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RESUMO

Conhecida popularmente por sua capacidade cicatrizante, a casca de banana verde foi objeto
de estudo deste trabalho para que juntamente com a quitosana, material amplamente estudado
como biomaterial por suas propriedades cicatrizantes, anti-inflamatérias e antibacterianas,
formasse uma membrana com aplica¢des em lesdes cutdneas. O tratamento de feridas da pele
(queimaduras, tulceras, feridas cirtrgicas e de diabetes) ¢ um problema mundial devido as
possiveis complicagdes decorrentes do processo de cicatrizagdo, como infecgdes, septicemia e
até o obito. Este estudo fez-se interessante por ser a banana um fruto amplamente cultivado ao
redor do mundo, assim como o fato de a quitosana ser derivada da quitina, um subproduto da
industria pesqueira, de modo que sua producgdo seja econdmica e ambientalmente vidvel. Para
a preparagdo das membranas a base de quitosana, foram estudados dois diferentes métodos de
extracdo dos principios ativos da casca de banana verde, o método da decoccdo e da secagem.
Ambos os métodos apresentam bons resultados em relacdo as caracteristicas mecanicas das
membranas formadas, ressaltando-se que foi necessaria a utilizacdo de quantidades menores
de p6 obtido no método da secagem para que as membranas produzidas apresentassem uma
textura melhor. No processo de cicatrizacdo cutanea a regido afetada deve ser mantida imida,
por isso foi feito o teste de comportamento hidrico das membranas, avaliando-se a
porcentagem de intumescimento. Todas as membranas produzidas apresentaram elevada
capacidade de intumescimento quando imersas em solucdo tampdo de pH semelhante ao
sangue, em temperaturas proximas a da temperatura corporal, 37° C. As membranas também
apresentaram permeabilidade ao vapor d’agua, sendo que a membrana preparada com casca
de banana em po, devido a maior presenca de solidos em suspensdo, os quais aumentaram o
volume livre entre as moléculas, possibilitou uma maior passagem de vapor d’agua através da
mesma. O carater hidrofilico das membranas foi comprovado pelas analises de angulo de
contato. A temperatura de fusdo, Tm, obtida por meio da andlise de DSC, sugere que as
membranas formadas com a casca em po, t€ém um grau de cristalinidade menor que as demais.
Ambos os métodos foram eficientes na preparacdo de membranas com resultado inibitério de
crescimento das bactérias analisadas, S. aureus e E. coli. Conclui-se que os dois métodos
estudados para extragdo dos metabolitos na casca de banana verde foram eficientes para
formacdo de membranas com caracteristicas adequadas para o uso em cicatriza¢do de feridas
cutineas.

Palavras-chave: Casca de banana verde. Quitosana. Membranas. Recobrimento de feridas.



ABSTRACT

Popularly known for its healing ability, the banana peel of the unripe fruit has been the object
of this study forming a membrane to be used in skin injuries, together with chitosan, material
widely studied as a biomaterial due to its healing properties, anti - inflammatory and
antibacterial activity. The treatment of skin wounds (burns, ulcers, surgical wounds and
diabetes) is a worldwide problem because of the possible complications of the healing
process, such as infection, sepsis and even death. This study is interesting because banana is
widely cultivated around the world, as well as the fact that chitosan is derived from chitin, a
byproduct of the fishing industry, which makes its production economically and
environmentally viable. For the preparation of the membranes based on chitosan , two
different methods of extraction of the actives principles from the unripe bananas peels were
studied, the method of drying and the method of decoction. Both methods has given good
results in relation to the mechanical characteristics of the formed membranes, except the
dried product that need to have reduced the quantity of power in order to produce a
membrane with a better consistency. In the wound healing process the affected area should be
kept moist. The behavior of the membranes in pH similar to blood and at temperature near to
body temperature was done measuring the percentage of swelling capacity. All the
membranes showed swelling capacity and permeability to water vapor. The analysis of
contact angle showed the hydrofhilic nature of the membranes. The melting temperature, Tm,
obtained by DSC analysis suggests that the membranes formed with the powder of the peels
have a lower degree of crystallinity than the others. Both methods were efficient to prepare
membranes that were able to inhibit the bacterial growth, S. aureus e E. coli. The conclusion is
that the two methods studied for the extraction of metabolites of green banana peel were
efficient for the formation of membranes capable to be used in wound healing characteristics.

Keywords: Unripe banana peel. Chitosan. Membranes. Wound dressing.
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1 INTRODUCAO

Este trabalho experimental consistiu no desenvolvimento e caracterizagdo de
membranas utilizando quitosana e casca de banana verde para auxiliar no processo de
cicatrizacdo de feridas na pele, como alternativa de baixo custo, uma vez que tanto a
quitosana como a casca da banana verde estdo amplamente disponiveis no Brasil.

A utilizagdo de produtos naturais no processo de cicatrizacdo € feita desde os
primérdios da humanidade. Um curativo deve apresentar absorvéncia, propriedades de
barreira e efeito antibacteriano, conforme observado nos conceitos de curativos a base de
linho, gordura animal e mel, descritos nos manuscritos dos antigos egipcios (MALAGUTTI;
KAKIHARA, 2010).

Para desenvolvimento de curativos, segundo Malagutti e Kakihara (2010), devem ser
levadas em consideracao as necessidades de uma ferida em relagdo ao ambiente local: niveis
adequados de hidratacdo, isolamento térmico pela evaporacao, permanecer livre de material
estranho e de tecido necrético, manter controle de bactéria e niveis 6timos de pH. A
capacidade de manter Umida a regido de cicatrizacdo de uma leséo cutdnea deve ser avaliada
em uma membrana, por causa da grande importancia da umidade na acdo das enzimas que
atuam no processo cicatrizante.

As feridas cutdneas acometem inimeras pessoas no Brasil e no mundo, provocadas
por queimaduras, infecgdes cronicas, insuficiéncia vascular, diabetes e hipertensdo, inclusive
podendo levar o paciente a morte, em consequéncia da perda de grandes areas da pele
(ADAM et al., 1999). O interesse pela obtencdo de novos tratamentos que permitam uma
melhor cicatrizacdo em um menor tempo € evidente. Entretanto, este deve ser
economicamente viavel de maneira a atender toda a populagéo.

Para a obtencdo da membrana foi usada a quitosana, um biopolimero derivado de um
subproduto da inddstria pesqueira. Esse biomaterial, além de outros, tem sido pesquisado
como acelerador de processos de cicatrizacdo e oferece vantagem nas aplicagdes biomédicas
por sua excelente biocompatibilidade e facilidade de biodegradagdo por meio de mecanismos
enzimaticos e hidroliticos do corpo humano (NAIR; LAURENCIN, 2005). Associado a
quitosana utilizou-se casca de banana verde.

A banana é produzida em vérias regifes do mundo, sendo a producéo total aproximada
de 86 milhGes de toneladas por ano da fruta. O Brasil € o quarto maior produtor, em torno de

sete milhdes de toneladas por ano do fruto, com essa cultura ocupando o segundo lugar em
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volume de frutas produzidas no pais (PIMENTEL et al., 2010). A casca, também um
subproduto da utilizacdo industrial da banana, corresponde a cerca de 30% a 40% do peso da
fruta, ou seja, cerca de 30 milhdes de toneladas descartadas no mundo.

A casca de banana (Musa spp.) verde, pouco estudada atualmente, possui um efeito
cicatrizante aparentemente devido aos taninos presentes na casca verde. Lino et al. (2011)
produziu um gel que comprovou as propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e
cicatrizantes dos taninos da casca de banana verde.

Tendo em vista as caracteristicas apresentadas e o fato de ndo terem sido encontrados
estudos publicados sobre uma membrana produzida com quitosana e casca de banana verde,
ambas de baixo custo e com propriedades interessantes para cicatrizacdo das feridas, o
objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e caracterizar membranas a base de quitosana e
casca de banana (Musa spp.) verde para cicatrizacdo de feridas cutaneas, usando-se a banana
nanica por ser produzida na regido. Em especifico, objetiva-se a obtencdo da melhor
formulacdo para a membrana, a definicdo do melhor método de extracdo dos componentes
ativos da casca de banana verde e a analise da morfologia e dos comportamentos hidrico,

térmico e antibacteriano das membranas obtidas.



2 DESENVOLVIMENTO
2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Pele e cicatrizagéo

A pele € o0 maior 6rgdo do corpo humano, chegando a 16% do peso corporal. Por causa
da sua composicao quimica e resisténcia fisica, ela possui uma importante fungéo de proteger
0 organismo contra agentes fisicos, quimicos e organismos patégenos, além de garantir a
homeostase de liquidos e minerais por meio do suor, atuar na secrecdo e excrecdo de
moléculas endogenas e participar da regulacdo termica (BOROJEVIC; SERRICELLA, 1999).

As camadas da pele sdo a derme e a epiderme. A epiderme € um importante 6rgao
sensorial, constituida das camadas basal, espinhosa, granulosa, llcida e cornea. Ja na derme
estdo presentes 0s vasos sanguineos, linfaticos, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e
sebaceas, pelos e terminagdes nervosas. (MALAGUTTI; KAKIHARA, 2010).

A pele é o 6rgdo acometido por feridas e quando lesada requer reparacdo. Ferida é
definida como a interrupgdo na continuidade de um tecido, em maior ou menor extensdo,
causada por qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecanico ou provocado por uma afeccédo
clinica, que, uma vez desencadeada, ativa as defesas organicas para 0 contra-ataque.
(MALAGUTTI; KAKIHARA, 2010).

A cicatrizacdo pode ser entendida como um conjunto de processos que se iniciam
logo ap6s a ocorréncia de uma lesdo, em perfeita e coordenada cascata de eventos celulares,
moleculares e bioquimicos que interagem para que ocorra a reconstituicdo epitelial
(CAMPOS; FRANCO; GROTH, 2007). Ela é uma resposta inflamatdria aguda, com edema e
formacdo de exsudado seroso, provocando morte celular, ruptura dos vasos sanguineos,
seguidos por coagulacdo e alteracdo da vascularizacdo (ALVES; MACHADO; NORONHA,
2011).

Campos, Franco e Groth (2007) descreveram trés fases de cicatrizacdo, a fase
inflamatoria, a fase proliferativa e a fase de maturacdo ou remodelamento. A fase inflamatoria
se inicia imediatamente apos a lesdo com vasodilatacdo e aumento de permeabilidade vascular
para a migracdo de neutrofilos para a ferida, que produzem radicais livres que auxiliam na
destruicdo bacteriana, sendo substituidos gradativamente pelos macrofagos, fundamentais
para a transicdo para a fase seguinte. A fase proliferativa que se inicia ao redor do 4° dia apos

a lesdo e se estende até o término da segunda semana € constituida por quatro etapas:
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epitelizacdo, angiogénese, formacédo de tecido de granulacéo e depdsito de coladgeno. A fase
de maturacdo ou remodelamento consiste na deposic¢ao do colageno de maneira organizada.

Segundo Malagutti e Kakihara (2010), o fechamento das feridas no processo de
cicatrizacdo pode ocorrer de diferentes formas: primeira intencdo (uma cicatrizacdo sem
complicacdes), segunda intencdo (antes de infeccdo, com cicatrizacdo de dentro para fora) e
terceira intencéo (de forma mais lenta pela mé cicatrizagdo por primeira intencdo e processos
infecciosos no local).

No processo de cicatrizacdo, as crostas aparecem apds a lesdo, que auxiliam a
contengdo da hemorragia e protegem o ferimento de contaminagdes externas. As feridas
ulcerativas podem apresentar situacdes diversas em relacdo a sua condi¢do de umidade, tais
como: leito ressecado, com exsudacdo leve, moderada ou alta e muitas vezes mau odor.
(MALAGUTTI; KAKIHARA, 2010).

A cicatrizacdo é prejudicada tanto pelo excesso de exsudacdo, o qual aumenta a
chance de colonizacdo bacteriana, quanto pelo leito ressecado. Uma ferida seca favorece a
desvitalizacdo dos tecidos e exige maior atividade metabdlica, sendo necessario mais tempo
para cura, por causa da necessidade de umidade para a acdo das enzimas. Colagenases e
proteinases possibilitam a migracdo de células, epitelizacdo, para as areas Umidas da ferida,
onde estd presente a fibrina. Ou seja, quando uma ferida esta seca, as células epiteliais
necessitam de uma penetragdo maior na leséo, aumentando o tempo de cicatrizagdo. A crosta
também dificulta a visualizacdo do processo de cicatrizacdo e pode impedir o diagnostico
precoce de infeccdes (ALVES; MACHADO; NORONHA, 2011).

A contaminacdo das feridas por micro-organismos deve ser evitada e combatida.
Feridas ulcerativas podem ser colonizadas por multiplas espécies de bactérias, tanto gram-
positivas quanto gram-negativas. As bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus sao
micro-organismos patogenos, importantes em contaminagdo de feridas (CAMPOS et al.,
2006).

2.1.2 Curativos

Durante o processo de cicatrizagdo cutdnea, curativos sdo usados para a regeneracao
dos tecidos da derme e epiderme (MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).
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Para o desenvolvimento de novos curativos sdo utilizados conceitos baseados nos
manuscritos egipcios que descreviam sobre curativos compostos por linho (fibra vegetais),
Oleos (gordura animal) e mel. Acredita-se que o linho tenha sido usado por sua absorvéncia,
os Oleos, por suas propriedades de barreira e o mel, pelo seu efeito antibacteriano
(MALAGUTTI; KAKIHARA, 2010).

A escolha do curativo ideal é importantissima, pois a sele¢do inadequada de um
curativo ou seu manuseio errado ou até mesmo a alergia a algum componente do produto
podem retardar o processo de cicatrizacdo (MALAGUTTI; KAKIHARA, 2010).

Segundo Malagutti e Kakhiara (2010), as feridas devem ser mantidas em um regime
de umidade 6tima, um objetivo complexo. Para tal fim, podem ser usados curativos oclusivos
e semioclusivos, dependendo da fase e do grau de exsudacao da ferida. Ainda conforme os
autores, esses curativos pertencem a trés categorias em relacdo aos seus efeitos no nivel de
umidade do tecido: curativos que absorvem o excesso de exsudado, os que mantém a umidade
existente e aqueles que acrescentam umidade ao tecido (MALAGUTTI; KAKHIARA, 2010).

Os curativos oclusivos criam e mantém uma hidratacdo ideal para o processo de
cicatrizacao, pois oferecem cobertura, reduzem a dor, protegem a ferida de infeccdo, ajudam a
controlar a exsudacdo, promovem o desbridamento hidrico, a hemostasia e o preenchimento
de espacos vazios em caso de feridas cavitarias, além de possibilitar mais conforto ao paciente
por causa da necessidade menos frequente de troca (MALAGUTTI; KAKIHARA, 2010).

O tipo de ferida, a fase da cicatrizacdo e o grau de exsudacdo definem o tipo de
curativo a ser usado. Ressaltando-se que existem varios tipos de curativos oclusivos e
semioclusivos no mercado, e cada um apresenta vantagens e desvantagens para cada caso
(MALAGUTTI; KAKIHARA, 2010).

Segundo Mogosanu e Grumezescu (2014), varios produtos sdo usados como curativos
passivos, ou seja, essenciais para a manutencdo da umidade ideal na estimulacdo de
cicatrizacao de feridas, podendo ser citados como exemplos as gazes, hidrogeis, hicrocoloides
e filmes transparentes, dentre outros.

Algumas caracteristicas, descritas por Malagutti e Kakhiara (2010), sdo analisadas
como critério de escolha do curativo ideal, tais como: custo e acessibilidade, capacidade de
absorcéo, protecdo contra contaminacdo, manutengdo do ambiente umido, frequéncia de troca,
capacidade de aliviar a dor, se sdo isolantes térmicos, filtro de odores, se séo termolabeis, se

podem se desnaturar, maleabilidade, transparéncia, entre outros.
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2.1.3 Biomateriais

Biocompatibilidade é o pré-requisito essencial para que um material se classifique
como biomaterial, ja que este tem por funcédo tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido,
orgdo ou funcdo do corpo. Para ser biocompativel, um material deve receber uma resposta
positiva do seu hospedeiro para determinadas aplicacfes (NAIR; LAURENCIN, 2005).

Entre os materiais considerados biomateriais, encontram-se 0s classicos, que sdo 0s
metais, ceramicas, vidros e polimeros, desenvolvidos para reparar e/ou reconstituir partes ou
funcBes do organismo humano. Os polimeros tém recebido mais atencdo dos médicos, em
razdo de sua flexibilidade, permitindo assim sintetiza-los de acordo com as propriedades
fisicas e mecénicas de varios tecidos ou 6rgédos do corpo (NAIR; LAURENCIN, 2005).

Ainda segundo Nair e Laurencin (2005), polimeros biodegradaveis sdo aqueles que se
degradam tanto in vitro quanto in vivo, em produtos que sdo metabdlitos normais do
organismo e podem ser eliminados facilmente pelo corpo humano. Os polimeros
biodegradaveis podem ser classificados em sintéticos ou naturais, e estes Gltimos apresentam
a vantagem de serem mais biocompativeis e menos tdxicos. Todavia, 0s polimeros naturais
tém algumas desvantagens, como instabilidade do material, risco de infeccGes e variacdes de
entre os lotes.

Segundo Croiser e Jérdme (2013), nos ultimos anos tém-se tentado substituir os
materiais derivados do petréleo por produtos renovaveis e provenientes de fontes naturais.
Polimeros naturais abundantemente encontrados na natureza, tais quais amidos, colageno,
celulose e quitina, entre outros, representam solucdes para reducdo da dependéncia dos
materiais fosseis e consequentemente reducdo do impacto ambiental.

Os biomateriais usados no recobrimento de feridas tém como funcédo, dentre outras,
proteger a ferida da perda de fluidos e proteinas, prevenir a invasao de bactérias, melhorar e
estimular o processo de cicatrizagdo, promover adequadas trocas gasosas e de calor com o
ambiente externo e ser biocompativel e ndo toxico para melhorar a qualidade de vida do
paciente. Os biomateriais usados atualmente em feridas cutaneas tém se apresentado de quatro
formas: filmes, espumas, géis ou compdsitos que devem apresentar, como caracteristicas
importantes, transparéncia, flexibilidade e capacidade de se moldar a lesdo, durabilidade,
resisténcia mecanica, permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio, impermeabilidade aos

micro-organismos e pequena espessura (CRAVEIRO, 1999).
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Em alguns casos, por exemplo, nas feridas da pele, os biomateriais utilizados devem
preencher temporariamente a regido afetada, até a recomposicéo do tecido, e sdo denominados
temporarios. Em outros casos, por exemplo, nas proteses substitutas de valvulas cardiacas,
articulacGes, dentre outros, os biomateriais permanentes sdo usados na substituicdo por tempo
indeterminado do tecido lesado (TORMALA; POHJONEN; ROKKANEN, 1998).

2.1.4 Quitosana

Obtida geralmente da desacetilagdo da quitina, polissacarideo extraido principalmente
do exoesqueleto de crustdceos e insetos, a quitosana também pode ser encontrada
naturalmente em fungos pertencentes aos géneros Mucor e Zygomicetes. A quitosana é um
copolimero linear (Figura 1), com ligacdo B-1,4, jungdo entre glucosamina (2-amino-2-
desoxi-p-D-glucose) e quantidades menores de N-acetilglucosamina (NASCIMENTO et al.,
2009).

Subproduto da inddstria pesqueira, a reutilizacdo da quitina é muito importante do
ponto de vista ambiental e econdmico, pois elimina esse residuo e reduz os custos da industria
da pesca, além de evitar a contaminacgdo do solo. Nas carapacas de caranguejos e camardes, a
quitina estd associada a proteinas, materiais inorganicos, pigmentos e lipideos. O
exoesqueleto dos crustaceos pode apresentar entre 15% a 20% de quitina, 25% a 40% de
proteinas e 40% a 55% de carbonato de célcio (MATHUR; NARANG, 1990).

A desacetilacdo da quitina, polissacarideo linear, em solucGes alcalinas produz a
quitosana, onde os grupamentos acetamido (-NHCOCHS3;) da quitina sdo transformados em
grupos amino (-NH;) em graus variados. Estruturalmente, a quitina é semelhante a celulose,
representadas na Figura 1, cuja diferenca esta no carbono-2, no qual se encontra ligado um grupo
OH na celulose e o0 grupo acetilado na quitina (-NHCOCH3) (MATHUR; NARANG, 1990).

A quitosana, nos ultimos anos, tem recebido uma atencdo especial por ser
biodegradavel, biocompativel, ndo tdxica, ter propriedades antimicrobianas e antifngicas, ser
hemostatica, além de possuir a fungédo analgésica. Varios estudos tém mostrado a atividade da
quitosana no processo de cicatrizagdo de feridas. Ela estimula a atividade de macréfagos e
fibroblastos sobre o processo, resultando em uma maior formacdo de tecido de granulagéo.
Com todas essas caracteristicas, somando-se ao fato de ser capaz de formar geis em solucdes

levemente acidas, a quitosana apresenta diversas aplicacOes, especialmente nas areas de
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farmécia, alimentacdo e cosméticos (SILVA, H. et al., 2006; ADAM et al., 2007,
NASCIMENTO et al., 2009).

Por ser biodegradavel, a quitosana é naturalmente degradada no organismo, pois 0S
mondmeros e oligbmeros da glucosamina participam do metabolismo do ser humano
(CRAVEIRO, 1999).

(a)

(b)

(c)

Figura 1 - Estrutura da (a) quitina, (b) quitosana e (c) celulose.
Fonte: PONCE-JIMENEZ (2002, p. 244).

Dallan (2005), em seu estudo, encontrou uma Unica membrana de quitosana
comercialmente disponivel na época para o tratamento de ferimento ou queimaduras, a
Chitoderm®, produzida pela Oligopharm Co. Ltd. (Nizhni Novgorod, Russia). No Brasil,
Dallan (2005) encontrou somente o curativo HemoBand®, produzido pela Polymar
(Fortaleza, CE), como biomaterial a base de quitosana ndo comercializado ainda, com
indicacdes de uso como agente hemostatico e ndo para tratamento de feridas. Ainda segundo
Dallan (2005), a baixa toxicidade da quitina e/ou seus derivados pode ser verificada na
administracdo de produtos via oral para emagrecimento, amplamente comercializados.

Vaérios trabalhos sobre o desenvolvimento de membranas a base de quitosana estdo
disponiveis na literatura. Uma membrana assimétrica de quitosana composta de duas
camadas, sendo uma densa e outra porosa, foi desenvolvida por Ml et al. (2011). Silva et al.

(2004) usaram o glutaraldeido como agente reticulador de membranas de quitosana. Lin-
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Gibson et al. (2003) e Welsh et al. (2002) investigaram a cinética da reagdo de reticulacdo da
quitosana com o hexametileno diisocianato nas fases liquidas e sélidas para serem usadas no
recobrimento de feridas.

Essas membranas a base de quitosana também tém sido amplamente estudadas como
suporte para liberacdo controlada de drogas, normalmente antibioticos, usados para controlar
ou impedir a contaminagéo das feridas por micro-organismos.

Outros trabalhos tém estudado blendas poliméricas de quitosana com polimeros
naturais, como o colageno, o alginato e acido hialurénico. Entretanto, ndo foi encontrado

trabalho associando membranas de quitosana e casca de banana para cicatrizacao de feridas.

2.1.5 Casca de banana verde

A banana, original da Asia, ¢ amplamente cultivada em varios paises, incluindo o
Brasil. Além de ter grande importancia nutricional nas dietas, € usada no tratamento de
desordens gastrointestinais e sua casca comumente usada no tratamento de feridas,
especialmente nas fissuras mamarias decorrente da amamentacdo (LINO et al., 2011).

A casca da banana, que corresponde a cerca de 30% a 40% do peso total da fruta, €
usada para producdo de adubo, racdo animal, além da producéo de proteinas, etanol, metanol,
pectina e enzimas. Seus principais constituintes, segundo a USP (2013), sdo: celulose,
hemicelulose, pectina, clorofila e outros compostos de baixo peso molecular, chamados de
metabdlitos secundarios.

Para Maina, Heide e Shagal (2012), a casca de banana verde apresenta teores de
carboidratos e umidades menores do que a casca do fruto maduro, enquanto que o teor de
cinzas e fibras € maior enquanto que o teor de lipideos e proteinas ndo apresenta variagcdo
significativa. Encontraram em seu trabalho o0s seguintes componentes nutricionais para a
casca de banana verde: umidade (73%), carboidratos (16%), fibras (5,8%), teor de cinzas
(2,7%), proteinas (2,63%) e lipideos (0,12%), e 0s seguintes componentes ndo essenciais:
oxalatos (157 mg/g), taninos (5,86 mg/qg) e fitatos (285 mg/qg).

A casca de banana apresenta, de maneira geral, maior quantidade de componentes ndo
essenciais, metabdlitos secundarios, que a polpa. Os teores de taninos, oxalatos e fitatos séo
mais elevados na casca verde de banana quando comparados com a casca madura (MAINA,;
HEIDE; SHAGAL, 2012).
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Os metabdlitos secundarios ndo estdo distribuidos uniformemente pelas plantas e sdo
responsaveis pela sobrevivéncia e propagagdo das plantas que os produzem. S&o produzidos
no interior das células e estocados nos vacuolos, para que ndo entrem em contato com o
citoplasma. Os compostos fendlicos, que sdo os compostos metabolicos secundarios mais
estudados dos vegetais, incluem os flavonoides, os taninos, as ligninas e o acido salicilico. Os
taninos, responsaveis pela sensacdo de adstringéncia dos vegetais aos serem ingeridos, servem
como defesa da planta contra o ataque de insetos, os quais ndo sao capazes de digeri-los. O
teor e espécie de taninos variam ndo s6 de um vegetal para outro, mas como de uma parte a
outra da mesma planta.

De acordo com Lino et al. (2011), a acdo anti-inflamat6ria, antimicrobiana e
cicatrizante das plantas esta relacionada aos taninos e flavonoides. No entanto, os autores
concluiram em seu trabalho que, pelo método de decoccdo, utilizado para extracdo dos
compostos ativos da casca da banana verde, extrairam-se somente taninos, indicando auséncia
de flavonoides no gel produzido, o qual apresentou propriedades anti-inflamatdrias e
antimicrobiana em ratos. Portanto, segundo Lino et al. (2011), a propriedade de cura da casca
de banana esta relacionada com a presenca de taninos no epicarpo da fruta.

Os taninos sdo grupos fendlicos, com propriedades adstringentes, muito reativos
quimicamente, formando ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Sdo considerados
nutricionalmente ndo interessantes porque precipitam proteinas, inibem enzimas digestivas e
afetam a utilizacdo de vitaminas e minerais, podendo em alta concentracdo causar cancer de
bochecha e de estbmago (MONTEIRO et al., 2005). Porém essa capacidade de precipitar
proteinas é importante no processo de cicatrizacdo de feridas, pela formacdo de uma camada
protetora de complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo (LINO et al., 2011; MONTEIRO et
al., 2005), que impermeabiliza as camadas mais expostas da pele e mucosas, protegendo as
camadas subjacentes, podendo, logo abaixo dessa camada, 0 processo curativo ocorrer
naturalmente.

Ainda segundo Monteiro et al. (2005), uma serie de bactérias é sensivel aos taninos,
dentre elas, S. aureus, importante micro-organismo encontrado na pele. Portanto, por causa da
precipitacdo de proteinas, 0s taninos possuem acdo antifungica e antibacteriana. Lino et al.
(2011) tambem encontraram atividade antibacteriana para as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, no extrato alcoolico da fruta. Tais bactérias podem ser encontradas
facilmente em feridas de pele, uma vez que esta perde sua barreira de protecdo e assim sofre

maior exposi¢cdo ao meio externo.
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Os taninos sdo facilmente oxidaveis tanto por enzimas vegetais, polifenoloxidase,
quanto por metais, como cloreto férrico, provocando o escurecimento de seus produtos.

Os taninos sdo classificados em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos
condensados. Segundo Battestin, Matsuda e Macedo (2004), os taninos condensados,
representados na Figura 2, sdo responsaveis pela adstringéncia de frutas, sucos e vinhos, e em
muitos casos sdo compostos bioativos em plantas medicinais.

Conforme Von Atzingen et al. (2001), a cicatrizacdo de feridas pelo uso do gel da
casca de banana verde seria um processo de cicatrizacdo por segunda intencdo, ndo muito

estudado ainda.

Figura 2 - Estrutura quimica dos taninos condensados.
Fonte: Battestin, Matsuda e Macedo (2004, p.74).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 QUITOSANA

A quitosana em pd de alto peso molecular produzida pela Sigma/Aldrich (419419-

250G - USA) com grau de desacetilacdo maior que 75% foi utilizada neste trabalho.

3.2 EXTRACAO DOS COMPOSTOS ATIVOS DA CASCA DE BANANA VERDE

Foram utilizadas bananas (Musa spp.) nanicas verdes (Figura 3), classificadas como
categoria 1 na escala de maturagdo de acordo com Von Loeseck (1950), (Figura 4). Para a
extracdo dos compostos ativos da casca, dois métodos (a decoccdo e a secagem da casca)
foram testados. Os ensaios foram realizados na mesma data e com o mesmo lote de banana, a
fim de se eliminar as variacbes do processo, principalmente com relacdo ao grau de
maturacdo, sendo possivel avaliar a eficiéncia de cada um no que tange a extracdo dos

compostos ativos da casca.

Figura 3 - Banana (Musa spp.)

nanica verde.
Fonte: Da autora.
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1- Totalmente verde

2- Verde com tracos
amarelos

3- Mais verde que
amarelo

4- Mais amarelo que
verde

5- Amarelo com a ponta
verde

6- Todo amarelo

7- Amarelo com areas
marrons

(CCCCC(

Figura 4 - Escala de Maturacao de bananas.
Fonte: Von Loesecke (1950, p. 108).

3.2.1 Método de decoccéo

Para o método de decoccdo, ebulicdo da casca do vegetal em &gua, realizou-se o
procedimento descrito por Lino et al. (2011). Iniciou-se com a lavagem dos frutos verdes em
agua corrente, seguida da retirada da casca. A polpa foi descartada e 250 g de casca foram
imersas em hipoclorito de sddio 1% por 15 minutos para desinfeccdo. Antes de prosseguir, a
casca foi lavada em agua corrente. Iniciou-se a fervura da mesma usando 1 litro de agua
destilada fervente, adaptado do método de Lino et al. (2011), com o intuito de obter um
extrato mais concentrado. O tempo de fervura foi de 2 horas. Armazenou-se sob a
refrigeracéo, aproximadamente 4°C, por um periodo de 24 horas. No dia seguinte, o produto



25

foi filtrado, obtendo o extrato do primeiro dia, conforme mostrado na Figura 5, que foi
reservado para preparacdo da membrana. Na sequéncia, a casca passou novamente pelo
processo de coccdo em 1 litro de dgua destilada fervente por 2 horas. Para a maxima extracao
dos metabdlitos do vegetal, esse processo foi repetido por mais um dia, resultando, no final,
extratos do 1°, 2° e 3° dia. Na preparacdo das membranas, foram utilizados extratos do 1°e 3°
dia, para comparacao da eficiéncia da extracdo entre a primeira coc¢do e a decoc¢do por mais

dois dias.

Figura 5 - Produto do método de decoccao -

extratos do 1° e 3° dias.
Fonte: Da autora.

3.2.2 Método de secagem da casca

O método de secagem da casca de banana verde, realizado neste trabalho, foi baseado
nos métodos de fabricacdo de farinha do fruto da banana descritos por Borges, Pereira e
Lucena (2009). Para o método de secagem, os frutos foram lavados em agua corrente, a casca
foi removida e as polpas descartadas. Foram pesados 250 g de epicarpo e imersos em
hipoclorito de sodio 1% durante 15 minutos, para desinfeccdo. Em seguida, as cascas foram
lavadas em éagua corrente e secas em papel toalha. A casca foi entdo cortada em cubos (de
aproximadamente 1 cm?) e colocados em uma estufa a 70°C com circulacdo forcada de ar
durante 24 horas. O produto seco foi triturado e peneirado (Figura 6). Na segunda etapa do
trabalho, foi feita uma analise granulométrica, passando o produto em peneiras com diferentes
diametros, o que possibilitou a classificagdo do produto em relacdo a granulometria das
particulas. Foram usadas peneiras de mesh 10, 24, 28, 40 e 50. Foi feita a pesagem da
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quantidade de amostra residual em cada peneira para fazer a distribuicdo granulométrica e

avaliar a porcentagem de massa retida em cada didmetro de peneira usada.
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Figura 6 - Casca de banana verde em po.
Fonte: Da autora.

A distribuicdo granulométrica obtida para a casca de banana em p6 pode ser observada

na Tabela 4, a qual mostra o diametro médio das particulas, baseado no didametro de abertura

das peneiras, assim como a fragdo em massa e a fracdo acumulada retida em cada peneira. De

acordo com a Figura 17 e com a Tabela 4, observa-se que 96% das particulas da amostra

apresentam didmetro maior do que 0,5125 mm (mesh 40).

Tabela 1 - Anélise granulométrica

Mesh aEe'?{S ?;rga Diametro médio das Fracio em massa Fracéo
das . particulas ¢ acumulada
) peneira (%) o

peneiras (mm) (mm) (%)

10 1,7 2,031 24 24

14 1,18 1,44 28 52

28 0,6 0,89 28 80

40 0,425 0,5125 16 96

50 0,3 0,3625 2 98
Coletor  menor que 0,3 2 100

Fonte: Da autora.
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Figura 7 - Analise granulométrica - fracdo acumulada de massa da

amostra em pd da casca de banana.
Fonte: Da autora.

3.3 PREPARACAO DAS MEMBRANAS

As membranas foram obtidas pelo método de evaporagdo do solvente (casting),
descrito por Santos, Campos e Innocentini-Mei (2006). Foram preparadas cinco formulacfes a
partir de uma solucdo acidificada de quitosana a 2% (m/v), adicionadas de extratos de casca
de banana verde, extraidos por dois métodos, segundo os itens a seguir, visando a obtencdo da
melhor formulagdo para as membranas. As diferentes formulagdes obtidas sdo descritas a
seguir e resumidas na Tabela 1.

M1: foi feita uma membrana padrdo, utilizando 98 mL de agua destilada, 2 g de
quitosana, adicionando-se, sob a agitacdo, 0,40 mL de acido acético glacial 1M, abaixando o
pH para valores entre 5 e 6, conferidos com fitas medidoras de pH, até a completa
solubilizacédo da quitosana e gelatinizacdo da solucéo.

M2: 98 mL da solucdo extraida da casca de banana verde, no 1° dia do método de
decoccgédo, foram adicionados a 2 g de quitosana em pd e aproximadamente 0,85 mL de
acetico glacial, gota a gota, sob a agitacéo, obtendo-se valores de pH entre 5 e 6, conferidos
com fitas medidoras de pH.
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M3: a terceira membrana foi preparada de maneira idéntica a membrana M2, porém
utilizando 98 mL de solucdo extraida da casca de banana verde no 3° dia. Foi necesséria a
adicdo de 0,50 mL de acido acético glacial para a obtencdo da mesma faixa de pH.

M4: para a preparacdo da quarta membrana, foram utilizados 2 g do extrato seco da
casca de banana verde, obtido pelo método de secagem da casca, adicionados a 98 mL de
agua destilada, 2 g de quitosana em p6 e 0,50 mL de &cido acético glacial, adicionados gota a
gota até a obtencdo da mesma faixa de pH, valores entre 5 e 6.

M5: foi feita uma quinta membrana de procedimento idéntico ao da membrana M4,
porém se filtrando, com duas gazes, a solugdo de casca de banana em po e &gua destilada,
antes da adicdo de quitosana e &cido acético.

Todas as membranas foram feitas, em duplicatas, pelo método casting, vertendo-se
cerca de 30 mL das solugdes gelatinizadas, descritas anteriormente e na Tabela 1, em placas
de Petri de polipropileno, 14 cm de diametro, que foram levadas para secagem em estufa com
circulacdo de ar a 60°C por 4 horas.

Por causa das caracteristicas inadequadas das membranas M4, na segunda etapa do
trabalho, ap6s a analise granulométrica do extrato seco, utilizou-se o pé da casca com a
granulometria mais fina (diametro da particula 0,5125mm) para preparacdo das seguintes
membranas:

M®6: para preparagdo dessa membrana foram usados 2% (m/v) da casca em pd, mesma
porcentagem da M4 e M5, porém o p6 mais fino, mesh 40;

M7: preparada igualmente a membrana M6, porém com 1% (m/v) de casca de banana
em p6 mesh 40;

M8: preparada igualmente a membrana M6, porém com 0,5 % (m/v) de casca de
banana em pé mesh 40;

M9: preparada igualmente a membrana M6, porém com 0,1% (m/v) de casca de
banana em pé mesh 40;

M10: usou-se 1% (m/v) de casca de banana em pd da porcdo de amostra retida no
coletor das peneiras, diametro médio das particulas de 0,3625 mm.

As membranas M6, M7, M8, M9 e M10 foram preparadas da mesma maneira que a

membrana M4 e suas composi¢des estdo resumidas na Tabela 1.



Tabela 2 - Composi¢do das membranas

29

. < Extrato | Extrato , Acido

Membrana Q“'Eg;’”‘a (Arg‘ﬂ";‘ lodia | 3°dia Casc"z‘g‘;m PO acético
(mL) (mL) (mL)
M1 2 98 - - - 0,40
M2 2 - 98 - - 0,85
M3 2 - - 98 - 0,50
M4 2 98 - - 2 (sem filtracdo) 0,50
M5 2 98 - - 2 (com filtragdo) 0,50
M6 2 98 - - 2 (mesh 40) 0,70
M7 2 98 - - 1 (mesh 40) 0,70
M8 2 98 - - 0,5 (mesh 40) 0,50
M9 2 98 - - 0,1 (mesh 40) 0,50
M10 2 98 - - 1 (coletor) 0,50

Fonte: Da autora.

3.4 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS

3.4.1 Andlise macroscopica

A andlise macroscopica foi realizada de forma subjetiva visando a observar nas

membranas aspectos visuais, como cor, uniformidade (particulas dispersas homogeneamente

pela membrana), transparéncia, presenca ou auséncia de bolhas e rachaduras, aspecto

quebradico, flexibilidade e facilidade de se desprender do suporte.

Para comparacdo foram usados 0s seguintes parametros: 0—auséncia; X-pouco; XX-

médio; XXX- intenso.

3.4.2 Andlise morfoldgica

A analise morfoldgica foi realizada por meio do microscopio eletrénico de varredura,

JEOL JSM 7500-F Field Emission Scanning Electron Microscope, do laboratério de Instituto
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de Quimica da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho” (UNESP),
Araraquara, SP. Para tal analise, as amostras foram recobertas, para evitar o acumulo de
cargas negativas nas amostras nao condutoras e consequentemente ocasionar uma distorcao da
imagem, com um filme ouro de espessura de 16 nm no Sputter Coater de marca Bal-Tec
modelo SCD 050 por 60 segundos a uma pressdo de operacdo de 2x10 Pa e temperatura de
24°C. As amostras foram colocadas no dessecador com cloreto de calcio anidro por uma

semana antes da analise morfologica.

3.4.3 Espessura

A espessura das membranas foi medida usando-se um micrometro de bancada,
Digimatic Micrometer, do laboratério da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP. Para cada amostra, mediu-se a espessura
em cinco posicdes diferentes e obtendo-se a média. Tal procedimento foi realizado em
triplicata.

3.4.4 Comportamento hidrico (Swelling Behavior)

As membranas preparadas foram cortadas em pedacos de aproximadamente 1 cm?, o
teste foi realizado em triplicata, e, antes de serem pesadas, foram colocadas em um dessecador
com silica por 24 horas. Apdés tal procedimento, foram imersas em solucdo-tampéo fosfato
(PBS) com pH 7,2, semelhante ao pH do sangue e armazenadas por 24 h ou 72 h em duas
temperaturas distintas: 18°C/temperatura ambiente (RAY et al., 2010) e 37°C, para simular a
temperatura corporal. Decorrido o tempo de ensaio, as membranas foram novamente pesadas,
apos a retirada do excesso de umidade, com papel-toalha, para calculo da porcentagem de
intumescimento (% S), por meio da equacdo (1), que relaciona a massa da amostra seca e a

massa da amostra inchada, calculado pela média de trés repeticoes.
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Ws-wd (1)

%S = 100%

Ws
Sendo:
Ws: a massa da amostra de ensaio inchada (g)

W(d: a massa da amostra de ensaio seco ()

3.4.5 Angulo de contato

A medida do angulo de contato foi feita para avaliar a afinidade com a agua,
hidrofilicidade, importante parametro para cicatrizacdo de feridas.

A determinacdo de angulo de contato foi realizada no Instituto de Quimica da
UNESP-Araraquara, SP, usando o equipamento Contact Angle System OCA — DataPhysics
Software SCA20. Método: Sessile drop - Laplace-Young Fitting. Temperatura ambiente:
25°C. Temperatura da agua deionizada: 24°C.

3.4.6 Andlise térmica

A andlise térmica foi realizada utilizando a técnica de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), que mede o fluxo de calor entre a amostra e um material termicamente
inerte quando submetidos a uma variacdo de temperatura, sendo assim possivel identificar e
analisar as modificacdes ocorridas no estado fisico da amostra. As anélises foram realizadas
no equipamento TA-Q100, rampa de 0°C a 150°C, com taxa de aquecimento 10°C/min., sob a
atmosfera de nitrogénio liquido, do laboratério da empresa M&G de Pogos de Caldas, MG.

Foram usadas as amostras de: quitosana em pd; casca de banana em pd; membrana de
quitosana (M1); membrana extracdo 1° dia (M2); membrana extra¢do 3° dia (M3); membrana
po da casca sem filtragdo (M4); e membrana po da casca com filtragdo (M5).

Para confirmar que ndo haveria nenhum outro dado a ser extraido das curvas apos
150°C, foram feitas analises das membranas M1, M2 e M8, aquecendo-se até 300°C.

O grau de cristalinidade (Xc) foi calculado a partir da equacdo (2) (TURI, 1981),

baseado nos parametros obtidos na analise térmica:
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AH-m
Xe= %100 2)

Sendo:
Xc: a cristalinidade da amostra
AHm: a entalpia de fusdo experimental (Jg™)

AH’m: a entalpia de fusdo da quitosana (Jg™)

3.4.7 Andlise de infravermelho (FTIR)

As membranas produzidas foram analisadas por espectroscopia de infravermelho
(infravermelho por transformada de Fourier - FTIR), técnica na qual a luz infravermelha é
passada pela amostra possibilitando a identificacdo de compostos organicos e a investigacéo
da composicdo de uma amostra. As membranas produzidas foram analisadas para identificar
as possiveis interacdes entre a quitosana e os taninos da casca de banana verde, comparando-
se os resultados da analise de FTIR da quitosana, da casca de banana verde em pd, da
membrana de quitosana (M1) e das membranas produzidas com os dois componentes (M2,
M3, M4 e M5).

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram registrados com um
espectrdmetro Thermo Scientific, modelo Nicolet iS50 FT-IR, acoplado com um acessério de
reflexdo total atenuada (ATR), modelo Gladi ATR, Pike Technologies, do laboratério de
farméacia na sede da Universidade de Alfenas. As anélises foram realizadas com um cristal de
diamante. Foram realizadas 50 varreduras de interferogramas, proporcionando uma resolugéo
espectral de 4 cm™. A analise comecou com a aquisicdo de um espectro de fundo com o
acessorio ATR na posicao correta no compartimento de amostra. Os espectros obtidos foram
corrigidos pela subtracdo automatica do espectro de fundo e registrados no intervalo entre
4.000 cm™ e 525 cm™,
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3.4.8 Permeabilidade ao vapor de agua

As andlises de permeabilidade ao vapor de agua foram feitas na Faculdade de
Engenharia Quimica da UNICAMP. O coeficiente de permeabilidade de vapor de &gua foi
determinado gravimetricamente de acordo com o método E95-96 (ASTM, 1995). Esse
método é baseado no aumento de peso de um material higroscépico, cloreto de calcio,
colocado no interior de uma cépsula permeavel e isolado do ambiente pela membrana a ser
analisada. Esse conjunto é parafusado com parafusos inoxidaveis e colocado dentro de um
recipiente fechado hermeticamente com solugédo saturada. O ganho de peso ao longo do tempo
é usado para calcular o coeficiente de permeabilidade de acordo com a equacdo (3) (DA
SILVA; BIERHALZ; KIECKBUSCH, 2012):

G.6

PVA = .
A.APy,

F 3)

Sendo:

PVA: o coeficiente de permeabilidade ao vapor d’agua (g.mm/m?.dia.kPa)

G: ¢ a taxa de massa do sistema, calculada usando regressao linear do ganho de
peso versus tempo (g/dia)

0: a espessura média do filme (mm)

A: a area exposta do filme (m?)

APw: a diferenca de pressao parcial de vapor de 4gua no ambiente dos dois lados
do filme (kPa)

F: um fator de corregao

Para realizacdo desse teste, feito em triplicata, as membranas foram cortadas em
tamanho suficiente para cobrir o orificio da célula de permeagdo de 4,5 cm de didmetro, o que
resulta em uma &rea de permeacdo do filme A de 15,21 cm?. Fixou-se a membrana em uma
célula de permeacdo, conforme mostrado na Figura 7, contendo cloreto de calcio anidro.
Essas células foram colocadas em recipientes hermeticamente fechados, contendo uma
solucdo supersaturada de cloreto de sodio a 25°C de maneira a manter a diferenca de umidade
relativa em 75%. Aguardaram-se 2 horas para que o sistema alcangasse uma taxa constante de
perda de peso (DA SILVA; BIERHALZ; KIECKBUSCH, 2012). As celulas foram pesadas
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em intervalos regulares de tempo, durante trés dias. Ao final do teste, mediu-se também a

espessura das membranas.

A
7
“

%J
N

e

Figura 8 - Célula de permeacdo - teste de permeabilidade ao
vapor d'agua.
Fonte: Da autora.

3.4.9 Umidade

Analisou-se tanto o teor de umidade da casca de banana, através da relagdo entre a
massa inicial e a massa final da casca no método de secagem, como a porcentagem de
umidade das membranas.

A porcentagem de umidade das membranas foi determinada pelo método
gravimétrico, feito em triplicata. Realizou-se a pesagem da massa inicial e da massa final apds
24 horas em estufa com circulacdo forcada de ar a 105°C. A porcentagem de umidade foi
calculada de acordo com a equacao (4):

% U = “24100 )

Sendo

%U: porcentagem de umidade

Mi: massa inicial da amostra (g)

MTf: massa final da amostra (g)
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3.4.10 Atividade antibacteriana

A analise do comportamento antibacteriano das membranas produzidas foi realizada
separadamente para as bactérias Escherichia coli, gram-negativa, e Staphylococcus aureus,
gram-positiva, importantes na microbiologia de feridas da pele.

Os testes foram realizados em triplicatas. Usou-se 0 meio de cultura LB solido,
colocando-se cerca de 30 mL em cada placa de Petri, as quais foram incubadas a 30°C por 24
horas para certificacdo de auséncia de contaminacdo indesejada. Apds esse periodo, com o
auxilio de uma alc¢a de drigalski, espalharam-se, uniformemente sobre a superficie, 10 pL da
cultura de bactéria. Colocaram-se no centro da placa, por cima do meio de cultura inoculado
com as bactérias, as membranas, previamente esterilizadas por exposi¢do em luz UV por meia
hora de cada lado, cortadas em forma de circulo, com didmetro de aproximadamente 2,5 cm.
As placas, ndo invertidas, foram colocadas na estufa a 30°C por 24 horas, tomando-se 0
cuidado de colocar papel-filtro na tampa para absorcdo da umidade formada.

Como controle, a placa B1, feita em triplicata, foi incubada sem nenhuma membrana.
Além disso, colocou-se também p6 da casca de banana no centro da placa (amostra B3) para
verificar se o teste seria eficaz para produtos em pd, descrito no Quadro 1.

Para a analise dos resultados, foi observado se houve crescimento da bactéria na regido
de contato com a membrana, inibi¢do por contato, ou se houve a formacédo do halo de inibicao

ao redor da amostra.

Quadro 1 - Descricdo dos testes microbioldgicos

Amostra Identificacéo
B1 Controle, sem membrana
B2 Membrana de quitosana 2% (M1)
B3 Casca de banana em pé
B4 Membrana com solucdo da casca extraida no 1° dia e quitosana 2% (M2)
B5 Membrana com solugdo da casca extraida no 3° dia e quitosana 2% (M3)
B6 Membrana com 0,5% de pé da casca de banana e quitosana 2% (M8)
B7 Membrana com 0,1 % de p6 de casca de banana e quitosana 2% (M9)

Fonte: Da autora.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DAS MEMBRANAS

Comparando-se as membranas preparadas com extrato de casca de banana verde, M2 e
M3, com a membrana preparada somente com quitosana (M1), nota-se macroscopicamente
que apresentaram flexibilidade e transparéncia adequada.

Nas membranas preparadas com pé da casca de banana, consegue-se visualizar a olho
nu as particulas provenientes da casca e percebe-se que quanto mais concentrada for a
suspensdo, menos homogénea fica a distribuicdo dessas particulas por toda a membrana, que
pode vir a ser uma caracteristica indesejavel quando usada no paciente. A transparéncia
também foi afetada pelos solidos presentes nas membranas preparadas com o método de
secagem. No caso da membrana M10, feita usando-se o p6 com granulometria mais fina, a
presenca dessas finas particulas confere um aspecto ndo transparente @ membrana.

A membrana preparada usando o método de secagem da casca de banana verde sem a
filtracdo da solucdo (M4) apresentou aspecto quebradico, rachadura e distribuicdo de sélidos
desuniforme. Por apresentar propriedades mecanicas inferiores, essa membrana, M4, foi
descartada em algumas das analises de caracterizacao.

Quando se preparou a membrana M6, com a mesma composi¢cdo que M4, porém
usando-se p6 mais fino, observou-se uma melhora nessas caracteristicas, mas ainda com
aspecto um pouco insatisfatrio, pois a incorporacdo do po da casca fez com que houvesse
uma menor coesividade da cadeia polimérica, resultando em membranas menos flexiveis,
mais quebradicas e menos uniformes. Quando se reduziu a quantidade de p6 abaixo de 1%
(M7, M8, M9 e M10), as membranas apresentaram resultados considerados satisfatorios em
relacdo a consisténcia, distribuicdo de sélidos e resisténcia ao manuseio.

Todas as membranas apresentaram variacdes em relagdo a transparéncia e cor, também
qguando comparadas a membrana de quitosana (M1) que tem um aspecto transparente,
provavelmente por causa de oxidacdo dos compostos fenolicos presentes na casca da banana
pela enzima polifenoloxidase (ORDENEZ, 2005). Os resultados macroscopicos estdo

resumidos na Tabela 3. As membranas podem ser visualizadas nas Figuras 8,9 e 10.



Tabela 3 - Comparacao dos aspectos macroscopicos das membranas
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M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
Trans- Ama-  Ama- Cinza/ Ama- Cinza/ Cinza/ Ama-  Ama-
Cor paren- ama- ama-  ama- Marrom
relada relada relada relada relada
te relada relada relada
Uniformidade XXX XXX XXX X XX XX XX XX XXX XX
Transparéncia ~ XXX X XXX X XX X XX XX XXX 0
Presencga de X X X X X 0 0 0 0 0
bolhas
Presencga de 0 X 0 XXX 0 XX 0 0 0 0
rachaduras
Aspecto 0 0 0 XXX 0 XX 0 0 0 0
quebradigo
Flexibilidade XXX XX XXX X XXX XX XXX XXX XXX XXX
Facilidade de XXX XX XXX X XXX XXX XXX XXX XXX XXX
se desprender
do suporte

Legenda: 0—auséncia; X-pouco; XX- médio; XXX- intenso.

Fonte: Da autora.



Figura 9 — Caracteristicas macroscépicas das membranas preparadas:
M1(quitosana 2%), M2 (extrato 1° dia), M3(extrato 3° dia), M4
(p6 da casca 2% sem filtragdo), M5(p6 da casca 2% com
filtracdo).

Fonte: Da autora.
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Figura 10 — Caracteristicas macroscépicas das membranas feitas com
p6 na granulometria do mesh 40, M6 (p6 de casca 2%),
M7 (p6 de casca 1%), M8 (p6 de casca 0,5%), M9 (p6 de
casca 0,1%).

Fonte: Da autora.

Figura 11 - Caracteristicas macroscopicas
da membrana feita com po
na granulometria do coletor
de peneiras (M10).

Fonte: Da autora.
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4.2 ANALISE MORFOLOGICA

As micrografias obtidas podem ser observadas nas Figuras 11 a 16. A figura 11mostra
a membrana M1 homogénea, densa e continua. Observa-se nas membranas produzidas com 0s
compostos extraidos da casca de banana a presenca de camadas, devido sua interferéncia na
matriz da quitosana.

No caso da membrana M2, Figural2, foi feita uma micrografia intermediaria para
verificar se ndo havia presenca de poros. Constatou-se auséncia destes, porém foi observada
uma descontinuidade da membrana M2, devido as diferentes camadas presentes nas
membranas, o que ndo implica em perda de qualidade da mesma.

A Figural3 mostra a membrana M3 com caracteristicas semelhantes a membrana de
quitosana, mas em uma regido especifica nota-se a incorporacdo dos compostos da casca de
banana verde, semelhantes a membrana M2 (Figural2).

No caso da Figurald, a membrana M6 com 2% de pé da casca de banana, a
visualizagdo em aumentos maiores ficou prejudicada devido a grande quantidade de sélidos
adicionados a matriz da quitosana,

As Figuras 15 e 16 mostram que as membranas M8 e M9, respectivamente,
apresentam caracteristicas semelhantes a membrana de quitosana pura (M1): homogeneidade
e em camadas. A pequena quantidade de pd adicionada pouco interferiu na matriz da

quitosana.

am3_1kx
MAG: 1000 x HV: 20,0 kV WD: 11,0 mm

am3_Skx
MAG: 5000 x HV: 20,0 kV WD: 11,0 mm

Figura 12 — Micrografia obtida por MEV da membrana M1 (quitosana).
Fonte: Da autora.
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membrans meambrans

Figura 13 - Micrografia obtida por MEV da membrana M2 (extrato do 1° dia).
Fonte: Da autora.

Incorporacao dos compostos da
casca de banana

Figura 14 - Micrografia obtida por MEV da membrana M3 (extrato do 3° dia).
Fonte: Da autora.



’x HV:20,0 kV WD: 11,0 mm

Figura 15 — Micrografia obtida por MEV da membrana M6 (casca em p6 2%).
Fonte: Da autora.

amaskx
MAG: 5000 x HV: 20,0 kV WD: 11,0 mm

am4_1kx
MAG: 1000 x HV: 20,0 kV. WD: 11,0 mm

Figura 16 - Micrografia obtida por MEV da membrana M8 (da casca em p6 0,5%).
Fonte: Da autora

am6_1kx
»MAG: 1000 x HV:20,0 kV WD: 14,0mm

am6_5000kx
MAG: 5000 x HV:20,0kV WD: 11,0 mm

Figura 17 — Micrografia obtida por MEV da membrana M9 (casca em p6 0,1%).
Fonte: Da autora.
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4.3 ESPESSURA
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A espessura das membranas esta indicada na Tabela 4. Nota-se que a membrana

preparada com a casca em pd apresentou uma espessura € um desvio padrdo maior, 0 que

confirma a analise visual de irregularidade na distribuicdo dos solidos na membrana. A

espessura das membranas produzidas € interessante para aplicacdo em feridas cuténeas, pois

esta relacionada com as propriedades mecanicas e de barreira das mesmas.

Tabela 4 - Espessura das membranas em pm

Membrana quitosana

M1

M2

M5

88,47 + 6,85

69,27 + 8,01

58,06 + 6,20

103,13 + 15,73

Fonte: Da autora.

4.4 COMPORTAMENTO HIDRICO

A Tabela 5 apresenta a porcentagem de intumescimento de cada membrana. Observa-

se que todas as membranas apresentaram absorcdo de agua nas condi¢bes avaliadas,

caracteristica interessante para o processo de cicatrizacdo de feridas, para o qual € interessante

gue o local se mantenha umido, independente da temperatura.

Tabela 5 - Porcentagem de intumescimento

0

0

et 18°C 37C
embranas 24h | 72h 24h | 72h

M1 (membrana 6320+6,80 8300+130 8120+330 8170+ 2,00
quitosana)

M2 (membrana 1°dia) 62,40 +550 50,40 +500 64,30 2,90 61,10 + 2,00
M3 (membrana 3° dia) 63,40+160 79,70+1,40 76,00+4,10 76,20+ 2,50
M4 (membrana sem 66.60+340 8270+320 8370+£210 63.20+270
filtragéo)

M5 (membrana com 6230+190 7570+280 7920+300 5510 + 270

filtracdo)

Fonte: Da autora.
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Campos et al. (2005) encontraram em seu trabalho porcentagens de intumescimento da
ordem de 60% para membranas neutralizadas, em contraste com valores na ordem de 95% da
membrana de quitosana 1,5% néo neutralizada, a qual atribuiu a remoc&o do acido acético das
moléculas diminuindo a capacidade de absorgdo de agua.

Arockianathan et al. (2012) encontraram 170% de porcentagem de intumescimento
para membranas de quitosana 2% com amido de sagu impregnadas com nano particulas de
prata, apos 24h a temperatura ambiente.

Nota-se que a membrana preparada com extrato do 1° dia, M2, é a que menos incha,
tanto na analise de 24 horas, como na de 72 horas 0 que € um indicativo de fortes interacGes
entre a matriz da quitosana e os compostos extraidos, diminuindo a capacidade de absorcdo de
agua.

Por meio da Figura 18, observa-se que, em temperatura ambiente, com excecdo da
membrana M2, as membranas apresentaram uma capacidade de intumescimento maior apds
72 horas, ou seja, necessitam de no minimo 72 horas para atingir o estado de equilibrio de
absorcdo de agua. Quando se usou a temperatura corporal (37°C), Figura 19, houve uma
diminuicdo da capacidade de intumescimento das membranas M4 e M5, provavelmente em
consequéncia da perda de massa da membrana quando em solucéo.

Todas as membranas intumesceram no teste de comportamento hidrico, feito em
condicdes de temperatura semelhante a temperatura corporal do ser humano (37°C) e pH
semelhante ao sanguineo (pH = 7,2), mostrando-se interessante para serem usadas como
membrana envoltéria de feridas cutaneas pela capacidade de manter o local da cicatrizacdo
umido e absorver o exsudado da ferida.
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Figura 18 - Porcentagem de intumescimento das membranas a 18°C.
Fonte: Da autora.

100
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% intumescimento
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W37 graus 24h

W37 graus 72h

Figura 19 - Porcentagem de intumescimento das membranas a 37°C.
Fonte: Da autora.
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4.5 ANGULO DE CONTATO

Segundo Silva et al. (2007), o angulo de contato, ou angulo de molhabilidade,
representa o valor em graus que uma determinada substancia liquida forma com a superficie,
como o angulo formado de uma gota de agua sobre a superficie de um filme. O angulo de
contato esta correlacionado com a rugosidade da superficie dos biofilmes, e que ele aumenta
com o aumento da rugosidade (SILVA, W. et al., 2007).

Para Farias et al. (2011), o termo molhabilidade é a manifestagdo macroscopica da
interacdo molecular entre solidos e liquidos em contato direto na interface entre eles, ou seja,
é o reconhecimento existente entre as forcas coesivas do liquido e as forcas adesivas entre o
solido e o liquido. As forcas coesivas do liquido tendem a formar uma gota esférica e as
forcas adesivas entre o sélido e o liquido tendem a espalhar o liquido sobre o sélido. Assim, o
angulo de contato é determinado pela competicdo entre essas duas forgas, apresentando o
conceito de hidrofobicidade e hidrofilicidade. A &gua possui carater polar e quando ela
apresenta com outra superficie um angulo de contato menor que 90°, essa superficie é
considerada hidrofilica, porém, se esse angulo de contato for maior que 90°, o material é
considerado hidrofébico.

A Tabela 6 mostra os valores obtidos para o angulo de contato das membranas. Na
imagem da analise (Figura 20) é possivel observar que as goticulas de &gua ndo permanecem
estaveis sobre as membranas. Ou seja, 0 angulo do contato varia com o tempo, indicando
interacdo do liquido com o substrato, intumescimento. Foram feitas trés medidas em regides
diferentes para cada membrana.

Todas as membranas testadas apresentaram carater hidrofilico, angulos de contatos
inferiores a 90°. Os angulos de contato das membranas obtidas pelo método de decoccéo, M2
e M3, foram semelhantes ao da membrana de quitosana, M1. O carater hidrofilico das
membranas € interessante para propiciar o crescimento de células.

A membrana com filtracdo M5 apresentou menor angulo de contato possivelmente
pela presenca maior de solidos solUveis interagindo com a quitosana, diminuindo a
cristalinidade da membrana e aumentando o carater hidrofilico dela. Além disso, esta
membrana apresentou maior rugosidade, aumentando a area superficial de contato com a gota.

Campos (2007) verificou em filmes reticulados de quitosana angulos de contato de

85°, concluindo que a reticulacdo aumenta o carater hidrofilico da membrana. Archana, Dutta
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e Dutta (2013) encontrou um angulo de contato de 86,2° em seu curativo formado com
quitosana e pectina.

Tabela 6 — Resultado da anélise de angulo de contato para as membranas M1 (quitosana), M2
(extrato do 1° dia), M3 (extrato do 3° dia), M4 (p6 da casca sem filtracdo) e M5 (po
da casca com filtragao)

Membrana Angulo de contato
M1 68,21 + 1,42
M2 61,72 +£0,28
M3 66,40 £ 1,45
M4 77,03 £1,05
M5 56,79 + 1,18
Fonte: Da autora.
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Figura 20 - Determinag@o do angulo de contato (Tempo total de 2°20°).
Fonte: Da autora.
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4.6 ANALISE TERMICA

Os resultados da técnica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), temperatura
de fusdo Tm e entalpia AH, podem ser observados na Tabela 7. As curvas de DSC podem ser
nas Figuras 21 a 27.

Observa-se que as membranas obtidas apresentaram pontos de fusao (Tm) bem acima
da temperatura corporea, 37°C.

Segundo Canevarolo Janior (2010), a cristalizacdo de um polimero pode ser
favorecida pela existéncia de grupos que promovam fortes ligaces intermoleculares. Quanto
maior a cristalinidade de um polimero, mais elevada é a temperatura de fusédo (Tm).

Pelos dados obtidos na DSC, pode-se concluir que as membranas M4 e M5, obtidas
pela extragdo dos metabolitos por meio da secagem da casca, tém menor cristalinidade em
relagdo as outras membranas, pela diminui¢do da Tm, por causa da maior presenca de
impurezas no p6 da casca obtido. O célculo do grau de cristalinizagdo confirma essa informagao.

Por apresentarem temperatura de fusdo proxima da temperatura de fusdo da membrana
de quitosana M1, era de se esperar que as membranas M2 e M3 apresentassem o grau de
cristalinizacdo calculado similar ao da M1, o que ndo ocorreu para a membrana M2.

Campos et al. (2005) encontraram valores de temperatura de fusdo (Tm) e entalpia de
fusdo (AH), respectivamente igual a 101,95°C e 458,7 (J/g) para as membranas de quitosana
1,5%, 88,39°C e 418,5 (J/g) para membrana a base de quitosana neutralizada e 102,7°C e 76,2
(J/g) para a membrana de quitosana plastificada sorbitol. Para os quais conclui que a
membrana com sorbitol apresentou um comportamento amorfo atribuido a acdo do
plastificante, uma vez que valores maiores de entalpia de fusdo (AH) indicam maior
cristalinidade. E o 4cido acético da membrana nao neutralizada agiu como plastificante. A
neutralizacdo promoveu um rearranjo da cadeia polimérica.

A Figura 28 mostra a curva de DSC para a membrana M8, aquecendo-se até 300°C,

onde se pode observar somete a degradacdo dos compostos nas temperaturas acima de 250°C.
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Tabela 7 - Resultados da calorimetria diferencial exploratoria (DSC

Amostra ™ (oiisjltaffls ) Grau de cristalinidade
Quitosana po 85,08 473,0 -
Casca de banana em po 77,74 3447 -
M1 82,21 493,6 104,3
M2 82,56 383,7 81,1
M3 82,27 490,8 103,7
M4 79,79 433,7 91,7
M5 80,05 441,1 93,2
Fonte: Da autora.
s
% \

Temperatura (°C)

Figura 21 — Curva da calorimetria diferencial exploratéria (DSC) para

quitosana em po.
Fonte: Da autora.

Fluxo de calor (W/g)

Temperatura (°C)

Figura 22 - Curva da calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

para casca de banana em po.
Fonte: Da autora.
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Figura 23 - Curva da calorimetria diferencial exploratéria (DSC) para

membrana de quitosana (M1).
Fonte: Da autora.
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Figura 24 — Curva da calorimetria diferencial exploratéria (DSC)
para membrana com extrato do 1° dia (M2).
Fonte: Da autora.

50



Fluxo de calor {W/g)

Temperatura (°C)

Figura 25 - Curva da calorimetria diferencial exploratéria (DSC)
para membrana com extrato do 3° dia (M3).
Fonte: Da autora.
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Figura 26 - Curva da calorimetria diferencial exploratéria (DSC)
para membrana do po da casca sem filtragdo (M4).
Fonte: Da autora.
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Figura 27 - Curva da calorimetria diferencial exploratéria (DSC)
para membrana do pé da casca com filtracdo (M5).
Fonte: Da autora.
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Figura 28 - Curva da calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

para membrana do p6 da casca 0,5% (M8) até 300°C.

Fonte: Da autora.
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4.7 ANALISE DE INFRAVERMELHO

Os resultados da analise de FTIR mostraram que as membranas do extrato do 1° dia de
decoccdo (M2) e a membrana com o péd (M5) possivelmente possuem fendis em sua
composicao, que podem ser atribuidos aos taninos. No entanto, a interferéncia causada pelas
bandas de adsorcdo dos demais componentes da casca da banana e das ligacGes de hidrogénio
formadas dificultou uma andlise mais conclusiva, sem que fosse feita uma extracdo desses
compostos para serem analisados individualmente.

Segundo Silverstein, Webster e Kiemle (2007), a adsor¢do de O-H é influenciada pelas
ligacGes de hidrogénio formadas, dependendo da diluicdo da solucdo de maneira que nédo
interfira na formacdo dessas ligacGes secundéarias. Devido a grande quantidade de solidos
presentes na membrana M4, ndo foi possivel a identificacdo de compostos fendlicos, uma vez
que as ligacbes secundarias formadas interferem na identificacdo das bandas caracteristicas.

Para esses autores, as bandas caracteristicas do esqueleto aromatico estdo na regido de
1.600 a 1.300 cm™, relacionados & ligacdo C=C do anel. Pode-se observar que a membrana da
casca em pd (M5) e a membrana do 1° dia (M2), assim como a casca de banana verde em pd,
apresentaram banda na regi&o préxima a 1.600 cm™, mostrado na Figura 29.

Ainda conforme Silverstein, Webster e Kiemle (2007), a presenca de bandas fortes
entre 650 e 900 cm™ pode indicar a presenca de anéis aromaticos. Nota-se pela Figura 30 que a
casca de banana verde em p6 e a membrana do 1° dia apresentaram bandas na regio de 770 cm™.

As bandas entre 1.320 e 1.340 cm™ podem ser atribuidas as deformacdes angulares C—
O-H dos fendis, decorrentes do anel pirano derivado dos taninos (NASCIMENTO, 2011).
Tais bandas foram encontradas na casca de banana em p6 e na membrana do 1° dia (M2)
(Figura 31).
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Figura 29 — Resultado infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), regido 1.600 cm™, para CB (casca de banana
em pd), M2 (membrana 1° dia), M3 (membrana 3° dia)

e M5 (membrana casca de banana em po)
Fonte: Da autora.
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Figura 30 — Resultado infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), regido 650-900 cm™, para
CB(casca de banana em p0) e M2 (membrana 1°
dia)

Fonte: Da autora.
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Figura 31 — Resultado infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), regido 1320-1340 cm-1, para CB (casca de
banana em pd) e M2 (membrana 1° dia)

Fonte: Da autora.

4.8 PERMEABILIDADE AO VAPOR D’AGUA

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua estdo representados na Tabela 8. Nao

foi possivel a realizacdo do teste para membrana M4, por causa das suas caracteristicas

mecanicas indesejaveis.

Tabela 8 - Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA)

PVA [g.mm/mz.dia.Kpa]
M1 22,07 1,76
M2 14,08 + 1,04
M3 15,75+ 0,50
M5 28,54 £1,48

Fonte: Da autora.
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O fator de correcdo F, citado na equacdo (3), considera a resisténcia a difusdo da
camada estagnada de ar entre o CaCl, e o filme (McHUGH; BUSTILLOS; KROCHTA,
1993). Nas condicdes do ensaio, essa camada era inferior a 1 mm e os calculos indicaram que
F era muito proximo de 1 e por isso foi aproximado a este valor.

Observa-se que as membranas analisadas permitiram a passagem do vapor d’agua, ou
seja, ndo sdo impermeaveis ao vapor d’agua, caracteristica interessante ao uso das membranas
como biomaterial no tratamento de feridas.

A incorporacdo dos solidos do p6 da casca da banana verde, M5, provavelmente
proporcionou menor coesividade das cadeias poliméricas, diminuindo a intensidade das forcas
intermoleculares entre as cadeias e proporcionando com isso maior volume livre entre as
moléculas, facilitando a permeacdo da agua, aumentando os valores de permeabilidade da
membrana. Para as membranas M2 e M3, pode ter sido formada uma barreira mais uniforme,
impedindo a passagem de &gua. Tendéncia semelhante foi observada por Campos, Grosso e
Innocentini-Mei (2006) quando adicionaram plasticificante nas membranas de quitosana e
obtiveram um aumento de permeabilidade ao vapor d’agua.

Queen et al. (1987) encontraram a menor taxa de permeabilidade ao vapor de agua
nos filmes analisados quando comparados a hidrogéis e esponjas.

Miranda et al. (2004) encontraram o valor de permeabilidade de agua para o filme de
quitosana 2%.de 30,72 g.mm/m?.dia.Kpa.

Ressalta-se a importancia da capacidade das membranas em trocar gases com o

ambiente, propriedade funcional da pele que deve ser mantida na regido da ferida.

4.9 UMIDADE

Na analise do teor de umidade da casca de banana no método de secagem, encontrou-
se 0 rendimento de massa entre a massa inicial e final de 12,3% (massa inicial = 236 g e
massa final = 29,1 g), ou seja, a umidade da casca em torno de 87,8%, valor mais alto quando
comparado ao valor de 73% de umidade apresentado por Maina, Heide e Shagal (2012).

A porcentagem de umidade das membranas desenvolvidas estd mostrada na Tabela 9.
Pode-se verificar que a quantidade de umidade da membrana M1, somente com quitosana, é

semelhante ao resultado encontrado por Campos et al. (2005) para a membrana de quitosana



57

1,5% neutralizada (12,11 %). A membrana M3 apresentou um valor de umidade mais alto que

as demais, provavelmente por conter a mesma quantidade de extrato da casca.

Tabela 9 - Teor de umidade das membranas

Amostra / membrana U (%)
M1 (membrana quitosana) 13,26 £ 2,44
M2 (membrana extrato 10 dia) 13,84 + 2,07
M3 (membrana extrato 30 dia) 20,31 +£3,93
M4 (membrana casca em p6 sem filtracao) 11,21 £1,76
M5 (membrana casca em pé com filtracdo) 14,27 +2,38
M8 (membrana casca em p6 0,5%) 18,21 £ 2,33

Fonte: Da autora.

4.10 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A cultura de S. aureus usada apresentou uma contagem de 250 x 10-4 UFC/mL e para
a cultura de E. coli, 31 x 10-6 UFC/mL.

Os resultados dessa analise da atividade antibacteriana s&o apresentados a seguir.

« Staphylococcus aureus

Os resultados para os testes antibacteriano estdo descritos no Quadro 2. Apds 24 horas,
as membranas inibiram o crescimento da bactéria por contato, ou seja, na regido em que a
membrana estava em contato com o meio de cultura, ndo houve crescimento bacteriano. As
placas com casca de banana em p6 ndo inibiram o crescimento, conforme identificado na
Figura 32.

Quadro 2 - Resultado da atividade antibacteriana para a bactéria Staphylococcus aureus

Amostra Identificacéo Resultado
B1 Controle, sem membrana Sem inibigéo
B2 Membrana de quitosana 2% (M1) Inibicdo por contato
B3 Casca de banana em pé Sem inibigéo
B4 Membrana com solugéo extraida no 1° dia (M2) Inibicdo por contato
B5 Membrana com solucdo extraida no 3° dia (M3) Inibicdo por contato
B6 Membrana com de po da casca de banana 0,5% (M8) Inibicdo por contato
B7 Membrana com 0,1 % de pé de casca de banana (M9) Inibicdo por contato

Fonte: Da autora.
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Figura 32 - Resultado da atividade bacteriana para Staphylococcus aureus, para as
amostras B1 (controle), B2 (membrana M1), B3 (casca de banana em
po), B4 (membrana M2), B5 (membrana M3), B6 (membrana M8) e B7

(membrana M9).
Fonte: Da autora.
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 Escherichia coli

Os resultados para este teste podem ser visualizados no Quadro 3. Assim como para 0
teste feito com S. aureus, as placas com casca de banana em po também ndo tiveram o
crescimento inibido.

Nas amostras B4, que foram feitas com extrato do 1° dia, formou-se um halo de
inibicdo de 0,5 cm ao redor da membrana, nas trés placas (triplicata), porém, por causa do
escurecimento da membrana, ndo foi possivel verificar se houve inibigdo de crescimento por
contato. A formacdo do halo de inibicdo pode ser explicada pela acdo de algum composto
hidrossoltvel extraido na decocgédo que tenha se difundido pelo &gar e inibiu o crescimento de
E. coli, conforme pode ser visto na Figura 33.

Como a membrana feita com o extrato do 3° dia também apresentou um
escurecimento, apesar de bem mais discreto que a membrana do 1° dia, pode se deduzir que
seja um indicio de que E. coli seja uma bactéria capaz de produzir polifenoloxidase, enzima
responsavel pela oxidacdo dos compostos fendlicos que provoca o escurecimento dos
vegetais, oxidando os compostos hidrossollveis presentes no extrato da casca de banana.
Alvarenga et al. (2013) descrevem que a polifenoxidase ocorre, de forma geral, em tecidos
vegetais (principalmente em frutas e hortali¢as), mas também pode ser encontrada em micro-
organismos e em alguns animais.

Para as amostras B2, B6 e B7, verificou-se uma inibigdo de crescimento por contato,
mas, em algumas regifes das membranas, nas quais havia irregularidades do contato da
mesma com o0 meio de cultura, ou seja, onde a membrana ndo se encostava ao meio, houve o
crescimento de pequenas quantidades de bactéria, apresentadas em zoom na Figura 33.

Lino et al. (2011) produziu um gel com casca de banana que inibiu o crescimento,
nos testes in vivo, de bactérias patogénicas, dentre elas a E. coli, mas ndo inibiu o crescimento
nos testes in vitro, nos quais usou a microbiota isolada da ferida dos ratos, fato que o autor
atribui a capacidade de produgdo da enzima tanase pelas bactérias, nas condigdes dos testes,

capaz de destruir 0s taninos.
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Quadro 3 - Resultado da atividade antibacteriana para a bactéria Escherichia coli

Amostra | Identificacéo Resultado
B1 Controle, sem membrana Sem inibigéo
B2 Membrana de quitosana 2% (M1) Inibicdo parcial por contato
B3 Casca de banana em pé Sem inibicgéo
B4 Membrana com solucéo extraida no 1° dia (M2) Formacao de halo

Membrana com solucéo extraida no 3° dia (M3) Né&o formou halo/inibicéo

BS por contato indefinida
B6 Membrana com de pé(l\o/ll%;:asca de banana 0,5% Inibicao parcial por contato
57 Membrana com de pé(l\o/ll%;:asca de banana 0,1% Inibicdo parcial por contato

Fonte: Da autora.
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Figura 33 - Resultado da atividade bacteriana para Escherichia coli, para as
amostras B1 (controle), B2 (membrana M1), B3 (casca de banana
em pé), B4 (membrana M2), B5 (membrana M3), B6 (membrana
M8) e B7 (membrana M9).

Fonte: Da autora.



5 CONCLUSAO

e Os dois métodos: decoccdo e secagem foram eficazes na extracdo dos
metabolitos da casca de banana verde para preparacdo de membranas a base de
quitosana. As membranas estudadas mantém a umidade, séo relativamente
transparentes, facilitando a visualizacdo da ferida, sdo maleéveis, podendo ser
usadas como curativo primario diretamente na ferida, e permitem troca de
vapor de agua entre a ferida e 0 meio ambiente, além de inibir o crescimento
bacteriano.

e O método de decoccdo mostrou-se eficiente na extracdo dos metabolitos ja no
primeiro dia, tornando desnecessaria a coc¢do por mais dois dias.

e O método de secagem também se mostrou eficiente para preparacdo das
membranas, desde que sejam adicionadas quantidades de pds inferiores a 1%.

e Devido ao fato de a membrana M2 (extracdo 1° dia) apresentar flexibilidade e
transparéncia adequadas, capacidade de intumescimento, além da formacao de
halo de inibicdo para E. coli, esta membrana foi considerada a melhor
formulacéo desenvolvida para aplicagdo como recobrimento de feridas.

e Testes in vivo devem ser realizados para confirmar o poder cicatrizante e a

inibicdo bacteriana das membranas.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) Verificar o nivel de taninos em membranas com casca de banana verde de acordo
com a variagao sazonal e com grau de maturacdo da propria casca verde.

b) Verificar se as membranas produzidas com quitosana provocam alergias aos
pacientes com alergia a crustaceos.

c) Preparar membranas usando os extratos de 1°, 2° e 3° dia juntos.

d) Preparar membranas com a casca de banana verde liofilizada para melhorar a
aparéncia das membranas.

e) Preparar as membranas com diferentes concentragdes de quitosana.

f) Fazer testes biologicos in vivo.
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APENDICE A — Resultado de analise de infravermelho.
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Figura 34 — Resultado infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), regido 500 a 4.000 cm™, membrana de
quitosana (M1), membrana 1° dia (M2), membrana 3°
dia (M3), membrana da casca de banana em p6 (M5) e

casca de banana em po6 (CB)
Fonte: Da autora



