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RESUMO

Os curativos cutaneos sao itens de suma importancia na vida das pessoas, sendo
responsaveis pela aceleracdo do processo de cicatrizacédo, prevenindo a ocorréncia
inflamacdes e cicatrizes principalmente quando contam com a presenca de compostos
bioativos em sua composi¢cao, aumentando sua eficacia. Nesse sentido, o objetivo do
presente trabalho foi desenvolver um curativo biopolimérico a partir da gelatina
contendo carvao ativado (CA) impregnado com extrato da casca de noz-peca,
atribuindo propriedades antioxidantes ao material. A metodologia experimental
consistiu no desenvolvimento dos extratos pelo método de maceracdo e
caracterizacdo dos mesmos quanto a presenca de compostos fendlicos e
propriedades antioxidantes; impregnacdo do CA com 0s compostos bioativos
presentes no extrato, obtendo o carvao ativado impregnado (IAC); desenvolvimento
das membranas contendo gelatina (MG), gelatina e CA (MAC), gelatina e extrato (ME)
e gelatina e CAl (MIAC); finalmente, as membranas produzidas foram caracterizadas
guanto a espessura, propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) e taxa de transmissao de vapor de agua (TTVP), intumescimento, solubilidade,
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e analise
termogravimétrica (TGA). Os resultados obtidos na caracterizacédo dos extratos foram
de 1483,04 mgGAE g para compostos fendélicos, 5515,61 uMFe g* e 38,94% para
atividade antioxidantes pelas metodologias de FRAP e DPPH, respectivamente.
Quanto as propriedades de espessura, alongamento na ruptura e tensdo maxima
foram obtidos os valores de 0,44 mm, 80,76 % e 0,38 MPa para MG, 0,47 mm, 93,91
% e 0,07 MPa para MAC, 0,47 mm, 85,86 % e 0,09 MPa para MIAC, e 0,35 mm,
100,85 % e 0,08 MPa para ME, respectivamente. Os valores de PVA e TTVP obtidos
foram 2,36 g m2d! Pale 187,58 gm?d?!paraMG; 2,60gm?d!Pale194,18gm
2d?! para MAC; 2,52 g m?d!Patle 188,43 g m2d* para MIAC; e 2,15 g m2d* Pat
e 210,29 g m2 d* para ME. A solubilidade das membranas variou entre 87,03 % para
MG, 84,96 % para MAC, 84,36 % para MIAC e 85,65 % para ME. O maior indice de
intumescimento foi obtido para a membrana ME apés 24 h, no valor de 251,59 %. A
analise de FTIR indicou a presenca de grupos referentes a gelatina, glicerol e
compostos fenadlicos do extrato. A analise de TGA indicou que os aditivos aumentaram
a estabilidade térmica dos materiais. De acordo com os resultados obtidos, pode-se

confirmar que o extrato do residuo da casca de noz-peca apresenta alto teor de



compostos fendlicos e capacidade antioxidante, propriedades que auxiliam no
processo de cicatrizacdo. Além disso, 0s materiais produzidos apresentam
caracteristicas fisico-quimicas necessérias para a aplicagdo como curativo. Sendo
assim, é possivel dar seguimento ao trabalho futuramente visando a analise de outras

propriedades das membranas.

Palavras-chave: Gelatina. Tratamento de feridas. Compostos bioativos. Propriedades
antioxidantes.



ABSTRACT

Skin dressings are responsible for accelerating the healing process, preventing
inflammation and scarring, especially when they have bioactive compounds in their
composition, increasing this prevention. In this sense, the objective of the present work
was to develop a biopolymeric dressing from gelatin containing activated carbon (AC)
impregnated with pecan nut shell extract to add antioxidant properties to the material.
The experimental methodology consisted of the development of the extracts by the
maceration method and their characterization regarding the presence of phenolic
compounds and antioxidant properties; impregnation of AC with bioactive compounds
present in the extract, obtaining impregnated activated carbon (IAC); development of
membranes containing gelatin (MG), gelatin and CA (MAC), gelatin and extract (ME)
and gelatin and IAC (MIAC); finally, the produced membranes were characterized
regarding thickness, mechanical properties, water vapor permeability (WVP) and water
vapor transmission rate (WVTR), swelling, solubility, Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) and thermal gravimetric analysis (TGA). The results obtained in
the characterization of the extracts were 1483,04 mgGAE g for phenolic compounds,
5515,61 uMFe g! and 38,94 % for antioxidant activity by the FRAP and DPPH
methodologies, respectively. The values obtained for thickness, elongation at break,
and tensile strength were 0,44 mm, 80,76 %, and 0,38 MPa for MG, 0,47 mm, 93,91
%, and 0,07 MPa for MAC, 0,47 mm, 85,86 % and 0,09 MPa for MIAC, and 0,35 mm,
100,85 % and 0,08 MPa for ME, respectively. The WVP and WVTR values obtained
were 2,36 g m2d* Pa?and 187,58 g m? d for MG; 2,60 g m? d! Pa'and 194,18 g
m-2 d* for MAC; 2,52 g m2d? Pa! and 188,43 g m2 d for MIAC; and 2,15 g m? d*
Pal and 210,29 g m? d* for ME. The solubility of the membranes varied between
87,03% for MG, 84,96% for MAC, 84,36% for MIAC, and 85,65% for ME. The highest
swelling index was obtained for the ME membrane after 24 h, with a value of 251.59
%. The FTIR analysis indicated the presence of groups related to gelatin, glycerol, and
phenolic compounds in the extract. The TGA analysis indicated that the additives
increased the thermal stability of the materials. According to the results obtained, it can
be confirmed that the pecan nut shell extract has a high content of phenolic compounds
and antioxidant capacity, which can help in the healing process. In addition, the

materials produced have physical and chemical characteristics necessary for the



application as a dressing. Therefore, further studies are indicated to analyze other
properties of the membranes.

Keywords: Gelatin. Wound treatment. Bioactive compounds. Antioxidant Properties.
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1 INTRODUCAO

As feridas cutaneas sao originadas por lesdes que atingem a integridade da
pele, sendo usualmente causadas por agentes externos que provocam um
rompimento do tecido epitelial (ALZAREA et al., 2022; REZVANI GHOMI et al., 2019).
Esse tipo de lesdo dérmica representa, aproximadamente, 2% dos fatores
responsaveis por afetar a qualidade de vida da populacéo, além corresponder a 4%
dos gastos para o sistema de saude (DO NASCIMENTO et al., 2020). A cicatrizacédo
de feridas é um processo bioldgico que ocorre espontaneamente em etapas, sendo
elas: hemostase, inflamacéo, proliferacdo e remodelamento (ZARRINTAJ et al.,
2017). Apesar de ser um processo hatural, a cicatrizacdo acontece de forma lenta,
podendo causar infeccdes pela agdo de micro-organismos, formar cicatrizes e, até
mesmo, comprometer fungdes do tecido epitelial (ALZAREA et al., 2022; RIHAYAT et
al., 2019). Uma alternativa para acelerar o processo de cicatrizacao de feridas e evitar
consequéncias indesejaveis desse processo € o0 uso de curativos.

Os curativos aceleram o processo de cicatrizacao através da criacdo de um
ambiente com umidade controlada, possibilitando a troca de nutrientes e prevenindo
a infeccdo causada pela acdo de micro-organismos (LI et al., 2019b). Usualmente
esses dispositivos sdo produzidos a partir de polimeros e incrementados com
compostos quimicos que auxiliam no processo de cicatrizacdo (DO NASCIMENTO et
al., 2020). A funcéo do polimero na cicatrizacdo ocorre em funcéo de caracteristicas
fisicas e do material, responsaveis por propiciar com mais facilidade um ambiente
adequado para o processo de cicatrizacdo (FAHIMIRAD; AJALLOUEIAN, 2019).
Dentre os polimeros utilizados como matéria-prima para a formulacao de curativos,
pode-se citar a gelatina, uma proteina derivada da hidrélise do colageno
(GUERRERO et al, 2011). Suas caracteristicas mais relevantes sao a
biocompatibilidade com tecidos humanos, flexibilidade e estabilidade (MONROQOY et al.,
2018). Devido as suas propriedades, muitos estudos vém utilizando a gelatina no
desenvolvimento de curativos poliméricos (DO NASCIMENTO et al., 2020; HUBNER
et al., 2020; KAVOOSI; DADFAR; PURFARD, 2013).

Do Nascimento et al. (2020), Hubner et al. (2020) e Kavoosi, Dadfar e Purfard
(2013) reportam o uso de diferentes compostos como forma de atribuir propriedades
bioativas aos curativos. Ao serem liberados, esses aditivos evitam a inflamacéo e
diminuem o tempo de cicatrizacdo (DE ALMEIDA et al., 2013). Alguns estudos buscam

formas de controlar a liberacdo desses compostos e tornar mais efetiva sua acéo
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durante a cicatrizacdo (HUBNER et al., 2020; THU; ZULFAKAR; NG, 2012). Para que
ocorra a liberacdo controlada, usualmente séo utilizadas membranas porosas ou, até
mesmo, adicionados aditivos de alta porosidade que atuam como transportadores
desses compostos (HUBNER et al., 2020).

O carvao ativado (CA) € um material poroso utilizado em curativos devido a sua
capacidade de adsorver exsudatos e gases liberados durante o processo de
cicatrizacao (KIM et al., 2018). Alguns curativos comerciais apresentam o uso de CA
com adicdo de ions de prata como agente antibacteriano, promovendo uma liberacéo
controlada desse composto. Com 0 mesmo intuito, Keviyashri et al. (2021)
investigaram o uso de CA como potencial aditivo e transportador de queratina em
curativo cutaneo, obtendo resultados promissores. Assim como a queratina, outros
compostos naturais com propriedades bioativas podem se mostrar benéficos para a
cicatrizacdo, como por exemplo, o extrato da casca de noz-peca.

A casca representa cerca de 50% da massa da noz-pecda, sendo apenas uma
parte comercializada como cha e o restante tratado como residuo (VILLASANTE;
MARTIN-LUJANO; ALMAJANO, 2020). Esse subproduto apresenta elevada atividade
antioxidante, atribuida pelo alto teor de compostos fendlicos presentes em sua
composicdo (RIBEIRO et al., 2017b). Devido a isso, o extrato da casca de noz-peca
vém sendo muito utilizado como aditivo em membranas poliméricas, atribuindo
caracteristicas bioativas as mesmas, além de atribuir valor ao subproduto (LEON-
BEJARANO et al., 2020).

Nesse sentido, o Grupo de Pesquisa Engenharia de Processos e Sistemas
Particulados (GPEPSP), da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) vem
elaborando pesquisas relacionadas ao uso de compostos bioativos oriundos de
residuos agricolas, como a casca de noz-peca (VALERIO FILHO, et al., 2022). Além
disso, o GPEPSP também atua na area de desenvolvimento de adsorventes
sustentaveis a partir de residuos (RAUPP et al., 2021; SILVA et al., 2020; VALERIO
FILHO et al., 2021) de desenvolvimento de novos materiais biopoliméricos aditivados
com extratos naturais para setor de embalagens de alimentos (AVILA et al., 2020a;
MARTINY et al., 2020). Dessa forma, o presente trabalho justifica-se no sentido de
reunir essas linhas de pesquisa que vém sendo exploradas pelo grupo ha alguns anos,

tendo como resultado o desenvolvimento de um produto inovador e eco-friendly.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho é desenvolver membranas poliméricas de
gelatina contendo carvao ativado impregnado com compostos bioativos provenientes
do extrato da casca de noz-peca e avaliar seu potencial para aplicacdo como curativo

cutaneo.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter extrato da casca de noz-peca por maceracao;

e Avaliar o extrato de casca de noz-peca;

e Impregnar o carvao ativado com compostos bioativos presentes no extrato
natural;

e Desenvolver membranas poliméricas de gelatina contendo carvao ativado
impregnado com extrato da casca de noz-pec§;

e Avaliar as propriedades fisicas, quimicas, mecéanicas e barreira das

membranas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Pele

A pele representa 16% do peso corporal de uma pessoa e € classificada como
0 maior érgao do corpo humano, recobrindo toda a superficie externa do mesmo. Esse
orgao apresenta grande importancia no organismo humano, visto que é responsavel
por atuar como barreira contra agentes quimicos, fisicos e organismos patdgenos;
participa na regulacdo térmica do corpo; e promove a homeostasia do de liquidos e
minerais através da producao de suor (BOROJEVIC; SERRICELLA, 1999). A Figura

1 apresenta as estruturas presentes na pele.

Figura 1 — Pele e tecido subcuténeo

Estrato cérneo ]
T = Terminacéo de
Estrato Kicido . nervo sensitivo
Estrato granuloso
Célula de Langerhans
Estrato espinhoso ~|:
Camada de células basais - Melanécito

Ducto écrino Célula de Merkel

Crista epidérmica Membrana basal

Papila dérmica

Epiderme —

Musculo eretor do pelo

Derme — Glandula sebacea

Glandula écrina

Camada _|
subcutanea

Foliculo piloso Tecido conectivo

Corpusculo de Meissner Corpusculo de Pacini Fibra nervosa sensitiva

Fonte: Bohjanen, K. (2015)

Sao duas as principais camadas que compdem a pele, chamadas epiderme e
derme. Além dessas, existe também a hipoderme, camada mais interna e
majoritariamente composta de tecido adiposo (CAMPOS, 2007). A hipoderme é

responsavel pela promog¢ao de isolamento térmico, protecédo contra traumas fisicos e
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armazenamento de energia (PINTO, 2014). A epiderme é a camada mais externa da
pele, sendo essa a principal barreira contra agentes externos. Suas principais fungoes
sdo inibir a infiltracdo de patégenos e deter a perda de calor e agua (ZARRINTAJ et
al., 2017). A epiderme é composta por queratinécidos, responsaveis pela producéo de
queratina; melancaocitos, que atribuem coloracao a pele; células de Langerhans, que
participam do sistema imune; e as células de Merkel, relacionadas as terminagbes
nervosas (VANPUTTE; REGAN; RUSSO, 2016). A derme é um tecido conectivo que
fornece oxigénio e nutrientes a epiderme através de vasos sanguineos e linfaticos.
Apresenta terminacdes nervosas, glandulas, foliculos pilosos e musculatura lisa
(RUIVO, 2014). Quando esses tecidos s&o lesionados, o organismo promove reagoes

que visam sanar essas lesbes (KERPPERS et al., 2019).

3.1.1 Processo de cicatrizacado de feridas na pele

A cicatrizacdo € um processo que se inicia quando ocorrem lesbes que
danificam o tecido epitelial. Durante esse processo ocorrem diversas reacgoes
celulares, bioquimicas e moleculares com a finalidade de reconstruir o tecido
danificado (ANTONIO CARLOS LIGOCKI CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH,
2007). O processo de cicatrizagdo € constituindo por etapas responsaveis pela
regeneracao da pele, sendo elas: hemostase, inflamacao, proliferacao e remodelagao
(ZARRINTAJ et al., 2017). A hemostase é a primeira etapa, iniciando logo apos a
ocorréncia da lesdo. Nessa etapa sao formados coagulos resultantes da agregacao
das plaquetas e responsaveis pela formagao da fibrina, amenizando a perda de fluido
corporal e suprimindo o crescimento celular. A inflamacédo, segunda etapa, é
caracterizada pela agédo de células inflamatorias, como granulécitos e macréfagos,
que penetram na ferida afim de proteger o tecido contra particulas estranhas que
possam causar migragao celular. A fase de proliferacao se inicia, aproximadamente,
no 4° dia apds a lesao e consiste na proliferacdo de fibroblastos, queratindcitos e
formacao de uma matriz extracelular, permitindo assim a reconstituicado da derme. Na
ultima etapa, a remodelagao, ocorre a agao do colageno de forma organizada e os
processos ativados apds a lesao cessam, resultando finalmente na formagao de novos
tecidos conectivos e sistemas vasculares (BOATENG et al., 2008; GURTNER et al.,
2008; WIEGAND; HIPLER, 2010; ZARRINTAJ et al., 2017). A Figura 2 ilustra as

etapas de cicatrizacado da pele.
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Figura 2 — Etapas de cicatrizacdo da pele
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Fonte: Adaptado de Wasatch Photonics (2017)

As feridas cutaneas sdo classificadas em categorias, sendo elas: feridas
agudas, causadas por lesdes produzidas por agées mecanicas; incisdes cirurgicas;
queimaduras; e feridas crbénicas, que apresentam processo longo de cicatrizagao e
altas taxas de reincidéncia (AMBROGI et al., 2020). Por causarem danos sociais,
econdmicos e até psicolégicos ao paciente, as feridas tornam-se um problema de
saude publica, visto que acabam sobrecarregando esse sistema e gerando altos
custos, afetando principalmente paises ndo desenvolvidos (NUSSBAUM et al., 2018).
No Brasil, estima-se que os danos acarretados por feridas cronicas afetam
anualmente aproximadamente 5 milhdées de brasileiros, sendo esta uma das principais
causas de afastamento laboral. A proliferacdo de micro-organismos na ferida é
também um problema, sendo um dos fatores que retardam e dificultam o processo de
cicatrizacdo. Normalmente é causada pelo excesso de exsudacgao e deve ser evitada,
pois a presenga desses agentes provoca o desenvolvimento de infecgdes e
complicagdes (MISIC; GARDNER; GRICE, 2014). A colonizagao bacteriana em feridas
pode ser causada tanto por bactérias gram-negativas, como Escherichia coli, quanto
gram-positivas, como Staphylococcus aureus (CAMPOS et al., 2006; FRANCO, 2014).

3.2 Curativos

Curativos sao utilizados no processo de cicatrizacdo pois auxiliam na
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regeneracgao dos tecidos da derme e epiderme (MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).
Para que essa regeneragao ocorra de forma mais eficaz, € importante que o ambiente
da ferida esteja umido e quente, amenizando condi¢des fisiolégicas da matriz
extracelular, permitindo a evaporacao do exsudado e, consequentemente, evitando a
proliferagdo de micro-organismos (GURTNER et al., 2008; ZARRINTAJ et al., 2017).

O uso de curativos é uma pratica antiga, sendo os primeiros produzidos a partir
de fibras vegetais, 6leos e mel. Afibra era utilizada por suas propriedades de absorgéo,
o oleo funcionava como barreira fisica e o0 mel por sua atividade antimicrobiana
(MALAGUTTI; KAKIHARA, 2014; ZIMMERMAN; VEITH, 1961). Com o passar dos
anos e avango tecnoldgico, as matérias-primas e metodologias empregadas no
desenvolvimento de curativos foram sendo aprimoradas (REZVANI GHOMI et al.,
2019). Atualmente, existem diversas formas de classificar curativos, sendo uma delas
referente a sua atividade: curativos inativos, gazes e outros tecidos; interativos,
hidrocoloides e hidrogeis; e ativos, que apresentam componentes inibidores de micro-
organismos (BASILIO, 2018). Dentre esses trés tipos de curativos, apenas os
curativos ativos sdo diretamente atuantes no processo de cicatrizagdo, enquanto os
outros apenas promovem um ambiente umido e quente para a prote¢ao contra micro-
organismos (WIEGAND; HIPLER, 2010).

O Quadro 1 indica alguns dos tipos de curativos disponiveis comercialmente.

Quadro 1 — Curativos poliméricos comerciais

Tipo Curativos comerciais

Espumas Lyofoam®; Allevyn®
Hidrocoloides Duoderm®; Tegasorb®
Hidrogéis Dermagran®; Duoderm gel®;
Hydrosorb®
Geis Acquacell®; Curasorb®; Kaltostat®
Filmes Hydrofilm®; Actisorb Plus 25®;
Curatec®

Fonte: Autora (2022)

3.2.1 Curativos a base de polimeros naturais
Para o desenvolvimento de um curativo, € necessario que seja utilizado um
material que garanta a cobertura da ferida e previna infecgées (MAJNO, 1991). Dentre

os materiais que podem ser usados na formulacido de curativos cutaneos, pode-se
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citar como mais importantes os polimeros sintéticos e naturais. Polimeros naturais
podem ser obtidos a partir de animais ou plantas, como quitosana, 1a, algodao,
gelatina, etc. Os polimeros sintéticos sdo materiais produzidos em laboratério através
de reagdes quimicas, como polipropileno, policloreto de vinila, etc. Tanto os polimeros
sintéticos quanto os naturais podem ser biodegradaveis, caracteristica
ambientalmente interessante (TIAN et al., 2012). Os polimeros sintéticos sao mais
estaveis que os polimeros naturais, porém, os polimeros naturais possuem alta
degradabilidade, sdo menos tdéxicos e mais econémicos (BHATIA, 2016). A Figura 3
apresenta alguns tipos de curativos que podem ser desenvolvidos a partir de
polimeros naturais, enquanto o Quadro 2 apresenta estudos que utilizaram polimeros

naturais para a formulagéo de curativos.

Figura 3 - Diferentes tipos de curativos: (a) hidrocoldides, (b) hidrogéis, (c) géis e (d)
filmes

Fonte: Autora (2023)
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Quadro 2 — Curativos desenvolvidos a partir de polimeros naturais

Tipo Polimeros principais Aplicagao Referéncia
Curativo de
. o . . (THU; ZULFAKAR;
Alginato de sddio liberac&o
NG, 2012)
controlada
Hidrocoloides Curativo para
. _ feridas com
Alginato de sdédio . (CHIN; GAN, 2021)
baixa
supuragao
Alcool Curativo (TAMAHKAR et al.,
polivinilico/gelatina antibacteriano 2020)
Hidrogéis Alginato de sédio/alcool
polivinilico/ Curativo (ABBASI et al.,
poloxameros/ termossensivel 2020)
Pluronic F127
. Curativo para
Hipromelose/ o (VARSHOSAZ et al.,
aplicacdes
quitosana i 2018)
Géis Opicas
Colageno/ Curativo
_ A (LIet al., 2019a)
quitosana cutaneo
Curativo
. o _ (DO NASCIMENTO
Gelatina antimicrobiano
o et al., 2020)
Filmes e antioxidante
Curativos
Quitosana A (LIet al., 2019b)
cutaneos

Fonte: Autora (2022)

Atualmente, muitos estudos vém investigando o uso de polimeros naturais
como matéria-prima para o desenvolvimento de diferentes tipos de curativos cutaneos,
muitas vezes impregnados com compostos bioativos ou farmacos que aceleram o
processo de cicatrizacdo (ALBORZI; IZADI-VASAFI; GHAYOUMI, 2021; ILLSLEY et
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al., 2017; KAMEL; ABD EL-MESSIEH; SALEH, 2017). Alzarea et al. (2022) reportam
0 uso de alginato de s6dio como polimero precursor para o desenvolvimento de filmes
contendo farmaco com potencial antibacteriano (ALZAREA et al., 2022); Yassue-
Cordeiro et al. (2019) desenvolveram filmes poliméricos a partir do uso de quitosana
contendo zedlitas e sulfadiazina de prata (AgSD) com a finalidade de uma liberagao
controlada do antibacteriano (AgSD) e Hubner et al. (2020) investigaram a formulagao
de filmes de gelatina contendo zedlitas impregnadas com ions de prata como proposta
de curativos antibacterianos (HUBNER et al., 2020; YASSUE-CORDEIRO;
ZANDONAI; GENESI, 2019).

No entanto, existem também algumas desvantagens referentes ao uso de
polimeros naturais. Dentre as desvantagens, pode-se citar: a dificuldade de obter a
matéria-prima (polimero natural) em alguns casos; possibilidade de rejeicdo do
material e infecgdes; falta de uniformidade nos lotes; instabilidade do material; e
baixas propriedades mecéanicas (BHATIA, 2016). Quanto a esta ultima caracteristica
citada, existem metodologias reportadas na literatura — como o uso de plastificantes,
reticulagcdo e combinacdo de dois polimeros diferentes (blendas) — que se mostram
efetivas no aumento das propriedades mecanicas de membranas biopoliméricas (LEE;
SHIM; LEE, 2004).

3.3 Gelatina

A gelatina € um polimero natural e também uma proteina proveniente da
hidrélise do coldgeno, uma proteina insollvel presente em 0ssos, pele e tecidos
conjuntivos de animais (HUBNER et al., 2020). O colageno € composto por moléculas
fibrosas e rigidas interligadas através de ligacfes covalentes (DE WOLF, 2003). Essas
moléculas possuem trés cadeias polipeptidicas em formato de tripla hélice
estabilizadas por ligacdes de hidrogénio. A estrutura de tripla hélice se deve a
repeticdo de uma sequéncia glicina-prolina-hidroxiprolina. Porém, em regides
denominadas telopeptideos essa estrutura ndo é formada, pois as moléculas que
compdem essas regibes consistem em ligagbes covalentes cruzadas intra e
intermoleculares (BATEMAN; LAMANDE; RAMSHAW, 1996). Uma das
caracteristicas da gelatina € a capacidade de formar gel quando a solugéo aquosa do
polimero € submetida ao resfriamento, processo que ocorre atraveés da retencao de
agua no interior de sua estrutura por conta da presenca de grupos amino e

carboxilicos dos aminoacidos, ligagbes ibnicas e ligacdes de hidrogénio (BERTAN,
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2003; DJAGNY; WANG; XU, 2001). As regides ricas em aminoacidos promovem
zonas de juncédo, formando uma rede tridimensional do gel (GIRAUDIER et al., 2004;
MARK, 2013). A Figura 3 ilustra o processo de formacgédo da gelatina a partir do
colageno.

Figura 4— Formacéao da gelatina a partir do colageno
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Fonte: Adaptado de ChemBAM (2021)

A gelatina é classificada em dois tipos, que estdo relacionados a metodologia
— hidrolise &cida ou basica — utilizada em sua formacgé&o. O processo de hidrdlise acida
€ responsavel pela formacéo da gelatina tipo A (ponto isoelétrico 6 — 9), enquanto a
gelatina tipo B (ponto isoelétrico 5) € obtida a partir da hidrélise basica do colageno
(EYSTURSKARD et al., 2009; GUERRERO et al., 2011). A diferenga entre os pontos
isoelétricos (pH onde as moléculas sdo neutras) é dada pelo fato de que no pré-
tratamento acido os grupos amino presentes sao pouco afetados, enquanto o
tratamento alcalino provoca a hidrolise dos grupos amino em grupos carboxilicos
(ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA; AIBA, 1998; YOUNG et al., 2005). A composicao
desse polimero consiste em 50,5% de carbono, 6,8% de hidrogénio, 17% de
nitrogénio e 25,2% de oxigénio (SMITH, 1921). Além disso, sua estrutura conta com
residuos de alguns aminoacidos, sendo o0s principais: glicina, prolina e 4-
hidroxiprolina; além desses, sua conformacéo de hélice prolina canhoto estendida é
incorporada com 300 a 4000 aminoacidos (PAL; BANTHIA; MAJUMDAR, 2007). As
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caracteristicas mencionadas sao responsaveis pela habilidade que esse polimero
possui de formar géis viscosos e resistentes, sendo essa uma das mais importantes
propriedades da gelatina (OAKENFULL; SCOTT, 2003). Devido & isso, muitos estudos
investigam o uso da gelatina como polimero precursor para o desenvolvimento de
filmes e membranas utilizadas como embalagens alimenticias ou, até mesmo,
curativos cutaneos (AHMAD et al., 2012; DO NASCIMENTO et al., 2020; HUBNER et
al., 2020; NUR HANANI; ROOS; KERRY, 2014).

3.3.1 Membranas de gelatina aplicadas como curativo

Dentre as vantagens do uso da gelatina, pode-se destacar o baixo custo,
propriedades de cicatrizacdo da pele e biodegradabilidade — fator atribuido a nao
especificidade enzimatica para hidrélise desse polimero (NGUYEN et al., 2016). Além
desses fatores, a gelatina conta com uma composicao de diversidade molecular vasta
e potencial para formacao de diferentes ligagbes quimicas, o que torna esse polimero
favoravel para a producdo de membranas (LEE; SHIM; LEE, 2004; NUR HANANI;
ROOS; KERRY, 2014; SHOJAEE et al., 2015). Devido a esses fatores, muitos
trabalhos na literatura abordam o uso de membranas de gelatina no desenvolvimento
de curativos biopoliméricos. O Quadro 3 apresenta estudos que utilizaram a gelatina

como material precursor para o desenvolvimento de diferentes curativos poliméricos.

Quadro 3 — Estudos referentes ao uso de gelatina em curativos

(continua)
Autor Trabalho realizado
Desenvolvimento de curativos cutaneos de gelatina contendo
Hubner, et al. . _ ~
(2017) zedlitas impregnadas com Ag para liberacdo controlada de
agente antibacteriano
Rabello, et al. Desenvolvimento de membranas de gelatina para liberacéo
(2017) controlada de farmaco em ulcera¢des na mucosa oral
) Formulacdo e avaliacdo da caracterizagdo e perfil de
Lima, et al. _ . ) o
(2017) liberacdo de membranas de gelatina contendo acido Usnico
para o tratamento de queimaduras
Kavoosi et al. Desenvolvimento de membranas de gelatina incorporadas
(2013) com timol para uso como nano curativo
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Quadro 3 — Estudos referentes ao uso de gelatina no desenvolvimento de curativos

(concluséo)

Do Nascimento,

Desenvolvimento e caracterizacdo de curativo de gelatina

et al. (2020) incorporado com extrato de Punica granatum Linn
Jesus, M.J.M. Desenvolvimento e caracterizagdo de membranas de
(2017) gelatina contendo acido usnico e nanoparticulas de prata
Ahmad, et al. Desenvolvimento de filmes de gelatina incorporados com
(2012) oleo de Citrus bergamia e Cymbopogon citratus
Patel, et al. Producdo de membranas de gelatina e quitosana contendo
(2017) lupeol para potencial uso como curativo

He, et al. (2015)

Desenvolvimento de membrana de regeneracédo tecidual a

partir de PCL e gelatina contendo agentes anti-inflamatérios

para liberacdo controlada na cicatrizacéo de feridas

_ Producdo de membranas de gelatina e quitosana contendo
Ahmadi, et al.

(2021)

extrato de Cinnamomum zeylanicum para potencial

aplicacdo como curativo antibacteriano

Fonte: Autora (2022)

O Quadro 3 evidencia a amplitude do uso da gelatina em diversos tipos de
curativos. A producao das membranas de gelatina é relativamente simples, visto que
se trata de um material solivel em agua. No entanto, € importante salientar que essa
solubilidade em meio aquoso requer aquecimento para que ocorra a dissociacdo
completa da glicina-prolina-hidroxiprolina que compdem a tripla hélice (STEYAERT et
al., 2016). Na maioria desses estudos séo utilizados compostos bioativos, farmacos e
até mesmo outros polimeros com a finalidade de alterar as propriedades fisico-
guimicas da membrana (AHMAD et al., 2012; DO NASCIMENTO et al., 2020).

A gelatina apresenta muitas qualidades para a producgédo de filmes, como
barreira ao oxigénio, boa resisténcia mecanica em niveis de umidade relativa menores
que 65% (ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA; AIBA, 1998). No entanto, existem
algumas desvantagens dos filmes de gelatina relacionadas as propriedades fisicas,
como permeabilidade e resisténcia mecanica em quando em elevados niveis de
umidade relativa devido a natureza hidrofilica do polimero (SUDERMAN; ISA,;
SARBON, 2018). Dessa forma, algumas técnicas séo utilizadas para melhorar

propriedades mecanicas, aumentar a flexibilidade e tornar os filmes menos
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qguebradicos, como a plastificacdo, reticulacdo, entre outras (VIEIRA et al., 2011).
Usualmente o processo de plastificacao € realizado com agentes plastificantes, como
o glicerol e sorbitol (MILLER et al., 2021). Essa técnica consiste em alterar a natureza
hidrofilica do polimero através das reacdes quimicas provocadas pela adicdo dos
agentes plastificantes (BOCQUE et al., 2016; COUTINHO, 2021).

3.4 Plastificantes

Além da natureza hidrofilica da gelatina, existe outro fator que influencia nas
caracteristicas indesejaveis dos filmes, que € a formacéo de redes tridimensionais
com zonas de jungédo intermoleculares e microcristalinas que, quando submetidas a
desidratacdo, podem resultar em filmes quebradicos (ARVANITOYANNIS;
KASSAVETI, 2007; VANIN et al., 2005). Ao adicionar plastificantes a solucéo
filmogénica, as interacdes intercadeias sédo reduzidas, aumentando a flexibilidade dos
filmes (SOTHORNVIT; REID; KROCHTA, 2002; VANIN et al., 2005). A plastificagéo
reduz as forgas intermoleculares das cadeias poliméricas, provocando um aumento
no movimento e volume de vazios das cadeias (HANG, 2005; HUBNER, 2017). A

Figura 4 ilustra como ocorre a interacao entre a gelatina e o plastificante glicerol.

Figura 5 — Acgédo do plastificante glicerol em membranas de gelatina
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Fonte: Adaptado de Sanwlani, Kumar e Bohidar (2011)
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Os compostos plastificantes podem ser classificados como externos ou
internos. Plastificantes internos, como o trietil-citrato e éter poliglicidilico de glicerina,
criam ligagdes com as moléculas do polimero, tornando-se parte do material e
possivelmente sendo copolimerizado na estrutura do polimero ou reagir com 0
polimero original (PHUONG; LAZZERI, 2012; VIEIRA et al., 2011). Esse tipo de
plastificante usualmente apresenta estruturas mais volumosas, garantindo mais
espaco para 0 movimento das moléculas do polimero, tornando os filmes mais
maleaveis. Plastificantes externos, como o glicerol e sorbitol, sdo compostos de baixa
volatilidade e que interagem com as cadeias poliméricas sem a formacéo de ligacdes
guimicas covalentes (MIKKONEN et al., 2009; SEARS; DARBY, 1982). Dentre esses
dois tipos, os plastificantes externos sdo os mais utilizados por promoverem uma
maior flexibilidade aos filmes e por serem economicamente viaveis (JAMARANI et al.,
2018).

Existem diversos compostos utilizados como plastificantes na producao de
filmes biopoliméricos, como glicerol, polietileno glicol, sorbitol, manitol,
monossacarideos, etc. O glicerol € um dos polimeros mais utilizados na plastificacéo
de solucdes filmogénicas de polimeros hidrofilicos, pois 0 mesmo se trata de um poliol
e sua eficiéncia com esse tipo de polimero € reportada na literatura (EPURE et al.,
2011; SUDERMAN; ISA; SARBON, 2018; ZHANG; HAN, 2006). A molécula de
glicerol conta com a presenca de trés grupos hidroxila que sao responsaveis pelas
propriedades higroscépicas desse material e também sua solubilidade em meio
aquoso (BEATRIZ; ARAUJO; LIMA, 2011).

Além da utilizacdo de plastificantes para a melhora de propriedades mecanicas
de membranas poliméricas, muitos estudos apresentam o uso de compostos que
alteram caracteristicas quimicas e fisicas das membranas, atribuindo aos materiais
desenvolvidos ndo sé o aumento de propriedades mecanicas, mas também adicdo de
propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias, dentre outras (AHMADI et al., 2021;
AVILA et al., 2020b; KAVOOSI; DADFAR; PURFARD, 2013). Dentre as possibilidades
de uso do carvao ativado (CA), pode-se citar seu potencial como aditivo em
membranas poliméricas, reportado no estudo de Kwasniewska, A. et al. (2021), onde
foi desenvolvida uma membrana polimérica de quitosana contendo CA em p6 que teve
como funcdo melhorar as caracteristicas mecénicas, de barreira e superficie
(KWASNIEWSKA et al., 2021).



30

3.5 Carvéo ativado

Inicialmente, por volta de 3750 a.C, materiais carbonaceos mais primitivos que
o CA eram utilizados pelos egipcios, sendo aplicados na fabricacdo de bronze e
também usados como combustivel (GONZALEZ-GARCIA, 2018). Posteriormente, em
1550 e 400 a.C, esses materiais passaram a ser aplicados também na area médica e
no tratamento de agua para prevenir doencas (INAGAKI; TASCON, 2006). O processo
de ativacdo quimica surgiu na Europa em meados do século XIX, onde eram
desenvolvidos carvdes ativados pulverizados, que, posteriormente, foram aplicados
industrialmente no refinamento de agucar (ROSA, 2008). Atualmente, o CA é aplicado
em diversas areas, como: tratamento de efluentes; industria farmacéutica; industria
automobilistica e area médica (DANISH; AHMAD, 2018).

O CA é descrito como um material majoritariamente composto por carbono (80
a 95%) que possui caracteristicas fisico-quimicas, como elevada area superficial (até
3000 m2 g1), estrutura amplamente porosa e a presenca de grupos funcionais em sua
superficie, que possibilitam sua aplicacdo em diversas areas (FREITAS, 2020;
THAMBILIYAGODAGE, 2019). O CA pode ser classificado de acordo com o tamanho
de poros presentes em sua estrutura, sendo estes: microporos (< 2 nm); mesoporos
(<2-50 nm) e macroporos (>50 nm) (D.H. EVERETT, 1972). A Figura 5 ilustra a

diferenca entre os diferentes tamanhos de poros.

Figura 6 — Estrutura do CA com os diferentes tamanhos de poros
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Essas caracteristicas fisicas e quimicas do CA sao oriundas dos processos
realizados em sua producéo. Inicialmente, a matéria-prima sofre um pré-tratamento
envolvendo as operacées unitarias de secagem, moagem e peneiramento (VALERIO
FILHO et al., 2020; SILVA, 2019). Logo ap0s, a matéria-prima pré-tratada é submetida
a carbonizacdo e, posteriormente, ativacao fisica e/ou quimica. A metodologia e a
ordem dos processos de ativacdo pode variar de acordo com o método utilizado
(VALERIO FILHO et al., 2022). A Figura 6 ilustra as diferencas entre os tipos de

ativacao.

Figura 7 — Obtencao de CA a partir de diferentes tratamentos
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A Figura 6 ilustra que o processo de ativagcdo pode consistir em somente

Fonte: Adaptado de Valério Filho et al. (2022)

ativacao quimica (nesse caso podem ser utilizados diferentes reagentes no processo
de impregnacdo e/ou realizacdo de pirélise); ativacédo fisica (realizada em altas
temperaturas, como o processo de carboniza¢do); ou entdo uma combinacdo de
ambas (AHMED et al., 2017). Durante os processos de ativagdo, a matéria-prima
interage com os ativadores quimicos e térmicos, resultando na formacdo de grupos

funcionais, area superficial elevada e alta porosidade (MANGUEIRA, 2014).
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3.5.1 Carvéo ativado no tratamento de feridas

Devido as suas caracteristicas, como vasta &rea superficial e
biocompatibilidade, o CA vem sendo muito utilizado no tratamento de feridas como
substancia ativa inserida em curativos (SCHEER; KAISER; ZINGG, 2017). Os
curativos contendo CA séo usados, principalmente, no combate ao mal odor presente
em feridas, visto que sua &rea superficial e estrutura porosa tornam esse material um
agente desodorizante, com capacidade de adsorver exsudatos e gases causadores
de odores desagradaveis (KIM et al., 2018). Outro fator que pode causar mau odor
em feridas € a presenca de micro-organismos aerobicos e anaerdbicos que
metabolizam amino&cidos através de proteinas séricas teciduais decompostas,
podendo liberar compostos volateis de enxofre contendo tiol (EVANS; FLAVIN, 2008;
ILLSLEY et al., 2017). Por esse motivo, muitos trabalhos reportam o uso de agentes
antibacterianos — como a prata — associados ao CA como forma de combater a
proliferagcdo de micro-organismos (ALI et al., 2022; KEVIYASHRI et al., 2021; KIM et
al., 2018). Além dos estudos citados, é importante também mencionar os curativos
contendo CA e agente antibacteriano ja comercializados como 0s curativos Actisorb
Plus 25®, Vliwaktiv® Ag e Curatec®.

A Figura 7 mostra como ocorre a agcao do CA como agente desodorizante e
antibacteriano no processo de cicatrizacao.

Figura 8 — Acdo do CA em curativos

) —————— Produtos de degradagao

Bactéria C — 1 0XiNas liberadas localmente

Fonte: Adaptado de Kerihuel, J. (2009)
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Como apresentado na Figura 7, a estrutura do CA permite que compostos como
produtos de degradacao, toxinas e micro-organismos sejam adsorvidos na estrutura
porosa do curativo, impedindo seu contato com a ferida e, consequentemente,
anulando seus efeitos negativos. Essa adsorcdo ocorre devido ao desenvolvimento
de forcas de Van der Waals que interagem com os compostos indesejaveis (SCHEER;
KAISER; ZINGG, 2017). Esses efeitos podem ser potencializados a partir da adi¢ao
de um agente antibacteriano, sendo os ions de prata os mais utilizados,
principalmente nos curativos comerciais (FRANCO; GONCALVES, 2008). Visto que
muitos produtos naturais apresentam caracteristicas antioxidantes e antibacterianas,
0 uso de compostos bioativos como substitutos dos ions de prata pode ser promissor.
Nesse sentido, pode-se citar o estudo de Kaviyashri, Y. et al. (2021), que investigaram
0 uso de extrato de Allium sativum e CA impregnado com queratina para potencial
desenvolvimento de curativo antibacteriano e confirmaram o potencial do CA como
transportador da queratina e, também, adsorvente para os compostos indesejaveis
liberados no processo de cicatrizacao das feridas (KEVIYASHRI et al., 2021).

O uso de compostos naturais e suas propriedades é historicamente reportado
devido a sua alta atividade biolégica, podendo ser encontrados em plantas ou até
mesmo em produtos de origem animal (LICHOTA; GWOZDZINSKI, 2018). No Brasil,
a regido Sul é destacada por apresentar alta atividade agricola e, portanto, gera
diversos residuos ricos em compostos naturais (VALERIO FILHO et al., 2022). Dessa
forma, muitos estudos investigam o uso de extrato naturais de residuos agricolas, dos
quais podemos citar os estudos realizados por Avila, L. et al. (2020) que utilizaram os
compostos bioativos presentes na casca da jabuticaba como aditivo na producédo de
embalagens bioativas; Martiny, T. et al. (2020) que aplicaram o extrato bioativo da
folha da oliveira em embalagem biopolimérica alternativa para carne de cordeiro; e
Prado, A.C.P. et al. (2014) que avaliou as propriedades dos compostos bioativos
presentes na casca de noz-peca (AVILA et al.,, 2020a; DO PRADO et al., 2014;
MARTINY et al., 2020).

3.6 Noz-peca (Carya illinoinensis K. Koch)

As nozes podem ser descritas como frutos secos envoltos por uma casca rigida
(BODOIRA; MAESTRI, 2020). Existem diversos tipos diferentes de nozes, sendo as
mais populares: améndoa, castanha, castanha-do-para, castanha-de-caju, pistache,
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aveld, macadamia e pecad (VENKATACHALAN; SATHE, 2006). O consumo de nozes
tem sido cada vez mais difundido por trazer muitos beneficios a saitde humana, como
reducdo do risco de doencas cardiovasculares, asma, cancer, diabetes tipo 2, entre
outros (ALASALVAR; BOLLING, 2015; LAMUEL-RAVENTOS; ONGE, 2017). Esses
efeitos positivos causados pelo consumo de nozes estéo relacionados a presenca de
diversos compostos bioativos presentes em sua composi¢do, sendo eles: macro e
micronutrientes; bioativos lipossoliveis; fibras, vitaminas, minerais e fendlicos
(ALASALVAR; SALVADO; ROS, 2020; FREITAS; NAVES, 2010).

Dentre as variedades de nozes, a noz-peca (Carya illinoinensis K.Koch)
encontra-se entre as com maior valor comercial e popularidade (ALASALVAR,;
SHAHIDI, 2008; MACIEL et al., 2020). A noz-peca é fruto da arvore conhecida como
nogueira-pecd e seu cultivo da teve inicio no sul dos Estados Unidos e norte do
México, sendo trazida para o Brasil apenas no século XVIII. Atualmente no Brasil, a
noz-peca € amplamente cultivada nos estados de Sdo Paulo, Santa Catarina, Minas
Gerais e Rio Grande do Sul (POLETTO et al., 2015). A popularidade e o elevado
interesse nesse fruto estéo relacionados ao seu elevado teor de compostos fendlicos
(um dos maiores dentre as nozes) e a sua composicao rica em acidos graxos mono e
poliinstaturados, tocoferois, esterdis e compostos fenélicos, que atribuem a esse fruto
caracteristicas antioxidantes (ALASALVAR; SALVADO; ROS, 2020; ALASALVAR;
SHAHIDI, 2008; ATANASOQV et al., 2018). A Figura 8 ilustra a nogueira-pecé (a) e o
fruto envolto pela casca (b).
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Figura 9 — Nogueira-peca e o fruto noz-peca

Fonte: Adaptado de Wikimedia Commons (2019)

As aplicacdes da noz-peca na industria alimenticia estdo voltadas para o uso
de seu fruto (parte interna), enquanto a sua casca, que representa 45% do peso da
noz-peca, é considerada um residuo (CAXAMBU et al., 2016). Dessa forma, muitos
estudos investigam o uso da casca de noz-peca para desenvolvimento de materiais e
também para o uso de suas propriedades (DO PRADO et al., 2014; PANG et al., 2019;
RIBEIRO et al., 2017b; ZAZYCKI et al., 2018).

3.7 Compostos bioativos presentes na casca de noz-peca

Assim como o fruto, a casca de noz-peca apresenta elevados teores de
compostos fendlicos com altas concentracdes de acido galico, acido clorogénico,
acido p-hidroxibenzéico, galato de epigalocatequina e galato de epicatequina (DO
PRADO et al., 2014). Durante o processo de cicatrizacdo, a presenca destes
compostos antioxidantes potencializa o reparo enzimatico e melhora o metabolismo,
tendo em vista que, durante o processo de cicatrizacdo, o corpo humano produz
espécies reativas de oxigénio responsaveis por degradar lipidios, proteinas e acido
nucleico, retardando o processo bioquimico (ANDRE-LEVIGNE et al., 2017). Devido
a sua composigao rica em compostos benéficos para a saide humana, as cascas de
noz-pecéa sao normalmente comercializadas como cha. A presenca desses compostos

faz com que o consumo do cha da casca de noz-peca esteja relacionado a reducéo
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de colesterol, prevencdo de doencas hepaticas e diminuicdo de sintomas de
ansiedade, além de possuir propriedades antioxidantes (MALIK et al., 2009; MULLER
et al., 2013; RECKZIEGEL et al., 2011). O Quadro 4 apresenta valores encontrados
nos estudos de Do Prado, et al. 2009 referentes a compostos fendlicos, taninos
condensados e atividade antioxidante obtida por ABTS [2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] e DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) presentes no

extrato etandlico da casca de noz-peca.

Quadro 4 — Compostos presentes do extrato na noz-peca

Composto Valor

Fendlicos totais (mg GAE.g™) 118,4
Taninos condensados (mg CE.g?) 736,5
Capacidade antioxidante asts (umol TEAC.gt) 2600,6
Capacidade antioxidante pppH (umol TEAC.g?) 617,4

Fonte: Adaptado de Do Prado et al. (2009)

Além dos beneficios a saide humana, os compostos bioativos atribuem a casca
de noz-peca propriedades antimicrobianas (DO PRADO et al., 2014). Tendo em vista
todas essas caracteristicas positivas, muitos estudos vém investigando diversas
formas de aplicacdo do extrato desse residuo (AMARAL et al., 2019; ARCIELLO et
al., 2021; DORAME-MIRANDA et al.,, 2021; LEON-BEJARANO et al., 2020;
VILLASANTE; MARTIN-LUJANO; ALMAJANO, 2020). Dentre esses estudos, pode-
se mencionar a pesquisa realizada por Leon-Bejarano et al. (2020), que investigou a
aplicacao do extrato da casca de noz-peca como aditivo em filme de amido como uma
alternativa para o uso de plasticos convencionais, onde os resultados indicaram
aumento nas propriedades mecéanicas e adicdo de propriedades antioxidantes e
antimicrobianas aos filmes; e Villasante, Martin-Lujano e Almajano (2020), que
estudaram o uso do extrato na noz-pecd em filme de gelatina aplicado como
embalagem alimenticia alternativa, concluindo que os compostos presentes no extrato
melhoraram as propriedades mecanicas e antioxidantes da embalagem. Entretanto, a
literatura ainda apresenta poucos estudos relacionados ao uso das propriedades do

extrato da casca de noz-peca como aditivo em curativos alternativos.
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4 METODOLOGIA

O desenvolvimento do presente trabalho de conclusédo de curso foi elaborado
de forma a gerar um artigo cientifico. Portanto, esta se¢céo sera apresentada na forma
de artigo e encontra-se na fase de formatagédo para submissao na revista Journal of
Bioactive and Compatible Polymers da editora SAGE Journals com fator de impacto
de 2,134.

4.1 Artigo 1

Gelatin membranes containing activated carbon impregnated with pecan
nutshell extract as a potential wound dressing material

Abstract

Skin dressings are used to cover the wound during the healing to accelerate the
process and prevent the occurrence of inflammations and scarring. In this study,
gelatin (10 % w/v) membranes using glycerol (25 % v/v) as a plasticizer and containing
activated carbon (AC) (10 % w/v), activated carbon impregnated with pecan nutshell
extract (IAC) (10 % w/v) and pecan nutshell extract (0.075 % w/v) were developed
through the method of casting. The materials were called MG, MAC, MIAC and ME,
and characterized regarding their mechanical, chemical, and thermal characteristics.
The pecan nutshell was obtained through maceration and characterized regarding total
phenolic compounds (TFC) and antioxidant activity (AA). The results obtained in the
characterization of the extract showed that it contains a high content of TFC (1483.04
mgGAE g!) and antioxidant activity (5515.61 uMFe g'). The impregnation kinetic
showed that the phenolic compounds from the extract were adsorbed by the AC. The
characterization of the membranes indicated that the materials obtained were strong
and flexible, and presented physicochemical characteristics that are expected in a
good wound dressing. Also, the addition of IAC in the membranes promoted higher
thermal stability of the material. Thus, the use of AC as a carrier for the phenolic
compounds present in pecan nutshell and its application as an additive in gelatin
wound dressing membranes does not affect the physical and chemical properties of
the materials. In this sense, further studies are recommended to evaluate the

antioxidant and antimicrobial properties of this potential alternative skin dressing.

Keywords: wound dressing, biopolymer, natural extract, mechanical properties.
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Introduction

Skin wounds are caused by lesions that affect the integrity of the skin, usually
caused by external agents that disrupt epithelial tissue %2. This type of dermal lesion
represents approximately 2% of the factors that affect the population's quality of life,
and 4% of the health system expenditures 3. Wound healing is a biological process
that occurs spontaneously in three stages: hemostasis, inflammation, proliferation, and
remodeling 4. Despite being a natural process, healing happens slowly, in some cases
causing infections by the action of microorganisms, forming scars, and, compromising
epithelial tissue functions 1°. Active dressings are used as an alternative to accelerate
the wound-healing process and avoid undesirable consequences.

Dressings are usually produced from polymers and enhanced with chemical
compounds that help in the healing process 3. The role of the polymer in healing occurs
due to the physical characteristics of the material, which enables the creation of an
environment with controlled humidity, allowing the exchange of nutrients and
preventing infection caused by microorganisms 7. Among the polymers used as raw
material for the formulation of dressings, it is worth mentioning that gelatin is a protein
derived from the hydrolysis of collagen 2. Its most relevant characteristics are
biocompatibility with human tissues, flexibility, and stability °. Due to its properties,
many studies have been using gelatin in the development of polymeric dressings 31011,

Do Nascimento et al. (2020), Hubner et al. (2020), and Kavoosi, Dadfar, and
Purfard (2013) report the use of different compounds as a way to attribute properties
bioactive to dressings. When released, these additives prevent inflammation and
decrease healing time 2. Some studies investigate forms to control the release of
these compounds and make their action more effective during healing 0 13, Usually,
the controlled release happens using a porous membrane or a material containing high
porosity additives that act as carriers of these compounds *°.

Activated carbon (AC) is a porous material used in dressings due to its ability to
adsorb exudates and gases released during the healing '*. Some commercial
dressings feature the use of CA with the addition of silver ions as an antibacterial agent,
providing the controlled release of the ions. With the same aim, Keviyashri et al. (2021)
investigated the use of CA as a potential additive and transporter for keratin in skin
dressing, obtaining promising results. Like keratin, other natural compounds with

bioactive properties may be beneficial for healing, such as pecan nut shell extract.
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The shell represents about 50% of the pecan nut mass, only one part is sold as
tea and the rest is treated as waste °. This by-product has high activity antioxidant,
attributed to the high content of phenolic compounds present in its composition 1617,
Because of this, pecan nut shell extract has been widely used as an additive in
polymeric membranes, attributing bioactive characteristics to them, in addition to
assigning value to the by-product 151819,

In this sense, the present work aimed to reuse agricultural waste to obtain a
natural extract with great antioxidant properties to impregnate an AC and investigate
the influence of this material in the physical and chemical characteristics of a gelatin-

alternative wound dressing.

Materials and methods
Materials

The nut shells (Carya illinoinensis K. Koch) were provided by a private rural
property located in the Santa Flora district in Santa Maria, Rio Grande do Sul
(29.88926, 53.87125). The AC and gelatin used were purchased from Exodo and

Vetec Quimica Fina, respectively.

Production of the pecan nut shell extract

The nut shells were manually separated, sanitized with 2-2.5% (v/v) sodium
hypochlorite solution, and washed with distilled water. The biomass was oven-dried
(New Ethics, 109-1) at 40°C for 24 h 7. Subsequently, the samples were ground in an
analytical mill (IKA, a11BS32) and sieved to obtain particles >250 pym 7.

The extraction of bioactive compounds was carried out in the proportion of 5:100
(g biomass: mL solvent), using ethanol 40% as a solvent (v/v) and the technique of
solid-liqguid maceration at 80°C for 2 h adapted from Valério Filho et al. (2022). The
extracts were vacuum filtered and then rotary-evaporated. Finally, the extracts were
stored at -18°C for 24h and then submitted to lyophilization (Terroni - LS3000) for 48h
in a high vacuum (=0.3 mmHg) at -50°C.

Total phenolic content
The total phenol content (TPC) of the extract was determined using the
methodology purposed by Singleton e Rossi (1965), using the reagent Folin-

Ciocalteau. First, the dry extract was solubilized in methanol at a proportion of 0.4 mg
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mL1. 0.5 mL of the extract and 10 mL of water were oxidized with 1 mL of the Folin-
Ciocalteau reagent and the reaction was neutralized with 8 mL of saturated sodium
carbonate (75 mg L ). The samples were incubated for 2 h at room temperature. The
absorbance of the solution was measured at 764 nm and the TPC was expressed in

milligrams of acid gallic equivalents (GAE) per gram of the dry extract.

Antioxidant capacity (AA)

For the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) analysis, the dry extract was
solubilized in methanol at the concentration of 0.2 mg mL1. The method was performed
through Band-Williams et al. (1995) methodology, using 200 uL of the natural extract
and 7.8 mL of the DPPH reagent. The samples were kept in a dark environment for 30
min. The same was carried out using deionized water instead of the natural extract to
obtain the control sample. The absorbance of the sample was measured using a UV-
vis spectrophotometer (Kazuaki, 11-226, China) at 517 nm. The results were obtained
in triplicate and the free radicals captured by the DPPH (CCRobrpH) Were calculated
using Equation 1.

CCRDPPH (%) — AbScontrol—AbSsample 100 (1)

Abscontrol

where Abscontrol IS the absorbance of the control sample and the AbSsample is the

absorbance of the extract samples

FRAP (ferric reducing antioxidant power) method was carried out following the
methodology purposed by Rufino et al. (2006). The dry extract was solubilized in the
same concentration used for the TFC assay. Then 90 mL of the extract was mixed with
2.7 mL of the FRAP reagent and 2.7 mL of deionized water. The samples were kept in
contact for 30 min at 37 °C and then the absorbance was read at 595 nm. The
antioxidant capacity was obtained through a ferrous sulfate standard curve and the

results were expressed in yM FeSQOs g,

Impregnation of the AC with the extract

The impregnation of AC was carried out considering the principles of adsorption,
a surface phenomenon in which the particles present in the liquid phase are attracted
to the pores of the solid phase 2!. This process was performed following the
methodology adapted from Keviyashri et al. (2021). The dried extract was solubilized
using 0.01 g dry extract/mL distilled water. Then, 25 mL of the extract was kept in
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contact with 1.25 g of AC under stirring in a shaker (NOVA ETICA, model 109-1) at
120 rpm for 90 min at room temperature. The samples were vacuum filtered and oven-
dried at 40 °C for 24 h. The impregnated AC was called IAC. The adsorption of the
phenolic compounds onto AC was evaluated through a kinetic study at different times

(15 — 90 min) using Singleton e Rossi (1965) methodology.

Membranes production

To produce de membranes, 10 % (w/v) of gelatin was hydrated in deionized
water for 30 min at room temperature and then the solution was stirred (200 rpm) with
a mechanic stirrer at 45 °C for 30 min. 25 % (v/v) of glycerol was added to the solution
and kept under stirring for 15 min to allow plasticizing reactions. Finally, 33 g of the
solution was transferred to Petri dishes (diameter 150 mm) and dried in an oven for 30
h at 40 °C. This membrane was called MG. The other membranes (MAC, ME, and
MIAC) were produced using the same concentration of polymer and plasticizer, but
with the addition of AC in MAC, IAC in MIAC, and pecan nutshell extract in ME, as

shown in Figure 1.

Figure 1 — Schematic representation of the obtention of the gelatin membranes
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Characterization of the membranes
Thickness

The thickness (T) of the flms was measured using a digital micrometer (Insize-
IP65, S&o Paulo, Brazil). The measurements were taken at ten random points of each
membrane.

Mechanical properties

The mechanical properties were analyzed through the parameters of tensile
strength (TS) and elongation at break (E) using a texture analyzer (STABLE MICRO
SYSTEM — TA.XT.plus, UK), according to the standard ASTM D882-18 (2018).
Samples were submitted to a 50 N load with an initial grip separation of 25 mm and
cross-head speed of 50 mm min-.

Water vapor permeability (WVP) and water transmission rate (WVTR)

The water vapor permeability (WVP) of the films was using the ASTM E96-16
(2016) methodology. The samples were kept in an incubator at 50 % RH at 25 °C. The
weight increase regarding the anhydrous calcium chloride absorption was monitored
for ten days and the WVP and WVTR were calculated using Equations 2 and 3,

respectively.

w e
WVP ==— 2)
WVTR === (3)

where W is the absorbed moisture (g), t is the time (s), e is the thickness (m), a is the
exposed film surface (m?2), and AP is the partial pressure difference (Pa).

Swelling index

For the swelling index (SI) analysis, film samples of 1 cm? were dried at 40 °C
for 2h, weighted, and immersed into 25 mL of water at determined times of (5 — 1140
min). The weight of the samples was determined after removing the excess surface
water and the swelling index was calculated using Equation 4.

mf—mi

SI(%) = 100 )

i

where mi is the initial dry mass (g), and m is the final dry mass (g)
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Water solubility

The water solubility (WS) of the films was determined by the method adapted
from Gontard and Guilbert (1992). The samples of 1 cm? were dried at 40 °C for 2 h,
weighted to find the initial mass of the membranes, and then immersed in 25 mL of
water and submitted to agitation using a shaker at 100 rpm at 25 °C for 24 h. Finally,
the samples were dried and weighed to determine the final dry mass. The water

solubility was calculated using Equation 5.

WS(%) = % 100 (5)

2

where mi is the initial dry mass (g), and m is the final dry mass (g)

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)

The functional groups present on the surface of the films were determined by
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) (Shimadzu, IRspirit, Japan). A Perkin-
Elmer spectrometer (UATR Two) was used in the range of 400 cm™ to 4000 cm-?, with

32 scans per spectrum and a resolution of 4 cm™.

Thermal gravimetric analysis (TGA)

The thermal stability of the films was analyzed through a thermal gravimetric
analyzer (Shimadzu, TGA 50, Kyoto, Japan). Samples of 5 mg were heated in platinum
capsules from 30 to 600 °C at a heating rate of 10 °C min-! using nitrogen as the purge
gas at 50 mL min-,

Statistical analysis
The experimental data were obtained in triplicate and the significant differences
between the means were analyzed through the Tukey test at p < 0.05 using the

Statistica software 10.0 ©.

Results and discussion
Characterization of the extract

According to the literature, pecan nutshell extract is a great resource of phenolic
compounds, which are responsible for its high antioxidant activity 1°24. The value
obtained in this study for TPC was 1483.04 + 55.36 mgGAE g1, which is higher than

values reported in the literature, such as Dérame-Miranda et al (2021), who found
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547.27 mgGAE g* for TPC of alcoholic pecan nutshell extracts; and Contini et al.
(2012) who found 680.3 mgGAE g for ethanolic extracts 2>2¢, The values of AA by the
methodologies of DPPH and FRAP were 38.94 + 1.13 % and 5515.61 + 69.73 pMFe
g. The high value obtained through FRAP assay is attributed to a large number of
phenolic compounds present in pecan nut shell extract, which are responsible for the
antioxidant activity 2. The low value obtained by DPPH scavenging activity can be
attributed to the low concentration of the dry extract used in this analysis, as it shows
a concentration response, which means that the higher the extract concentration, the
higher the DPPH scavenging activity 2829, Also, the literature reports that the DPPH
method is less sensitive than others used to evaluate antioxidant capacity, such as
FRAP and ABTS 83031,

In the wound healing process, the human skin produces large amounts of
reactive oxygen species that are responsible for degrading lipids, proteins, and nucleic
acids, retarding the healing process 2°32, In this sense, the presence of antioxidants in
wound dressings can boost enzymatic repair and improve the metabolism,

accelerating the process 3334,

Impregnation of the AC with the extract

The adsorption of the phenolic compounds of the dry extract is presented in
Figure 2. It can be observed that the amount of phenolic compounds present on the
AC surface increased over time. Such a result infers that the impregnation occurred,
and the IAC was obtained Also, it is known that AC presents physicochemical
characteristics, such as pore structure and surface chemistry, that influence the
adsorption capacity of this adsorbent 3. The characteristics of the adsorbate, such as
molecular size, the solubility of the compounds, and dissociation properties, are also
important in the adsorption process 6. The phenolic compounds present in their
composition substituent groups — such as chloro and nitro — are related to the
adsorption as they cause alteration in the molecular properties of the adsorbate. The
literature reports that the adsorption of phenolic compounds onto AC is favored by the
introduction of electron-withdrawing properties of some groups such as nitrophenols

and chlorophenols 3.



45

Figure 2 — Adsorption of the phenolic compounds onto AC
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Obtaining and characterization of the membranes

Analyzing the materials obtained, it can be visually observed the difference
between the color of the membranes, which is attributed to the addition of pecan
nutshell extracts in ME, the AC in MAC, and IAC in MIAC. The dark color of the
materials containing AC and IAC can contribute to the protection of the wound against
the ultraviolet A (UVA (320-400 nm)) and B (UVB (290-320 nm)) radiation, as long-
term exposure of the human skin to ultraviolet radiation can cause several problems
such as edema, erythema, alter the immune response and so on. Due to the longer
wavelength of UVA rays, they can penetrate through the skin and might be related to

allergic reactions and actinic lesions. As the wounded skin is more sensitive than
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healthy skin, these effects of UVA and UVB exposure are responsible for delaying the
wound healing process 283,

Also, a good wound dressing must present some essential physical
characteristics, such as malleability, integrity, and uniformity, which are related to the
characteristics of exudate absorption, moisture permeability, and adhesion to the skin
640 These characteristics were evaluated through the characterization of the

membranes, and the results are presented in Table 1.

Table 1 — Characteristics of the alternative wound dressings

MG MAC MIAC ME
T (mm) 0.442+0.13 0.47 2+ 0.05 0.47 &+ 0.07 0.362+ 0.05
E (%) 80.76 2+ 9.74 93.912+5.86 85.86 2 + 9.37 100.852 + 16.26
TS (MPa) 0.012+0.01 0.072+0.01 0.092+0.01 0.082+ 0.01
WS (%) 87.032+ 0.53 84.96 2+ 0.31 84.36 2+ 0.94 85.652+ 1.23
WVP (g
m?d! 2.36x10%°2+0.00 2.60x10°2+0.00 2.52x10%°2+0.00 2.15x10°2+0.00
Pa?)
WVTR
187.582+ 1.24 194.182 + 1.66 188.43 2+ 2.81 210.292+ 24.61
(gm=d?)

The letters in the exponent indicate significant differences (p < 0.05) between the mean obtained by the Tukey test.

The Tukey test showed that for all the parameters analyzed and shown in Table
1, the results did not present significant differences. The results showed that the values
of thickness were very similar to all the membranes.

The AC and IAC present water-insoluble hydrophobic characteristics,
suggesting the creation of an insoluble protecting barrier for the material 4*. Solubility
is an important parameter for a wound dressing as it indicates the stability of the
material and water resistance, as it depends on the concentration of the components
and also their hydrophilic and hydrophobic characteristic 42. Also, the water solubility
of a wound dressing is important because the degradation of the material must occur
simultaneously with the wound healing process, preventing the substitution by a new

one in a short time. The membranes did not show a disintegrated aspect after the
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analysis, indicating that the high WS values might be related to the of glycerol to the
surrounding water 43,

The values obtained for elongation at break suggest that the materials
developed in this study were flexible, which is indicated for a wound dressing as it
makes it durable 3. The elongation at break is a parameter that influences the prediction
of other properties such as elasticity, ductility, and brittleness of a membrane 3. For a
wound dressing, a high elongation (>50% of the original length) is considered positive
as it suggests an easy degradation process, avoiding the person to feel pain upon
removal of the wound dressing 344, Commercial wound dressings usually present
values of tensile strength of 0.1 — 0.33 MPa, which are in accordance with the values
obtained in this study 446,

The WVP and WVTR are important parameters for a wound dressing as they
are related to the capability of the material to permit the evaporation of exudates and
also provide the environment with moisture and free drainage to prevent the
dehydration of the wound, which can delay the wound healing process #’. The literature
reports WVTR values in the range of 76 — 9360 g m? d-* 48, Materials with WVTR lower
than 300 g m?2 d are recommended for low exudate wounds, as a high WVTR may
lead to the dehydration of the wound and cause the adhesion of the wound dressing
to the wound surface 490,

The swelling index may indicate the ability of the wound dressing to absorb the
exudates released during the healing process #’. The swelling index of the membranes
is presented in Figure 3a. Water retention occurs due to the interactions between the
polar groups of the polymer — such as plasticizer and substances from the extract —
and the exudate fluids released during wound healing. Compared to the unharmed
skin, the exudative fluids are considered to be alkaline or neutral, which can explain
the highest value of the swelling index of 251.59 %, obtained for the membrane ME,
as the acid compounds from the extract could neutralize or acidify the environment,
thus increasing the water absorption 3. The moderate water absorption of a wound
dressing (= 200 %) is recommended, providing the absorption of the exudate and also

keeping a moisture environment for the healing process °.
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Figure 3 — Swelling index (a), FTIR (b), and TGA (c) of the membranes
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The FTIR spectra of all membranes (Figure 3b) presented the same bands and
peaks of the control membrane (MG). Similar behavior of gelatin membranes
containing glycerol and additives was already reported in the literature, which is
attributed to the interaction between the biopolymer and plasticizing 1°°2. The band at
the region of 3600 — 3000 cm™ is a characteristic of gelatin and glycerol, representing
the -OH groups and the stretching of N-H bonds of amine groups. The slight peaks at
2928 cm™* and 2872 cm represent the C-H from gelatin and glycerol. The peaks at
the region of 1655, 1555, and 1217 cm™ represent the amide | (C=0 stretching), Il N-
H bending) and Il (N-H stretching) groups, respectively 5354, The peak at 1040 cm™ is
related to the C-O bond present in both gelatin and glycerol. The O-H vibration is also
present in pecan nutshell extract, as well as the C=0 vibration 5.

The thermal degradation of the membranes is shown by the thermograms
presented in Figure 6. For all materials, the first weight loss can be observed around
25 — 165 °C and represents the loss of free and bound water present in the material
%, The release of moisture in low temperatures occurs due to the hygroscopic
characteristics of the precursor material °¢. The second stage of weight loss for all the

membranes appeared at = 200 °C and represents the degradation or decomposition
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of lower molecular weight protein fractions, glycerol, some natural compounds present
in the extract, and structurally bound water 5-°°, The third degradation stage is
observed at = 300 °C and is associated with the degradation of gelatin with a larger
size %5, The samples containing AC, IAC, and extract showed higher thermal stability,
with smaller degradation peaks in DTG. For the films containing extract, it is explained
by the high amount of bounding between the phenolic compounds from the extract and
gelatin, resulting in a stronger film network 7. The increase in the mass loss for MAC
and MIAC at = 400 °C is due to the removal of volatiles and residual organic matter ©°.

Thus, it is observed that the additives increased the thermal stability of the materials.

Conclusion

The pecan nutshell is a residue with great potential to be applied in wound
dressings, due to the high phenolic content and antioxidant capacity of the extract.
According to the results obtained in this work, the AC can be used as a carrier for the
phenolic compounds of the extract, since the kinetics of adsorption showed an
increase in the presence of phenolic compounds on AC over time. The analysis of the
gelatin membranes developed in this study showed that the addition of the additives
AC, IAC, and pecan nutshell extract did not affect negatively the mechanical and
physical properties of the materials obtained, considering their use as an alternative
wound dressing. In this sense, the materials produced show a potential to be used in
further studies regarding the investigation of other important properties for a wound

dressing, such as antimicrobial and antioxidant capacities.
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5 CONCLUSAO

A obtencdo do extrato natural da casca de noz-pecd mostrou-se como uma
alternativa para a reutilizagdo desse residuo, tendo em vista os valores elevados
obtidos nas caracterizacdes realizadas no presente estudo, sendo eles de 1483,04
mgGAE g para compostos fendlicos totais e 5515,61 pMFe g* e 31,91 % para
atividade antioxidante pelas metodologias de FRAP e DPPH, respectivamente.

A adsorcdo dos compostos fendlicos totais foi comprovada a partir dos
resultados apresentados na curva de cinética, visto que o teor de compostos fendlicos
presentes no CA aumentou ao decorrer do tempo. A adsorcéo de compostos fendlicos
por CA é favorecida pela presenca de grupos como nitrofendis e clorofendis presentes
no adsorvato.

As caracterizagbes das membranas produzidas pela metodologia de casting
utilizando gelatina como polimero e glicerol como plastificante indicaram que o0s
materiais obtidos mostraram-se resistentes e flexiveis, além de apresentar valores de
solubilidade, permeabilidade ao vapor de 4gua e intumescimento dentro dos padrées
aceitaveis para a aplicacdo como curativo. O uso de IAC como aditivo ndo provocou
alteracdes negativas nas propriedades analisadas, e, além disso, resultou na
obtencéo de materiais com potencial protecdo contra raios UVB.

De acordo com esses resultados, o presente estudo mostrou que o uso do
extrato da casca de noz-peca € uma alternativa para agregar valor ao produto e que
o CA apresenta potencial para ser utilizado como transporte para compostos fendélicos
presentes no extrato. Além disso, 0s materiais apresentaram caracteristicas fisicas e
guimicas positivas para um curativo alternativo, que foram mantidas mesmo apds a
adicdo de IAC. Sendo assim, recomenda-se a continuidade do presente estudo
avaliando outras propriedades dos materiais desenvolvidos, como atividades

antioxidante e antimicrobiana.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Visando a continuidade do presente estudo, sugere-se para trabalhos futuros:

Analise HPLC para obter conhecimento mais aprofundado sobre os compostos
presentes no extrato;

Estudos mais aprofundados sobre a adsorcdo dos compostos fendlicos
presentes no extrato pelo CA, incluindo ensaios de cinética, equilibrio e
termodinamica;

Andlise colorimétrica das membranas;

Andlise da morfologia dos materiais pela técnica de microscopia eletrénica de
varredura (MEV);

Estudos sobre a liberacdo controlada dos compostos fendlicos presentes nas
membranas;

Analise de propriedades antioxidantes e antimicrobianas das membranas.
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