco de camu-camu
Yazawa et al., 2013 Sementes

Fonte: Autoria propria (2022).
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3.3.2  Mpyrciaria cauliflora

Comumente conhecida como jabuticabeira, a espécie Myrciaria cauliflora
se desenvolve em uma variedade de solos, mas se adapta melhor em solos
silicoargilosos e os argilossilicosos profundos, férteis e bem drenados. Chamada
pelos tupis de “iapotikaba”, que significa fruto em botdo. Possui frutos globosos
carnudos e comestiveis de cor roxa escura. Geralmente apresenta floragdo duas
vezes ao ano, com frutos maduros de agosto a janeiro (ANDERSEN e ANDERSEN,
1989; DANNER et al., 2006; LORENZI, 2002). Na Figura 4 é possivel visualizar a

ilustragao da jabuticaba.

Figura 4 - Fruto jabuticaba.

Fonte: Autoria propria (2022).

Os frutos da jabuticabeira apresentam elevado teor de fibras, vitaminas,
carboidratos, sais minerais como o fosforo, calcio e ferro, além dos flavonoides,
conhecidos como compostos fendlicos, os quais demonstram potencial antioxidante,
prevenindo doencgas oxidativas e inflamatorias, além da presenca das antocianinas,
responsaveis pela coloragao caracteristica do fruto (SILVA, 2008 e TERCI, 2004).

Apresenta trés tipos de polifendis em suas frutas, sendo estes, taninos,
flavonoides e antocianinas. Os dois primeiros estdo presentes em grandes
quantidades nas cascas e sementes dos frutos, e o ultimo encontrado nas cascas
(BOARI et al., 2008).

Publicagdes da literatura demonstram que, assim como a espécie
Myrciaria dubia, a jabuticaba apresenta agdes farmacoldgicas, e também atividades
antioxidante, que pode ser atribuida principalmente as antocianinas presentes na
casca do fruto, potencial antiviral, efeitos hipoglicemiantes e hipolipemiantes, anti-
inflamatoéria e anticarcinogénica (LEITE et al., 2011; REYNERTSON et al., 2005;
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LENQUISTE et al., 2012; REYNERTSON et al., 2006).

Outros trabalhos tém estudado misturas poliméricas de quitosana com
polimeros naturais, como o colageno, o alginato, e a fibroina de seda (FRANCO, 2014;
PIRES, 2017; ATAIDE, 2018; BUENO, 2019; MORAES, 2019). Entretanto, nao foram

encontrados trabalhos quanto a membranas de quitosana incorporadas de

extratos de Myrciaria dubia e Myrciaria cauliflora para cicatrizagao de feridas.
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4 MATERIAL E METODOS

Esta secado compreende o preparo dos materiais que foram utilizados para

o trabalho e também sobre a metodologia adotada para a realizagédo das analises.

4.1 Material
411 Camu-camu

A fruta camu-camu foi adquirida do comércio da cidade de Vitéria do
Xingu, no estado do Para (2°53'33.3"S 52°00'47.6"W), em margo de 2020. Foi
adquirido um lote de 50 Kg da fruta in natura, devidamente lavada, armazenada em
embalagens de polietileno, e congeladas a temperatura de -20°C. As frutas foram
transportadas em caixa térmica via transporte aéreo, e quando recebidas foram

armazenadas em freezer convencional (-18°C) até o uso na pesquisa.

41.2 Jabuticaba

A fruta jabuticaba foi colhida no municipio de Toledo, distrito de Novo
Sarandi, no estado do Parana (23°33’'50,0”S e 53°53'36,2”W), em outubro de 2019.
Apos a colheita, as frutas foram destinadas ao laboratério de pesquisa,
desenvolvimento e inovagcao do Parque Cientifico e Tecnolégico de Biociéncias
(BIOPARK). Foram lavadas, armazenadas em embalagens de polietileno e

congeladas em freezer convencional (-18°C) até o momento da utilizag&o.

4.2 Métodos

Para o desenvolvimento da pesquisa, foi montado um fluxograma geral

dos procedimentos realizados, o qual encontra ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 - Fluxograma geral da metodologia adotada.

Matenal
(camu-camu e jabuticaba)

Atividade antimicrobiana Demais extratos

2 melhores extratos

Elaboracao das
membranas com
incorporacdo dos extratos

Analise das membranas

Membranas avaliadas

Fonte: Autoria propria (2022).

4.2.1 Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos foi utilizado como base a metodologia
empregada por Bona et al. (2014), concomitante a metodologia de Araujo e Santana
(2020), com algumas adaptacdes. Todos os extratos foram realizados BIOPARK.

Adotou-se a proporgao de 1:5 (m/v) (fruta:solugéo extratora), variando-se
os tempos de extragao, entre 12 e 24 horas, e também os solventes da solugao
extratora, sendo eles: 100% agua, 70% etanol (EtOH) em agua (volume/volume) e
100% EtOH. Os extratos foram realizados por maceragdo em shaker vibratorio
(marca Quimis, modelo Q315IA) a 110 rpm e 37°C, sendo realizados em ftriplicatas.
Na figura 6 encontra-se um detalhamento do procedimento adotado para o preparo

dos extratos.
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Figura 6 - llustragdo do procedimento adotado para a extragao das amostras.

Armazenar as
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Vibratdrio rotativo Freezer

Fonte: Autoria prépria (2022).

Inicialmente pesou-se 10 g da fruta, e, com auxilio de gral e pistilo, as
sementes foram quebradas e homogeneizadas com a casca e polpa da fruta.
Posteriormente, acondicionou a fruta em um erlenmeyer previamente codificado e
adicionou 50 mL da solugdo extratora, conforme o planejamento. Em seguida os
erlenmeyers foram colocados no shaker para iniciar a extragéo.

Ao final do periodo estipulado para a extragdo, o material foi filtrado a
vacuo utilizando papel filtro, e as amostras foram concentradas em evaporador
rotativo (Solab/SL-126) a 40°C visando remover o solvente. Os extratos foram
armazenados em frascos de vidro ambar e armazenados em freezer (-18°C) até o
momento da utilizagdo dos mesmos.

Como todas as amostras foram feitas em ftriplicatas, na Figura 7 é
possivel visualizar um esquema geral dos extratos que foram realizados, e na

Tabela 2 a nomeclatura adotada para cada extrato.

Figura 7 - Desenho experimental referente a etapa de extragao.

— 100% agua — Amostras em Triplicata — C1-12
r——= 12 horas ——* 70% etanol 30% dgua — Amostras em Triplicata —s C2-12
Camu-camu — 100% etanol — Amostras em Triplicata —— C3-12
—  (Myrciara
dubia,
‘WNW) — 100% dgua — Amostras em Triplicata — C1-24
—— 24 horas ——+ 70% etancl 30% dgua —  Amostras em Triplicata — €2-24
. 100% etanol — Amostras em Triplicata — C3-24
Extragio —
— 100% dgua —  Amostras em Triplicata — J1-12
——= 12horas ——+ 70% etanol 30% dgua —  Amostras em Triplicata —s J12-12
c — 100% etanol — ipli — E
Jabuticaba Amostras em Triplicata J3-12
s (Myrciana ——
cauliflora) ! 100% dgua —» Amostrasem Triplicata —» J1-24
L———= 24horas ——+ 70% etanol 30% dgua — Amostras em Triplicata — 12-24

— 100% etancl —+  Amostras em Triplicata —— 13-24

Fonte: Autoria prépria (2022).
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Tabela 2 - Codificagao adotada para os extratos elaborados

12 horas 24 horas
Extratos
Camu-camu Jabuticaba Camu-camu Jabuticaba
100 % H20 C1-12 J1-12 C1-24 J1-24
70 % EtOH + 30 % H20 Cc2-12 J2-12 C2-24 J2-24
100 % EtOH C3-12 J3-12 C3-24 J3-24

Fonte: Autoria prépria (2022).

A nomeclatura adotada para a codificacdo dos extratos obtidos procedeu
de acordo com a fruta utilizada, o tipo de solvente empregado e o tempo de
maceracao no shaker. Os solventes variaram com numeros de 1 a 3, onde 1 era o

solvente aquoso, 2 o etandlico-aquoso e 3 o solvente etandlico.

4.2.2 Atividade antimicrobiana dos extratos

Os testes antimicrobianos foram realizados no laboratério de
microbiologia da Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), Campus
Toledo. Os microrganismos utilizados foram cepas ATCC (American Type Collection
Culture) de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Listeria Monocytogenes ATCC 19111.

A atividade antimicrobiana foi realizada conforme Galindo (2017),
seguindo a técnica de difusdo de disico de acordo com a metodologia desenvolvida
pelo National Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003).

As bactérias foram reativadas em tubos contendo caldo Mueller Hinton
(MH) e incubadas a 35°C por 24 horas. Em seguida, retirou-se 0,1 mL do caldo e
transferiu para um tubo contendo agua peptonada 0,1% (p/v) e foi comparada a

turbidez do tubo com o padrdao 0,5 da escala McFarland, que corresponde a

108UFC/mL.

Placas de petri contendo Agar Mueller Hinton foram adicionadas 0,1 mL
de suspenséao bacteriana e foi realizado a semeadura. Em seguida, discos de papel
estéreis de 6 mm de didmetro foram dispostos sobre as placas e posteriormente sobre
estes foram colocados 10 pyL dos extratos. As placas foram fechadas com plastico
filme e incubadas a 35 °C por 24 horas.

O teste foi realizado para as quatro cepas, sendo realizado controles

negativos com os solventes utilizados na extragdo para cada um dos
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microrganismos. A avaliagao do teste foi realizada com base na formagao dos halos
de inibicdo de crescimento, estes foram medidos em milimetros, com auxilio de um
paquimetro. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a

comparagao de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.2.3 Preparo das membranas

Para o preparo das membranas utilizou-se quitosana em po peso
médio molecular cujo grau de desacetilagédo entre 75 e 85% da marca Sigma-
Andrich®, EUA. Os biofilmes foram produzidos seguindo a técnica de casting, que
consiste na desidratacdo de uma solugao filmogénica, seguida de sua secagem em
estufa. Na Figura 8 encontra-se um detalhamento do procedimento adotado para o

preparo das membranas.

Figura 8 - llustragédo do procedimento adotado para as membranas de quitosana com

iIncorporagcao dos extratos
CHI 1% {m/v) dissolvida em
acido acético 1% (v/fv) Incorporacdo dos extratos na
solucdo de quitosana

o
— 10,5%

|
A Beckers Placa de Petri
v Estufa de secagem

Agitador
magnético

Solugdo de quitosana Secagem da N
membrana Acondicionado da

cem extrato vertido na membrana seca
placa

E E
%1,0% %1,595 S 5@—_'“\ -

g
=

J A

Tube Falcon

Fonte: Autoria prépria (2022).

A quitosana (CHI) 1% (m/v) foi dissolvida em acido acético 1% (v/v) e
mantida sob agitacdo magnética por 12 horas. Posteriormente foi feito a
incorporagao dos extratos nas proporgoes de 0,5%, 1%, e 1,5% de um total de 10
mL de quitosana, totalizando assim 6 amostras. As solugdes foram homogeneizadas
em agitador magnético a 600 rpm por 5 minutos, vertidos em placas de petri de
polipropileno de 90 mm e secos em estufa over night a 37°C. Os filmes foram
removidos das placas com auxilio de uma espatula e pinga e acondicionados em
tubos falcon até o momento da utilizagao.

Na Tabela 3 esta descrito a nomeclatura adotada neste trabalho para

cada extrato elaborado.
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Tabela 3 - Codificagdao adotada para as membranas incorporadas com os melhores extratos.

. . Extrato
Quitosana Condicao camu-camu jabuticaba
0,5 % de extrato CHI-0,5C CHI-0,5J
CHI 1,0 % de extrato CHI-1C CHI-1J
1,5 % de extrato CHI-1,5C CHI-1,5J

Fonte: Autoria prépria (2022).

Para facilitar a apresentagao dos resultados, adotou-se uma nomeclatura
para os filmes produzidos, onde a mesma é de acordo com a porcentagem de

extrato utilizado e o fruto em questao.

424 Caracterizagdo das membranas

As membranas foram caracterizadas quanto a avaliagdo macroscopica, a

espessura, o grau de intumescimento e também a atividade antimicrobiana.

4241 Avaliacio macroscopica

A avaliagdo macroscopica dos filmes foi realizada de forma subjetiva
visando observagdes quanto aos aspectos visuais como coloragdo, uniformidade,

presenca de bolhas, transparéncia, rachaduras, flexibilidade e aspecto quebradico.

4242 Espessura

As espessuras das membranas foram medidas utilizando um micrémetro
externo digital (Mitutoyo, modelo MDC-25S, EUA) do laboratério de biomateriais do
Biopark. Para cada amostra a espessura foi medida em 5 posicoes diferentes

obtendo-se a média.

4243 Grau de inftumescimento

Membranas de cada composi¢ao foram cortadas com dimensao de 1,0
cm?, cada amostra foi colocada em estufa a 40°C por 24 horas, em seguida, estas
foram pesadas em balanca analitica, antes da imersdo em 5 ml de solugao tampao
fosfato (PBS), com pH 7,4. As amostras foram pesadas nos tempos de 30, 60, 90 e
120 minutos. No ato da pesagem, elas eram removidas da solugdo, secas
ligeiramente em papel absorvente para eliminar o excesso da solugao, e o peso

umido de cada membrana era mensurado na mesma balanga. Este ensaio foi
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realizado em ftriplicata, e o grau de intumescimento (em porcentagem) foi

determinado pela equacao 1.

—MEME S 400 (1)

Grau de intumescimento (%) =
Mi

Onde,

Mf — massa final intumescida (g) Mi — massa inicial seca (Q)

4244 Atividade antimicrobiana das membranas

A atividade antimicrobiana das membranas foi realizada conforme item
4.2.2 porém no lugar de discos de papel filtro, foram utilizados discos dos filmes

elaborados conforme item 4.2.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos apos a filtragao foram pesados a titulo de rendimento. A

meédia e o desvio padrao das massas estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Média e desvio padrdao das massas (gramas) dos extratos apods a filtragao.

12 horas 24 horas
Extratos
Camu-camu Jabuticaba Camu-camu Jabuticaba
100 % H20 44,16 + 1,47 41,10 £ 0,53 41,43 +2,82 40,59 + 0,55
70 % EtOH + 30 % H20 40,53 + 0,93 38,9 + 0,59 37,96 £ 2,77 38,99 + 1,41
100 % EtOH 36,06 + 4,47 36,73 +0,74 37,51 +1,02 36,90 £ 0,85

Fonte: Autoria propria (2022).

Mesmo com os erlenmeyers fechados com tampao durante o periodo da extragéo, é
possivel constatar que ha um rendimento menor para os extratos 100% etandlicos,
indicando que houve evaporagao do solvente. Além do mais, quando comparados
estatisticamente os resultados de 12 e 24 horas, estes sao iguais, porém a extracao
com 24 horas se deu com o objetivo de verificar se haveria maior extracdo de

compostos com poder antimicrobiano.

5.1 Atividade antimicrobiana dos extratos

Analisando os extratos através dos ensaios de difusdo em &gar pelo
meétodo disco-difusdo, verificou-se que quase todos inibiram as bactérias formando
halo de inibigdo ao redor do disco.

Na Tabela 5 é possivel verificar as médias e os desvios padroes dos
halos de inibigdo (mm) de cada extrato, bem como a estatistica dos mesmos frente
ao comparativo entre as bactérias. E para esclarecer ainda mais os resultados
obtidos através da Tabela 5, evidenciou-se os resultados em graficos que estédo
ilustrados através das Figuras 9 a 12.
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Tabela 5 - Comparacgao entre as medidas dos diametros dos halos de inibigdo do crescimento
microbiano (mm) obtida pela metodologia de disco utilizando os extratos de camu-camu e
jabuticaba frente as bactérias do estudo.

Halos de inibigdo (mm)

Extratos Pseudo_monas Escherichia coli Staphilococcus Listeria
aeruginosa aureus monocytogenes

C1-12 9,2+0,31 cd 7,1+0,35cd 14,2 + 0,90 abc 9,1+0,51d
C2-12 16,2+ 2,24 ab 8,5+0,52 bc 19+1,37 a 8,7+1,06d
C3-12 8,4+1,04d 8,4 £ 0,30 bcd 15,9 + 4,56 bcd 84+191d
C1-24 9,7+0,75 cd 8,8 £ 0,62 abc 15,1+3,01ab 18,1 £ 0,85 bc
C2-24 18+0,72 a 11,4+ 0,40 a 16,9+ 1,33 ab 19,1 +2,56 ab
C3-24 16,6 £ 0,53 ab 99+1,11ab 17,2+0,69 ab 21,5+0,40 ab
J1-12 6+1,39d 6,0+0,0d 6,1+0,23 e 6,0+0,0d
J2-12 7,8+0,55d 6,0 £0,92 cd 7,8+0,40 de 15,2+1,86¢c
J3-12 8,6 +0,23 cd 7,8 +1,17 bed 12,7 £ 0,12 bed 21,9+1,65ab
J1-24 12,8 £1,10 bc 6,0+0,0d 18,4 0,70 ab 92+0,71d
J2-24 11,2+ 3,76 cd 8,6 + 1,78 bcd 14,5 + 2,89 bed 19£2,68 bc
J3-24 10,8 £ 1,03 cd 7,3+ 1,25 bed 8,6 £ 0,80 cde 24,1+0,85a

Médias com letras diferentes na mesma coluna néo diferem significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Fonte: Autoria propria (2022).

Observando o extrato etandlico de camu-camu com 24horas de extragao

(C3- 24), este ndo é o extrato que apresentou os maiores halos de inibicdo para as

quatro bactérias testadas, porém estatisticamente ele nao se difere dos que

apresentaram os melhores resultados.

Analisando dentre todos os extratos, concomitantemente a todas as

bactérias, o maior halo de inibigdo ocorreu frente a bactéria Listeria monocytogenes

com o extrato 100% etandlico de jabuticaba obtido através da extragao por 24 horas

(24,1 £ 0,85 mm). Os extratos 100% aquosos tanto para o camu-camu quanto para a

jabuticaba, independentemente do tempo de extragdo foi o que apresentou os

menores halos de inibicdo para esta bactéria, o que pode ser observado através da

Figura 9. Apesar do extrato C1-12 ter halo de inibigdo maior do que o extrato C2-12

eles nao se diferem estatisticamente entre si.
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Figura 9 - Halos de inibi¢ao frente a bactéria Listeria monocytogenes ATCC 19111.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Para as bactérias gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli) os maiores halos de inibicdo ocorreram com os extratos de camu-
camu obtidos por 24 horas de extragdo, cujo solvente era aquoso-etandlico, seguido
posteriormente de solvente 100% etandlico, e os menores halos de inibigdo sdo com
relacdo ao extrato aquoso de jabuticaba com 12 horas de extracdo, informacgao esta

que pode ser confirmada através das Figuras 10 e 11.



Figura 10 - Halos de inibigao frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Fonte: Autoria prépria (2022).

Figura 11 - Halos de inibigado frente a bactéria Escherichia coli ATCC 25922.
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Fonte: Autoria prépria (2022).
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A bactéria gram-positiva, Staphilococcus aureus apresentou o maior halo
de inibicdo, sendo 19 + 1,37 mm através do extrato de camu-camu obtido com 12
horas de extracdo com solvente aquoso-etandlico. Esta bactéria foi a que mais
apresentou resultados frente a diversos extratos, sendo que estes nao diferem
estatisticamente. A Figura 12 apresenta os resultados dos halos de inibi¢cao frente a

esta bactéria.

Figura 12 - Halos de inibigao frente a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 29213.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Os melhores halos de inibicado para cada uma das quatro bactérias estao

ilustrados na Figura 13.
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Figura 13 - Melhores resultados do teste disco-difusao

Fonte: Autoria propria (2022).

llustrado com a letra (a) e com a letra (b) estdo os halos formados com o
extrato C2-24 para as bactérias Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
respectivamente, com a letra (c) o extrato C2-12 para a bactéria Staphylococcus
aureus e com a letra (d) o extrato J3-24 para a bactéria Listeria monocytogenes.

Quando se realiza analise com extrato bruto, interagcdes sinérgicas entre
diversas classes de compostos fendlicos podem resultar em altos potenciais
antimicrobianos.

Azevedo et al. (2014) determinaram a zona de inibicdo de extrato aquoso
de residuo (casca e semente) de camu-camu contra S. aureus e resultados
semelhantes foram encontrados (12 mm). J4 Myoda et al. (2010) avaliaram potencial
antimicrobiano de extrato metandlico frente S. aureus, resultando em 4,7 mm de
inibicdo quando utilizou a semente, e 3,8 mm em cascas. Além de autores que
trabalharam com camu-camu, outras frutas que também apresentam em sua

composigdo compostos fendlicos como polifendis e vitamina C mostraram boa
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atividade antimicrobiana, como € o caso de Rocha (2019), que trabalhou com suco
concentrado de acerola (Malpighia emaraginata) e obteve halos de inibicdo para S
aureus de 15 mm, e também o caso de Silva et al (2022) que avaliaram extrato de
acerola em estagios de maturagédo verde e constataram halos de inibicdo para S
aureus de 11,15 mm.

Ja para a jabuticaba, resultados similares aos encontrados nesta
pesquisa estdo relatados na literatura. Baldin et al. (2014) estudaram o potencial
antimicrobiano do extrato aquoso das cascas de jabuticaba, e observaram formagao
de halos variando de 13 a 30 mm para as bactérias gram positivas, e 15 a 26 mm
para as gram negativas.

Os resultados obtidos até o presente momento mostram respostas
semelhantes com os ja proposto na literatura, tanto para o camu-camu quanto para a
jabuticaba, indicando com isto repetibilidade, e ainda, por apresentarem halos de
inibicao de crescimento das bactérias sdo promissores para posteriores estudos.

Optou-se por realizar as membranas de quitosana com incorporag¢ao dos
extratos C2-24 e J3-24 pois estes apresentaram bons resultados, sendo que o extrato
de camu-camu adquiriu duas vezes destaque nos resultados, como mostra as Figuras
10 e 11, e o extrato de jabuticaba por ter apresentado o maior halo de inibigcdo dentre
todos os extratos entre as quatro bactérias, como mostra a Tabela 5, evidenciando o

resultado através da Figura 9.

5.2 Caracterizagao das membranas

As membranas foram caracterizadas quanto a avaliagdo macroscopica,

espessura, grau de intumescimento e atividade antimicrobiana.

5.2.1 Avaliagao macroscopica

O aspecto macroscopico dos filmes com os extratos pode ser observado
na Figura 14.
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Figura 14 - Membranas de quitosana preparadas com 0,5% (1-a), 1,0% (1-b) e 1,5% (1-c) de
extrato de camu-camu e membranas de quitosana preparadas com 0,5% (2-a), 1,0% (2-b) e 1,5%
(2-c) de extrato de jabuticaba.

Fonte: Autoria propria (2022).

A membrana controle, elaborada apenas com quitosana, apresentou-se
homogénea, transparente e lisa. As membranas contendo os extratos apresentaram
a coloracao do respectivo extrato, cuja intensidade foi proporcional a concentracao,
sendo que independente da concentracdo, a coloracdo era mais intensa nas bordas
das placas. Na Figura 14-a consta as membranas com incorporagado do extrato de
camu-camu e na 14-b as membranas com incorporagdo do extrato de jabuticaba.
Todos os filmes apresentaram flexibilidade, facilidade de remocédo das placas e

nenhum filme apresentou presenca de bolhas.

5.2.2 Espessura

As médias das espessuras das membranas com incorporacdo dos

extratos estdo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Espessura das membranas de quitosana incorporadas com os extratos

Amostra Espessura (mm)
CHI 0,018 + 0,003
CHI-0,5C 0,0208 + 0,005
CHI-1C 0,0258 + 0,006
CHI-1,5C 0,0248 + 0,005
CHI-0,5J 0,0206 0,003
CHI-1J 0,0298 + 0,004
CHI-1,5J 0,0404 + 0,006

Fonte: Autoria propria (2022).

Os resultados evidenciaram que as membranas apresentaram resultados
proximos de 20 micrometros, com excecdo da amostra que foi incorporada com a
maior quantidade de extrato de jabuticaba. E constatado que, quanto maior a adi¢do
dos extratos ao filme de quitosana, mais espesso o filme vai se tornando. Peng e
colaboradores (2013) realizaram filmes de quitosana incorporados com extrato de cha
verde, e Bueno (2019) incorporou extrato de A. oleracea (jambu) em filmes de alginato
e de quitosana, e ambos os estudos, relacionaram que, conforme aumentava a
concentracao de extrato, havia um aumento na espessura dos filmes.

Segundo Almeida (2017), o aumento na espessura se deve ao carater
hidrofilico dos filmes. A quitosana € uma molécula que tem a predominancia de grupos
amino caracterizados por ligagdes covalentes (N-H) cujo a eletronegatividade dessas
ligacbes gera sitios de alta polaridade, tornando assim favoravel o rearranjo de
moléculas de aguas em seu entorno. Essa afinidade por agua traz consequéncias

indesejaveis, como a redugao da estabilidade estrutural do polimero (Assis, 2003).

5.2.3 Grau de intumescimento

Este teste é realizado com o objetivo de investigar o comportamento do
material durante a imersao e permanéncia do mesmo em solucdo aquosa semelhante
ao meio interno do organismo. Este estudo é importante para avaliar o
intumescimento dos curativos e direcionar os mesmos em uma aplicagcdo mais
especifica, onde materiais que absorvem quantidades maiores de fluido séao

considerados apropriados para serem utilizados em feridas que sdo exsudativas,
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que liberam fluidos serosos (PIRES, 2017; TOMAZ, 2017). Os resultados deste
ensaio encontram-se na Figura 15.

Figura 15 - Resultados do teste de intumescimento das membranas com incorporagao
dos extratos.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Nao foi possivel calcular o grau de intumescimento da membrana de
quitosana pura, pois durante os primeiros 30 minutos o filme havia se dissolvido
completamente. O mesmo fato foi descrito por Oliveira (2013) que trabalhou com
membranas de quitosana e gelatina, e relatou que apos 15 minutos de ensaio a
membrana de quitosana sofreu o processo de degradagao; e também descrito por
Bueno (2019) que constatou que filmes de quitosana e alginato sem reticulagao
solubilizaram-se totalmente na agua, nao sendo possivel comparar resultados entre
os demais filmes produzidos no desenvolvimento do trabalho, indicando assim que a
reticulacdo é um processo fundamental para produgao de filmes funcionais.

Nos primeiros 30 minutos os valores de intumescimento variaram de
150% a 650%, e com excec¢ao das membranas CHI-J 0,5% e CHI-J 1,5%, os demais
filmes absorveram até o tempo de 60 minutos, e apds isto, houve uma perda de
massa dos filmes, indicando que os mesmos dissolveram no meio. Segundo
Morgado et al., (2015), um curativo ideal além de absorver o excesso de exsudado

da ferida, deve manter também o ambiente umido para favorecer o processo de
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cicatrizagdo, devendo apresentar intumescimento de 100 a 900%.

Os mecanismos de intumescimento nos polimeros sdo dependentes da
contribuicdo relativa da difusdo do penetrante e da estabilidade polimérica. Quando
uma membrana comega a absorver agua, as primeiras moléculas que adentram a
membrana hidratam os grupos hidrofilicos mais polares. A medida que estes grupos
polares séo hidratados, ha um inchamento da rede, expondo os grupos hidrofébicos
da membrana, que por sua vez acabam interagindo com as moléculas de agua,
atingindo entdo um nivel de intumescimento de equilibrio. As moléculas adicionais de
agua vao preenchem os espacgos entre as cadeiras da rede, centros de poros maiores,
Macroporos ou vazios, e a medida que a rede incha, se as cadeias da rede ou ligagdes
cruzadas forem degradaveis, a membrana comecara se desintegrar e dissolver
(HOFFMANN, 2012).

5.2.4 Atividade antimicrobiana das membranas

As membranas de quitosana com incorporacdo dos extratos foram
analisados através do ensaio de difusdo em agar pelo método disco-difuséo, e
diferentemente das respostas para a atividade antimicrobiana dos extratos, as
membranas com a incorporagao destes nao tiveram resultados promissores.

Na Tabela 7 é possivel verificar as médias e os desvios padrées dos

halos de inibigdo (milimetros - mm) das membranas.

Tabela 7 - Medidas dos halos de inibicdo do crescimento microbiano (mm) pela metodologia de
disco utilizando membranas incorporadas com diferentes concentragcdes de extratos.

Halos de inibicao (mm)

Membranas Pseudo.monas Escherichia coli Staphilococcus Listeria
aeruginosa aureus monocytogenes
CHI-0,5C Auséncia Auséncia 15,3 +1,89 Auséncia
CHI-1C Auséncia Auséncia 10,3 £ 0,94 Auséncia
CHI-1,5C Auséncia Auséncia 12,7 £ 1,70 Auséncia
CHI-0,5J Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
c-1J Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
CHI-1,5J Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

Fonte: Autoria prépria (2022).
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Apenas a membrana com incorporagado do extrato de camu-camu para a
bactéria S. aureus apresentou halos de inibicdo. Os demais foram possiveis constatar
inibicdo do crescimento das bactérias apenas sobre os discos, por isto, esta
identificado na tabela 7 como “auséncia”, pois 0s microrganismos cresceram exceto
no diametro dos discos das membranas.

E possivel melhorar caracteristicas de resiténcia quimica e mecanica de
membranas de quitosana através do processo de reticulacio. Este, € uma reacéo que
ocorre entre grupos amino e hidroxilas livres presentes na estrutura da molécula. E
sabido que compostos fendlicos como quercetina, acido galico, elagitaninos e
proantocianidinas tem correlacdo com a atividade antimicrobiana, e além disto, estes
compostos apresentam hidroxilas livres em sua estrutura. Devido a isto, acredita-se
que os extratos possam ter perdido sua atividade antimicrobiana devido as possiveis
ligacbes que foram formadas para a construcdo das membranas de quitosana
(RAUHA et al., 2000; SARAIVA et al., 2012; FUJITA, 2015; HACKE et al., 2016).

Quando comparados os resultados da atividade antimicrobiana dos
extratos de camu-camu e das membranas de quitosana com incorporacdo destes,
para a bactéria S aureus, percebe-se uma correlagdo nos resultados, onde para a
membrana com incorporagao de 0,5% de extrato, o halo de inibigao foi maior do que
quando aplicado apenas o extrato. Além disto, entre as membranas com as
diferentes concentracdes de extrato, a que apresentou o0 maior resultado para esta
cepa foi a membrana com concetracao de 0,5% de extrato.

Almeida (2017) trabalhou com extrato de uva Jacquez e membrana de
quitosana, e ao analisar a atividade antimicrobiana apenas do extrato teve bons
resultados, porém com a incorporacdo do extrato na membrana e novamente
avaliacdo, os resultados ndo se mantiveram. Segundo a autora, a massa molecular
da quitosana ira influenciar a atividade antimicrobiana, onde para bactérias gram-
positivas quanto maior a massa molecular de quitosana maior sera a atividade

antimicrobiana.
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6 CONCLUSAO

A etapa de obtengdo dos extratos de camu-camu (Myrciaria dubia) e
jabuticaba (Myrciaria cauliflora) mostrou-se satisfatoria, sendo possivel constatar
formacdo de halos de inibicdo do crescimento bacteriano para as quatro cepas
estudadas.

As membranas desenvolvidas com incorporagdo dos extratos se
mostraram uniformes, garantindo a distribuigdo dos compostos dos extratos pela
membrana. Com relacao ao teste de intumescimento, o mesmo foi feito em PBS pois
€ um fluido mais préximo do fluido corporeo, e constatou-se que praticamente todos
os filmes ap6s 60 minutos de contato com o meio se desmancharam, necessitando
assim modificar o processo de formacdo da membrana a tornando mais reticulada.

No que diz respeito ao teste antimicrobiano das membranas, esperavasse
que os resultados fossem mais promissores como foram os resultados para o teste
antimicrobiano apenas dos extratos. Como sequéncia para trabalhos futuros, o estudo
da caracterizagdo dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
para entender a correlacao dos compostos fendlicos com a atividade antimicrobiana,
e além disto, a reticulagcdo das membranas e a realizacdo de demais testes como
analises térmicas, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) e microscopia eletrénica de varredura (MEV) para entender a formagao da

membrana com a incorporac¢ao destes extratos.
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