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RESUMO

Curativos utilizados no tratamento de feridas cronicas e queimaduras devem apresentar
caracteristicas antimicrobianas. Sabe-se que compostos de prata sdo utilizados hd muito
tempo como antissépticos, mas apresentam alguns problemas relacionados ao modo de
liberagdo. A fim de controlar essa liberagdo, os ions Ag" podem ser imobilizados em suportes,
como por exemplo, zedlitas, que por sua vez devem estar dispersas no filme que € utilizado
como curativo. Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e a
caracterizacdo de filmes a base de gelatina, adicionados de zedlita clinoptilolita impregnada
com ions prata e a avaliacdo das propriedades antimicrobianas, visando a aplicacdo no
tratamento de ferimentos. Filmes com 5, 7 e 10 % (m/v) de gelatina e 0, 5, 10, 15, 20 ¢ 25 %
(v/v) de glicerol foram produzidos e caracterizados quanto a espessura, teor de umidade,
capacidade de absor¢do de agua (CAA), carater hidrofilico, propriedades mecanicas,
permeabilidade ao vapor de agua (PVA), fluxo de permeag¢do de vapor de agua (FPVA),
morfologia por microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR). Com base nas caracteristicas determinadas, foi possivel
selecionar trés formulacdes para incorporacdo das zeolitas (10 % de gelatina e 15, 20 e 25 %
de glicerol). A zedlita comercial clinoptilolita foi caracterizada e impregnada com fons Ag".
Na sequéncia, por meio de um ensaio antimicrobiano preliminar, foi definido que as zeolitas
seriam adicionadas aos filmes nas concentragdes de 0,5; 1 € 2 % (m/v). Os filmes a base de
gelatina com zeolitas foram caracterizados pelos mesmos ensaios citados e também por
analise termogravimétrica (TGA), calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e quantificacao
de ions prata por espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS). Os ensaios de
caracterizacdo demonstraram que a concentracdo de 0,5 % de zedlita resultou em filmes com
propriedades mais adequadas para aplicacdo como curativos. Através da avaliacao
antimicrobiana qualitativa, percebeu-se que a a¢do antimicrobiana ¢ decorrente da presenga
dos ions Ag", porém ndo foram identificadas diferengas expressivas entre o tamanho dos
halos de inibicdo formados para as diferentes concentracdes de clinoptilolita-Ag. Através do
ensaio microbioldgico quantitativo verificou-se que ndo havia carga bacteriana na solugao
onde o filme estava imerso. Os resultados obtidos mostram que os filmes desenvolvidos neste
estudo tém potencial para serem aplicados como curativos, atuando como antimicrobiano,
auxiliando, desta forma, na cicatrizacdo dos ferimentos.

Palavras-chave: curativos ativos, filmes de gelatina, zeolita clinoptilolita, ions prata, acao
antimicrobiana.



ABSTRACT

Dressings used in treatment of burns and chronic wound must present antimicrobial
characteristics. It is known that silver compounds are used for long time as antiseptics, but
they have some problems related to release mode. To control this release, Ag" ions may be
immobilized in supports, as zeolites, that must be dispersed in the film used as wound
dressing. In this sense, this work objectives the development and characterization of gelatin
based-films added of clinoptilolite zeolite impregnated with silver ions and antimicrobial
properties evaluation, aiming the application in wound treatment, as burns, for example. Films
with 5, 7 and 10 % (w/v) of gelatin and 0, 5, 10, 15, 20 and 25 % (v/v) of glycerol were
produced and characterized by the thickness, moisture content, water absorption capacity
(CAA), hydrophilic character, mechanical properties, water vapor permeation (PVA), water
vapor permeation flux (FPVA), morphology by scanning electron microscopy (MEV) and
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Based on the determined characteristics, it
was possible select three formulations for zeolites incorporation (10 % of gelatin and 15, 20
and 25 % of glycerol). Commercial clinoptilolite zeolite was characterized and impregnated
with Ag" ions. Subsequently, by a preliminary antimicrobial assay, it was defined that the
zeolites would be added to the films in the concentrations of 0.5, 1 and 2 % (w/v). Gelatin-
based films with zeolites were characterized by the same assays cited and, also,
thermogravimetric analysis (TGA), differential scanning calorimetry (DSC) and silver ions
quantification by flame atomic absorption spectroscopy (FAAS). Characterization tests
demonstrated that the zeolite concentration of 0.5 % resulted in films with properties more
suitable for wound dressing application. By the qualitative antimicrobial evaluation, it was
noticed that the antimicrobial action is due to the Ag" ions, but no significant differences
between the size of the inhibition halos formed were observed for the different concentrations
of clinoptilolite-Ag. By the quantitative antimicrobial evaluation, it was found that there was
no bacterial load in the solution where the film was submerged. The results show that the
films developed in this study have potential to be applied as wound dressings, acting as an
antimicrobial, thus helping the wound healing.

Keywords: active dressings, gelatin-based films, -clinoptilolite zeolite, silver ions,
antimicrobial action.
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1 INTRODUCAO

Os biopolimeros surgiram, principalmente, pela busca de alternativas viaveis para
substituicdo de polimeros provenientes de fontes ndo renovaveis, em decorréncia da
preocupacao com a utiliza¢ao desses recursos e do impacto ambiental causado pelo seu uso. A
gelatina ¢ um biopolimero biodegradavel de alta massa molar, amplamente disponivel, visto
que ¢ obtida através da degradagao térmica do colageno proveniente, principalmente, de
partes de animais. Além disso, ela apresenta boas propriedades funcionais e baixo custo, por
ser produzida a partir de residuos da industria alimenticia. Por ser uma proteina, a gelatina
proporciona vasta diversidade molecular em sua composigado e, por isso, tem potencial para a
formacdo de diferentes ligagdes quimicas, caracteristica interessante quando se objetiva a
producao de filmes.

Nesse contexto, se torna conveniente a producao de filmes a base de um biopolimero
biodegradavel, como a gelatina, e a incorporagdo de algum material que forneca propriedades
diferenciadas ao filme, como, por exemplo, a atividade antimicrobiana, que pode ser
fornecida por diferentes substancias, inclusive ions metalicos, como o ion prata (Ag"). Estas
caracteristicas fazem com que o filme seja ativo e propicio para ser empregado em aplicagdes
como embalagens e curativos.

A utilizagdo de compostos de prata como antissépticos ¢ explorada hd muito tempo,
tanto para fins medicinais quanto para aplicagdo em embalagens, mas vem sendo aprimorada
visando o uso para o tratamento de infeccdes em feridas abertas, queimaduras e ulceras
cronicas. No entanto, ha alguns relatos de problemas relacionados a utilizagao da prata, como,
por exemplo, a dificuldade de controlar a liberagdo desses ions, a ocorréncia de manchas na
pele e a necessidade frequente de remogdo e reaplicacdo de medicamentos como o creme
dermatoldgico sulfadiazina de prata, amplamente utilizado em queimaduras suscetiveis a
infec¢des. Além disso, tem sido reportado que a sulfadiazina de prata retarda o processo de
cicatrizagdo do ferimento em virtude dos excipientes presentes na sua formulagdo e da
natureza do medicamento.

Visando a possibilidade de contornar essas adversidades, buscaram-se alternativas
acerca da utilizagdo de suportes de liberagdo controlada de ions Ag', tais como particulas
porosas e filmes. Dentre esses se destacam as zeolitas e os filmes de biopolimeros, que atuam
como matrizes poliméricas para a imobilizacdo dessas particulas. As zeoélitas apresentam
potencial para serem utilizadas nesse tipo de aplicagdo em decorréncia das suas propriedades,

tais como alta porosidade, estabilidade térmica e quimica, elevada area especifica, capacidade
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de troca idnica, entre outras. Esses minerais podem ser naturais ou sintéticos e sao
constituidos de aluminio, silicio, ions de compensacdo e 4agua, sendo utilizados
principalmente como suporte de catalisadores, adsorventes ou trocadores de ions.

A combinagdo das propriedades fornecidas pela gelatina, pelas zedlitas e pelos ions
prata pode ser explorada para a produgdo de filmes ativos. Na aplicagdo como curativos, a
utilizagdo destes materiais proporciona a liberagdo dos ions Ag" diretamente sobre o local de
interesse € na proporcdo necessaria para atuar contra 0s microrganismos presentes,

promovendo uma cicatrizagdo mais rapida e auxiliando na redugdo do risco de infecgdes.

1.1 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral produzir filmes ativos utilizando gelatina
como matriz polimérica e incorporando a zedlita comercial clinoptilolita impregnada com
ions prata aos filmes, visando a possivel atividade antimicrobiana.

Os objetivos especificos constituem-se em:

e caracterizar a gelatina e a ze6lita comercial clinoptilolita utilizadas;

e estudar a impregnagao de prata na zeolita clinoptilolita em diferentes condi¢des de
€nsaio;

e produzir filmes com diferentes concentragdes de gelatina e glicerol e caracteriza-
los;

e estudar o efeito da adicao de zedlita clinoptilolita e clinoptilolita impregnada com
ions prata as formulagdes de filmes selecionadas;

e caracterizar os filmes que contém zeolitas;

e verificar a atividade antimicrobiana dos filmes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As informagdes apresentadas no decorrer desta secdo tém por objetivo a abordagem
de topicos importantes para o entendimento do tema deste trabalho e de como ele foi
desenvolvido. Nesta se¢do sdo apresentados alguns aspectos dos biopolimeros, com énfase
nas caracteristicas da gelatina que sdo importantes para a formacdo de filmes, bem como
filmes a base de gelatina e aditivos, como plastificantes. Na sequéncia sao abordados os
filmes ativos, onde ¢ apresentado o estado da arte a respeito da utilizagdo de filmes ativos
como curativos, a utilizagdo de agentes antimicrobianos e de zedlitas como plataformas para
liberagdo destes agentes. Por fim, ¢ feita uma abordagem a respeito da revisdo bibliografica,

contemplando a motivagao e justificativa deste trabalho.

2.1 BIOPOLIMEROS

Os biopolimeros, também chamados de bioplasticos, polimeros ambientalmente
degradaveis ou polimeros naturais, sao polimeros de origem bioldgica, mas nao f6ssil, ou,
também, aqueles que podem ser submetidos a digestdo por microrganismos ou a degradacao
quimica no ambiente. Os biopolimeros podem ser obtidos da natureza, pois a maioria dos
compostos formados durante os ciclos de vida de plantas, animais, bactérias e fungos sao
polimeros ou compositos de matriz polimérica. Os biopolimeros compreendem uma vasta
gama de materiais, tais como: a quitosana (produzida por crustidceos), a celulose, a goma
xantana e o amido (que sdo derivados de plantas). Os polimeros constituidos de carboidratos
produzidos por bactérias e fungos também sao considerados biopolimeros e existem, ainda, os
biopolimeros a base de proteinas animais, tais como a 13, a seda e a gelatina (CHANDRA;
RUSTGI, 1998; JOHNSON; MWAIKAMBO; TUCKER, 2003).

As fontes de biopolimeros sdo renovaveis e possuem um ciclo de vida mais curto
quando comparado com fontes fosseis, como o petroleo. Alguns fatores ambientais e
socioeconomicos também estdo relacionados ao crescente interesse pelos biopolimeros. Estes
compreendem, principalmente, o impacto ambiental causado pelos processos de extragdo e
refino utilizados para producdo dos polimeros provenientes do petrdleo, a escassez dessa
matéria-prima e o aumento do seu valor agregado. Outra questao de grande importancia ¢ a
ndo biodegradabilidade da maioria dos polimeros produzida a partir do petroleo, o que

contribui para o aumento da quantidade e acimulo de residuos plésticos, que ndo possuem um
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destino apropriado e podem levar de dezenas a centenas de anos para serem assimilados pela
natureza (BRITO et al., 2011).

Além dos biopolimeros extraidos da natureza, ha a possibilidade de se produzir
biopolimeros sintéticos. Com o passar dos anos isso se tornou uma pratica, principalmente
devido a incerteza do fornecimento continuo de matérias-primas fosseis, a partir da crise do
petroleo dos anos 1970, e a exigéncia de uma rota de disposi¢do ambientalmente correta dos
residuos gerados, que nao envolva incineracdo ou enterramento. Pode-se afirmar que
polimeros provenientes do petroleo, como, por exemplo, polietileno e poliestireno, t€m sido
gradativamente substituidos por polimeros oriundos de fontes renovaveis. Essa substituicao
vem ocorrendo por motivos relacionados a saude e/ou ao meio ambiente, visto que os
compostos biodegradaveis podem ser adaptados para as taxas de degradacao mais lentas ou
mais rapidas, conforme necessidade do produto desenvolvido, reduzindo, assim, o impacto
ambiental.

Dessa forma, a industria de polimeros buscou fontes alternativas de matérias-primas
e optou por utilizar rotas bioldgicas para a fabricagdo de polimeros visando resguardar-se de
possiveis futuras crises no fornecimento de matérias-primas. Sendo assim, muitos
biopolimeros sdo produzidos comercialmente em escala industrial utilizando matérias-primas
que podem ser fontes de carbono renovaveis, provenientes de carboidratos obtidos de culturas
comuns como milho e cana-de-agtcar, por exemplo, ou proteinas, como colageno, gelatina e
proteinas do soro de leite (BRITO et al., 2011; JOHNSON; MWAIKAMBO; TUCKER,
2003; PATEL; MIKOS, 2004).

2.1.1 Gelatina

A gelatina ¢ um polipeptideo pode ser proveniente de plantas, como as algas, mas ¢
obtido, principalmente, através da desnaturacao e degradacao térmica do colageno. Sua massa
molar pode variar de 20.000 a 250.000 g gmol! dependendo do grau de hidrélise do colageno.
O colageno ¢ a base estrutural e a principal proteina que compde a pele, 0ssos, couro, tecido
conectivo e cartilagens de animais, tais como bovinos, suinos, aves, peixes, moluscos ou
insetos (BAILEY; PAUL, 1998; HANANI, 2016; KEENAN, 1998; MARK, 2013). Em geral,
a gelatina ¢ classificada em tipo A e tipo B, dependendo da forma como ¢ processada. A
gelatina do tipo A ¢ produzida pelo processamento acido do coldgeno presente na matéria-
prima e a gelatina do tipo B ¢ processada de forma alcalina (HANANI, 2016; KEENAN,
1998).
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Os aminoacidos que formam a molécula de gelatina sdo unidos por ligacdes
peptidicas, nas quais grupos carboxila reagem com grupos amina formando os compostos. O
colageno e, consequentemente, as gelatinas em geral apresentam em sua estrutura alto teor de
glicina (=27 %), prolina (= 16 %) e hidroxiprolina (= 14 %), sendo o percentual restante
composto por outros aminodcidos. Vale ressaltar que esses valores sdo propensos a grandes
variagdes, dependendo principalmente da origem e do tratamento utilizado na producdo da
gelatina. Dessa forma, os principais constituintes da gelatina sao moléculas peptidicas grandes
e complexas. Em virtude da gelatina ser derivada do colageno, ela tende a apresentar elevada
biocompatibilidade, principalmente porque suas moléculas assemelham-se aos componentes
existentes no corpo humano (KEENAN, 1998; MARIOD; ADAM, 2013; MARK, 2013).

Além disso, como toda proteina, a gelatina ndo ¢ uma substancia quimica individual
e sim um copolimero formado por aproximadamente 20 aminoacidos distintos que se unem
em sequéncia formando cadeias polipeptidicas de aproximadamente 1.050 aminoacidos por
cadeia. Em virtude da diversidade molecular, as proteinas apresentam grande potencial para
formacdo de diferentes ligagdes quimicas, dependendo da posi¢cdo, da natureza e da energia
aplicada (MARIOD; ADAM, 2013; MARK, 2013).

A Figura 1 apresenta a estrutura molecular representativa da gelatina, na qual se

podem ver os aminoacidos majoritarios da molécula.

Figura 1 — Representacgdo estrutural da gelatina. Adaptado de Ofori (1999).
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A gelatina ¢ uma substancia translicida, incolor e praticamente insipida e inodora,
além de ser uma proteina que, normalmente, ndo causa alergias. Pode-se afirmar, também,
que apresenta boas propriedades funcionais, baixo custo e ¢ abundante (HANANI, 2016). Este

polipeptideo pode ser hidrolisado por uma vasta gama de enzimas e produz os seus



19

aminoacidos constituintes ou componentes peptidicos. A auséncia de especificidade
enzimatica para hidrélise da gelatina ¢ um fator favoravel na biodegradacdo intencional deste
biopolimero. Sendo assim, e devido as suas propriedades, a gelatina pode ser considerada um
biopolimero biodegradavel, solivel em agua e que tem diversas possibilidades de aplicagdo
nas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética e fotografica (CHANDRA; RUSTGI,
1998; HANANI, 2016).

Na industria farmacéutica, seu uso comegou a ser registrado no inicio do século XIX
na produgao de céapsulas rigidas ou flexiveis, revestimento de comprimidos e encapsulamento
de compostos ativos, devido a capacidade de formacgao de filmes, caracteristicas adesivas e de
gelificagdo termorreversivel. Com a evolugdo das pesquisas, passou a ser aplicada também em
esponjas cirurgicas, pomadas, curativos, suplementos alimentares, emulsdes, entre outros. Na
industria cosmética, a gelatina tem sido empregada, principalmente, na produgdo de batons e
produtos para cabelo, mas também pode ser encontrada na composi¢do de cremes, logdes e
mascaras faciais. Na industria fotografica, esse material € utilizado desde 1871 para producao
de camadas e subcamadas de revestimento em produtos variados. A gelatina ¢ utilizada,
também, como revestimento das bolas utilizadas nos jogos de paintball por ser segura e
atoxica (HANANI, 2016; OFORI, 1999).

Considerando sua versatilidade, a gelatina pode exercer funcdes de gelatinizagdo,
emulsificacdo, ligagdes quimicas com agua ou outros compostos, além de favorecer a
formagao de filmes, uma vez que fornece elasticidade e modifica as caracteristicas reoldgicas
(HANANI, 2016; MARK, 2013). Além disso, as propriedades da gelatina dependem de
alguns fatores, como, por exemplo, o tipo de colageno e o processo utilizado para produzi-la,
sendo que isso leva a uma diferenga na composi¢cao dos aminodcidos e na sua massa molar, o
que afeta as suas propriedades (HANANI, 2016). Considera-se que as principais propriedades
da gelatina sdo a gelatinizagdo, solubilidade, carater anfotérico, caracteristicas reoldgicas,
estabilizador de coloides e intumescimento, sendo que essas propriedades estdo diretamente
relacionadas a origem da gelatina e a sua aplicacao e influenciam na formacao dos filmes a

base de gelatina.

2.1.1.1 Gelatinizagao

A principal caracteristica da gelatina ¢ a sua capacidade de formar géis termicamente

reversiveis em solucdes aquosas durante o resfriamento em temperaturas na faixa de 35 a

40 °C, porém essa propriedade ¢ perdida com a fervura continua. A gelatinizagdo deve-se ao



20

fendmeno que ocorre quando a solugdo aquosa de gelatina ¢ resfriada, pois durante o
resfriamento, as regides ricas em determinados aminoécidos proporcionam zonas de unido
para o estabelecimento de uma rede tridimensional do gel. A rigidez ou caracteristica
gelatinosa do gel depende da concentracao e da forca intrinseca da gelatina, pH, temperatura e

aditivos utilizados (GIRAUDIER et al., 2004; MARK, 2013).

2.1.1.2 Solubilidade

A gelatina possui natureza hidrofilica, isto ¢, possui afinidade com a dgua. Por isso,
solubiliza-se rapidamente em agua quente, contudo, ¢ relativamente insoltivel em agua fria. O
grau de solubilidade da gelatina depende de alguns fatores, como temperatura, concentragao e
tamanho das particulas, sendo que na maior parte das aplicagdes comerciais, a gelatina ¢
utilizada como uma solucdo. Além de ser soluvel em 4gua, ela também ¢ soluvel em solucdes
aquosas de alcoois poli hidricos, como o glicerol e o polipropileno glicol (GRAY, 1963;
MARK, 2013; TURI, 1997).

Basicamente, considera-se que a gelatina ¢ solivel em solventes organicos altamente
polares, como o acido acético, e praticamente insolivel em solventes organicos menos
polares, como acetona, etanol, éter, benzeno e outros solventes organicos apolares. Muitos
solventes organicos soluveis em agua sdo compativeis com a gelatina, mas interferem nas
suas propriedades de gelatinizacdo (BROWN, 1988; EARNEST, 1988).

E possivel utilizar alguns agentes, como sais de metais e aldeidos, visando a
modificagdo da solubilidade da gelatina. Por exemplo, o formol gera um aumento
consideravel na viscosidade, pois age nos grupos amina da cadeia molecular e os sais de
cromo agem nos grupos carboxilas, podendo tornar a gelatina totalmente insoluvel

(BRANDRUP; IMMERGUT; GRULKE, 1999; MARK, 2013).

2.1.1.3 Carater anfotérico

O carater anfotérico da gelatina ¢ a sua capacidade de se comportar como acido ou
base dependendo do meio em que se encontra. Essa propriedade ¢ devida aos grupos
funcionais dos aminoacidos que a compdem e dos grupos amina e carboxila terminais gerados
durante a hidrolise. Em decorréncia disso, em solugdo 4cida, a gelatina € positivamente
carregada e migra como um cation em um campo elétrico. Em solu¢do alcalina, a gelatina ¢

carregada negativamente e sofre migragao da mesma forma que um anion (MARK, 2013).
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Em virtude do seu carater anfotérico, em um determinado valor de pH, a gelatina
possui 0 mesmo numero de cargas positivas e de cargas negativas em sua molécula. Em
solucdes que ndo contém sais, o pH para o qual as cargas existentes na molécula estio em
equilibrio, se chama ponto iso-isdnico. J4 nas solugdes gelatinosas que contém sais ou outros
eletrolitos, o pH para o qual a carga na molécula ¢ zero e nenhum movimento ocorre em um

campo elétrico, se chama ponto isoelétrico (MARK, 2013).

2.1.1.4 Caracteristicas reologicas

A viscosidade das solugdes de gelatina depende, principalmente, da distribuicdo da
massa molar das suas moléculas. Contudo, ela pode ser afetada por diferentes fatores, como
concentracdo da gelatina, temperatura, pH, aditivos e impurezas. Em geral, a viscosidade das
solugdes de gelatina aumenta com o aumento da concentracdo de gelatina e com a diminui¢do
da temperatura. Pode-se dizer, também, que a adicdo de sais diminui a viscosidade das
solucdes de gelatina, sendo que este efeito ¢ mais evidente em solugdes com concentragdes
maiores (MARK, 2013; WANG; TETLEY; UCHEGBU, 2001).

A natureza macromolecular da gelatina faz com que o escoamento das solugdes, em
determinadas temperaturas e concentragdes, apresente propriedades reoldgicas newtonianas,
principalmente em solu¢des aquosas acima de 40 °C. Contudo, em temperaturas entre 30 e
40 °C observa-se comportamento ndo newtoniano, o que, provavelmente, se deve as ligagdes
de moléculas de gelatina para formar agregados (ERBACHER et al., 1999; HOWARD et al.,
2000; MARK, 2013).

A viscosidade das solugdes de gelatina influencia em outras propriedades, como o
ponto de fusdo e de solidificagdo. As gelatinas de alta viscosidade formam géis com maior
ponto de fusdo e solidificacio do que as gelatinas de menor viscosidade. Em geral, as
gelatinas obtidas por métodos alcalinos (tipo B) apresentam maior viscosidade do que aquelas

obtidas por tratamentos acidos (tipo A) (MARIOD; ADAM, 2013; MARK, 2013).

2.1.1.5 Estabilizador coloidal

A gelatina pode atuar como um estabilizante quando estd em solugdo. Em
decorréncia disso, ela pode impedir a formag¢do de aglomerados de cristais ou particulas
presentes, bem como impedir que as particulas em suspensdo decantem, auxiliando, assim, na

estabilizacao de uma suspensao coloidal ou particulada (DICKINSON, 2009; MARK, 2013).
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Resumidamente, o que acarreta esta estabilizagdo ¢ que as cadeias poliméricas
adsorvem particulas coloidais. Em concentragdes elevadas de polimero, as particulas coloidais
ficam cobertas com as cadeias poliméricas e os revestimentos resultantes impedem a

aproximacao das particulas, dificultando a aglomeragao (SALAMONE, 1998).

2.1.1.6 Intumescimento

A propriedade de intumescimento da gelatina ¢ dada pelo aumento de volume dos
seus granulos quando estes estdo em contato com um solvente, como a agua. Pode-se dizer
que esse processo € o que antecede a gelatinizacdo. Isso € justificado, pois, durante o
intumescimento, ocorre a quebra de determinadas ligagdes intra e intermoleculares,
favorecendo a solubilizacdo da gelatina e, consequentemente, a formacao de gel (NUNES,
2014).

Esta propriedade ¢, geralmente, afetada pelo pH e pela quantidade de eletrolitos
existentes no meio. A gelatina apresenta menor inchamento em seu pH isoelétrico e
intumescimento maximo em valores de pH distantes do ponto isoelétrico. O controle dessa
propriedade pode ser feito, quando necessario, escolhendo adequadamente os ions presentes
em solugdo, isto ¢é, utilizando anions, para pH abaixo do ponto isoelétrico, e cations para pH

acima do ponto isoelétrico (MARK, 2013).

2.1.2 Filmes de gelatina

A gelatina ¢ um dos biopolimeros que vem sendo explorado quando se visa a
substitui¢do dos polimeros provenientes de fontes ndo renovaveis e estd sendo utilizada para a
producdo de filmes para diversos fins (CHANDRA; RUSTGI, 1998; LIU et al., 2016).

Filmes de gelatina sdo preparados a partir da dissolugdo de gelatina em agua,
geralmente aquecida, seguido de moldagem do filme através da disposicao da solugdo em
placas ou tabuleiros e, finalmente, a secagem. Geralmente, ha investigacdo de propriedades
mecanicas, de barreira e de umidade dos filmes preparados a base de gelatina. Contudo, vale
ressaltar que as propriedades consideradas mais importantes para este tipo de filme sdo a
absor¢ao de agua, a perda de dgua em func¢do do tempo, as propriedades mecanicas, térmicas
e de barreira que se referem a permeabilidade ao vapor d’agua, ao oxigé€nio e a outros gases

que podem permear através filme (SHUBHRA, 2013).
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Quando filmes de gelatina sdo utilizados como revestimentos, ha algumas
desvantagens no que diz respeito a sua permeabilidade e resisténcia mecanica. Contudo, os
filmes produzidos com gelatina costumam apresentar boas propriedades de barreira ao
oxigénio e resisténcia mecanica satisfatoria em baixos ou médios niveis de umidade relativa
(umidades menores do que 65 %), embora essas propriedades se tornem problematicas em
altos niveis de umidade, devido a natureza hidrofilica da gelatina (ARVANITOYANNIS;
NAKAYAMA; AIBA, 1998; KROCHTA; BALDWIN; NISPEROS-CARRIEDO, 1994).

Visando a melhoria das propriedades dos filmes de gelatina, sugere-se a adi¢dao de
plastificantes, como glicerol e sorbitol. Ao utilizar essas substincias ocorre um aumento na
flexibilidade, os filmes formados se tornam menos quebradicos e com propriedades
mecanicas melhores (ANDREUCCETTI; CARVALHO; GROSSO, 2009; VANIN et al.,
2005). Outra possibilidade ¢ o uso de compostos fendlicos naturais ou algumas enzimas,
como, por exemplo, a transglutaminase, como agente reticulante, objetivando a melhoria das
propriedades térmicas e mecanicas (ALVES et al., 2011; BIGI et al., 2001; CAO; YANG;
FU, 2009; MARTUCCI; ACCAREDDU; RUSECKAITE, 2012; MARTUCCI;
RUSECKAITE; VAZQUEZ, 2006).

Em suma, a melhor estratégia para reforcar as propriedades dos filmes de gelatina
consiste em modificar a natureza hidrofilica do polimero, o que pode ser feito com o uso de
agentes plastificantes ou reticulantes. Além disso, podem ser aplicados processos como
laminacgdo e fabricacdo de filmes com camadas multiplas de forma a promover a melhoria da

resisténcia mecanica, quando necessario (LIU et al., 2016).

2.1.3 Plastificantes

Sothornvit e Krochta (2005) apresentaram uma lista de diferentes plastificantes que
sao comumente utilizados em biopolimeros, tais como propilenoglicol, sorbitol, glicerol,
polietilenoglicol de diversas massas molares, sacarose, agua, glicose, entre outros. Esses
plastificantes contém ntimeros diferentes de grupos hidroxila, portanto, ao utiliza-los pode-se
produzir uma vasta gama de biopolimeros plastificados com diferentes aditivos. Os
plastificantes mais utilizados na producdo de filmes a base de gelatina sdo o sorbitol e o
glicerol (HAN, 2005).

Os plastificantes sdo utilizados como aditivos em polimeros que ndo sdo
suficientemente ducteis ou flexiveis para a aplicacdo em que serdo utilizados. A plastifica¢do

pode modificar as propriedades térmicas, mecanicas e de barreira, sendo que, em geral, os
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plastificantes produzem fluidez, tornando possivel diminuir as temperaturas de processamento
dos polimeros. Além disso, os plastificantes reduzem as forcas intermoleculares ao longo das
cadeias poliméricas, aumentando o volume de vazios € os movimentos das cadeias (HAN,
2005; IMMERGUT; MARK, 1965).

A adicdo de plastificantes diminui a viscosidade do polimero na fusdo, o seu médulo
de elasticidade e a temperatura de transicdo vitrea (Tg). Sabe-se que plastificantes com
moléculas relativamente pequenas sdo mais eficientes para a diminuicao da Tg, além disso, as
diferencas na propriedade higroscopica dos plastificantes afeta de forma desigual a
temperatura de transi¢do vitrea do polimero. Um exemplo disto ¢ o sorbitol, que ¢ menos
higroscopico do que o glicerol e, portanto, exibe uma plastificagdo menos eficiente do que
este (HAN, 2005; SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005).

De acordo com Immergut e Mark (1965) ha dois tipos de mecanismos de
plastificagdo: interno e externo. Quando um polimero ¢ modificado quimicamente ou um
novo polimero ¢ sintetizado por copolimerizagdo, o processo consiste em uma plastificacao
interna. Os polimeros produzidos por este mecanismo de plastificacdo t€ém uma temperatura
de transi¢do vitrea e um moddulo de elasticidade mais baixos do que os polimeros originais a
partir dos quais foram desenvolvidos. Por outro lado, quando a adi¢do de plastificantes ndo
resulta em ligacdes quimicas, o processo ¢ de plastificacdo externa. Nesse caso, o que
acontece ¢ uma interagdo do plastificante com o polimero, criando vazios entre as moléculas
da estrutura. As vantagens de usar esse modo de plastificagdo consistem na variedade de
possibilidades de escolha de plastificantes e no baixo custo dos mesmos (BANKER, 1967;
HAN, 2005; SEARS; DARBY, 1982; SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005).

O glicerol, também conhecido comercialmente como glicerina, ¢ um composto
organico tri-alcool, com trés carbonos que, segundo a nomenclatura oficial da International
Union of Pure Applied Chemistry (IUPAC), se chama 1,2,3-propanotriol. A presenca dos trés
grupos hidroxila na estrutura do glicerol, possivelmente, ¢ responsavel pela sua solubilidade
em 4gua e pela natureza higroscopica deste composto (BEATRIZ; ARAUJO; LIMA, 2011).

De acordo com Lide (1998), o glicerol ¢ um composto quimico de massa molar

3

92,09 g gmol!, massa especifica de 1,26 gcm™ e viscosidade de 1,5 Pas, sua formula

quimica ¢ C3HgOs e a sua estrutura molecular ¢ demonstrada na Figura 2.



25

Figura 2 — Estrutura quimica do glicerol (HAN, 2005).

HO/\]/\OH

OH

O glicerol foi preparado pela primeira vez em 1779, pelo quimico sueco Carl W.
Scheele através do aquecimento de 6leo de oliva com litargirio (6xido de chumbo). Depois da
lavagem do composto obtido com dgua, Scheele obteve uma solugdo adocicada, que apos a
evaporagdo da dgua resultou em um liquido pesado e viscoso. Em 1846, o quimico italiano
Ascanio Sobrero produziu a nitroglicerina e, em 1867, Alfred Nobel absorveu-a em diatomita,
tornando seguro o seu manuseio como dinamite (KATHA, 1999).

Estas descobertas ocasionaram um aumento na demanda de glicerol e, em virtude
desse aumento, em 1870 desenvolveu-se um método para recuperacdo da glicerina e do sal
das lixivias de sabdo, que permitiu satisfazer, em parte, a demanda de glicerina. Com o
avango das pesquisas, a partir dos anos 1950 o glicerol passou a ser produzido sinteticamente
a partir de matérias-primas petroquimicas (LIDE, 1998).

Atualmente, a principal fonte de geragcdo de glicerol ¢ a industria do biodiesel, na
qual o glicerol ¢ subproduto da reagdo de transesterificacao de triglicerideos com um alcool
na presenca de catalisadores homogéneos ou heterogéneos (KNOTHE et al., 2006). Com o
avanco do Programa Nacional do Biodiesel, em 2012, a geragdo de glicerol atingiu cerca de
260 mil toneladas apenas como subproduto do biodiesel, volume que ¢ aproximadamente oito
vezes superior a demanda deste composto (estimada em cerca de 40 mil toneladas), dai a
importancia de se destinar o glicerol para as mais variadas aplicagdes (VASCONCELOS,
2012).

2.2 FILMES ATIVOS

Materiais ou objetos ativos sdo aqueles destinados a prolongar a vida util ou
manter/melhorar as condigdes de produtos embalados. Esse tipo de material ¢ desenvolvido de
forma a incorporar componentes que liberam ou absorvem determinadas substancias do
produto ou da atmosfera em torno do mesmo, visando sua melhor conservacdo (EUROPEAN
COMMISSION, 2009).

Os filmes com propriedades antimicrobianas, que caracterizam um tipo de filme

ativo, sao amplamente utilizados na industria alimenticia como embalagens. Nesse contexto,
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uma embalagem ativa ¢ um tipo de embalagem que, além de atuar como barreira protetora,
pode absorver substancias quimicas liberadas pelo alimento ou presentes na atmosfera em
torno da embalagem e pode, também, liberar substancias para o alimento ou o ambiente que o
circunda, tais como conservantes, antioxidantes, aromas, entre outros (AZEREDO; FARIA;
AZEREDO, 2000; EUROPEAN COMMISSION, 2009; ROONEY, 1995). Contudo, na
industria farmacéutica também sdo utilizados filmes ativos, conforme exposto no item a

seguir.

2.2.1 Filmes ativos como curativos

Na industria farmacéutica se encontra uma classificagdo que divide os filmes
curativos em trés tipos principais, relacionado as suas propriedades ativas (PAUL; SHARMA,
2004; ROMANO et al., 2015):

a) curativos passivos — apenas cobrem a ferida, ndo auxiliam na cicatrizagao;

b) curativos interativos — contribuem para a cicatrizagdo impedindo a passagem de
bactérias e permitindo a passagem apenas de oxigénio e vapor de agua;

c) curativos ativos — fornecem agentes antimicrobianos ou farmacos que contribuem
para o processo de cicatrizagao dos ferimentos.

De forma a estruturar os curativos, o uso de outros aparatos faz-se necessario. O
material mais comumente utilizado ¢ a gaze fibrosa, um curativo passivo largamente
empregado devido a sua pronta disponibilidade e baixo custo. No entanto, existem materiais
alternativos mais recentes e tecnologicamente avangados para substituir a gaze, como
espumas, hidrogéis e alguns polimeros. A utilizagcdo de hidrogéis tem sido explorada, porque
a maioria ¢ macio, flexivel, adapta-se a area da ferida, ¢ biocompativel e permedvel ao vapor
de 4dgua e aos metabdlitos. Além disso, quando utilizados para essa finalidade, eles podem
absorver o exsudato liberado pelo ferimento, a0 mesmo tempo em que permitem o acesso de
oxigénio ao local da ferida, acelerando a cicatrizacdo. Nesse contexto, a gelatina também
pode ser utilizada para este fim, pois fornece as propriedades de interesse para o
desenvolvimento de curativos e, por meio da adicdo de algum agente antimicrobiano, os
filmes formulados a base de gelatina podem se tornar filmes ativos. (HESS, 2012; LU et al.,
2010; MARK, 2013).

Comercialmente, existem alguns curativos que realizam a liberagdo prolongada de
prata, mas esses produtos variam consideravelmente em termos de tecnologia, teor de prata,

padrdes de liberagdo do ion Ag" e recomendag¢do para aplica¢do clinica. Em alguns casos, 0s
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fluidos liberados pelo ferimento desencadeiam a liberagdo dos ions prata para agdo
antimicrobiana ou para absor¢do no tecido da ferida, mas o ideal ¢ que a liberacdo dos ions
prata seja mantida durante o periodo de vida esperado para o curativo. Trés formas principais
de curativo com agdo antimicrobiana sdo comercialmente disponibilizadas (LANSDOWN,
2006; LANSDOWN et al., 2005; LANSDOWN; WILLIAMS, 2004):

a) curativos que liberam altos niveis de ions prata, visando a rapida agdo
antimicrobiana;

b) curativos que absorvem o exsudato liberado pelo ferimento e liberam os ions
prata;

c) curativos que liberam sulfadiazina de prata sobre o ferimento.

Alguns curativos ativos fazem uso das caracteristicas citadas em a ¢ em b, mas
liberam mais prata do que € considerado necessario para uma acgao antimicrobiana adequada,
que fica entre 10 e 40 ppm de Ag’, isto porque o teor de prata dos curativos comercialmente
disponiveis, em geral, varia de 10 até mais de 100 mg por 100 cm?. Alguns curativos exercem
a liberagdo de ions prata que estdo incorporados em materiais como hidrocoldides, tecidos
sintéticos ou fibras organicas. Nesse caso, 0s ions prata proporcionam a atividade
antimicrobiana e os demais materiais servem para absorver exsudatos, odores e residuos do
ferimento. Em todos os casos, os materiais selecionados para compor o curativo devem ser de
baixa toxicidade e contribuir para a cicatrizagdo do ferimento (ENOCH; HARDING, 2003;
LANSDOWN, 2006; LANSDOWN; WILLIAMS, 2004).

Além do mais, os curativos antimicrobianos se caracterizam por serem produtos que
fornecem tratamentos topicos para feridas, portanto eles devem, preferencialmente, incluir em
sua composicdo compostos que possam agir como antimicrobianos. Desta forma, além de
auxiliar na cicatrizagdo dos ferimentos, os curativos ativos impedem que os microrganismos
que habitam a pele humana atuem como patdgenos ao entrar em contato com a ferida (HESS,
2012).

A pele humana ¢ habitada por um conjunto de microrganismos que pode ser dividido
em microbiota residente ou microbiota temporaria. A microbiota residente ¢ o conjunto de
microrganismos que colonizam a pele humana e que ndo causam doencgas em condi¢des
normais, mas que podem se comportar como patdgenos oportunistas em situagdes adversas.
Por outro lado, a microbiota transitoria ¢ composta por microrganismos que podem, ou nao,
possuir potencial patogénico e que sdo encontrados ocasionalmente na superficie da pele,

permanecendo 14 por horas, dias ou semanas, mas ndo permanentemente (MACHADO, 2012).
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Dentre os microrganismos comumente presentes na pele destacam-se as bactérias dos
géneros Staphylococcus, Micrococcus, Propionibacterium, Corynebacterium e Streptococcus
e fungos dos géneros Malassezia e Pityrosporum. Entretanto, muitos autores afirmam que o
Staphylococcus aureus ¢ uma das bactérias encontradas com maior frequéncia em infecc¢oes
de queimaduras, tornando-se uma das bactérias colonizadoras mais comuns neste tipo de
ferimento. Isso é decorrente da bactéria estar presente naturalmente na pele do ser humano, o
que a torna carreador do microrganismo e, também, porque pode ocorrer contaminagao por S.
aureus proveniente de outras fontes, como o ambiente hospitalar, os profissionais da saude,
solucdes de sulfadiazina de prata e tanques de hidroterapia, por exemplo (ATOYEBI;
SOWEMIMO; ODUGBEMI, 1992; DE MACEDO; ROSA; CASTRO, 2003; MACEDO;
SANTOS, 2005; MACHADO, 2012; SONG et al., 2001).

O Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria aerdbia gram-positiva que pertence ao
género Staphylococcus. Este género possui aproximadamente 33 espécies, sendo que 17 delas
podem ser isoladas de amostras biologicas humanas. Dessa forma, o S. aureus foi selecionado
para os experimentos feitos neste estudo justamente por ser muito comum e estar presente em
grande concentragdo na microbiota da pele humana normal. Em geral, esse microrganismo
pode ser encontrado nas fossas nasais ou na pele de recém-nascidos, criangas e adultos e, a
partir disso, alcangar outras regides da pele e das mucosas. Por isso, quando a pele e as
mucosas estdo comprometidas por um ferimento ou cirurgia, o S. aureus pode se alojar no
tecido e provocar lesdes. Isto significa que, mesmo sendo um microrganismo residente na pele
humana, ele estd relacionado com diversas infecgdes em seres humanos (CASSETTARI;
STRABELLI; MEDEIROS, 2005; ROBERTS; CHAMBERS, 2005; SANTOS et al., 2007;
VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

2.2.2 Agentes antimicrobianos

Alguns metais pesados podem agir como antimicrobianos na forma de sais, 6xidos
ou coloides. Esses compostos podem ser incorporados a um filme polimérico de forma a
conferir propriedades antimicrobianas ao mesmo. Os metais e Oxidos metalicos mais
comumente utilizados para essa finalidade sao a prata (Ag), ouro (Au), 6xido de zinco (ZnO),
dioxido de silicio (Si02), didxido de titanio (TiO2), 6xido de aluminio (Al2O3) e 6xidos de

ferro (Fe2Os3 e Fe304). Alguns extratos naturais, 6leos essenciais, acidos organicos fracos e
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tipos especificos de enzimas (chamadas de bacteriocinas'), entre outros, também podem agir
como antimicrobianos (CORRALES; FERNANDEZ; HAN, 2013).

Sendo o foco deste trabalho a utilizagdo de prata i6nica como agente antimicrobiano,
destaca-se que os ions prata sdo considerados bons antimicrobianos, pois conseguem atacar
um grande numero de bactérias e fungos. Os ions prata sdo considerados agentes
antimicrobianos de amplo espectro, pois possuem pouca especificidade de géneros de
microrganismos e sao eficazes contra bactérias, leveduras e fungos, indistintamente. Isto
indica que a agdo antimicrobiana exercida pelos ions Ag" sobre os microrganismos atingem
componentes ou fun¢des que diversos microrganismos t€ém em comum (BRODY;
STRUPINSKY; KLINE, 2001; NORDBERG et al., 2011).

Os ions prata possuem propriedades biocidas em longo prazo e apresentam baixa
toxicidade para células eucaritdticas. Acredita-se que a prata pode interferir na fungdo
metabolica, sistemas respiratorio, de transporte de elétrons e de transferéncia de massa entre
as membranas celulares dos microrganismos. Pode, também, ocasionar inativagdo de
proteinas, enzimas e DNA, decorrente da ligagdo do Ag" a grupos contendo fésforo ou
enxofre, além de causar danos a membrana celular e mitocondria e gerar moléculas reativas
de oxigénio e radicais livres (CHOI et al., 2008; CORRALES; FERNANDEZ; HAN, 2013;
NORDBERG et al., 2011; RAL; YADAV; GADE, 2009; SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004).

O processo que rege a atividade antimicrobiana dos ions prata, possivelmente, ocorre
pela adsor¢dao dos ions na superficie das células microbianas, seguido de incorporacdo as
células por transporte ativo, o que inibe uma gama de enzimas metabdlicas. Da mesma forma
que os ions Ag' reagem com proteinas, ¢ possivel que reajam, também, com proteinas
enzimaticas diferentes apos incorporagdo nas células microbianas. Isto causa inibigdo dos
processos metabolicos necessarios para sustentar a vida do microrganismo (BRODY;
STRUPINSKY; KLINE, 2001).

Entre os fons metalicos utilizados como agentes antimicrobianos, o ion Ag" ¢ o que
possui a maior atividade antimicrobiana. Considera-se que a acdo ¢ notavel mesmo em
concentragdes na faixa de 0,02 a 0,05 ppm de Ag". Contudo, a prata metalica ndo libera ions
facilmente, fazendo com que a atividade antimicrobiana ndo seja tdo evidente nessa
conformagdo. Entretanto, essa caracteristica a torna um metal seguro e relativamente inerte,
podendo ser usada em utensilios para contato humano direto (ATIYEH et al., 2007; BRODY;
STRUPINSKY; KLINE, 2001).

! Proteinas com atividade antimicrobiana produzidas por bactérias laticas.
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Por outro lado, como precursor da liberacao de ions prata, o sal mais comumente
utilizado ¢ o nitrato de prata (AgNO3), porque esse composto forma ions prata facilmente
quando diluido em solugdo aquosa. Mesmo em concentragdes mais baixas do que a do
microrganismo, o ion Ag" obtido a partir deste sal provoca desnatura¢do da proteina. Como
consequéncia, o nitrato de prata tem um historico de utilizagdo como antisséptico até mesmo
em ambientes hospitalares (BRODY; STRUPINSKY; KLINE, 2001).

A utilizacdo de plataformas de liberacdo dos agentes antimicrobianos se torna
interessante, pois visa aumentar o tempo de efeito destes agentes, propiciando uma liberagao
controlada dos mesmos (BARBOSA et al., 2016). As zedlitas sdo elencadas como um bom
sistema de liberagdo de farmacos e outros compostos, pois possuem propriedades, como

elevada capacidade de adsor¢ao e troca idnica, que favorecem essa aplicagao.

2.2.3 Zeolitas

No ano de 1756, o mineralogista sueco Baron Alex Frederick Cronstedt identificou
um novo grupo de minerais, que nomeou como zeolitas unindo duas palavras gregas, zein e
lithos que significam “pedra que ferve”. A nomeacdo foi decorrente do material ter
borbulhado e liberado grande quantidade de vapor ao ser rapidamente aquecido (KOGEL et
al., 2006; CRONSTEDT, 1756 apud BOGDANOYV et al., 2009).

A partir do ano 1950, descobriu-se que as zedlitas sdo os maiores componentes de
um vasto numero de rochas vulcanicas, sendo encontradas diversas ocorréncias em diferentes
paises. Presume-se que zeodlitas naturais tenham sido formadas a partir de reagdes quimicas
entre cinzas vulcanicas e dgua alcalina, que ocorreram ao longo de milhares de anos, ou que
tenham se desenvolvido a partir da precipitacdo de fluidos, devido a fendmenos hidrotermais.
As condigdes de temperatura, pressdo e atividade das espécies iOnicas sdo fatores
determinantes na formagdo de diferentes espécies de zeodlitas (BOGDANOV et al., 2009;
LUZ, 1995).

Com a evolugdo das pesquisas, comecou a se desenvolver a sintese de zedlitas em
laboratorio, visando a melhoria das propriedades em relacdo aquelas existentes nas zeolitas
naturais (FERRET, 2004). Existem basicamente dois procedimentos: o método alcalino
hidrotérmico, que se assemelha ao processo pelo qual as zeolitas naturais sao formadas, e o
processo de cristalizagdo a partir de hidrogel aluminossilicatado. O primeiro método utiliza

como fontes de Si e Al aluminossilicatos amorfos sélidos, como caulim, cinzas provenientes
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da combustdo de carvao, argilas, entre outros. O segundo método emprega solugdes
supersaturadas de aluminatos e silicatos (FERRET, 2004; LUZ, 1995).

As zedlitas foram consideradas um grupo diferenciado de minerais, sendo que mais
de 50 tipos de zeolitas naturais foram descobertos e cerca de 100 tipos sdo sintetizados em
laboratério. Dentre as zeodlitas naturais, os tipos conhecidos por analcima, chabazita,
clinoptilolita, heulandita, natrolita e phillipsita foram encontrados em depdsitos
consideravelmente grandes. A exploragdo destes depdsitos cresceu devido ao baixo custo de
lavra das reservas e ao potencial economico de utilizacao das zedlitas. Entretanto, embora as
primeiras zedlitas tenham sido descobertas no século XVIII, até a metade do século XX sua
ocorréncia em rochas sedimentares, seu potencial economico e as vastas possibilidades de
utilizacdo nao foram reconhecidos (BOGDANOYV et al., 2009; KOGEL et al., 2006; LUZ,
1995; MUMPTON, 1999).

A vasta gama de possibilidades de utilizacdo das zeoélitas estd relacionada as suas
propriedades, principalmente capacidade de troca cationica, adsor¢cdo e peneira molecular,

capacidade catalitica e desidratacao e reidratagio (MUMPTON, 1999).
2.2.3.1 Propriedades das zedlitas

As zedlitas s3o aluminossilicatos porosos, estruturados em redes cristalinas
tridimensionais e formados por estruturas tetraédricas compostas por moléculas do tipo TOs4,
em que T pode ser silicio (Si) ou aluminio (Al). Conforme pode ser observado na Figura 3, os
atomos de oxigénio unem uma estrutura tetraédrica a outra em seus vértices. Os tetraedros
existentes nas zeolitas sdo ligados entre si de modo a formar cadeias que se conectam por
aberturas de poros de tamanhos diferentes, caracteristica que justifica a elevada porosidade
das zeoélitas. Normalmente, o tamanho dos poros destes minerais varia de 0,3 a 1 nm

(AUERBACH; CARRADO; DUTTA, 2003; LUZ, 1995; SZOSTAK, 1998).

Figura 3 — Esquema estrutural da zeolita, onde X" representa o cation extraestrutural (PETKOWICZ,
2009).
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1" nesta

Quando ocorre a substituicdo de um 4dtomo de Si** por um atomo de A
estrutura, acontece um desequilibrio que a deixa negativamente carregada. De forma a
compensar a carga gerada, faz-se necessaria a presenca de cations extraestruturais, que sao
ions permutaveis, comumente do grupo I ou II da tabela periodica ou cations organicos. Essa
caracteristica atribui as zeoélitas propriedades de troca idnica, devido a possibilidade de
substitui¢do dos seus ions (AUERBACH; CARRADO; DUTTA, 2003; LUZ, 1995).

Além da capacidade de troca idnica, as zedlitas também sdo capazes de absorver e
expelir agua de forma reversivel, sem alterar a sua estrutura. Isso ocorre porque as cavidades
presentes na estrutura desses materiais permitem a passagem de moléculas de agua, que
formam esferas de hidratacdo em torno dos cations trocaveis. Quando ocorre a remogao
dessas moléculas de agua por aquecimento, outras moléculas menores conseguem passar
livremente pelas cavidades da estrutura, enquanto que as moléculas maiores sdo excluidas.
Dai a denominagdo da propriedade de peneira molecular das zedlitas cristalinas. Ainda, sabe-

se que as zedlitas adsorvem moléculas polares com alta seletividade (MUMPTON, 1999).

2.2.3.2 Clinoptilolita

Dentre as zedlitas naturais, a clinoptilolita €, provavelmente, a mais abundante e
também uma das zeolitas naturais mais comuns, sendo encontrada principalmente em rochas
sedimentares de origem vulcanica. Essas rochas contém em média entre 60 e 90 % de zeolita
e o percentual restante normalmente ¢ composto por feldspatos, argila, vidro e quartzo
(ARMBRUSTER, 2001; BRECK, 1984).

A zeolita clinoptilolita ¢ muito util, podendo ser utilizada em diversas aplicagoes,
como, por exemplo, peneira molecular, aditivo alimentar em ra¢des animais, produtos de
higiene animal, fertilizantes, absorvedor de gases e odores e materiais de construgdo. A
diversidade de aplicagdes em que essa zeolita pode ser utilizada se deve as suas
caracteristicas, principalmente alta porosidade, alta resisténcia em temperaturas extremas e
estrutura quimicamente neutra. Ainda, pode-se considerar que o alto nivel de absorcdo, a
capacidade de troca idnica, a capacidade catalitica e a atividade de desidratagdo tornam a
clinoptilolita facilmente utilizavel em diversos processos (ARMBRUSTER, 2001; POLAT et
al., 2004).

A formula simplificada que representa a célula unitaria da zeolita clinoptilolita ¢
dada por (Na, K, Cao,s5, Mgo,5)6S130Al6072-:20H20. Esta zedlita possui um volume de vazios de

aproximadamente 34 %, determinado através do teor de 4gua existente na zeolita, e o tamanho
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dos seus poros ¢ estimado na faixa de 3,9 a 5,4 A, o que a classifica como uma zeolita
mesoporosa. A estrutura tetraédrica da zeolita clinoptilolita, representada na Figura 4, ¢é
composta por séries de mesma topologia e estrutura da zedlita heulandita, diferindo desta
outra apenas pela relacdo Si/Al que, na clinoptilolita, ¢ maior ou igual a quatro

(ARMBRUSTER, 2001; MUMPTON, 1999).

Pela analise da Figura 4, pode-se observar que o cristal contém trés conjuntos de
canais de interse¢do localizados no plano cristalografico (010). Os canais A e B s3o paralelos
ao eixo ¢, sendo que os canais A sdo formados por anéis de dez membros fortemente
comprimidos (abertura de 3,0 x 7,6 A) e os canais B estdo formados por anéis de oito

membros (abertura de 3,3 x 4,6 A) (ARMBRUSTER, 2001).

2.2.3.3 Zeolitas modificadas

A estrutura porosa das zeolitas ¢ composta por canais e cavidades de dimensoes
moleculares nas quais se encontram ions de compensagdo, moléculas de agua ou outros
adsorvatos e sais. Desta forma, a superficie interna desses aluminossilicatos ¢ muito maior do
que a superficie externa. Esse fator contribui para a transferéncia de matéria entre os espagos
intracristalinos, porém essa transferéncia ¢ limitada pelo diametro dos poros das zedlitas.
Sendo assim, apenas moléculas cujas dimensdes sejam inferiores a um valor critico podem
entrar ou sair do espago intracristalino, que varia de uma zeo6lita para outra e corresponde ao

tamanho dos poros dessa zeolita (LUZ, 1995).
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As zedlitas podem ser modificadas com diferentes compostos para diversas
finalidades: aumentar a capacidade de troca cationica e adsor¢do, visando a remocao de
poluentes de efluentes liquidos ou gasosos; atrair diferentes classes de compostos (como
anions, cations e moléculas organicas) de efluentes liquidos, quando modificada com
surfactantes; atuar como catalisador, quando modificada com ferro, por exemplo; e atuar
como agente antimicrobiano, quando modificada com prata, por exemplo; entre outras
possibilidades (ARMBRUSTER, 2001; BARBOSA et al., 2016; BOSCHETTO, 2009; LIU et
al., 2015; MAGDALENA, 2015; NINAN et al., 2014; TRINH; KIM; MOK, 2016).

Em decorréncia da capacidade de troca cationica das zeolitas, alguns ions que se
encontram originalmente na sua estrutura, como o sédio, podem ser substituidos por outros
ions metalicos. No caso do ion prata, o Ag" pode efetivamente substituir o ion Na" para
formar o que ¢ chamado de Ag-zedlita ou zeolita-Ag, zeolita com alguns dos ions originais
substituidos por ions prata. Na fabricacdo de Ag-zedlita, normalmente ¢ utilizada uma zeolita
sintética, porém esse processo também pode ser realizado em zedlitas naturais (BRODY;
STRUPINSKY; KLINE, 2001).

A facilidade de troca de ions presentes originalmente na zeolita por ions prata pode
ser explicada pela polaridade elevada desses ions. A carga eletrostatica da estrutura da zeodlita
¢ capaz de polarizar os ions prata, de modo que estes se transformam em dipolos e direcionam
sua carga positiva para a extremidade carregada da estrutura. Por outro lado, o processo de
liberagdo do ion prata do material zeolitico ¢ composto por trés etapas: a difusdo da dgua no
composto, a reagdo entre as moléculas de prata e d4gua, formando ions prata, e a migra¢do dos
ions prata através do composto que rege a liberacdo do agente ao meio de interesse
(MATSUMURA et al., 2003; PEHLIVAN et al., 2005; RADHESHKUMAR; MUNSTEDT,
2006).

Quando a modificagdo das zedlitas com ions prata ¢ feita visando a transformagao da
zeolita em um material com acdo antimicrobiana, se torna interessante compreender que a
liberacao de ions prata da Ag-zeolita nao € observada em agua pura, mas sim em meios que
contém outros ions, necessarios para a realizacdo da troca idnica. Os ions prata liberados no
meio podem reagir com compostos de enxofre ou outros componentes ativos, formando
substancias inertes e fazendo com que apenas uma parte do Ag" liberado demonstre atividade
antimicrobiana. Dessa forma, quanto maior for a substituicdo de ions originais da zedlita por
ions prata, maior serd sua atividade antimicrobiana (BRODY; STRUPINSKY; KLINE, 2001).
Além disso, as zeolitas modificadas com prata sdo constantemente utilizadas como aditivos

em polimeros como polietileno, polipropileno e nylon, por exemplo, visando, principalmente,
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a inser¢ao de um agente antimicrobiano (BARBOSA et al., 2016; BOSCHETTO et al., 2012;
FERNANDEZ et al., 2010; PEHLIVAN et al., 2005).

Como a agdo antimicrobiana ¢ decorrente da presenga de ions prata na estrutura da
zeolita e nao da zedlita propriamente dita, esta mantém sua atividade antimicrobiana apenas
enquanto ainda retém ions Ag" em sua estrutura. Isto significa que a partir do momento que
todos os ions prata sdo eluidos da estrutura da zeolita, ela deixa de apresentar atividade

antimicrobiana (BRODY; STRUPINSKY; KLINE, 2001).

2.3 CONSIDERACOES SOBRE A REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secao foi apresentada uma revisao bibliografica sobre biopolimeros e filmes
ativos, aprofundando a fundamentagdo teodrica acerca dos materiais selecionados para serem
utilizados no desenvolvimento deste trabalho. Durante a pesquisa, constatou-se a importancia
de reduzir o uso de polimeros provenientes de fontes ndo renovaveis e uma das alternativas ¢
a substituicdo dos mesmos por biopolimeros. Dentre estes, a gelatina se mostra promissora
para ser empregada em aplicagdes na industria farmacéutica como curativos, por ser
biocompativel e possuir caracteristicas favoraveis a formagao de filmes.

Além disso, verificou-se a forma como os filmes ativos agem, principalmente quando
contém um agente antimicrobiano e quando sdo aplicados como curativos, e as vantagens de
utilizé-los, em comparagdo com os filmes passivos. Percebeu-se que os biopolimeros mais
utilizados para o desenvolvimento de filmes em outros estudos foram o amido, a quitosana e o
poli (&cido latico), contudo, alguns estudos reportam a utilizagdo de gelatina para o
desenvolvimento de scaffolds e de embalagens.

Verificou-se, também, que ha diversos relatos da utilizagdo de zedlitas modificadas
para os mais variados fins. A incorporagdo de diferentes tipos de zeolitas impregnadas com
prata em filmes poliméricos, seja para aplicacdes médicas ou para embalagens, ¢ bastante
explorada. Assim, neste trabalho, decidiu-se utilizar uma zeoélita natural comercial que
apresenta propriedades interessantes para diversas aplicagdes, sendo pouco utilizada para
producdo de filmes.

De acordo com a literatura, foram obtidos resultados satisfatérios em se tratando de
propriedades antimicrobianas e curativas conferidas aos filmes em decorréncia da adi¢cao de
ions prata. Além disso, tendo em vista que s@o utilizados medicamentos e curativos a base de

prata e que os ions deste metal sdo considerados bons agentes antimicrobianos, a modificacdo
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de uma zedlita com ions Ag" e sua incorporagdo em filmes poliméricos resulta em um
tratamento alternativo para feridas cronicas e queimaduras.

Dessa forma, ao se utilizar a gelatina no desenvolvimento deste trabalho, ¢ utilizado
um biopolimero biocompativel que, além de contribuir para a reducao do impacto ambiental,
provavelmente tera seu valor agregado aumentado ap6s a produgdo dos filmes. Considera-se,
também, que os filmes a base de gelatina contendo zedlita clinoptilolita impregnada com ions
prata representam uma aplicacdo médica em potencial, visto que podem ser utilizados para

tratamento de alguns tipos de ferimentos.
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7

3 MATERIAIS E METODOS

Esta se¢do tem como objetivo apresentar a metodologia utilizada na realiza¢ao deste

tos utilizados, além do detalhamento

J4

écnicas e equipamen

trabalho, descrevendo os materiais, t

A secdao foi dividida em quatro etapas,

dos procedimentos experimentais adotados.

demonstradas na Figura 5, para melhor entendimento da sequéncia adotada para o

desenvolvimento deste trabalho.

Figura 5 — Fluxograma que representa as etapas do trabalho.
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3.1 ETAPA 1 — FILMES DE GELATINA E GLICEROL

A primeira etapa deste trabalho contempla a caracterizagdao da gelatina utilizada para

desenvolvimento dos filmes e a producdo e caracterizagao dos filmes de gelatina e glicerol.

3.1.1 Caracterizacio da gelatina

A gelatina em p6 (Merck Millipore, DE) utilizada neste trabalho ¢ proveniente de
pele suina e pode ser considerada como gelatina do tipo A, visto que ¢ obtida por meio de
tratamento acido em pH 2,5 (RIETH, 2016). Este material foi avaliado em termos da analise

quimica estrutural e de analises térmicas.

3.1.1.1 Analise quimica estrutural

A gelatina em po6 foi caracterizada através do ensaio de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy —
FTIR). O espectro foi obtido em espectrofotometro de absor¢cdo molecular na regido do
infravermelho médio por transformada de Fourier MIR-FTIR Frontier (Perkin Elmer, US) da
Central Analitica do Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS. Foi utilizado o modo
de analise UATR e os espectros foram coletados em transmitancia, com varredura de 32 scans

e resolucdo de 4 cm™'.

3.1.1.2 Analises térmicas

As andlises térmicas realizadas foram a termogravimetria e a calorimetria
exploratoria diferencial, com o objetivo de verificar o comportamento do polimero sob agao
da temperatura, bem como para averiguar a faixa de temperaturas que ele pode ser submetido

sem sofrer degradagdo.
3.1.1.2.1 Andlise termogravimétrica
A andlise termogravimétrica (Thermogravimetric Analysis — TGA) foi realizada em

um analisador TA Instruments SDT-Q600 (TA Instruments, US) da Central Analitica do

Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS, sendo utilizado o software Advantage for
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Q Series Version — Thermal Advantage Release 5.5.20, para obtencdo dos dados. Durante a
realizacdo do ensaio, as amostras foram aquecidas no intervalo de 25 a 600 °C, com uma taxa

de aquecimento de 10 °C min’!, sob atmosfera de gas nitrogénio a uma vazio de 20 mL min™.

3.1.1.2.2 Calorimetria exploratoria diferencial

As analises de calorimetria exploratoria diferencial (Differential Scanning
Calorimetry — DSC) foram realizadas no equipamento Perkin Elmer DSC 6000 (Perkin
Elmer, US) da Central Analitica do Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS. Foi
utilizado o software Pyris — Instrument Managing Sofiware 11.0 para obtencao dos dados. Na
primeira corrida, as amostras foram aquecidas de 0 a 130 °C, realizando, em seguida um
resfriamento até -60 °C e um segundo aquecimento de -60 a 350 °C. Tanto os aquecimentos,
quanto o resfriamento foram feitos a uma vazio de nitrogénio de 20 mL min™' e com uma taxa
de 10 °C min™.

As temperaturas de transi¢do vitrea e de fusdo dos polimeros, em geral, sdo
proximas, portanto foram utilizados dois ciclos de aquecimento para melhor observar esses
eventos térmicos. No primeiro ciclo de aquecimento ¢ degradada a historia térmica do
polimero e ocorre a desorganizagdo da estrutura. Com o resfriamento rapido entre as corridas,
ndo ¢ possivel a reorganizacao desta estrutura, através da recristalizagdo, por exemplo, visto
que a recristalizagdo ¢ um processo lento. Assim, no segundo aquecimento os eventos

térmicos podem ser identificados com mais facilidade (NUNES, 2014).

3.1.2 Preparaciao dos filmes de gelatina e glicerol

Os filmes a base de gelatina que ndo continham zeolitas foram preparados conforme
o método utilizado por Hosseini et al. (2015). A gelatina foi hidratada em agua destilada a
temperatura ambiente (= 22 °C) por 30 minutos. Em seguida, a solugdo foi aquecida a 45 °C e
mantida sob agitagdo a 200 rpm em shaker por 30 minutos. Adicionou-se o plastificante
glicerol (Synth, BR) e a solugdo foi novamente posta sob agitacdo, nas condigdes anteriores,
por mais 15 minutos para ocorréncia das reagdes de plastificagao.

ApOs a preparagdo, a suspensao foi disposta em placas de Petri (didmetro de 90 mm)
para formagdo dos filmes mantendo uma massa constante de 20 g e, em seguida, foram
submetidas a secagem em estufa de circulagdo for¢ada de ar DeLeo A3-DL-SED (DeLeo

Equipamentos Laboratoriais, BR) a 35 °C por 24 horas. Depois da secagem, os filmes foram
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armazenados em camara de umidade controlada, contendo solucdo saturada de nitrato de
magnésio (Mg(NO3)2, com umidade relativa 53 % a temperatura de 25 °C) (HOSSEINI et al.,
2015, 2016; MARTUCCI; ACCAREDDU; RUSECKAITE, 2012).

Os filmes a base de gelatina foram produzidos com teores de 5, 7 e 10 % (m/v) de
gelatina e seis diferentes concentragdes de glicerol: 0, 5, 10, 15, 20 e 25 % (v/v), com o
objetivo de encontrar as composi¢des de filme com propriedades como, por exemplo,
capacidade de absorcao de dgua, permeabilidade ao vapor de dgua e resisténcia a tracdo, mais
adequadas para aplicacdo como curativos e, posteriormente, incorporar as zeolitas. Os valores
definidos para as concentragcdes de glicerol e gelatina foram selecionados com base em
trabalhos de outros autores, como Bigi et al. (2001), Boschetto (2009), Martucci, Accareddu e
Ruseckaite (2012), Ninan et al. (2013), Santos (2014).

3.1.3 Caracterizacio dos filmes de gelatina e glicerol

Os filmes compostos de gelatina e glicerol foram analisados em relagdo as seguintes
caracteristicas: espessura, teor de umidade, permeabilidade ao vapor de agua, fluxo de
permeacgdo de vapor de agua, capacidade de absor¢do de 4dgua, propriedades mecanicas,
carater hidrofilico, morfologia e analise quimica estrutural. Com excecdo dos ensaios
morfologicos e de analise quimica estrutural, todos os ensaios foram realizados, pelo menos,

em triplicata.

3.1.3.1 Espessura

A espessura dos filmes foi medida com o auxilio de um paquimetro de 150 mm, com
capacidade de aferi¢do de 0,02 mm (Lee Tools, BR). Foram feitas 10 medidas em diferentes

partes de cada filme e a espessura foi expressa como a média aritmética destas medidas.

3.1.3.2 Teor de umidade

O teor de umidade dos filmes compostos de gelatina e glicerol foi avaliado através de
analise gravimétrica, medindo a massa de amostras de 10 x 10 mm dos filmes antes e apods a
secagem em estufa DeL.eo A3-DL-SED (DeLeo Equipamentos Laboratoriais, BR) a 105 °C
por 24 horas, conforme metodologia da AOAC 930.04 (1990).

O teor de umidade dos filmes foi calculado utilizando a Equagao 2.
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u="200100 )

mi

onde U ¢ o teor de umidade da amostra (%), m; ¢ a massa inicial da amostra (g) e m¢¢€ massa

final da amostra apds a secagem (g).
3.1.3.3 Permeabilidade ao vapor de 4gua e fluxo de permeagdo de vapor de dgua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi avaliada pelo método ASTM E96-10,
com algumas modificagdes (ASTM, 2010). As amostras de filmes foram fixadas em células
de permeagdo, com didmetro interno de 63 mm e altura de 22 mm, preenchidas com silica gel
(UR =0 %), as células de permeacao foram colocadas em uma camara de umidade controlada
contendo solugdo saturada de nitrato de magnésio (Mg(NOs)2) com umidade relativa de 53 %
a temperatura de 25 °C. O ganho de massa foi determinado pesando as capsulas de permeagao
em uma balanga analitica antes e apos um periodo de 48 horas. A PVA (g m h'' m Pa!) dos

filmes foi determinada usando a Equagao 3.

we
tAAp

PVA =

3)

onde w ¢ a massa de agua que permeou através do filme (g), e € a espessura dos filmes (m), t
é o tempo de permeacdo (h), A é a 4rea de permeagio (m?) e Ap & a diferenga de pressdo de
vapor de dgua entre os dois lados do filme (Pa).

A partir dos dados obtidos para a PV A, foi possivel calcular o fluxo de permeagao de

vapor de dgua (FPVA — g h'! m™), conforme a Equagio 4.

PVA Py (URy— UR3)
e

FPVA = (4)
em que PVA ¢ a permeabilidade ao vapor de agua do filme (g m h™! m™ Pa!), Py ¢ a pressio

de vapor da agua pura a 25 °C (Pa), e ¢ a espessura do filme (m), (UR1 — UR2) ¢ o gradiente
de umidade relativa do ar verificado durante o experimento (CAO; YANG; FU, 2009).



42

3.1.3.4 Capacidade de absorc¢do de agua

A capacidade de absor¢do de dgua foi determinada com base na norma ABNT NBR
NM ISO 535:1999 (ABNT, 1999). Amostras de filme de 10 x 10 mm, previamente pesadas,
foram submersas em 100 mL de 4gua destilada a temperatura de 23 °C pelos tempos de 1, 15,
30, 45 e 60 minutos, apds os periodos de tempo, o excesso de dgua foi retirado, com auxilio
de papel toalha, e a massa final foi medida. A capacidade de absorcao de dgua de cada filme
foi determinada através da Equacao 5.

mg—m;

CAA = . 100 (5)

mi

onde CAA ¢ a capacidade de absorcao de agua da amostra (%), m; ¢ a massa inicial da

amostra (g) e mr ¢ a massa final da amostra apos a secagem (g).

3.1.3.5 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas em um texturdmetro Stable
Micro Systems TA XT Plus (Stable Micro Systems Ltd., GB), do Laboratorio de Anélise de
Propriedades Fisicas dos Alimentos (ICTA-UFRGS), utilizando corpos de prova de
25x 70 mm. A forga de tensdo e a elongacdo na ruptura, bem como o moédulo de Young
foram determinados de acordo com a norma ASTM D882:2002, a partir do grafico de tensdo

versus deformagao gerado durante o ensaio (ASTM, 2002).

3.1.3.6 Carater hidrofilico

O carater hidrofilico dos filmes foi determinado através das medidas de angulo de
contato. Utilizou-se um analisador de angulo de contato Kriiss DSA 100S (Kriiss, DE), do
Laboratério Multiusuario de Analise de Superficies e adotou-se o método da gota séssil,
depositando uma gota de agua destilada de 5 pL na superficie da amostra de filme
(10 x 10 mm). Foram capturadas imagens a cada 30 segundos, até 3 minutos de ensaio € o
angulo foi determinado com auxilio do software ImageJ (Laboratory for Optical and

Computational Instrumentation — LOCI, US).
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3.1.3.7 Morfologia

Com o objetivo de visualizar a morfologia da superficie e da secdo transversal dos
filmes produzidos, as amostras foram previamente secas em dessecador contendo silica gel
por 20 dias. Apos este periodo, os filmes foram fraturados em nitrogénio liquido e fixados em
stubs utilizando fita de carbono. As amostras foram recobertas com ouro e posteriormente
visualizadas em MEV JSM 6060 (Jeo! Ltd., JP), do Centro de Microscopia ¢ Microanalise
(CMM) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Utilizou-se um potencial
elétrico de aceleracdao de 10 kV e ampliagdes de 200 e 500 x, para andlise se¢do transversal e

da superficie, respectivamente.
3.1.3.8 Analise quimica estrutural

A andlise quimica estrutural dos filmes de gelatina e glicerol foi realizada por meio
da analise de infravermelho por transformada de Fourier seguindo a metodologia descrita no
item 3.1.1.1.

3.2 ETAPA 2 — ZEOLITA CLINOPTILOLITA

Nesta etapa do trabalho foi realizada a caraterizacdo da zedlita clinoptilolita, bem

como os ensaios de impregnacao da zeolita com ions prata.
3.2.1 Caracterizacio da zedlita clinoptilolita

A zeoélita comercial clinoptilolita Zeocel 0325 (Celta Brasil, BR) utilizada neste
estudo foi submetida a analises de caracterizacdo quimica, fisica e mineraldgica, conforme
exposto nos itens 3.2.1.1 a 3.2.1.4.
3.2.1.1 Analises quimicas

A zeolita clinoptilolita foi caracterizada quimicamente por meio dos ensaios de

fluorescéncia de raios X (FRX) e espectroscopia de infravermelho por transformada de

Fourier.
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3.2.1.1.1 Fluorescéncia de raios X

A técnica de fluorescéncia de raios X foi aplicada na caracterizacdo da zeolita
clinoptilolita com o objetivo de determinar a sua composi¢do quimica, pela identificagdo dos
oxidos presentes na sua estrutura. Para a realizacdo da andlise semi-quantitativa de FRX, a
amostra de zeolita foi prensada utilizando-se pastilhas metalicas com acido borico (H3BO3),
com uma relacdo massa de amostra/massa de H3BOsz de 1:3. O ensaio foi feito no
equipamento Shimadzu XRF-1800 (Shimadzu, JP), do Laboratério de Materiais Ceramicos
(LACER) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.2.1.1.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

O ensaio de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier foi
realizado para verificar os grupos funcionais presentes na estrutura da zedlita. O experimento

foi feito conforme descrito no item 3.1.1.1

3.2.1.2 Morfologia

Com o intuito de visualizar a morfologia da zeolita utilizada neste trabalho, a
amostra foi afixada em sfubs metalicos com auxilio de uma fita de carbono e recoberta com
uma fina camada de ouro. Em seguida, fez-se a analise morfologica por MEV em microscépio
eletronico de varredura Zeiss EVO 50 (Carl Zeiss AG, DE), do Centro de Microscopia e
Microanalise (CMM) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Utilizou-se

potencial elétrico de aceleracdo de 15 kV e aumento de imagem de 500 a 5000 x.

3.2.1.3 Area especifica e distribui¢do de tamanho de poros

As isotermas de adsor¢do e dessor¢@o de nitrogénio foram obtidas na temperatura de
ebulicdo do nitrogénio, utilizando um equipamento 77iStar Il 3020 da Micromeritics
(Micromeritics Instrument Corporation, US), do Laboratorio de Reatividade e Catalise do
Instituto de Quimica da UFRGS. As amostras foram pré-tratadas a 120 °C sob vacuo por 12
horas para remocdo da umidade e a drea especifica e distribuicdo de poros foram obtidos a
partir dos métodos Braunauer, Emmet e Teller (BET) e Barret, Joyner e Halenda (BJH),

respectivamente.
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3.2.1.4 Capacidade de troca cationica

A capacidade de troca cationica (CTC) da zedlita clinoptilolita foi avaliada através
do método de simples troca, no qual os ions K” e Na" da estrutura do mineral sdo trocados por
ions NH4" de uma solugdo de acetato de amonio (Dindmica Produtos Quimicos, BR).

Para a realizagio do ensaio, foi preparada uma solugdo com 0,1 mol L' de ion
amonio em agua ultrapura. Apds, foram pesados 0,5 g de zedlita e adicionou-se 50 mL da
solucdo. A mistura foi acondicionada em frascos do tipo schott de borossilicato, com
capacidade de 250 mL, e agitada por 24 horas em agitador tipo Wagner a rotacdo de
28 + 2 rpm. Em seguida, a suspensdo foi filtrada em papel filtro qualitativo e o liquido,
enviado para andlise de cromatografia idnica na Fundacdo de Ciéncia e Tecnologia
(CIENTEC). A analise foi realizada em cromatografo de ion modular Metrohm (Metrohm,
CH), com o objetivo de quantificar o ion amonio remanescente na solucao.

Ap6s o ensaio, a CTC foi calculada conforme a Equacao 1.
= T (1)

onde C;i é a concentracdo inicial da solu¢do de NH4" (g L), Cr é a concentracio final da
solugdo de NH4" (g L"), V é o volume da solugdio (L), m é a massa de sélido (g) e M ¢ a

massa molar do NH4" (g mol™).
3.2.2 Impregnacio da zeolita clinoptilolita com ions prata

A impregnacdo da zedlita clinoptilolita com ions prata foi feita através do método de
troca i0nica. Para realizar um estudo referente a cinética desta impregnac¢do, foram preparadas
trés solucdes de nitrato de prata (Plat-Lab, BR) nas concentragdes de 2000, 3000 e
4000 mg L' e o pH dessas solugdes foi ajustado para 4 com solucdo de 4cido nitrico
0,1 mol L'! e auxilio do pHmetro Kasvi K39-2014B (Kasvi, BR) (AKGUL et al., 2006;
CORUH; SENEL; ERGUN, 2010; LIHAREVA et al., 2010).

As concentragdes de 2000, 3000 e 4000 mg L' de AgNOs foram selecionadas a
partir dos resultados de Akgiil et al. (2006) e Coruh, Senel e Ergun (2010) que reportaram
uma capacidade maxima de adsor¢do de aproximadamente 30 mgae" greslia”’ para a zeolita

clinoptilolita. Utilizando-se este valor, foi possivel calcular a concentragdo necessaria de fons
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prata em solu¢do para que fosse atingido um valor préximo a esta capacidade maxima de
adsorcdo da clinoptilolita, assim, chegou-se a uma concentracio de AgNO; de 2830 mg L™,
que foi aproximada para o valor de 3000 mg L'!. Partindo deste valor, decidiu-se utilizar
também uma concentragdo menor € uma maior do que o valor intermedidrio, portanto,
selecionou-se 2000 e 4000 mg L' para a concentracio de AgNO3 da solugio.

Salienta-se que o pH das solugdes de nitrato de prata foi definido tomando por base
estudos de Akgiil et al. (2006), Coruh, Senel e Ergun (2010) e Lihareva et al. (2010) que
concluiram em seus experimentos que o pH 4 ¢ otimo para realizar adsor¢do de prata em
zeolitas. Isso porque, em pH menor do que 2 a adsor¢do ¢ baixa devido a uma competicao
entre os cations Ag" e H' nos sitios de adsor¢do e acima do pH 3,4 até proximo a 6, a
adsor¢do se mantém aproximadamente constante, sendo em pH 4 o melhor indice de adsor¢do
(LIHAREVA et al., 2010). Dessa forma, pode-se concluir que o pH para adsor¢do de fons Ag*
em zedlitas ndo ¢ restrito a um Unico valor, podendo ser considerada uma faixa de valores
como aceitaveis (AKGUL et al., 2006).

Os experimentos de adsorcao foram realizados em erlenmeyers de vidro com
capacidade volumétrica de 250 mL, nas temperaturas de 25 e 40 °C (AKGUL et al., 2006;
SANTOS, 2014). Quatro (4) gramas de amostra foram pesados e dispostos nos frascos e, em
seguida, adicionou-se 50 mL da solu¢do de AgNOs. Os erlenmeyers foram colocados em
agitador tipo shaker CT-712 RN (Cientec, BR) e permaneceram sob agitagdao a 150 rpm por
no maximo 1 hora, foram retiradas amostras a cada 15 minutos de intervalo.

Depois de transcorrido cada tempo de contato entre a zeolita e a solucao, a suspensao
foi filtrada sob vacuo em microfiltro de fibra de vidro Macherey-Nagel GF-6 (Macherey-
Nagel, DE). O material sélido, juntamente com o filtro, foi colocado em estufa DelLeo DL-
SE-X (DeLeo Equipamentos Laboratoriais, BR) para secagem a 80 °C, enquanto que o
liquido remanescente foi recolhido e enviado para ensaio de espectrometria de absor¢ao
atomica com chama (Flame Atomic Absorption Spectroscopy — FAAS) em espectrometro
PerkinElmer AAnalyst 200 (Perkin Elmer, US) no Laboratorio de Espectrometria Atomica do
Instituto de Quimica da UFRGS. Apods a secagem, o material solido foi retirado do filtro e
acondicionado em frascos plasticos. Uma amostra de clinoptilolita-Ag foi preparada para
realizagdo da analise de MEV, conforme item 3.2.1.2, e outra amostra foi encaminhada para o
ensaio de FTIR, de acordo com o item 3.1.1.1, a fim de verificar e comparar a morfologia e

estrutura quimica das amostras antes e apds a impregnagdo com prata.
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3.3 ETAPA 3 — AVALIACAO PRELIMINAR DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Na terceira etapa deste trabalho, testes preliminares para verificagdo da possivel
atividade antimicrobiana dos filmes foram realizados. Estes experimentos foram feitos
visando verificar se haveria formacgdo dos filmes com a adicdo de zeodlitas e selecionar as
concentragdes de clinoptilolita e clinoptilolita-Ag a serem adicionadas aos filmes.

Para os ensaios antimicrobianos preliminares, adicionou-se 0,1; 0,5; 1; 3 ¢ 5 % (m/v)
de zeolita clinoptilolita impregnada com fons Ag" as solugdes formadoras de filme de 10 % de
gelatina e 25 % de glicerol. Além disso, este ensaio antimicrobiano foi feito, também, com um
filme formulado apenas com 10 % de gelatina e 25 % de glicerol e com um filme contendo
5% (m/v) de clinoptilolita ndo impregnada com ions prata (BARBOSA et al., 2016;
BOSCHETTO, 2009; SANTOS, 2014).

Utilizou-se a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923) como microrganismo
para o qual se desejou avaliar a acdo antimicrobiana. Foi preparada uma suspensdo deste
microrganismo em solucdo 0,1 % (m/v) de peptona bacteriologica (BD Biosciences, US). A
suspensdo bacteriana foi homogeneizada em vortex (Kasvi K45-2810) e 0,1 mL foram
espalhados em placas de Petri contendo agar Plate Count Agar (PCA) do fabricante Merck
(Merck Millipore, DE) previamente preparado e solidificado. Apds a dispersdao da solucao
bacteriana nas placas com agar, uma amostra circular com 3 cm de didmetro de cada um dos
filmes com diferentes concentracdes de zeodlita foi colocada no centro de cada placa de Petri e
estas foram incubadas em incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) TE381 da Tecnal
(Tecnal Equipamentos Cientificos, BR), a 30 °C por 48 horas para, ao fim do periodo de

incubacao, verificar se houve formacao de halo de inibi¢cdo bacteriana.
3.4 ETAPA 4 — FILMES DE GELATINA, GLICEROL E ZEOLITAS

Nesta etapa, a preparagdo dos filmes contendo gelatina e diferentes concentragdes de
glicerol e zeolitas foi realizada. Estes filmes foram caracterizados e, posteriormente,
submetidos a experimentos para verificar a sua atividade antimicrobiana.

3.4.1 Preparacao dos filmes de gelatina, glicerol e zeélitas

Os filmes contendo zeodlitas foram preparados seguindo o mesmo procedimento

adotado para a producao dos filmes de gelatina e glicerol, conforme descrito no item 3.1.2.
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Vale ressaltar que as zeolitas foram adicionadas a solucdo formadora de filme apos as reagdes
de plastificacdo, sob agitacao a 45 °C.

Estes filmes foram produzidos com 10 % (m/v) de gelatina e 15, 20 e 25 % (v/v) de
glicerol e as zedlitas, clinoptilolita ou clinoptilolita-Ag, foram incorporadas aos filmes nas

concentragoes de 0,5; 1 e 2 % (m/v).

3.4.2 Caracterizacio dos filmes de gelatina, glicerol e zedlitas

Os filmes poliméricos a base de gelatina adicionados de glicerol e zeolitas foram
caracterizados e relacdo aos seguintes parametros: espessura, teor de umidade, permeabilidade
ao vapor de agua, fluxo de permeagdao de vapor de agua, capacidade de absorcao de agua,
propriedades mecanicas, angulo de contato, morfologia e analise quimica estrutural,
utilizando os mesmos procedimentos descritos anteriormente nos itens 3.1.3.1 a 3.1.3.8. Além
disso, esses filmes foram avaliados quanto as suas propriedades térmicas, seguindo as
metodologias descritas em 3.1.1.2.

Os filmes produzidos a base de gelatina e glicerol e adicionados de zedlita
clinoptilolita-Ag foram submetidos, também, ao ensaio de espectrometria de absor¢ao
atomica com chama (FAAS) em espectrometro PerkinElmer AAnalyst 200 (Perkin Elmer,
US) do Laboratério de Espectrometria Atomica do Instituto de Quimica da UFRGS, visando a

quantifica¢do da prata existente no filme.

3.4.3 Avaliacido da atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos filmes desenvolvidos foi realizada de

forma qualitativa e quantitativa, conforme descrito nos itens a seguir.
3.4.3.1 Analise microbiologica qualitativa
Conforme mencionado, para realizacdo da andlise microbioldgica qualitativa foi

utilizada a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e, em paralelo, foi feita a coleta,

com auxilio de um swab?, de uma amostragem de 100 cm? da pele da mio e do antebraco,

2 Swab é um utensilio, semelhante as hastes flexiveis, que tem como principal funcionalidade a coleta
de amostras clinicas, sendo utilizado também em laboratdrios de microbiologia (PROLAB, 2014).
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regides que ficam constantemente expostas e, por isso, sdo mais propensas a possuirem carga
microbiana.

Para realizacdo dos experimentos que visam a avaliagdo do crescimento da bactéria
Staphylococcus aureus e das bactérias que fazem parte da microbiota da pele humana, foi
utilizado o agar Plate Count Agar (PCA). Este meio de cultura ¢ indicado para determinacao
da contagem total de bactérias aerdbias, utilizando o método de difusdo em placas de Petri. O
agar PCA ndo contém inibidores de crescimento bacteriano e ¢ relativamente rico em
nutrientes. Dessa forma, pode-se dizer que o dgar PCA ¢ um agar ndo seletivo que permite o
crescimento de diversos tipos de bactérias (MERCK, 2015).

Para a verificagdo do crescimento dos demais microrganismos presentes na pele
humana, capturados pelo ensaio feito com swab, foi utilizado o agar Potato Dextrose Agar
(PDA). O agar PDA ¢ utilizado, principalmente, para o cultivo, isolamento e enumeracao de
leveduras e bolores, porém, em virtude do seu contetido nutritivo, permite também o
crescimento de diversas bactérias (MERCK, 2006). Deste modo, foi possivel comparar as
diferencas no crescimento dos microrganismos nos diferentes tipos de agar.

Nos ensaios com o microrganismo S. aureus, utilizou-se uma alca de platina de 1 pL
para suspender alcadas do microrganismo em 10 mL de solu¢do 0,1 % (m/v) de peptona
bacteriologica (BD Biosciences, US). Da mesma forma, o swab coletado também foi
submerso em 10 mL de solugdo 0,1 % (m/v) de peptona bacterioldgica (BD Biosciences, US).

Ambas as suspensdes microbianas foram homogeneizadas em vortex Kasvi K45-
2810 (Kasvi, BR) e, no caso da bactéria S. aureus, 0,1 mL foram espalhados em placas de
Petri contendo agar PCA (Merck Millipore, DE). Enquanto que 0,1 mL da suspensdo
microbiana obtida pelo swab foram espalhados em placas contendo dgar PCA e em placas
contendo agar PDA (Potato Dextrose Agar) do fabricante Merck (Merck Millipore, US),
previamente preparados e solidificados. Apos a dispersdo das solugdes microbianas nas placas
com agar, uma amostra de filme circular com 3 cm de diametro foi colocada sobre o agar no
centro de cada placa de Petri. Essas foram incubadas em incubadora BOD (Biochemical
Oxygen Demand) TE381 da Tecnal (Tecnal Equipamentos Cientificos, BR), a 30 °C por 48

horas para verificar a formagao de halo de inibi¢ao apods o periodo de incubagio.

3.4.3.2 Analise microbiologica quantitativa

Para realiza¢do da analise microbiologica quantitativa, que visa a quantificagdo da

capacidade de inibicao dos filmes desenvolvidos, seguiu-se o método proposto por Fernandez
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et al. (2010) com algumas modificagdes. Neste ensaio, foi suspensa uma algada do
microrganismo S. aureus em 10 mL de solucdo de peptona bacterioldgica 0,1 % e a suspensao
obtida foi, entdo, homogeneizada em vortex. Apos a homogeneizagdo uma amostra de 0,1 mL
foi extraida e espalhada em placa de Petri contendo agar PCA solidificado. Em seguida, uma
amostra de filme de 2 cm? foi colocada no frasco que continha a suspensdo bacteriologica.
Este conjunto foi incubado em incubadora BOD a 30 °C, sendo retirado 0,1 mL de amostra
apos 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 24 horas de incubacao. Cada aliquota foi espalhada em placas de Petri
contendo agar PCA solidificado, em duplicata. As placas foram incubadas também a 30 °C
em incubadora BOD por 48 horas e, ao final deste periodo, foi realizada a contagem das

colonias existentes em cada placa.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Uma andlise estatistica de varidncia (ANOVA) foi realizada utilizando o software
Statistica 12.0 (Statsoft Inc., US), combinada com teste Tukey para comparagdo dos
resultados. Os dados foram expressos como média + erro padrao, com um nivel de confianga
de 95 % (p < 0,05). Salienta-se que cada andlise avaliada estatisticamente foi realizada pelo

menos em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do serdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho, bem como a
discussao acerca dos mesmos. Esta se¢do foi dividida em quatro etapas, da mesma forma que
a secdo de materiais e métodos. Assim, primeiramente sdo apresentados os resultados da
caracterizacdo da gelatina e dos filmes de gelatina e glicerol, seguido dos resultados de
caracterizacdo e impregnagdo da zedlita clinoptilolita, do ensaio antimicrobiano preliminar e,
por fim, os resultados de caracterizagcdo e avaliacao antimicrobiana dos filmes que contém

zeolitas.

4.1 ETAPA 1 -FILMES DE GELATINA E GLICEROL

Neste item, que compreende a primeira etapa do trabalho, serdo apresentados os
resultados relacionados a caracterizagdo da gelatina e dos filmes de gelatina e glicerol

desenvolvidos.

4.1.1 Caracterizacio da gelatina

Nos itens 4.1.1.1 e 4.1.1.2 sdo apresentados os resultados obtidos e a sua discussao,
para a caracterizagdo quimica e térmica da gelatina tipo A proveniente de pele suina utilizada

neste trabalho.

4.1.1.1 Analise quimica estrutural

A andlise quimica estrutural da gelatina foi realizada por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier e na Figura 6 esta apresentado o espectro obtido.
O pico observado em 3282 cm™! ¢ caracteristico do alongamento das ligagdes N-H das amidas
(SAL; BABU, 2001). De acordo com Doyle, Blout e Bendit (1975) uma vibracdo de
alongamento caracteristica de ligagio N-H livre ocorre entre 3400 a 3440 cm™, j4 quando um
grupo NH de um peptideo estd envolvido em uma ligagdo de hidrogénio, o pico ¢ deslocado
para valores proximos a 3300 cm™', o que ¢ caracteristico deste espectro.

Em 1632 cm™ foi identificado o pico da amida priméria (formula quimica — Figura
7.a). Em geral este pico se localiza entre 1610 ¢ 1690 cm™! e ¢ decorrente do estiramento da

ligagio C=0 dos grupos amida presentes nas proteinas. Em 1524 cm™ ¢ caracterizado o pico
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da amida secundaria (férmula quimica — Figura 7.b), caracteristico da vibrac¢do de flexdo da
ligacdo N-H, fortemente acoplada ao estiramento dos grupos C-N da amida das proteinas. Os
picos em torno de 1400 cm! sdo, possivelmente, atribuidos ao estiramento simétrico do grupo

COO das cadeias de aminoacidos (JACKSON et al., 1995; SAIL; BABU, 2001).

Figura 6 — Espectro de infravermelho por transformada de Fourier da gelatina.
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Pela analise da Figura 6, pode-se observar, também, um pico em torno 1230 cm™ que
pode estar relacionado tanto a amida terciaria (formula quimica — Figura 7.c), correspondendo
as vibragdes do estiramento da ligagdo C-N, quanto as vibragdes dos grupos CH, ocasionado
pelas oscilagdes das cadeias de glicina e prolina. Os picos em 1080 cm™!, ocorrem numa regido
do espectro em que se caracterizam vibragdes de estiramento das ligagdes C-O,
principalmente, devido aos carboidratos presentes na estrutura (JACKSON et al., 1995; SAIL
BABU, 2001).

Figura 7 — Férmula quimica das amidas: (a) primadria, (b) secundaria e (c) tercidria. Adaptado de

Pereira (2009).
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4.1.1.2 Analises térmicas

A andlise térmica da gelatina utilizada para producao dos filmes foi feita por
termogravimetria e por calorimetria exploratoria diferencial, sendo os resultados expostos a

seguir.

4.1.1.2.1 Andlise termogravimétrica

Na Figura 8 estd apresentado o termograma da analise de TGA feita para a gelatina.
Nesta figura, ¢ possivel observar que ha basicamente duas regides de perda de massa, a
primeira entre 50 ¢ 130 °C, aproximadamente, ¢ a segunda em torno de 230 até¢ 370 °C. A
primeira perda de massa pode estar relacionada a perda de umidade, decorrente da perda de
dgua livre ou da agua absorvida pelo polimero e, também, da perda de outros compostos
volateis. Isso pode ser justificado pela evidéncia de que a curva da perda de massa inicial nao
possui comportamento linear e porque esta perda se intensifica em temperaturas proximas a
100 °C, temperatura em que ocorre a evaporagao da agua (HOSSEINI et al., 2016; WAY,
2013). A segunda perda de massa ¢ decorrente da degradagdo do material, sendo que, nesta
regido se pode observar a temperatura extrapolada de inicio da degradagao (Tonser), que ficou

em torno de 275 °C.

Figura 8 — Termograma da analise de TGA da gelatina.
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de massa decorrente de umidade encontrados para a gelatina bovina comercial (14 %) e para a
gelatina de tilapia (10 %) citados no trabalho de Nunes (2014). Além disso, o fato da
temperatura de inicio de degradacdo da gelatina ser alta em relacdo a maioria dos polimeros,
cuja temperatura de degradacdo normalmente se encontra entre 100 e 200 °C, indica uma boa
estabilidade térmica e amplia as possibilidades de utilizacdo da gelatina para fabricacdo de

filmes em processos industriais, como por exemplo, pelo processo de extrusao.

4.1.1.2.2 Calorimetria exploratoria diferencial

Na Figura 9 estdo apresentados os eventos registrados durante a primeira e a segunda

corridas da analise de DSC para a gelatina, onde se observam alguns eventos térmicos.

Figura 9 — Curvas de DSC para a gelatina.
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As curvas de DSC para gelatinas, em geral, apresentam comportamento classico, isto
indica que, quando realizadas duas corridas, na primeira observa-se uma transicdo vitrea
seguida de uma transicdo de tripla-hélice e na segunda corrida observa-se apenas uma
transi¢do vitrea. A transicdo de tripla-hélice representa a fusdo, visto que nesse tipo de
transicdo ocorre a desorganizacdo das estruturas cristalinas formadas pelas triplas-hélices
semelhantes as do coldgeno. Contudo, essas transicdes podem ser influenciadas pela
quantidade de 4gua presente no material, uma vez que o aumento dessa quantidade pode fazer
com que a fusdo ocorra em varias etapas ou que a fusdo de parte das triplas-hélices

sobreponha-se a transi¢do vitrea (NUNES, 2014; SOBRAL; HABITANTE, 2001).
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Nas curvas de DSC, obtidas neste trabalho, ndo foi possivel identificar a temperatura
de transicdo vitrea (Tg) da gelatina em nenhuma das corridas do ensaio. Entretanto, no
primeiro aquecimento foi possivel identificar um pico em torno de 114 °C que pode ser o
ponto de fusdao da gelatina (Tm). Outros autores, como Sobral e Habitante (2001), também
encontraram valores maiores do que 100 °C para a temperatura de fusdo da gelatina
proveniente de pele suina, enquanto que, para outros tipos de gelatina, o ponto de fusdo ¢ mais
baixo, ficando entre 64 a 91 °C (ALVES et al., 2011; HOSSEINI et al., 2015; NUNES, 2014).
Na segunda corrida identificou-se um pico em - 49 °C que pode ser o ponto de cristalizacao
(Tc) desta gelatina, uma segunda temperatura de fusdo em aproximadamente 153 °C e a
temperatura de degradacdo, que inicia em aproximadamente 200 °C. Percebe-se um aumento
na Tm da gelatina quando comparados os valores obtidos na primeira e na segunda corridas,
isso pode ser decorrente do aumento da cristalinidade do material no resfriamento realizado
entre as duas corridas, devido a utilizacdo de uma taxa de resfriamento relativamente lenta

(10 °C min'") (MOTTA; DUEK, 2006).

4.1.2 Caracterizacao dos filmes de gelatina e glicerol

Nesta secao serdao apresentados os resultados de caracterizacao dos filmes de gelatina
e glicerol quanto a espessura, teor de umidade, PVA, FPVA, capacidade de absor¢do de agua,

propriedades mecanicas, carater hidrofilico, morfologia e andlise quimica estrutural.

4.1.2.1 Espessura e teor de umidade

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados obtidos de espessura e teor de umidade
de todas as formulacdes de filmes de gelatina e glicerol avaliadas. Pode-se observar que, para
todas as concentracdoes de gelatina, conforme aumenta a concentracdo de glicerol na
formulacao, aumenta a espessura do filme. E quando se compara a espessura de filmes que
contém a mesma concentragdo de glicerol e diferentes concentracdes de gelatina, na maioria
dos casos, também se percebe um aumento nessa propriedade com o aumento da concentragao
de gelatina. Uma excegdo ¢ para os filmes que contém 25 % de glicerol, os quais,
independente da concentragao de gelatina, apresentam espessura estatisticamente igual. Dessa
forma, por meio dos resultados obtidos, ¢ possivel concluir que a concentragdo de glicerol
afeta de forma mais significativa a espessura dos filmes formados, do que a concentragdo de

gelatina.
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Tabela 1 — Espessura e teor de umidade dos filmes com diferentes concentragdes de gelatina e glicerol.

[Gelatina] [Glicerol] Espessura Ergggaczli
(% m/v) (% viv) (mm) (%)

0 0,15 +0,00' 14,1 +£0,4°
5 0,32 +0,01¢ 34+1°
10 0,36 £0,01° 29 + 28b¢

> 15 0,44 +0,01¢ 31 +2%
20 0,71 +£0,01% 27,2 £0,5%¢
25 0,84 +0,01° 25 4 3bd
0 0,23 +0,00M 13,3+0,1F
5 0,36 +0,01°f 28 & 4abe
10 0,45+0,01¢ 27 + abe

7 15 0,56 + 0,004 30,7 £ 0,4
20 0,68 £ 0,00° 32 £ 2%
25 0,78 + 0,00® 27,1 £0,7%¢
0 0,33 +£0,00# 14,3 +£0,3°f
5 0,41 +0,00° 17,1 +£0,4°
10 0,55+0,01¢ 31+1%

10 15 0,58 + 0,004 20,9 =+ 0,8edf
20 0,74 £ 0,012 21,8 +£0,9%%
25 0,77 £ 0,01 19,0 + 0,59t

*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de

probabilidade (p < 0,05).

Ainda de acordo com a Tabela 1, pode-se observar que o teor de umidade foi maior
nos filmes que contém glicerol do que nos filmes compostos apenas de gelatina. O aumento
da concentragao de plastificante, geralmente, afeta o teor de umidade do filme, isso se deve ao
carater higroscopico do glicerol. Dessa forma, quanto maior a quantidade de glicerol
adicionada ao filme, maior serd sua tendéncia a absorver umidade do ar, o que resulta em
maior teor de umidade no filme (THOMAZINE; CARVALHO; SOBRAL, 2005; VANIN et
al., 2005).

Entretanto, neste trabalho, ndo foi possivel observar uma relagdo direta entre o
aumento da concentracdo de glicerol ou de gelatina e o aumento do teor de umidade. Além
disso, considerando o erro entre as medi¢des, percebe-se que a umidade dos filmes que
contém glicerol ndo foi influenciada pelo aumento da concentracdo de plastificante. Este
comportamento pode ser verificado pelo teste de Tukey, onde verifica-se que ha diversos
resultados estatisticamente iguais, independente das quantidades de gelatina e glicerol

utilizadas na formulacao dos filmes produzidos.
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4.1.2.2 Permeabilidade ao vapor de dgua e fluxo de permeacao de vapor de agua

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados de PVA e FPVA para os filmes com

diferentes concentragdes de gelatina e glicerol.

Tabela 2 — Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e fluxo de permeagédo de vapor de agua (FPVA)

para os filmes com diferentes concentragdes de gelatina e glicerol.

[Gelatina] [Glicerol] PVA x 10° FPVA
(% m/v) (% vIv) (gmh' m?Pa?) (g h'm?)
0 0,48 +0,02¢ 1,03 £ 0,04¢
5 1,34 + 0,068 1,21 +£0,04¢
10 2,85+0,18f 1,63 £ 0,06
> 15 4,41 +0,234% 3,07 +0,16
20 4,89 £0,21¢ 2,18 £0,06°
25 6,08 + 0,24 2,07 £ 0,04°
0 0,70 £+ 0,04¢ 0,57 £ 0,02
5 1,43 +£ 0,068 0,76 + 0,04"
10 2,94 +0,06" 0,62 + 0,02
7 15 5,24 +£0,28% 2,67+0,11¢
20 6,56 £0,16% 2,74 £+ 0,06
25 7,30+ 0,29* 2,67 £0,09¢
0 1,05 £ 0,068 0,91 £ 0,05
5 1,12+ 0,03 0,79 +0,01™
10 3,70 £ 0,09 1,91 +0,03°f
10 15 4,68 £ 0,05% 2,59 +£0,05¢
20 6,40 + 0,45 3,27 +£0,12°
25 7,17+0,33% 3,83+0,07*
*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade (p < 0,05).

Normalmente, o aumento da concentracao de plastificante ocasiona um aumento na
PVA de filmes higroscopicos, devido a reorganizacdo da rede proteica. A influéncia exercida
pelo plastificante sobre as propriedades de barreira ao vapor de 4gua ocorre em virtude da
reducao das forgas intermoleculares, ocasionando um aumento do volume livre e dos
movimentos das cadeias, o que favorece a permeabilidade (CUQ et al., 1997, SOTHORNVIT;
KROCHTA, 2005). Contudo, a permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes avaliados neste

trabalho (Tabela 2) ndo apresentou, na maioria dos casos, variacdo significativa com o
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aumento da concentragdo de plastificante, permitindo concluir que o aumento da concentragao
de glicerol nos filmes desenvolvidos exerce pequena influéncia nessa propriedade.

Observa-se que as permeabilidades ao vapor de agua dos filmes compostos por 5, 7 e
10 % de gelatina, contendo de 0 a 15 % de glicerol sdo estatisticamente iguais quando
comparadas entre si, enquanto que para concentragdes de 20 e 25 % de glicerol, somente o
filme que contém 5 % de gelatina apresenta diferenca significativa no valor de PVA em
relacdo aos demais.

Os resultados obtidos para PVA ficaram na mesma ordem de grandeza dos resultados
de outros autores reportados na literatura e, nesses trabalhos, também houve pequena variacao
na PVA com o aumento da concentragdo de plastificante (THOMAZINE; CARVALHO;
SOBRAL, 2005; VANIN et al., 2005). Pode-se dizer que, para os filmes desenvolvidos nesse
trabalho, a faixa de concentracdo de glicerol utilizada ndo foi suficiente para causar um
aumento na PVA. Uma possivel razdo para isso pode ser devida as caracteristicas do
plastificante, como tamanho das moléculas, massa molar e nimero de grupos hidroxila, que
tétm um pequeno efeito nas propriedades de barreira quando quantidades similares de
plastificante sdo adicionadas aos filmes a base de proteinas (CUQ et al., 1997).

Os fluxos de permeacao de vapor de dgua para cada um dos filmes desenvolvidos
também foram calculados. Este fluxo tem relacao direta com o valor obtido para a PVA, com
o gradiente de umidade relativa que ocorreu durante o ensaio e ¢ inversamente proporcional a
espessura do filme. Sendo assim, quanto maiores forem estes valores, maior serda o FPVA.
Observa-se que para os filmes com 5% de gelatina e com concentra¢des de glicerol de até
10 % foram obtidos os menores fluxos, enquanto que, para os filmes com 10 % de gelatina, os
maiores fluxos foram observados para concentragdes de glicerol de 15 a 25 %. Isso ¢
comprovado pela andlise estatistica, uma vez que os filmes compostos de 10 % de gelatina, 20
e 25 % de glicerol apresentaram as letras correspondentes aos maiores valores de FPVA (a e
b) e ndo se igualam estatisticamente a nenhum outro resultado.

De acordo com a literatura, para aplicacdo de filmes como curativos, o mais
adequado ¢ um FPVA de aproximadamente 2500 g m? 24 h! (=104 g h'! m?) (MI et al.,
2001; WU et al., 2004). Portanto, valores mais altos de FPVA do que os obtidos neste
trabalho sdao indicados. Contudo, percebe-se que existem diferentes possibilidades de
formulacdes de filmes a base de gelatina para atender as expectativas e as necessidades

relacionadas a aplicacdo desejada, enfatizando, assim, a versatilidade destes filmes.
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4.1.2.3 Capacidade de absor¢do de agua

A capacidade de absor¢ao de dgua em funcao do tempo para os filmes preparados
com 10 % de gelatina e diferentes concentragdes de glicerol estd demonstrada na Figura 10.

De acordo com os resultados obtidos, percebe-se que a absorcdo de dgua aumentou
com o tempo e diminuiu com o aumento da concentracdo de plastificante para todas as
concentragdes de gelatina estudadas. Os graficos que apresentam a CAA em fungao do tempo
para concentracdes de 5 e 7 % de gelatina se encontram no Apéndice A e apresentaram

comportamento semelhante ao apresentado na Figura 10.

Figura 10 — Capacidade de absorcao de agua para os filmes com 10 % de gelatina com diferentes
concentracoes de glicerol.
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Em geral, espera-se que o glicerol favoreca a absor¢do de dgua em filmes, devido ao
seu carater higroscopico que promove a absor¢ao de moléculas de agua, favorecendo o
aumento da capacidade de absor¢ao de 4gua. Entretanto, para as trés concentragdes de
gelatina avaliadas, quando o filme ndo contém plastificante na composigdo, ocorreu uma
maior absor¢do de dgua em comparacdo aos filmes que contém glicerol. Adicionando
plastificante ao filme, a capacidade de absor¢do de agua diminui, indicando que o carater
higroscopico da gelatina possivelmente ¢ mais acentuado que o do plastificante. Dessa forma,
a adi¢do de glicerol acaba causando uma diminui¢do na quantidade de agua absorvida pelo
filme, o que, segundo alguns autores, se deve a reorganizagdo da estrutura molecular do filme,
tornando-o menos suscetivel a absor¢ao de agua (NINAN et al., 2013; THOMAZINE,;
CARVALHO; SOBRAL, 2005; VANIN et al., 2005).

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados obtidos para o maior tempo utilizado no

ensaio de absor¢cdo de agua (60 minutos). A partir desses resultados, pode-se concluir que
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todos os filmes produzidos apresentam um comportamento similar para uma determinada
concentracdo de gelatina, independente das concentracdes de glicerol. Contudo, ¢ percebida
uma reducdo na CAA com o aumento da concentragdo de glicerol quando comparadas
algumas formulagdes. Uma possivel explicagdo ¢ que o aumento da concentragdo de glicerol
no filme esteja reduzindo a CAA em virtude das caracteristicas higroscopicas da gelatina e do
glicerol, conforme discutido anteriormente. Entretanto, a redu¢do da CAA ¢ evidenciada até a
concentracdo de 15 % de glicerol, sendo que para essa concentracdo e também para as
concentragdes de 20 e 25 % de plastificante, os valores obtidos sdo estatisticamente iguais,

sugerindo que foi atingido um equilibrio na absorcao de 4gua.

Tabela 3 — Capacidade de absor¢ao de agua (CAA) em 60 minutos de contato para os filmes com
diferentes concentragdes de gelatina e glicerol.

[Gelatina] [Glicerol] 60 1?1131?1 tos
(% m/v) (% vIv) (%)

0 644 + 5°

5 216 + 171
s 10 167 + 4

15 229 + 6

20 250 + 211
25 214 + 5hi
0 754+ 77

358 +£274

10 247 + 3feh

! 15 280 £ 12¢f

20 267 £ 7¢t

25 233 + 7¢hi
0 544 + 9¢
349 + 5¢
10 10 301 + 7c

15 192 + 1ik
20 165 + 4%
25 165 + 2k

*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade (p < 0,05).

A absor¢do de agua de um curativo deve prevenir a desidratacdo excessiva € o
acumulo de exsudatos. Desta forma, considera-se que com uma absor¢ao de 4gua moderada,

isto ¢, em torno de 200 %, os filmes podem absorver o excesso de exsudatos e ainda manter o
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ambiente do ferimento imido o suficiente para ndo se tornar desconfortavel ao paciente
(SHOJAEE et al., 2015). Sendo assim, os valores obtidos para CAA dos filmes desenvolvidos

neste trabalho estao de acordo com os valores recomendados para aplicagdo como curativos.
4.1.2.4 Propriedades mecanicas

Na Tabela 4 estao apresentados os resultados de tensao e elongagdo na ruptura, bem
como o modulo de Young para os filmes com 5, 7 e 10 % de gelatina e concentragdo de

glicerol variando entre 0 e 25 %.

Tabela 4 — Tensao e elongacao na ruptura e moédulo de Young para os filmes com diferentes
concentracoes de gelatina e glicerol.

[Gelatina] [Glicerol] Tensao Elongacio  Méddulo de Young
(% m/v) (% viv) (MPa) (%) (MPa)

0 59 + 6° 4+ 1t 1850 £ 66*
5 2,91 +£0,57° 169 + 18° 4,52 +£0,59°¢

5 10 1,14 £ 0,06° 172 + 8ede 1,78 £0,07°
15 0,69 +0,07° 244 £ 13% 0,18 £0,01°
20 0,48 +0,03¢ 205 + 12204 0,15+0,01°
25 0,24 + 0,03°¢ 160+ 11% 0,11 +0,01°
0 78 £ 6* 10 +£2F 1221 +94°
5 3,07 £0,23¢ 167 £ 17¢d¢ 6,98 = 0,85°

7 10 2,18 £0,63° 200 + 11bd 1,13+0,31°
15 2,14+ 0,12° 227 + 6 0,97 +£0,02¢
20 1,60 +0,07¢ 220 + 5%¢ 0,49 +0,02°¢
25 1,16 +0,05¢ 212 + 10204 0,38 +£0,02¢
0 63,37 +0,11% 7+0f 1098 + 40°
5 5,73 £0,38° 139+ 9¢ 29,52 £0,90¢

10 10 3,49 +£0,33°¢ 238 + 6% 2,93 +0,13¢
15 1,91 £0,05¢ 252 £ 2% 0,80 £0,08°
20 1,30+ 0,13¢ 254 +£18%® 0,34 £0,05°
25 1,29 £ 0,08° 259 + 42 0,32 +0,05°¢

*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade (p < 0,05).

Analisando os dados da Tabela 4, pode-se perceber que os filmes que nao contém
plastificante apresentam valores significativamente maiores para tensao ¢ modulo de Young

do que os filmes que apresentam glicerol na formulag¢do. Verifica-se, também, que todos os
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filmes que contém glicerol apresentam valores que ndo diferem significativamente entre si,
tanto para tensdo, quanto para modulo de Young. Enquanto que somente os filmes que nio
contém plastificante apresentam diferenca significativa no resultado em comparagdo aos
demais, mas com semelhangas entre si.

Em relagdo ao percentual de elongagdo, também demonstrado na Tabela 4, ocorre um
aumento nessa propriedade a medida que aumenta a quantidade de glicerol adicionado a
formulagdo. Isso ¢ identificado até a concentracdo de 10 % (ou, em alguns casos, 15 %) de
glicerol. Para concentragdes maiores de plastificante, a diferenga no percentual de elongagao
ndo ¢ significativa, indicando que pode ter sido atingido um percentual de elongacdo méaximo
para os filmes desenvolvidos. Com base nesse resultado, também ¢é possivel concluir que nao
ocorreu um efeito antiplastificante com o aumento da concentragdo de glicerol nas
formulagdes.

Esses comportamentos podem ser justificados uma vez que o aumento da quantidade
de plastificante reduz as interagdes entre as cadeias poliméricas e, consequentemente, produz
filmes menos rigidos e mais maleaveis e extensiveis (ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA;
AIBA, 1998). Complementarmente, como o mddulo de Young representa a medida da rigidez
de um material s6lido, quanto maior for este modulo, mais rigido ¢ o material, maior ¢ a
tensao necessaria para rompé-lo e menor a sua elongacao.

As propriedades mecanicas dos filmes de gelatina demonstram que estes possuem
potencial para serem aplicados como curativos. Uma vez que os resultados encontrados estao
de acordo com os valores obtidos para curativos comerciais, que ficam na faixa de 0,1 a
0,33 MPa para a resisténcia a tracdo e possuem uma elongacao na faixa de 180 a 370 % (LEE

et al., 2016).

4.1.2.5 Carater hidrofilico

Na Figura 11, estd apresentado o diagrama da medida do angulo de contato em
funcdo do tempo para os filmes com 10 % de gelatina e diferentes concentragdes de glicerol.
Pode-se observar que, independente das concentragdes de gelatina e plastificante contidas nos
filmes, o angulo de contato diminui com o passar do tempo, o que pode indicar a absor¢ao da
agua pelo filme (EXTRAND; KUMAGALI, 1997; GUERRERO et al., 2011; NINAN et al.,
2013). Os diagramas para as concentragdes de 5 e 7 % de gelatina estdo no Apéndice B, visto
que o comportamento do angulo de contato em fun¢do do tempo, para essas concentragdes,

foi similar ao apresentado na Figura 11.
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Figura 11 — Angulo de contato dos filmes com 10 % de gelatina com diferentes concentracdes de

glicerol.
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Na Tabela 5 estd apresentada a analise estatistica para os resultados de angulo de
contato. Esta avaliacdo foi feita para os dados obtidos no tempo inicial, momento em que a
gota ¢ depositada na superficie do filme, e para 30 segundos de ensaio, tempo que foi
selecionado por ser ligeiramente maior do que o tempo considerado necessario para a gota
entrar em equilibrio metaestdvel com a superficie do filme (BENBETTAIEB et al., 2016). A
partir desse tempo, além da absor¢ao de dgua pelo filme, pode ocorrer a evaporagdo da agua,
devido ao aumento da temperatura ocasionado pela incidéncia da luz sobre a gota (LUZ;
RIBEIRO; PANDOLFELLLI, 2008).

Observa-se que no tempo inicial ndo ha diferenga significativa entre os angulos de
contato para uma mesma concentracdo de glicerol em comparagdo com as diferentes
concentragdes de gelatina, com excecdo da formulacdo que contém 5 % de gelatina e 10 % de
plastificante, que apresenta valor estatisticamente menor do que as demais formulagdes que
contém a mesma quantidade de glicerol. Dessa forma, ndo se pode concluir que o angulo de
contato sofre diminui¢do efetiva, visto que a maioria dos resultados obtidos ndo apresenta
diferenca significativa com o aumento da concentragdo de glicerol ou de gelatina, tanto no
tempo inicial quanto ap6s 30 segundos de experimento.

Com esses resultados, ¢ possivel, também, avaliar a hidrofilicidade dos filmes
produzidos. Para os filmes compostos de 5 % de gelatina, pode-se verificar um aumento
significativo da hidrofilicidade apenas ao se comparar as formulacdes de 0 e 5 % de glicerol
com a de 25 % de plastificante e, ainda, se observa que as formulagdes com concentragdes de
5 a 20 % de glicerol sdo estatisticamente iguais entre si. Ao avaliar os filmes compostos de

7 % de gelatina, percebe-se que a hidrofilicidade ¢ maior para os filmes que contém 20 e 25 %
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de glicerol quando comparados aos demais (0 a 15 % de plastificante), sendo que estes
apresentam valores estatisticamente iguais. Para os filmes compostos de 10 % de gelatina e
concentracdes de 15 a 25 % de glicerol, percebe-se que a hidrofilicidade ¢ maior do que a
observada para os filmes com concentragdes menores de plastificante.

Em geral, esperava-se que o aumento da concentracdo de glicerol aumentasse a
hidrofilicidade dos filmes, pois os plastificantes diminuem as forgas coesivas entre as cadeias
poliméricas, afastando-as e aumentando o carater hidrofilico dos filmes, contudo, conforme os
resultados apresentados, esse comportamento nao foi identificado em todos os casos

(BIERHALZ; KIECKBUSCH, 2009; GUERRERO et al., 2011; HOSSEINI et al., 2016).

Tabela 5 — Angulo de contato inicial e para 30 segundos de ensaio para os filmes com diferentes
concentracoes de gelatina e glicerol.

[Gelatina] [Glicerol] Angulo de contato Angulo de contato

% miv) % vIY) inz:;al 30 sezgol;ndos
0 92,7 +0,5° 91,0 £0,5
5 80,7 + 0,42bedef 74,8 + 0,6%
S 10 65+ 5% 62 & 5b«d
15 66 + 3¢°f 57 + 5%
20 68 & 1cdefe 61 £ 15
25 59 +2¢ 52 + 3¢
0 92 +3¢ 89 + 5°
5 87,0 £ 0,82 84,1 £0,3°
, 10 84 i4abcd 78 + 6ab
15 81 + 3abcdef 76 4+ 3ab
20 60 + 32 52,3+0,1¢
25 58 + 3¢ 50 + 34
0 91+1° 90 + 1°
5 83 + 9abcde 79 4+ 8ab
0 10 86 + 180 78 £ 1%
15 72,8 + (,7bedefe 72,8 + 0,74
20 69 + 2cdefg 69 + 2bcd
25 67 + 3dcfe 67 + 3t

*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade (p < 0,05).
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4.1.2.6 Morfologia

Na Figura 12 estdo apresentadas as micrografias da superficie e da secdo transversal
dos filmes com 10 % de gelatina e 15, 20 e 25 % de glicerol. A superficie dos filmes de
gelatina (apresentada na Figura 12 a.1, b.1 e c.1), ¢ lisa, bastante regular e livre de rachaduras,
mas contém algumas particulas de sujidades que aderiram a superficie do filme. A secdo
transversal dos filmes com menor concentracao de glicerol (15 % — Figura 12 a.2) apresenta
fissuras, que ndo sdo visualizadas para filmes com maiores concentragdes de glicerol (Figura
12 b.2 e c.2). De acordo com Liu et al. (2017) essas fissuras podem ser causadas pelo

processo de congelamento durante o crio-fraturamento.

Figura 12 — Micrografias dos filmes com 10 % de gelatina e (a) 15, (b) 20 ¢ (c) 25 % de glicerol,
sendo as imagens (1) da superficie em ampliacdo de 500 x e (2) da secdo transversal em ampliagdo de
200 x.

4.1.2.7 Andlise quimica estrutural

A andlise quimica da gelatina em po, do glicerol puro e dos filmes produzidos foi
feita por meio da espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier. Os espectros
obtidos para os filmes com 10 % de gelatina, 15, 20 e 25 % de glicerol, sem zeoélitas, e os
espectros da gelatina e do glicerol estao apresentados na Figura 13.

Verifica-se que os espectros obtidos, para os filmes a base de gelatina com glicerol,
passam a apresentar as bandas relacionadas tanto a gelatina quanto ao glicerol, sendo que as

bandas da gelatina se intensificam, enquanto as do glicerol sofrem uma redugdo na
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intensidade, isso pode ser ocasionado pela ocorréncia de uma interacdo quimica entre as

substancias empregadas na produgdo dos filmes.

Figura 13 — Espectro de infravermelho por transformada de Fourier para a gelatina em po, o glicerol
puro e os filmes com 10 % de gelatina e diferentes concentragdes de glicerol, sem zedlitas.
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Na Figura 13, identifica-se um pico em 3285 cm™!, que possivelmente é devido ao
estiramento da ligagio O-H, enquanto os picos observados em 2939 e 2882 cm™! podem ser
relacionados ao estiramento da ligagdo C-H (NUNES, 2014). Observam-se, ainda, picos em
1640 e 1550 cm™! que provavelmente correspondem a deformacgdo angular assimétrica e a
deformacao angular simétrica da ligagdo N-H, respectivamente. Esses picos sao decorrentes
de deformagdes que ocorrem em ligagdes presentes apenas na gelatina. O pico identificado

em 1030 cm™! corresponde ao estiramento da ligagdo C-O, presente na gelatina e no glicerol
(NUNES, 2014).

4.2 ETAPA 2 — ZEOLITA CLINOPTILOLITA

Nesta etapa deste trabalho sdo apresentados e discutidos os resultados de

caracterizacdo e impregnacao da zeolita clinoptilolita com ions prata.
4.2.1 Caracterizacido da zeoélita clinoptilolita

Os resultados obtidos para a caracterizagdo quimica, morfologica, de area especifica,

distribuicdo de poros e de capacidade de troca cationica da zedlita clinoptilolita sdo
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demonstrados e discutidos nos itens 4.2.1.1 a 4.2.1.4. Salienta-se que as analises de MEV e
FTIR foram realizadas antes e apds a adsor¢do de prata na zedlita, sendo apresentadas em um
mesmo item.
4.2.1.1 Andlises quimicas

A andlise quimica da zedlita clinoptilolita foi realizada por fluorescéncia de raios X e
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, os resultados estdo
apresentados a seguir.

4.2.1.1.1 Fluorescéncia de raios X

Na Tabela 6 estd apresentada a composi¢do quimica da zedlita clinoptilolita, obtida

pelo ensaio de fluorescéncia de raios X.

Tabela 6 — Composi¢ao quimica, perda ao fogo e relagdo Si/Al da clinoptilolita obtidos por FRX.

Componente rf;:) )r
Oxido de silicio (SiO2) 70,76
Oxido de aluminio (Al,O3) 9,60
Oxido de potassio (K20) 3,60
Oxido de ferro (Fe,0s) 2,08
Oxido de calcio (CaO) 3,18
Oxido de titanio (TiO,) 0,19
Oxido de sédio (Na;0O) 0,18
Oxido de bario (BaO) 0,13
Oxido de magnésio (MgO) 0,39
Oxido de zirconio (ZrO») 0,01
Oxido de estroncio (SrO) 0,05
Oxido de manganés (MnO) 0,04
Oxido de rubidio (Rb,0) 0,02
Perda ao fogo (1000 °C) 9,77
Relagao Si/Al 6,51

Pela anélise dos dados da Tabela 6, pode-se perceber que os 6xidos de silicio e de
aluminio sdo os componentes majoritarios, o que justifica o uso dessa zeolita como material

adsorvente para o ion prata. Isto se justifica pela capacidade de troca catidnica das zeolitas,
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que se deve ao desequilibrio de cargas provocado pelos ions AI** e Si*'. Este desequilibrio faz
com que um cation extraestrutural seja atraido para manter a neutralidade da molécula. Além
disso, sabe-se que a propriedade de troca cationica ¢ fungdo da razao Si/Al (LUZ, 1995).

Observa-se, também, que a quantidade de 6xido de silicio presente na composicao da
zeolita clinoptilolita ¢ consideravelmente maior do que a quantidade de 6xido de aluminio,
isso faz com que a relacdo Si/Al da zedlita seja alta. De acordo com Chairman et al. (1997) a
clinoptilolita pode ser diferenciada de outros minerais pela sua relagao Si/Al que normalmente
¢ maior ou igual a 4. Szostak (1992) afirma que a relagdo Si/Al desta zeolita se encontra
aproximadamente entre 7 e 18, o que confirma o resultado encontrado.

Além disso, considerou-se o valor de perda ao fogo, que estabelece a perda de massa
da zedlita apds o aquecimento a temperatura de 1000 °C. Esta analise ¢ utilizada para se
quantificar de forma aproximada a matéria volatil presente na amostra. A perda de massa se
refere, na sua maior parte, ao didxido de carbono, que ¢ resultante da decomposi¢do térmica
de carbonatos constituintes das zeolitas. Outra parcela da perda ao fogo refere-se a perda de
agua existente na zeodlita pelo processo de evaporagdo, dessa forma, um valor elevado de
perda ao fogo pode caracterizar hidratacdo elevada do material (MAGALHAES, 2016). O
percentual de perda ao fogo obtido para a zeodlita clinoptilolita foi maior do que o valor
teorico desta propriedade para esta zeo6lita (7,63 %), indicando que seu teor de matéria volatil

e/ou agua ¢ ligeiramente maior do que o esperado para esta zedlita (CALABRIA, 2016).

4.2.1.1.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

Na Figura 14 estdo apresentados os espectros de FTIR obtidos para a zeodlita
clinoptilolita antes e apds a adsor¢do de ions prata na estrutura zeolitica. Observa-se que os
picos permaneceram posicionados nos mesmos numeros de onda antes e apos a impregnagao
da zeolita com Ag’, o que indica que ndo ocorreram modificagdes nas bandas vibracionais
decorrentes da presenca de ions prata na zedlita (RIVERA-GARZA et al., 2000). Contudo,
observa-se que ocorreu uma reducdo na intensidade dos picos de FTIR da clinoptilolita-Ag,
quando comparados aos picos da clinoptilolita. Acredita-se que isso pode ser decorrente da
incorporagdo dos fons Ag"™ na estrutura da zedlita, visto que a presenca desses ions
possivelmente dificulta as vibragdes das ligacdes externas, que se devem, por sua vez, a
topologia e a0 modo como a estrutura da zedlita ¢ arranjada (DOULA, 2007; FLANINGEN;
KHATAMI; SZYMANSKI, 1971).
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Figura 14 — Espectro de infravermelho por transformada de Fourier para a zedlita clinoptilolita e para
a clinoptilolita-Ag.
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O pico observado em 1630 cm™ estd relacionado com a vibracdo de flexdo das
moléculas de agua presentes na zeodlita. Sabe-se, também, que na zeolita clinoptilolita o ion
NO* apresenta uma banda vibracional em 1350-1400 cm™!, contudo, essa banda ndo é
observada no espectro obtido, o que permite concluir que ndo foram adsorvidos ions nitrato na
estrutura zeolitica (RIVERA-GARZA et al., 2000; TORRES, 2004).

Além disso, pela andlise da Figura 14, observa-se o pico de maior intensidade do
espectro de FTIR da zedlita clinoptilolita, identificado em, aproximadamente, 1030 cm™, que
¢ atribuido a vibracdao de alongamento das ligacdes assimétricas externas entre os tetraedros
TO4 presentes na estrutura da zeolita. Além do mais, os picos perceptiveis entre 650 e
800 cm™! estdo relacionados as vibracdes de alongamento simétrico da ligagdo externa do
tetraedro (em 795 cm™) e as vibragdes de estiramento e curvatura dos anéis de 4 membros da
molécula (MOZGAWA; KROL; BARCZYK, 2011; RIVERA-GARZA et al., 2000; YANG;
XU, 1997).

4.2.1.2 Morfologia

Na Figura 15 sdo apresentadas as imagens obtidas pela microscopia eletronica de
varredura da zedlita clinoptilolita, bem como as fotografias desta zedlita, antes da adsor¢do
com ions prata e apos o maior tempo de contato entre a zeodlita e a solugdo utilizado durante a

realizagdo dos estudos de impregnagao de ions prata no material (1 hora).
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Figura 15 — Microscopia eletronica de varredura da zedlita clinoptilolita: antes da adsor¢do de prata,
com ampliacdo de (a.1) 500 x e (b.1) 5000 x e ap6s a adsor¢do de prata, com ampliagdo de (a.2) 500 x
e (b.2) 5000 x. Potencial elétrico de aceleracdo de 15 kV. Fotografias da zeolita clinoptilolita: antes da
adsorcdo de prata (c.1) e ap0s a adsorcdo de prata (c.2).

10070 Mag= 500X EHT = 15.00 kv WD = 8.5mm 100 500 X EHT =15.00 kV WD = 7.5mm

Agjm Mag= 500KX EHT=15.00kV WD = 85mm P Mag= S5.00KX EHT=15.00kV WD = 7.5 mm

Pela anélise da Figura 15 (a.l1) e (b.1), pode-se verificar que a zeolita comercial
clinoptilolita apresenta uma superficie irregular rugosa, o que provavelmente proporciona
uma elevada quantidade de fendas e cavidades na estrutura, favorecendo o uso desta zedlita
como adsorvente, em virtude da facilidade de acesso dos ions aos sitios de troca iOnica
(OLIVEIRA, 2011; ZANIN, 2013). Pelas imagens da Figura 15 (a.2) e (b.2), observa-se que o
tamanho e o formato das particulas dos solidos permanecem similares aos obtidos antes da
adsor¢do de Ag’, o que possivelmente indica que ndo houve alteragdes na estrutura do

material em decorréncia da presenga dos ions prata.
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Este mesmo resultado foi obtido nas micrografias para as amostras com os outros
tempos de adsorcao testados, devido a isso, optou-se por apresentar somente as imagens do
maior tempo de contato. O mesmo comportamento também foi identificado nas fotografias
apresentadas na Figura 15 (c.1) e (¢.2), nas quais ndo € possivel verificar diferengas na zedlita
antes e apos a adsor¢do dos ions prata. Outros autores reportaram comportamentos
semelhantes ao impregnar a zeo6lita clinoptilolita, corroborando os resultados encontrados

(BOSCHETTO, 2009; COPCIA et al., 2011; FERREIRA et al., 2012).
4.2.1.3 Area especifica e distribuicdo de tamanho de poros

Os resultados das analises de area especifica (BET) e volume de poros (BJH) da
zedlita clinoptilolita foram, respectivamente, 35+ 0,1 m? g' e 0,1 cm? g”!. Os valores obtidos
para estas propriedades estdo proximos as faixas comumente reportadas para as zedlitas
naturais encontradas em depdsitos em todo o mundo, visto que estas normalmente apresentam
4rea especifica entre 11 e 27 m2 g e volume de poros que varia de 0,14 a 0,33 cm3 g'!
(ATES, 2014; ATES; AKGUL, 2016; ATES; HARDACRE, 2012; SWENSON et al., 2012)

O diagrama que demonstra a distribui¢do de tamanho de poros da zedlita
clinoptilolita ¢ apresentado na Figura 16, na qual observa-se que a esta zeolita apresenta maior

ntimero de poros com didmetro na faixa de 32 a 400 A.

Figura 16 — Distribuicdo de tamanho de poros da zeolita clinoptilolita.
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A distribuicdo de tamanho de poros da zeolita clinoptilolita ¢ caracteristica dos
solidos mesoporosos, que apresentam poros na faixa de 20 a 500 A, contudo percebe-se que a
clinoptilolita também apresenta macroporos. Considerando que o didmetro i6nico do ion prata
¢ 1,26 A, o tamanho dos poros da zedlita clinoptilolita sdo adequados para promover a
mobilidade dos ions Ag" através dos canais e a interagdo destes com a zeoOlita, favorecendo a

troca idnica (AKGUL et al., 2006).

4.2.1.4 Capacidade de troca cationica

A capacidade de troca catidnica estd relacionada ao niimero de miliequivalentes
(mEq) de um determinado cation por grama ou por 100 gramas de zeolita. Essa propriedade
se relaciona com a natureza das espécies cationicas, o tamanho e a carga do cation a ser
trocado, a concentragdo das espécies catidnicas em solugdo e, também, com a razdo Si/Al da
estrutura zeolitica. Sabe-se que materiais com maiores valores de capacidade de troca ionica
sdo mais eficientes para adsor¢do de ions, pois quanto maior a CTC do material, maior a
quantidade de cations que ele pode trocar (LOPES; GUILHERME, 1987; RIBEIRO;
RODRIGUES, 2010). Ribeiro e Rodrigues (2010), afirmam que quando a relagdo Si/Al da
zeolita clinoptilolita se encontra entre 4,25 e 5,25, a CTC pode chegar, em condigdes ideais, a
2,6 mEq g'!, sendo que se a relagdo Si/Al for maior, o valor de CTC tende a aumentar.

Neste trabalho, na analise de capacidade de troca cationica da zedlita clinoptilolita
foi encontrado o valor de 1,42 mEq NH4" g Na literatura sdo reportados diferentes valores
para a capacidade de troca cationica da zedlita clinoptilolita, que variam de 1,88 a
2,54 mEq NHs" ¢! (MUMPTON, 1985; STYLIANOU et al., 2007). A CTC da clinoptilolita é
relativamente baixa em comparagdo a CTC de outras zeélitas e a medida dessa propriedade
pode dispersar dos valores tedricos devido a impurezas ou variagdes na composi¢ao quimica
(BRECK, 1984). Apesar disso, o que promove a troca idnica ¢ a seletividade da zedlita, que
esta relacionada, principalmente, ao tamanho desses ions. Dessa forma, segundo a literatura,
ha uma preferéncia da clinoptilolita por cétions grandes de acordo com a seguinte sequéncia:
Cs > Rb > K >NH4 > Ba> Sr>Na> Ca>Fe> Al > Mg > Li (MUMPTON, 1999).

Contudo, os estudos de adsor¢io de Ag' feitos neste trabalho se mostraram
satisfatorios em relacdo a quantidade de ions prata adsorvida ao se utilizar a zedlita
clinoptilolita e ha também outros estudos nos quais se percebe que o Ag" foi satisfatoriamente
adsorvido por esta zeolita (AKGUL et al., 2006; COPCIA et al., 2011; CORUH; SENEL;
ERGUN, 2010; LIHAREVA et al., 2010; RIVERA-GARZA et al., 2000).
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4.2.2 Impregnacio da zeoélita clinoptilolita com ions prata

A Tabela 7 apresenta os resultados dos ensaios de impregnacgdo para as condig¢des

avaliadas.

Tabela 7 — Concentragdo de Ag" remanescente em solugdo, quantidade de Ag" adsorvido e percentual
de ions prata adsorvido na zedlita clinoptilolita, utilizando solugdes de AgNO; em diferentes
concentragdes, temperaturas e tempos de contato.

Quantidade de

AgNO T t Ag’ + : % de Ag*
melh €O mn  mpln  Axaonida GO

2000 25 0 1355 +£24° - -

2000 25 15 128 £ 9¢f 15,3+04 91
2000 25 30 114 + 8 155+04 92
2000 25 45 108 & 7¢F 15,6 £ 0,4 92
2000 25 60 102 +1°F 15,7+0,3 92
3000 25 0 1969 + 40* - -

3000 25 15 320 + gedef 20,6 £ 0,4 84
3000 25 30 274 + 20def 21,2+0,5 86
3000 25 45 258 + ]def 21,4+0,5 87
3000 25 60 237 £ 104t 21,7+ 0,4 88
4000 25 0 2293 £ 181* - -

4000 25 15 625+ 67° 21 %1 73
4000 25 30 548 + 62¢ 2242 76
4000 25 45 481 + 5 23+2 79
4000 25 60 446 + 1504t 23+£3 80
2000 40 0 1355 +24° - -

2000 40 15 112 +£13¢f 15,5+0,1 92
2000 40 30 93+ 1f 15,8+0,3 93
2000 40 45 88 + 4f 15,8+0,3 94
2000 40 60 87+ 1° 159+0,3 94
3000 40 0 1969 + 40* - -

3000 40 15 275 £ 104t 21,2+0,6 86
3000 40 30 236 + 84f 21,7+0,6 88
3000 40 45 216+ 19f 21,9+0,5 89
3000 40 60 222 + 6edet 21,8+0,4 &9
4000 40 0 2293 £ 1812 - -

4000 40 15 540 + 47¢¢ 2242 76
4000 40 30 456 + 2°d 23+£2 80
4000 40 45 383 + 16°4f 24 +3 &3
4000 40 60 412 £ 414t 24 +£3 82

*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade (p < 0,05).
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Na Figura 17 estd apresentado o diagrama que relaciona a quantidade de prata em

solug@o com o passar do tempo de impregnacao para cada uma das condi¢des estudadas.

Figura 17 — Concentragdo de prata em solug@o apos os ensaios de impregnagao em fungao do tempo,
para diferentes temperaturas e concentracdes iniciais da solucdo de nitrato de prata.
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Pela analise dos dados da Figura 17, observa-se que ocorreu uma reducao acentuada
da concentracdo de prata em solucdo nos 15 minutos iniciais do experimento. Esse
comportamento também foi verificado em trabalhos de outros autores para a mesma zeolita,
sendo que esse fenomeno se intensifica pela interacdao entre as cargas negativas da estrutura
da zedlita e a carga positiva do ion Ag (AKGUL et al., 2006). Além disso, a rapida adsor¢io
no periodo inicial, provavelmente se dd em virtude do desequilibrio de cargas resultante da
relacdo Si/Al da zedlita, que fornece grande quantidade de sitios disponiveis para adsorc¢ao.
Ainda, pode-se afirmar que conforme aumenta o tempo de contato entre a zeodlita e a solugdo,
diminui a quantidade de sitios disponiveis, o que leva a reducdo da taxa de adsorg¢do.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 7, percebe-se que para todas as
concentracdes e temperaturas avaliadas ¢ atingido um valor estatisticamente constante de
prata remanescente em solugdo a partir de 15 minutos de experimento. Neste tempo, para a
temperatura de 25 °C, a impregnacdo chegou a 91, 84 e 73 % da prata existente em solugdo
para as concentracdes de 2000, 3000 e 4000 mg L', respectivamente, e para a temperatura de
40 °C esses percentuais foram de 92, 86 e 76 %. Sendo assim, em relacdo as temperaturas
selecionadas para a troca i0nica, percebe-se que a diferenca entre a quantidade de prata
remanescente em solugdo, para um mesmo tempo, ndo foi significativamente influenciada
pelo aumento da temperatura. Assim, a temperatura de 25 °C foi selecionada para dar

continuidade aos experimentos, pois resulta em menor gasto energético para o aquecimento
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do sistema. Além disso, optou-se por utilizar o tempo de 15 minutos e a concentragdo de

2000 mg L' para a solugdo de nitrato de prata.

4.3 ETAPA 3 — AVALIACAO PRELIMINAR DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A partir dos resultados dos ensaios de caracterizagdo feitos para os filmes com
diferentes concentracdes de gelatina e glicerol, decidiu-se que os filmes com 10 % (m/v) de
gelatina e com as concentragdes de 15 a 25 % (v/v) de glicerol sdo mais adequados para
incorporagdo das zeolitas na solucdo formadora de filme. A justificativa para essa escolha ¢
que para essas formulagdes foram obtidas caracteristicas mais proximas das recomendadas
para aplicacdo como curativos. Por exemplo, resisténcia a tragao, percentual de elongacao e
capacidade de absor¢do de agua proximos dos valores recomendados para essa aplicagdo.
Além disso, estes filmes apresentaram caracteristicas de textura mais desejaveis a curativos,
quando considera o conforto relacionado ao contato com a pele.

O ensaio antimicrobiano preliminar teve como objetivo avaliar a quantidade de
clinoptilolita-Ag necessaria para que o filme apresentasse atividade antimicrobiana, com base
em dados da literatura. Para concentragdes de zedlita-Ag em torno de 0,1 ou 0,2 %, a maioria
dos autores encontrou auséncia ou fraca inibicdo microbiana, sendo que a inibicao passou a
ser percebida quando foram utilizadas concentragdes maiores do que 0,5 % de zedlita-Ag
(BOSCHETTO, 2009; FERNANDEZ et al., 2010; SANTOS, 2014).

Na Figura 18 est4 apresentado o resultado dos ensaios antimicrobianos preliminares.
Analisando as imagens, pode-se perceber que para os filmes que ndo possuem zedlitas (Figura
18.a), com clinoptilolita ndo impregnada com ions Ag" (Figura 18.g) e para os filmes com
0,1 % de clinoptilolita-Ag na composi¢do (Figura 18.b), ndo ocorre inibicdo da bactéria
Staphylococcus aureus, pois ndo ha evidéncias da formagao de um halo de inibi¢ao e observa-
se o crescimento de colonias, inclusive sob o filme. Em contrapartida, para os filmes com as
demais concentragdes de clinoptilolita-Ag (Figura 18.c a Figura 18.f), se percebe a formagao
de halo de inibi¢do. Contudo, ndo se observa um aumento no diametro deste halo com o
aumento da concentracdo de clinoptilolita-Ag. Dessa forma, ¢ possivel concluir que a
atividade antimicrobiana dos filmes ¢ devida a presenca de ions prata e que estes estdo sendo
liberados da estrutura da zeo6lita e do filme, agindo como bactericida. Uma vez que a atividade
antimicrobiana ocorreu para concentragdes iguais ou maiores do que 0,5 % de clinoptilolita-
Ag, optou-se por dar continuidade aos ensaios adicionando as concentra¢des de 0,5; 1 e

2 % (m/v) de clinoptilolita ou clinoptilolita-Ag na formulacdo dos filmes.
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Figura 18 — Ensaios antimicrobianos preliminares para os filmes com 10 % de gelatina, 25 % de
glicerol (a) sem clinoptilolita e (b) 0,1 %, (c) 0,5 %, (d) 1 %, (e) 3 %, (f) 5 % de clinoptilolita-Ag e
(g) 5 % de clinoptilolita.

4.4 ETAPA 4 — FILMES DE GELATINA, GLICEROL E ZEOLITAS

Nesta secdo, sdo apresentados e discutidos os resultados relacionados a

caracterizacgdo e avaliagdo antimicrobiana dos filmes que contém zeolitas.

4.4.1 Caracterizacio dos filmes de gelatina, glicerol e zeolitas

Dada a importancia de verificar as diferencas nas propriedades dos filmes com
zeolitas em relacdo aos filmes que ndo contém zeodlitas na formulagdo, nesta se¢do serao
apresentados os resultados de caracterizacdo dos filmes compostos por 10 % de gelatina e 15,
20 e 25 % de glicerol, contendo 0; 0,5; 1 e 2 % de zeoblita clinoptilolita ou clinoptilolita-Ag.
Os filmes foram caracterizados em relagdo aos seguintes parametros: espessura, teor de
umidade, permeabilidade ao vapor de 4gua, fluxo de permeacao de vapor de agua, capacidade
de absor¢do de agua, propriedades mecanicas, cardter hidrofilico, estrutura quimica e
propriedades térmicas. Para os filmes que contém clinoptilolita-Ag, serdo apresentados,
também, os resultados da analise de microscopia eletronica de varredura e espectrometria de

absor¢do atomica com chama, para quantificacao da prata presente nos filmes.
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4.4.1.1 Espessura e teor de umidade

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados para espessura e teor de umidade
obtidos para as formulacdes de filmes que contém zeoélitas. Observa-se que conforme aumenta
a concentracdo de glicerol na formulagdo, aumenta a espessura do filme, da mesma forma que
ocorreu para os filmes feitos apenas com gelatina e glicerol. Além disso, para os filmes que
contém 15 e 20 % de glicerol, ndo se percebeu um aumento significativo na espessura com a
adicdo de zedlitas, em contrapartida, percebe-se que para os filmes com 25 % de glicerol a

espessura aumenta com a adi¢ao de zeolitas ao filme.

Tabela 8 — Espessura e teor de umidade para os filmes com 10 % de gelatina com diferentes
concentracdes de glicerol e zeoblitas.

[((%)}(i)cs;“t))l] [(%/:(;Ll;j:)] Tipo de zeélita  Espessura (mm) l;rne{i:é)z)l(:iz
0 - 0,58 = 0,00’ 20,9 £+ 0,8°f
0,5 Clinoptilolita-Ag 0,58 +0,011 27,3 +0,2%®
0,5 Clinoptilolita 0,60 + 0,001 27,1 +0,5%®
15 1 Clinoptilolita-Ag 0,64 + 0,00¢hi 26,5 + 0,220
1 Clinoptilolita 0,61 + 0,008 27,8 £0,6*
2 Clinoptilolita-Ag 0,60 + 0,001 27,0 + 0,82
2 Clinoptilolita 0,62 + 0,00M 21,2 +(,8%f
0 - 0,73 £0,01%f 21,8 £ 0,9%f
0,5 Clinoptilolita-Ag 0,67 £ 0,007hi 28,4 £0,6°
0,5 Clinoptilolita 0,68 £ 0,00 26,6 + 0,5%¢
20 1 Clinoptilolita-Ag 0,70 £+ 0,00%f2 26,0 £ 0,37
1 Clinoptilolita 0,74 £ 0,00% 26 + 1
2 Clinoptilolita-Ag 0,75 + 0,00% 25,7 + 0,42b¢
2 Clinoptilolita 0,74 + 0,00% 24,3 +(,3bd
0 - 0,76 £0,01¢¢ 19,0 +£0,5f
0,5 Clinoptilolita-Ag 0,88 + 0,00% 23,6 + 0,204
0,5 Clinoptilolita 0,90 +0,01° 21,4 £ 0,5%f
25 1 Clinoptilolita-Ag 0,87 + 0,00® 21,4 4 0,7%f
1 Clinoptilolita 0,87 £ 0,00% 21,0 £ 0,6°
2 Clinoptilolita-Ag 0,83 = 0,00 20,1 +£0,4f
2 Clinoptilolita 0,84 = 0,00 18,7 £0,5¢

*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de

probabilidade (p < 0,05).
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Em relacdo ao teor de umidade, também apresentado na Tabela 8, pode-se observar
que essa caracteristica aumentou com a adigdo de zedlitas para os filmes que contém 15 e
20 % de glicerol, em comparacgao ao teor de umidade apresentado pela mesma composi¢do do
filme sem zeolitas. No entanto, para os filmes com 25 % de glicerol, a umidade dos filmes
que ndo contém zedlita ¢ estatisticamente igual a umidade dos filmes com diferentes
concentragdes de clinoptilolita e clinoptilolita-Ag. Assim, pode-se concluir que para a
concentrac¢ao de glicerol de 25 %, a adicao de zeolitas, impregnadas ou ndo com ions prata, ao
filme ndo exerce influéncia sobre o teor de umidade dos filmes.

As zedlitas sdo formadas por estruturas porosas que ret€ém umidade, sendo assim a
agua pode ficar armazenada nos poros desses materiais (RESENDE; MONTE, 2008). Em
geral, para que a dgua retida nos seus poros seja eliminada, ¢ necessario submeter as zeolitas
ao aquecimento durante 8 horas, em média, em temperaturas entre 250 e 300 °C (FERREIRA,
1992). Desta forma, no ensaio que determina o teor de umidade dos filmes que contém
zeolitas, onde esses sdo submetidos a secagem (105 °C por 24 horas), as moléculas de dgua
absorvidas nas zedlitas sdo dificeis de eliminar, visto que ficam dispostas no interior de seus
poros. Para os filmes que contém 25 % de glicerol, ndo foi verificado aumento no teor de
umidade. Isso possivelmente se deve ao fato de ter ocorrido uma redugdo na absor¢do de dgua
pelas zeodlitas, entdo as moléculas de agua permaneceram na estrutura do filme, sendo

facilmente eliminadas durante o processo de secagem.

4.4.1.2 Permeabilidade ao vapor de agua e fluxo de permeacdo de vapor de dgua

Na Tabela 9 estao apresentados os resultados de permeabilidade ao vapor de agua e
fluxo de permeacdo de vapor de dgua para os filmes com 10 % de gelatina e diferentes
concentragdes de glicerol e zeolitas. Pelos resultados apresentados na Tabela 9, pode-se
observar que a PVA dos filmes que contém 15 e 20 % de glicerol ¢ estatisticamente igual
entre si, independentemente da concentracao de zeolitas, e também igual & PVA dos filmes
com 15 ou 20 % de glicerol sem zeolitas na formulagdo. Isso ndo ocorreu para os filmes com
concentragdo de 25 % de glicerol, pois nesse caso, quando adicionado 1 % de zeo6lita ao filme,
ha um aumento significativo na PVA em relagdo a permeabilidade ao vapor de agua dos
demais filmes. Os resultados obtidos sdo similares aos encontrados na literatura e ndo ocorreu

um aumento na PVA em decorréncia da adi¢do de zeolitas aos filmes (YASSUE-CORDEIRO

et al., 2015). Esse resultado indica que a adi¢ao das zeolitas ndo influencia na PVA, e que as
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variagdes dessa propriedade sdo decorrentes, principalmente, da concentragdo de glicerol

presente nos filmes.

Tabela 9 — Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e fluxo de permeacgao de vapor de agua (FPVA)

para os filmes com 10 % de gelatina e diferentes concentracoes de glicerol e zedlitas.

[Glicerol] [Zedlita] Tipo de zedlita PV{IX X _%05 ; FPIVA2
(% viv) (% m/v) (gmh m~Pa’) (gh"m™)
0 - 4,66 + 0,03% 2,55+ 0,030
0,5 Clinoptilolita-Ag 5,16 +0,08% 1,98 + 0,08dctehi
0,5 Clinoptilolita 541 +0,12% 2,02 £ (0,059t
15 1 Clinoptilolita-Ag 5,83 £ 0,27 2,01 + 0,09dfeh
1 Clinoptilolita 2,97 £0,12¢ 2,01 + 0,09dfeh
2 Clinoptilolita-Ag 2,94 +0,15° 1,23+ 0,07
2 Clinoptilolita 4,65+ 0,124 1,90 + 0,024ehi
0 - 5,62 +0,49% 2,92 +0,14%
0,5 Clinoptilolita-Ag 3,78 £0,20° 1,44 + 0,072
0,5 Clinoptilolita 4,58 + 0,384 1,71 £ 0,12¢fehi
20 1 Clinoptilolita-Ag 4,31 +0,50% 1,57 +0,187hi
1 Clinoptilolita 3,83 +£0,184% 1,32 +0,07"
2 Clinoptilolita-Ag 4,04 £ 0,29% 2,23 +£0,16%4f
2 Clinoptilolita 3,57+0,16° 2,00 + 0,09dcfehi
0 - 7,07 £ 0,395 3,82 £0,08?
0,5 Clinoptilolita-Ag 5,04 + 0,30% 2.35+0,14%
0,5 Clinoptilolita 10,27 £ 0,08% 2,90 + 0,09
25 1 Clinoptilolita-Ag 11,26 £0,40* 3,29 +0,12%®
1 Clinoptilolita 12+ 32 2,16 4 0,50°dfe
2 Clinoptilolita-Ag 8,88 +0,31%° 1,69 =+ 0,05¢thi
2 Clinoptilolita 9,47 £0,30% 1,79 + 0,059¢ehi

*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade (p < 0,05).

Por outro lado, em relagdo aos fluxos de permeagdo de vapor de dgua para os filmes

com zeolitas, observa-se que os filmes com 10 % de gelatina e 15 % de glicerol, adicionados

de zeolitas, possuem FPVA estatisticamente igual ao filme de mesma formulagdo, sem

zeodlitas. Enquanto que os filmes contendo 20 e 25 % de glicerol apresentaram FPVA maior

para o filme sem zeo6litas do que para os filmes de mesma formulagdo que contém zedlitas. O

fluxo de permeagdo de vapor de dgua tem relacdo direta com a PVA e com o gradiente de

umidade relativa durante o experimento e ¢ inversamente proporcional a espessura do filme,
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entdo, pode-se inferir que as variagdes nas condicdes do ambiente durante o ensaio e o
aumento na espessura dos filmes que contém zeodlitas, possivelmente, ocasionaram a
diminui¢do no fluxo de permeagao de vapor de agua.

De acordo com Lamke, Nilsson e Reithner (1977) o fluxo de permeagao ao vapor de
dgua da pele humana, em condi¢des normais, estd em torno de 8,5 g h™! m™, isto significa que
a pele perde 8,5 g de 4gua em um metro quadrado de area a cada hora. J4 a pele com lesdo por
queimadura de primeiro grau apresenta FPVA em torno de 12 g h'' m? e, quando a ferida
estd formando o tecido de granulagio, o FPVA pode chegar a valores proximos a214 g h' m-
2, Considerando esses valores, percebe-se que o fluxo de permeacdo ao vapor de d4gua para os
filmes de gelatina, glicerol e zedlitas desenvolvidos neste trabalho sdo menores do que
aqueles indicados para o tratamento de queimaduras.

Considerando que a permeabilidade de filmes poliméricos depende de uma série de
fatores, tais como a integridade do filme, a cristalinidade, a concentragdo de materiais
hidrofilicos e hidrofobicos na formulagdo e a mobilidade das cadeias do polimero, por
exemplo, alteracdes podem ser feitas visando o aumento da PVA e do FPVA dos filmes
(GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000). Nesse contexto, a diminui¢ao da espessura dos
filmes e a adi¢do de agentes reticulantes, por exemplo, podem tornar os filmes mais
permeaveis e mais adequados para a aplicacdo como curativos, contudo deve-se buscar um
equilibrio entre PVA, FPVA e as demais propriedades dos filmes, de forma que ndo haja

redugdo das mesmas.

4.4.1.3 Capacidade de absorcao de agua

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados de CAA em 60 minutos para os filmes
com 10 % de gelatina, 15 a 25 % de glicerol e diferentes concentracdes de zeolitas.
Analisando os dados, observa-se que, em alguns casos, a CAA para os filmes que contém
zeolitas € significativamente maior do que a CAA dos filmes compostos apenas por gelatina e
glicerol e, em outros, a CAA para os filmes com e sem zedlitas ¢ estatisticamente igual.

Ninan et al. (2013) produziram scaffolds porosos de gelatina e glicerol e perceberam
que a adicao de zedlitas reduziu a absor¢ao de agua e, consequentemente, o inchamento. Os
autores atribuiram esse resultado a redu¢ao no tamanho dos poros do scaffold em decorréncia
da adi¢do das zedlitas. Nesse trabalho, nem todos os filmes desenvolvidos com zeodlitas

apresentaram aumento significativo na CAA, provavelmente porque a presenca das zedlitas
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esteja tornando o filme menos higroscopico, reduzindo, dessa forma, a absor¢do de agua
(TEIXEIRA, 2007).

Para os filmes obtidos com as demais formulagdes observa-se que a absor¢ao de agua
aumentou com o tempo, contudo nao se pode afirmar que diminuiu com o aumento da
concentracdo de glicerol, pois as CAA sdo bastante semelhantes para as diferentes
concentragdes do plastificante nos filmes que contém zeolitas. Os resultados da capacidade de
absor¢ao de agua em funcao do tempo para os filmes de gelatina, glicerol e zedlitas estao

apresentados no Apéndice A.

Tabela 10 — Capacidade de absor¢do de agua (CAA) em 60 minutos para os filmes com 10 % de

gelatina e diferentes concentracdes de glicerol e zeolitas.

[Czlicerol] [Zedlita] Tipo de zedlita Cﬁﬁlﬁltl:)s(s ’
(% vIv) (% m/v) (%)
0 - 192 £ 19t
0,5 Clinoptilolita-Ag 253 £ 6°
0,5 Clinoptilolita 235+ 3%
15 1 Clinoptilolita-Ag 243 + 1]
1 Clinoptilolita 201 =+ 3edef
2 Clinoptilolita-Ag 196 + 34t
2 Clinoptilolita 251 £6*
0 - 165 + 40
0,5 Clinoptilolita-Ag 225 + 5%¢
0,5 Clinoptilolita 210 £ 20
20 1 Clinoptilolita-Ag 192 + 2dfe
1 Clinoptilolita 192 + 6fe
2 Clinoptilolita-Ag 174 + 3feh
2 Clinoptilolita 179 + 4¢feh
0 - 165 £ 2
0,5 Clinoptilolita-Ag 180 + 3h
0,5 Clinoptilolita 216+ 1354
25 1 Clinoptilolita-Ag 196 + 34t
1 Clinoptilolita 175 + 3feh
2 Clinoptilolita-Ag 197 + 5edef
2 Clinoptilolita 178 & 4¢feh

probabilidade (p < 0,05).

*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
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4.4.1.4 Propriedades mecanicas

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados de tensdo e elongacao na ruptura, € o
modulo de Young para os filmes com 10 % de gelatina e diferentes concentragdes de glicerol
e zeolitas. Para os filmes que ndo contém zeodlitas, verifica-se que ocorre uma redugdo na
tensdo e no modulo de Young com o aumento da concentracdo de glicerol de 15 para 20 %.
Contudo os valores dessas propriedades permanecem estatisticamente iguais quando a
concentracdo de plastificante ¢ aumentada de 20 para 25 %. Por outro lado, o percentual de

elongacdo ¢ estatisticamente igual, independente das concentra¢des do plastificante.

Tabela 11 — Tensao e elongagdo na ruptura e moédulo de Young para os filmes com 10 % de gelatina e
diferentes concentracdes de glicerol e zeodlitas.

[Cilicerol] [Zedlita] Tipo de zedlita Tensao Elongacao Mg((l:lllfgde
(% vIv) (% m/v) (MPa) (%) (MPa)
0 - 1,91 +£0,05% 252 + bede 0,80 & 0,084
0,5 Clinoptilolita-Ag 2,06 + 0,09%° 242 + 14% 0,66 + 0,084t
0,5 Clinoptilolita 2,03+£0,03% 267 £16%% 0,69 + 0,02
15 1 Clinoptilolita-Ag 1,93 £0,09% 232 £ [5% 0,87 +0,03%°
1 Clinoptilolita 2,26 £ 0,02° 263 4 5bcde 0,91 +0,02%
2 Clinoptilolita-Ag 2,16 +0,07% 239 + 6% 0,98 +0,03?
2 Clinoptilolita 2,14 +£0,07® 270 & 155 0,91 +£0,01%®
0 - 1,30 £0,13% 254 + ] 8bede 0,34 + 0,05
0,5 Clinoptilolita-Ag 1,94 £ 0,10%° 368 +£ 20?2 0,51 +£0,01"%
0,5 Clinoptilolita 2,04 £ 0,08 327 £ 18 0,58 + 0,02¢
20 1 Clinoptilolita-Ag 1,58 £ 0,10« 270 £ 16> 0,57 £ 0,02°%
1 Clinoptilolita 1,84 + 0,06 320 + 78be 0,58 +0,03¢
2 Clinoptilolita-Ag 1,39 +£0,08% 253 £ 15%d (0,58 £0,01°%
2 Clinoptilolita 1,46 £0,04¢ 269+ 12%% 0,55+ 0,02¢%
0 - 1,29 £0,08% 259 4 4bede 0,32 + 0,05M
0,5 Clinoptilolita-Ag 1,02+ 0,057 295 + 192« 0,29 + 0,031
0,5 Clinoptilolita 0,85 +0,10f 250 + 8°de 0,22 + 0,02
25 1 Clinoptilolita-Ag 0,90 + 0,047 270 + 17%¢ 0,30 +0,01"
1 Clinoptilolita 0,77 +0,06f 228 + 17% 0,28 +0,02"
2 Clinoptilolita-Ag 0,87 + 0,06" 228 4+ 28% 0,40 =+ 0,02¢hi
2 Clinoptilolita 0,80 £ 0,01f 200 £ 15¢ 0,41 & 0,02¢n

*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferencga significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de

probabilidade (p < 0,05).



83

Adicionalmente, pela analise dos resultados apresentados na Tabela 11, verifica-se
que a adi¢@o de clinoptilolita ou clinoptilolita-Ag ao filme nao modificou nenhuma das trés
caracteristicas avaliadas para os filmes com 15 % de glicerol. Para os filmes que contém 20 %
de glicerol, houve um aumento da tensdo quando foi adicionado 0,5 e 1 % de zedlitas, em
relacdo ao filme formulado sem adicao de zedlitas; por outro lado, quando foi adicionado 2 %
de zedlitas, a tens@o na ruptura foi estatisticamente igual a do filme sem zeolitas. O percentual
de elongagdo permaneceu estatisticamente igual para a maioria dos valores encontrados, com
excecdo dos filmes com 0,5 % de zedlitas, que apresentaram maior elongacdo. Ainda, o
moddulo de elasticidade foi estatisticamente igual para todos os filmes que contém zeolitas,
independentemente da concentragdo, e foi maior do que o do filme que ndo contém
clinoptilolita. No caso dos filmes formulados com 25 % de glicerol, observa-se uma
diminui¢do da tensdo na ruptura para todas as concentracdes de zedlitas adicionadas ao se
comparar com o filme que ndo contém zedlitas. Além disso, o modulo de Young e o
percentual de elongagdo permaneceram estatisticamente iguais, independente da adi¢do de
zeolitas ao filme.

Normalmente, espera-se que a adi¢do de zeolitas aos filmes aumente a tensdao na
ruptura e o modulo de elasticidade e reduza o percentual de elongacdo, aumentando, assim, a
rigidez dos filmes (BENDAHOU et al., 2015; TEIXEIRA, 2007). Entretanto, esse
comportamento nao foi verificado para todos os filmes desenvolvidos nesse trabalho.
Contudo, considerando os resultados encontrados, pode-se dizer que as propriedades
mecanicas dos filmes que contém zedlitas demonstram seu potencial para serem aplicados
como curativos, visto que os curativos comerciais normalmente apresentam resisténcia a

tracdo entre 0,1 e 0,33 MPa e elongacdo em uma faixa de 180 a 370 % (LEE et al., 2016).

4.4.1.5 Carater hidrofilico

Na Figura 19 estao apresentados os resultados das medidas do angulo de contato em
funcdo do tempo para os filmes produzidos com 10 % de gelatina, 25 % de glicerol e
diferentes concentragdes de zeodlitas. Observa-se que o angulo de contato diminui com o
passar do tempo e o filme continua absorvendo agua, mesmo com a presenca de zeolitas,
portanto a adi¢ao das zeodlitas apenas reduz a absorcdo de agua pelo filme (EXTRAND;
KUMAGALI, 1997; GUERRERO et al., 2011; NINAN et al., 2013). Os resultados de angulo
de contato para os filmes com as demais concentragdes de glicerol estdo apresentados no

Apéndice B e demonstram comportamento semelhante.
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Figura 19 — Angulo de contato em fungdo do tempo para os filmes com 10 % de gelatina, 25 % de
glicerol e diferentes concentragdes de zeolitas.
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Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados de angulo de contato no inicio do
experimento, quando a gota ¢ disposta sobre o filme, e em 30 segundos de ensaio, além da
analise estatistica dos dados. Pela anélise dos resultados, verifica-se que, para a maioria das
formulagdes avaliadas e em qualquer tempo, o angulo de contato para os filmes que contém
zeoblitas ¢ maior do que o angulo de contato dos filmes formulados apenas com gelatina e
glicerol. Segundo Teixeira (2007), esse comportamento ¢ justificado pela adigdo de
compostos inorganicos, como os aluminossilicatos, que provoca uma reducdo no carater
hidrofilico do filme, aumentando, assim o angulo de contato.

Pode-se perceber, também, que os valores de angulo de contato para os filmes com
clinoptilolita ou clinoptilolita-Ag ndo diferem estatisticamente entre si, portanto o fato da
zeodlita ser impregnada com prata ndo altera o carater hidrofilico do filme. Ainda, para as
concentracdes de zeolita estudadas, em geral, os angulos obtidos sdo estatisticamente iguais.
Entdo, para as concentragdes de glicerol e zedlitas avaliadas neste trabalho, a adicdo de maior
quantidade de zedlitas ndo influencia diretamente na reducdo da hidrofilicidade, visto que a
menor ¢ a maior concentragdo de zedlitas nos filmes provocaram a mesma redug¢do na

hidrofilicidade.



85

Tabela 12 — Angulo de contato inicial e para 30 segundos de ensaio para os filmes com 10 % de
gelatina e diferentes concentragdes de glicerol e zeolitas.

[Glicerol] [Zedlita] Angulo de contato Angulo de contato

(% VIV) (% m/v) Tipo da zeélita in(i:;al 30 sezgol;ndos

0 - 731 64 & 2°f
0,5 Clinoptilolita-Ag 87+ 1% 84 -+ Dabed
0,5 Clinoptilolita 86 + 5% 79 4 3abed
15 1 Clinoptilolita-Ag 83 + 4% 78 + 5abed
1 Clinoptilolita 92+1° 86 & 1

2 Clinoptilolita-Ag 93 £2¢ 88 + 1
2 Clinoptilolita 90 +2° 79 4 abed

0 - 69 & 2¢ 61+ 2f

0,5 Clinoptilolita-Ag 94 +1° 88 4 Da
0,5 Clinoptilolita 86 + 3% 79 4 pabed
20 1 Clinoptilolita-Ag 88+ 1° 81 + 1abed
1 Clinoptilolita 88 +4° 79 4 3abed
2 Clinoptilolita-Ag 85+ 2% 81 + Jabed

2 Clinoptilolita 90+ 1° 76 + 3

0 - 67+ 3¢ 63 =+ 4¢°f
0,5 Clinoptilolita-Ag 89+ 1 81 + 1abed

0,5 Clinoptilolita 83+ 1% 76 + bed
25 1 Clinoptilolita-Ag 85 + 0 77 + (pbed
1 Clinoptilolita 95 + (° 86 + 1abe
2 Clinoptilolita-Ag 94 + 22 84 + 4abed

2 Clinoptilolita 83 + 33 73 + 1%

*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade (p < 0,05).

4.4.1.6 Morfologia

As micrografias dos filmes com 10 % de gelatina, 15 % de glicerol € 0,5; 1 ¢ 2 % de
clinoptilolita-Ag estdo apresentadas na Figura 20. Uma vez que, pela analise das micrografias
obtidas para a zeolita clinoptilolita antes e apds a impregnagdo com prata nao foram
observadas diferencas na morfologia, decidiu-se realizar a andlise de MEV apenas para os

filmes adicionados de clinoptilolita-Ag.
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Figura 20 — Micrografias dos filmes com 10 % de gelatina, 15 % de glicerol e (a) 0,5; (b) 1 e (¢) 2 %
de clinoptilolita-Ag, sendo as imagens (1) da superficie em ampliacdo de 500 x e (2) da se¢do
transversal em ampliagdo de 200 x.

Nas micrografias da superficie dos filmes (Figura 20 a.l, b.1 e c.l), ¢ possivel
observar a distribuicdo das zeélitas no filme. E evidente que a adi¢do da clinoptilolita-Ag
causa modificagdes na morfologia dos filmes, que passaram a ser mais rugosos devido a
presenga das zedlitas. Observa-se, também, a presenca de alguns aglomerados, o que permite
concluir que a distribui¢do da clinoptilolita-Ag no filme ndo ¢ homogénea. Essa nao
homogeneidade também pode ser observada visualmente.

Esse resultado é corroborado pela andlise das micrografias da secdo transversal dos
filmes (Figura 20 a.2, b.2 e c.2). Verifica-se que, para a concentracdo de 0,5 % de
clinoptilolita-Ag, hd uma boa distribuigdo das particulas na matriz de gelatina e glicerol,
porém quando se utilizam as concentragdes de 1 e 2 % de clinoptilolita-Ag na composic¢ao,
ocorre um acumulo de zedlitas na superficie, ou seja, nem todas as particulas de zeodlitas ficam

dispersas no filme.

4.4.1.7 Andlise quimica estrutural

Na Figura 21 estdo apresentados os espectros de FTIR para os filmes com 10 % de
gelatina, 25 % de glicerol e diferentes concentragdes de zeodlita clinoptilolita e clinoptilolita-
Ag. Nos espectros desses filmes foram observados os mesmos picos identificados para os
filmes de gelatina e glicerol que ndo contém zedlitas, provavelmente devido as interagdes

quimicas entre a gelatina e o glicerol. Porém, o pico relacionado a vibragdo do estiramento
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das ligacdes assimétricas externas entre os tetraedros presentes na estrutura da clinoptilolita
fica sobreposto a banda correspondente ao estiramento da ligagdo C-O da gelatina e do
glicerol, visto que ambas as vibragdes sdo identificadas no mesmo numero de onda
(1030 cm™). Os espectros de FTIR dos filmes com e sem zeolita para os filmes com as

concentragdes de 15 e 20 % de glicerol estdo apresentados no Apéndice C.

Figura 21 — Espectros de infravermelho por transformada de Fourier para os filmes com 10 % de
gelatina, 25 % de glicerol e diferentes concentragdes de zeolitas.
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4.4.1.8 Analises térmicas

Neste item estdo apresentados os espectros da andlise termogravimétrica e da

calorimetria exploratdria diferencial para os filmes desenvolvidos neste trabalho.
4.4.1.8.1 Analise termogravimétrica
Na Tabela 13 estdo apresentados os valores relacionados a perda de umidade, perda

de massa nao decorrente da umidade e temperatura onset da degradacdo de cada um dos

filmes desenvolvidos neste trabalho. Os termogramas obtidos estdo no Apéndice D.
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Tabela 13 — Resultados de perda de umidade, perda de massa € Tous: Obtidos através dos termogramas

para os filmes com 10 % de gelatina e diferentes concentragdes de glicerol e zedlitas.

[Golicerol] [Zoe()litas] Tipo de zedlita Ef;i(fiaag: P::::s: ’ n})aesl‘s(;i(()itill T;, et
(% vIv) (% m/v) (%) (%) (%) ©O)
15 - - 4 90 94 191,0
15 0,5 Clinoptilolita-Ag 5 88 93 177,2
15 0,5 Clinoptilolita 4 87 91 180,1
15 1 Clinoptilolita-Ag 6 85 91 169,3
15 1 Clinoptilolita 4 86 90 181,1
15 2 Clinoptilolita-Ag 4 85 89 184,3
15 2 Clinoptilolita 4 83 87 185,2
20 - - 5 90 95 181,5
20 0,5 Clinoptilolita-Ag 5 89 94 155,2
20 0,5 Clinoptilolita 5 87 92 165,8
20 1 Clinoptilolita-Ag 8 85 93 166,1
20 1 Clinoptilolita 6 86 92 166,8
20 2 Clinoptilolita-Ag 6 85 91 164,0
20 2 Clinoptilolita 6 83 89 165,3
25 - - 7 89 96 174,0
25 0,5 Clinoptilolita-Ag 5 90 95 167,0
25 0,5 Clinoptilolita 5 88 93 165,0
25 1 Clinoptilolita-Ag 6 88 94 167.,9
25 1 Clinoptilolita 5 87 92 166,4
25 2 Clinoptilolita-Ag 6 85 91 166,2
25 2 Clinoptilolita 5 85 90 164,1

Pela analise dos dados, observa-se que ndo ocorreu variagdo consideravel para o

percentual de perda de umidade dos filmes, com diferentes concentracdes de glicerol e

zeolitas, visto que estes apresentam teores de umidade bastante proximos. Este resultado esta

de acordo com os resultados obtidos no ensaio de determinacao do teor de umidade.

Este mesmo comportamento foi observado para a perda de massa ndo decorrente da

umidade, que foi ligeiramente menor para os filmes que contém zedlitas quando comparado

aos filmes sem zeolitas. Devido a presenca das zeoélitas, esperava-se que a perda de massa dos

filmes fosse menor do que a perda de massa dos filmes formulados apenas com gelatina e

glicerol, uma vez que o ensaio ndo atinge a temperatura de degradacdo da zedlita

clinoptilolita. Adicionalmente, percebe-se que, para os filmes que contém clinoptilolita, a

perda de massa ¢ ligeiramente menor do que para os filmes que contém clinoptilolita-Ag,
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possivelmente, devido as maiores quantidades de agua e outros compostos volateis na
estrutura da zedlita impregnada com ions prata (BARBOSA et al., 2016).

Além disso, observa-se que para os filmes sem zedlitas, a medida que aumenta a
concentracdo de glicerol, a Tonser sofre uma ligeira diminuigdo. Isto indica que a degradagao
inicia em temperaturas mais baixas com o aumento da concentracdo de glicerol na
formulagdo. O que demonstra que a presenca de grandes concentragdes de plastificante pode
ocasionar um prejuizo nas propriedades térmicas dos filmes, pois reduz sua estabilidade
térmica.

A temperatura de degradagdo dos filmes que contém zedlitas € menor do que a Topnger
dos filmes feitos apenas com gelatina e glicerol. Em relagdo a presenca de clinoptilolita ou
clinoptilolita-Ag, percebe-se que a temperatura de onset da degradacao ¢ maior na presenca
de Ag", da mesma forma que foi observado no trabalho de Pehlivan et al. (2005). A partir
desse resultado, verifica-se que a adi¢ao de zedlitas aos filmes também causa uma redugdo na

estabilidade térmica dos mesmos, visto que sua temperatura de inicio de degradacdo diminui.

4.4.1.8.2 Calorimetria exploratoria diferencial

Na Tabela 14 estdo apresentados os resultados de temperatura de transicao vitrea
(Tg), temperatura de fusdo e temperatura de maxima degradacdo (Tgq) para os filmes
produzidos neste trabalho. As curvas de DSC estao apresentadas no Apéndice E.

Vale ressaltar que a temperatura de fusdo foi identificada na primeira corrida, sendo
que, em alguns casos, este evento térmico ocorreu em mais de uma etapa (identificadas como
Tm1 € Tm2), 0 que pode ser decorrente das interagdes entre a gelatina, o glicerol e as zeolitas
empregados na formulacao do filme.

De um modo geral, observa-se que as temperaturas encontradas para um mesmo
evento térmico sao bastante semelhantes para as diferentes formulagdes de filmes avaliadas,
acontecendo pequenos desvios. Além disso, conforme comentado anteriormente, sao
necessarios dois ciclos de aquecimento para melhor observar esses eventos térmicos, visto que
as temperaturas de transicdo vitrea e de fusdo da gelatina e das misturas sao proximas. Desta
forma, observam-se valores proximos para as temperaturas de degradacao dos filmes,
indicando que a reagdo de degradagdao nao sofre grande influéncia das diferencas na
composicao dos filmes. Esses mesmos comportamentos foram identificados no trabalho de

Nunes (2014).
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Tabela 14 — Temperatura de transi¢go vitrea (T,), temperatura de fusdo (Tm) e temperatura de maxima
degradagdo da amostra (Tq) obtidas através das curvas de DSC para os filmes com 10 % de gelatina e

diferentes concentracdes de glicerol e zeodlitas.

R e 5 % 5
15 - - 30,3 58,4 - 279,2
15 0,5 Clinoptilolita-Ag 30,7 58,0 67,1 2582
15 0,5 Clinoptilolita 27,2 58,4 - 296,8
15 1 Clinoptilolita-Ag 29,0 53,1 - 279,8
15 1 Clinoptilolita 29,9 57,0 - 270,1
15 2 Clinoptilolita-Ag 28,5 55,8 - 292.4
15 2 Clinoptilolita 30,8 58,2 62,5 257,5
20 - - 29,8 53,7 - 2594
20 0,5 Clinoptilolita-Ag 30,3 53,8 61,1 268,1
20 0,5 Clinoptilolita 23,0 58,0 - 297.9
20 1 Clinoptilolita-Ag 27,7 59,1 - 279,7
20 1 Clinoptilolita 29,1 55,1 60,0 264,3
20 2 Clinoptilolita-Ag 27,5 56,7 - 260,7
20 2 Clinoptilolita 27,3 62,1 - 289.,6
25 - - 243 56,3 66,2 310,3
25 0,5 Clinoptilolita-Ag 28,1 62,5 72,5 252,1
25 0,5 Clinoptilolita 26,5 57,1 70,2 2754
25 1 Clinoptilolita-Ag 25,6 56,0 69,9 2839
25 1 Clinoptilolita 25,1 58,4 - 266,9
25 2 Clinoptilolita-Ag 27,3 54,1 69,1 266,0
25 2 Clinoptilolita 26,1 59,6 74,8 289.,3

4.4.1.9 Quantificagdo de prata dos filmes

Visando a quantificacdo da prata existente nos filmes produzidos com as diferentes

concentragdes de clinoptilolita-Ag, as amostras foram submetidas ao ensaio de espectrometria

de absorg¢ao atdmica com chama.

Na Tabela 15 estao apresentados os resultados desse ensaio para os filmes avaliados.

Por meio desses resultados, observa-se que a concentragao de ions prata obtida, para cada

uma das concentragcdes de zedlita adicionadas aos filmes, difere significativamente ao

aumentar as concentragdes de clinoptilolita-Ag. Contudo estas concentragdes se mantém

estatisticamente

concentracdo de glicerol utilizada.

igual para uma mesma concentragdo de zeollita,

independente da
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Tabela 15 — Quantidade de ions prata nos filmes com 10 % de gelatina e diferentes concentragdes de
glicerol e clinoptilolita-Ag.

[Glicerol] [Clinoptilolita-Ag] [Ag']
(% vIv) (% m/v) (mg/100 g)
15 0,5 4,5+0,1°
15 1 12 +2°
15 2 3077
20 0,5 43+0,1°
20 1 13+1°
20 2 28+ 77
25 0,5 6+2°
25 1 17 +4°
25 2 34 +22
*Médias seguidas de letras distintas apresentam diferenca significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade (p < 0,05).

Os experimentos de adsor¢do de ions Ag' na zedlita clinoptilolita resultaram em
15,5+ 0,4 mgag* por grama de zeodlita, portanto a quantidade de prata para os filmes com
concentragdes maiores de zeolitas se aproxima mais do valor esperado do que para as
concentragdes menores. Uma explicagdo para esse resultado, ¢ que no ensaio de FAAS o
filme e as zedlitas sdo decompostos, liberando a prata contida dentro dos poros e adsorvida na
superficie das zeodlitas (YASSUE-CORDEIRO et al., 2014). Além disso, as diferencas nesses
valores podem ser decorrentes, também, da distribui¢do ndo homogénea das zeolitas na

amostra de filme.

4.4.2 Avaliacio da atividade antimicrobiana

Nesta se¢do sdo apresentados os resultados obtidos para os ensaios antimicrobianos
feitos para os filmes adicionados de zedlitas. Iniciou-se pela andlise qualitativa feita para
todos os filmes produzidos, seguida pela andlise quantitativa, realizada apenas para os filmes

que contém clinoptilolita-Ag.

4.4.2.1 Anélise qualitativa

Os resultados dos testes de difusao em placas mostraram a atividade antimicrobiana
dos filmes que contém clinoptilolita-Ag e a auséncia desta atividade para os demais filmes. As
imagens dos filmes com 10 % de gelatina, 25 % de glicerol e diferentes concentragdes de

zeolitas, com e sem Ag’, submetidos a andlise em dgar PCA com a bactéria Staphylococcus
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aureus, estdo apresentadas na Figura 22. Observa-se a formagdo de halo de inibicdo de
aproximadamente 3 a 4 mm em torno de todos os filmes que contém clinoptilolita-Ag. Em
contrapartida, para os filmes sem zeolitas € para os que contém zedlita clinoptilolita sem Ag",
ndo se observa atividade antimicrobiana, comprovando que a agdo bactericida realmente se

deve a ag@o dos ions prata presentes nos filmes.

Figura 22 — Imagens dos filmes com 10 % de gelatina, 25 % de glicerol e diferentes concentragdes de
zeolitas, com e sem Ag', submetidos a analise em agar PCA com a bactéria S. aureus. (a) sem zedlitas,
com (b.1) 0,5; (b.2) 1 e (b.3) 2 % de clinoptilolita-Ag e (c.1) 0,5; (¢.2) 1 e (c.3) 2 % de clinoptilolita.

A andlise de atividade antimicrobiana realizada pela coleta do swab da pele humana
e cultivo dos microrganismos em agares PCA e PDA, apresentou resultados semelhantes aos
obtidos para o ensaio feito com a bactéria Staphylococcus aureus. A formagdo de halo de
inibi¢do microbiana foi observada apenas em torno dos filmes que continham clinoptilolita-
Ag, para os demais filmes ndo houve formacdo de halo. As imagens obtidas nesta analise

estdo apresentadas na Figura 23, para o dgar PCA, e na Figura 24, para o agar PDA.
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Figura 23 — Imagens dos filmes com 10 % de gelatina, 25 % de glicerol e diferentes concentragdes de
zeolitas, com e sem Ag’, submetidos a analise em agar PCA para o ensaio qualitativo com swab da
pele. (a) sem zedlitas, com (b.1) 0,5; (b.2) 1 e (b.3) 2 % de clinoptilolita-Ag e (c.1) 0,5; (c.2) 1 e (c.3)
2 % de clinoptilolita.
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Figura 24 — Imagens dos filmes com 10 % de gelatina, 25 % de glicerol e diferentes concentragdes de
zeolitas, com e sem Ag’, submetidos a analise em agar PDA para o ensaio qualitativo com swab da
pele. (a) sem zedlitas, com (b.1) 0,5; (b.2) 1 e (b.3) 2 % de clinoptilolita-Ag e (c.1) 0,5; (c.2) 1 e (c.3)
2 % de clinoptilolita.

Pela andlise das imagens apresentadas nas Figuras 23 e 24, verifica-se que o
crescimento microbiano para ambos os agares utilizados foi muito similar, porém mais
intenso do que o observado nas imagens da Figura 22. Para os experimentos realizados com
swab em agar PDA identificou-se, também, o crescimento de algumas colonias de fungos,
sendo possivel verificar diferengas entre os microrganismos encontrados nos diferentes meios
de cultura. Esse resultado indica a maior carga microbiana da pele humana, dada por bactérias
que se desenvolveram de forma semelhante nos dois meios de cultura (MACHADO, 2012).

Nota-se que ao comparar os halos de inibicdo em torno dos filmes com diferentes
concentragdes de clinoptilolita-Ag, ndo houve diferencas expressivas no seu tamanho. De

acordo com Boschetto (2009), isto pode ser explicado pela atividade antimicrobiana do
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agente, que depende da sua solubilidade e, como o meio utilizado para o ensaio ndo apresenta

grande quantidade de solvente, a difusdo do agente antimicrobiano pode ter sido dificultada.

4.4.2.2 Andlise quantitativa

Os ensaios qualitativos permitiram concluir que a agdo antimicrobiana se da pela
presenca dos ions prata no filme. Com base nesses resultados, realizou-se a avaliacdo
quantitativa, verificando a reducdo da contagem, em placas de Petri, de uma suspensdao
microbiana na presenca de uma amostra de 2 cm? de filme contendo clinoptilolita-Ag imersa
na solucao.

Na Tabela 16 estdo apresentados os resultados em termos de unidades formadoras de
coldnias em funcdo do tempo para os filmes compostos por 10 % de gelatina, 25 % de glicerol
e diferentes concentragcdes de clinoptilolita-Ag. Observa-se que, para todos os filmes
avaliados, ocorreu uma reducdo acentuada na concentragdo bacteriana em solugdo nas
primeiras horas de ensaio. Para melhor visualizar este comportamento, os graficos que
demonstram o numero de coldnias em funcao do tempo obtidos neste ensaio sdo apresentados

no Apéndice F.

Tabela 16 — Numero de colonias em cada tempo do ensaio antimicrobiano quantitativo para os filmes
com 15,20 e 25 % de glicerol € 0,5; 1 ¢ 2 % de zedlita clinoptilolita-Ag.

[Gli] [Cli-Ag] Numero de colonias
(o viv) (%o mh) t0 1h 2h 3h 4h 6h 8h  24h
0,5 1430£130° 790£170° 560+ 170° 420+80° 400=60° 320=10° 260%£60° 0+0
15 I 1310£140° 860=120° 390+10° 290+£20° 260+10° 200+10° 12146 00

2 1540+ 170" 890+90" 310+£60° 193 +13 88+11  550+10° 23+4  0+0
0,5 1500 £ 150" 1200 +120" 640+90" 500+150° 330+£70° 250+60° 200+20" 0+0

20 1 1250 £40" 920+ 130" 520+£110" 370+70" 220+30° 200+40" 170+18 0=+0
2 1090 £ 150" 820+90" 340+40" 260+20° 104+11 34+4 266 0+0
0,5 1520 + 140" 600 + 180" 72+8 43 +7 9+4 5+1 2+1 0+0
25 1 1600 £ 140" 270 +90° 8+4 3+1 1+1 0+0 0+0 0+0
2 1590 + 80" 141 + 33 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+£0

*Resultados multiplicados pelo fator de diluigdo utilizado (1:10). [Gli] = concentrago de glicerol e [Cli-Ag] =
concentragdo de zedlita clinoptilolita-Ag na formulagdo do filme.

A andlise dos resultados apresentados na Tabela 16, demonstra que, independente da
concentracdo de glicerol no filme, a a¢do antimicrobiana dos filmes que contém 2 % de
clinoptilolita-Ag foi mais rapida do que a agdo dos filmes com as demais concentracdes de

clinoptilolita-Ag. Entretanto, ao final do ensaio (24 horas), ndo foi registrada a contagem de
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colonias bacterianas para nenhum dos filmes. Esse resultado indica que ndo restaram bactérias
na suspensado bacteriana na qual o filme estava submerso. Desta forma, infere-se que qualquer
uma das concentragdes de clinoptilolita-Ag incorporadas aos filmes tém atividade bactericida
satisfatoria.

Além disso, observa-se que a agdo antimicrobiana foi mais rapida conforme
aumentou a concentracdo de glicerol no filme. Verifica-se que para os filmes com 25 % de
glicerol, a partir de, aproximadamente, 2 horas de ensaio ndo se identificou atividade
microbiana e para os filmes com 15 e 20 % de glicerol, a atividade bacteriana foi visivel até
aproximadamente 24 horas. Uma possivel explicacdo ¢ que os filmes com concentragdes
maiores de glicerol sdo mais solubilizaveis devido ao fato de serem mais hidrofilicos e

higroscopicos, causando uma liberacao mais rapida da prata.
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CONCLUSOES

Neste trabalho foram desenvolvidos filmes ativos, utilizando gelatina e glicerol, e
incorporando zedlita clinoptilolita impregnada com ions prata aos filmes, visando a atividade
antimicrobiana.

Para todas as formulagdes de gelatina e glicerol testadas houve a formacgao de filmes
que puderam ser facilmente manuseados. Os filmes apresentaram caracteristicas de maior
extensibilidade e maleabilidade conforme aumentou a concentracdo de glicerol na sua
composicdo. Além disso, ndo se observou influéncia da quantidade de plastificante na
umidade e na capacidade de absorcdo de agua dos filmes.

Os resultados de caracterizagdo dos filmes de gelatina e glicerol permitiram concluir
que as formulagdes mais adequadas para adicdo de zeoélitas sdo aquelas que contém 10 % de
gelatina e 15 a 25 % de glicerol, visto que apresentaram os maiores fluxos de permeagdo de
vapor de dgua (FPVA), caracteristica desejavel aos curativos. Além disso, os resultados de
capacidade de absor¢ao de agua (CAA) e elongagdo ficaram na faixa esperada para esse tipo
de aplicacdo e a tensdo na ruptura foi maior do que os valores apresentados pelos curativos
comerciais.

Com base nos resultados da zedlita comercial clinoptilolita e dos estudos de
impregnacao desta zeolita com ions prata, verificou-se que ela pode ser utilizada como
plataforma para adsor¢do e posterior liberagdo dos ions Ag" por troca idnica. Nesta etapa,
concluiu-se que as condigdes mais satisfatorias para impregnacao da zeolita com ions prata
foram com a concentragio de 2000 mg L' de Ag’, temperatura de 25°C e tempo de 15
minutos.

O teste antimicrobiano preliminar mostrou que a zedlita clinoptilolita ndo
impregnada com ions prata ndo exerce a¢do antimicrobiana, sendo esta exclusivamente devida
a presenca dos ions Ag'. Percebeu-se, também, que concentra¢des relativamente baixas de
clinoptilolita-Ag apresentaram agdo antimicrobiana, desta forma concentragdes de 0,5; 1 e
2 % de zedlitas adicionadas aos filmes foram avaliadas.

Para todas as formulagdes contendo zeodlitas também ocorreu a formacdo de filmes
que foram caracterizados em relagdo as propriedades relevantes para a aplicacdo desejada.
Obtiveram-se resultados em conformidade com algumas das principais caracteristicas
desejaveis em curativos.

Os resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos qualitativos permitiram concluir

que a acdo antimicrobiana é devida a presenca dos fons Ag’. Ainda, através dos ensaios
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microbioldgicos quantitativos, pode-se concluir que todos os filmes que contém clinoptilolita-
Ag apresentaram atividade bactericida satisfatoria, pois ao final das 24 horas de ensaio ndo foi
identificado o crescimento de bactérias no agar, comprovando a agdo da prata sobre as
bactérias.

A partir da avaliagdo de todos os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir
que o filme com caracteristicas mais apropriadas para uma possivel aplicacdo como curativos
¢ aquele formulado com 10 % (m/v) de gelatina, 25 % (v/v) de glicerol e 0,5 % (m/v) de
zeolita clinoptilolita impregnada com ions prata.

Finalmente, os experimentos realizados neste estudo demonstram que os filmes
desenvolvidos t€ém potencial para serem aplicados como curativos para diversos tipos de
feridas, atuando como antimicrobiano ¢ auxiliando também na cicatrizagdo do ferimento.
Contudo, verificou-se a necessidade de estudos complementares visando o aprimoramento e

adequacgdo de algumas de suas propriedades.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos at¢ o momento, foram propostas as sugestdes
listadas a seguir:

e cstudar a liberagdo dos ions prata da estrutura da zedlita e da zedlita contida na
matriz polimérica;

e utilizar outros métodos de producgdo dos filmes que possam tornar a distribuicdo da
zeo6lita mais homogénea;

e realizar ensaios de permeabilidade ao oxigénio;

e estudar outros agentes antimicrobianos;

e avaliar a agdo antimicrobiana também contra uma bactéria gram-negativa;

e desenvolver uma metodologia para o ensaio microbioldgico quantitativo de forma
que o filme ndo seja submerso em uma solucao bacteriana, mas sim que fique em contato com

uma superficie contaminada, simulando o contato com a pele.
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APENDICE A — CAPACIDADE DE ABSORCAO DE AGUA

Neste apéndice estdo apresentados os graficos da capacidade de absor¢ao de dgua em
funcdo do tempo para os filmes compostos por 5 e 7 % de gelatina e diferentes concentragdes
de glicerol (Figura A1) e para os filmes que contém 10 % de gelatina, 15 e 20 % de glicerol e
0,5; 1 e 2 % de zeolita clinoptilolita ou clinoptilolita-Ag (Figura A2).

Figura A1 — Capacidade de absor¢do de agua para os filmes com (a) 5 e (b) 7 % de gelatina e
diferentes concentragdes de glicerol.
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APENDICE B — ANGULO DE CONTATO

Neste apéndice estdo apresentados os graficos do angulo de contato em fungdo do
tempo para os filmes compostos por 5 e 7 % de gelatina e diferentes concentragdes de glicerol
(Figura B1) e para os filmes que contém 10 % de gelatina, 15 e 20 % de glicerol ¢ 0,5; 1 ¢
2 % de zedlita clinoptilolita ou clinoptilolita-Ag (Figura B2).

Figura B1 — Angulo de contato em fungéio do tempo para os filmes com (a) 5 e (b) 7 % de gelatina e
diferentes concentragdes de glicerol.
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Figura B2 — Angulo de contato em fungio do tempo para os filmes com 10 % de gelatina, (a) 15 e (b)
20 % de glicerol e diferentes concentragdes de zeolitas.
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APENDICE C - ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

Neste apéndice estdo apresentados os espectros de FTIR dos filmes que contém 10 %
de gelatina, 15 e 20 % de glicerol e 0,5; 1 e 2 % de zedlita clinoptilolita ou clinoptilolita-Ag
(Figura C1).

Figura C1 — Espectros de infravermelho por transformada de Fourier para os filmes com 10 % de
gelatina, (a) 15 e (b) 20 % de glicerol e diferentes concentragdes de zeolitas.
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APENDICE E — CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

Neste apéndice estdo apresentadas as curvas obtidas para a primeira corrida (Figura
E1l) e para a segunda corrida (Figura E2) das analises de DSC dos filmes que contém 10 % de
gelatina, 15, 20 e 25 % de glicerol e 0,5; 1 e 2 % de zeolita clinoptilolita ou clinoptilolita-Ag.

Figura E1 — Curvas da primeira corrida da analise de DSC para os filmes com 10 % de gelatina, (a) 15,
(b) 20 e (¢) 25 % de glicerol ¢ diferentes concentragoes de zeolitas.
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Figura E2 — Curvas da segunda corrida da andlise de DSC para os filmes com 10 % de gelatina, (a) 15,
(b) 20 e (¢) 25 % de glicerol ¢ diferentes concentragoes de zeolitas.
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APENDICE F — ENSAIO ANTIMICROBIANO QUANTITATIVO
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Neste apéndice estdo apresentados os graficos obtidos para o ensaio antimicrobiano

quantitativo (Figura F1) que avaliou o crescimento de unidades formadoras de colonia em

funcdo do tempo para os filmes com 10 % de gelatina, 15, 20 e 25 % de glicerol e que contém

diferentes concentragdes de clinoptilolita-Ag.

Figura F1 — Unidades formadoras de colonias (UFC) por mL de suspensdo bacteriana em fun¢ao do

tempo para os filmes com 10 % de gelatina, (a) 15 e (b) 20 e (c) 25 % de glicerol e diferentes
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