UNIVERSIDADE DA REGIAO DE JOINVILLE — UNIVILLE
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO — PRPPG
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM ENGENHARIA DE PROCESSOS
MESTRADO EM ENGENHARIA DE PROCESSOS

DESENVOLVIMENTO DE MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA
INCORPORADAS COM OLEOS ESSENCIAIS PARA USO NO TRATAMENTO DE
FERIDAS

SANDRO ROGERIO KUMINECK JUNIOR

Joinville — SC
2023



SANDRO ROGERIO KUMINECK JUNIOR

DESENVOLVIMENTO DE MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA
INCORPORADAS COM OLEOS ESSENCIAIS PARA USO NO TRATAMENTO DE
FERIDAS

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de  Pods-graduacdo em
Engenharia de Processos, Mestrado em
Engenharia de Processos, da
Universidade da Regido de Joinville
(Univille), como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia de Processos.

Orientadora: Dra. Ana Paula Testa Pezzin
Coorientador: Dr. Flares Baratto Filho

Joinville — SC
2023



Catalogagao na publicagéo pela Biblioteca Universitaria da Univille

Kumineck Junior, Sandro Rogério

K96d Desenvolvimento de membranas de celulose bacteriana incorporadas com
6leos essenciais para uso no tratamento de feridas / Sandro Rogério Kumineck
Junior; orientadora Dra. Ana Paula Testa Pezzin; coorientador Dr. Flares Baratto

Filho. — Joinville: UNIVILLE, 2023.
89 f.:il.
Dissertagcdo (Mestrado em Engenharia de Processos — Universidade da Regido de
Joinville)

1. Ferimentos e lesdes — Tratamento. 2. Esséncias e éleos essenciais. 3.
Bactérias. |. Pezzin, Ana Paula Testa (orient.). Il. Baratto Filho, Flares (coorient.).
1. Titulo.

CDD 615.321

Elaborada por Rafaela Ghacham Desiderato — CRB-14/1437




Termo de Aprovagio

“Desenvolvimento de Membranas de Celulose Bacteriana Incorporadas com Oleos
Essenciais para Uso no Tratamento de Feridas”

por

Sandro Rogério Kumineck Junior
Banca Examinadora:

Profa. Dra. Ana Paula Testa Pezzin
Orientadora (UNIVILLE)

Prof. Dr. Flares Baratto Filho
Coorientador (UNIVILLE)

Profa. Dra. Katiusca Wessler Miranda
(NANOBIOCELL)

Profa. Dra. Denise Abatti Kasper Silva
(UNIVILLE)

Dissertagdo julgada para a obtengdo do titulo de Mestre em Engenharia de Processos, area de concentragio
Desenvolvimento e Gestdo de Processos e Produtos e aprovada em sua forma final pelo Programa de Pos-

Graduag@o em Engenharia de Processos.

Profa. Dra.Ana Paula Testa Pezzin
Orientadora (UNIVILLE)

J
Profa. Dra. Elisabeth Wisbeck
Vice-Coordenadora do Programa de Pos-Graduagio em Engenharia de Processos

Joinville, 28 de fevereiro de 2023.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha mae Fatima Aparecida Souza Kumineck e o0 meu pai Sandro
Rogério Kumineck por todos os ensinamentos e pelo apoio em todas as minhas
escolhas.

A professora Dra. Ana Paula Testa Pezzin e ao professor Dr. Flares Baratto
Filho, pela orientacdo e conhecimentos transmitidos, pela atencéo e oportunidade de
desenvolvimento pessoal e profissional.

A professora Dra. Andréa Lima dos Santos Schneider por ter me aceitado no
grupo de pesquisa e as professoras Dra. Michele Cristina Formolo Garcia e Dra.
Giannini Pasiznick Apati pela colaboracdo com seus conhecimentos e ajuda em
algumas analises.

Agradeco a amiga Victéria Fonseca Silveira por me auxiliar em todas as
atividades e experimentos, e os amigos Bruna Segat e Geasi L. Martins pelo
companheirismo.

As técnicas dos laboratorios de pesquisa Aline Scheller e Paula Roberta
Perondi Furtado pela ajuda no laborat6rio e amizade.

A todos que contribuiram para que este trabalho fosse realizado de maneira
direta ou indireta.

Agradeco a Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE e a FAPESC
(Fundacdo de Apoio a Pesquisa Cientifica e Tecnologica do Estado de Santa
Catarina) pelo apoio financeiro e bolsa de estudos, aos professores pelos
conhecimentos transmitidos e aos meus colegas de curso pelo conhecimento
compartilhado.

Aos membros da banca examinadora, agradeco por aceitarem avaliar este

trabalho, certamente acrescentando valiosas contribuigdes.



RESUMO

Desenvolvimento de membranas de celulose bacteriana incorporadas com 6éleos
essenciais para uso no tratamento de feridas

As feridas crénicas sdo um problema de saude publica que afetam cerca de 3% de
brasileiros, impactando negativamente a qualidade de vida deles. Esse tipo de ferida
possui um processo de restauracdo complexo, demandando um tempo prolongado de
cicatrizagdo, porém, os métodos convencionais de tratamento de feridas podem néo
ser eficientes. Devido a isso, uma nova geracao de curativos funcionais com melhores
capacidades de cicatrizacdo vem sendo desenvolvida, destacando-se a utilizagao de
polimeros naturais. Nesse sentido, a celulose bacteriana (CB) torna-se promissora
para a aplicacdo como curativo pois € biodegradavel, atoxica, ndo-alergénica e capaz
de manter a umidade da ferida. Embora a CB néo possua atividade antimicrobiana, o
que reduz a sua efetividade em feridas contaminadas, a sua estrutura permite a
incorporacdo de compostos que possuem acgao antimicrobiana conhecida, como 0s
Oleos essenciais (OEs), que sdo compostos naturais amplamente disponiveis e
possuem propriedades antimicrobianas, antioxidantes, antivirais e baixo grau de
toxicidade. Portanto, o presente trabalho consistiu em sintetizar membranas de CB a
partir da bactéria Komagataeibacter hansenii e associa-la a OEs de alecrim, cravo,
eucalipto, gengibre, lavanda e capim-limao pela técnica ex situ, para obtencédo de
curativos para uso no tratamento de feridas. A partir da caracterizacdo das amostras
por Espectroscopia UV-vis e Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (GC-MS), foram detectados compostos caracteristicos dos OEs nas
membranas incorporadas, como eucaliptol do alecrim e eucalipto, eugenol do cravo,
linalol da lavanda e citral do gengibre e capim-limdo. Esses resultados foram
complementados pela Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), uma vez que as amostras apresentaram bandas caracteristicas desses
mesmos compostos. A Andlise Termogravimétrica (TGA) demonstrou que, de maneira
geral, as incorporacdes dos OEs reduziram a estabilidade térmica da CB devido aos
diferentes graus de volatilidade dos compostos. Os OEs modificaram a morfologia da
CB, e, utilizando-se a técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), verificou-
se gue os OEs preencheram os poros da membrana e revestiram as fibras da celulose.
Além disso, as membranas incorporadas apresentaram resultados favoraveis quanto
a inibicdo de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans,
destacando-se as amostras incorporadas com OEs cravo, gengibre e capim-liméo. A
partir disso, supde-se que o eugenol e o citral foram os compostos responsaveis pela
acao antimicrobiana. Os resultados obtidos confirmaram a eficacia do método de
incorporacdo, mantendo a composigao e as caracteristicas antimicrobianas dos OEs.
Palavras-chave: Celulose bacteriana, curativos, incorporacao, 0leos essenciais.



ABSTRACT

Development of bacterial cellulose membranes incorporated with essential oils for use
in wound treatment

Chronic wounds are a public health problem that affects about 3% of Brazilians,
negatively impacting their quality of life. This kind of wound has a complex restoration
process, requiring a prolonged healing time. However, conventional wound treatment
methods may not be efficient. Because of this, a new generation of functional dressings
with better healing capabilities has been developed, highlighting the use of natural
polymers. In this sense, bacterial cellulose (BC) becomes promising for application as
a dressing because it is biodegradable, non-toxic, non-allergenic and capable of
maintaining moisture in the wound. Although BC does not have antimicrobial activity,
which reduces its effectiveness in contaminated wounds, its structure allows the
incorporation of compounds with known antimicrobial action, such as essential oils
(EOs), which are natural compounds widely available and have low toxicity,
antimicrobial, antioxidant and antiviral properties. Therefore, the present work
consisted of synthesizing BC membranes from the bacteria Komagataeibacter
hansenii and associating it with rosemary, clove, eucalyptus, ginger, lavender and
lemongrass EOs by the ex situ technique to obtain dressings for use in the treatment
of wounds. From the characterization of the samples by UV-vis Spectroscopy and Gas
Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (GC-MS), characteristic compounds
of EOs were detected in the incorporated membranes, such as eucalyptol from
rosemary and eucalyptus, eugenol from clove, linalool from lavender and citral from
ginger and lemongrass. These results were complemented by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) since the samples showed characteristic bands of these
same compounds. The Thermogravimetric Analysis (TGA) demonstrated that, in
general, the incorporation of EOs reduced the thermal stability of BC due to the
different degrees of volatility of the compounds. The EOs modified the morphology of
the BC. The Scanning Electron Microscopy (SEM) technique verified that the EOs filled
the membrane pores and coated the cellulose fibers. In addition, the incorporated
membranes showed favorable results regarding the inhibition of Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Candida albicans, highlighting the samples incorporated
with clove, ginger and lemongrass EOs. From this, it is assumed that eugenol and citral
were the compounds responsible for the antimicrobial action. The results confirmed
the incorporation method's effectiveness, maintaining the composition and
antimicrobial characteristics of the EOs.

Keywords: Bacterial cellulose, essential oils, incorporation, wound dressings.



RESUMEN

Desarrollo de membranas de celulosa bacteriana incorporadas con aceites esenciales
para uso en el tratamiento de heridas

Las heridas crénicas son un problema de salud publica que afecta cerca del 3% de
los brasilefios, impactando negativamente en su calidad de vida. Este tipo de herida
tiene un proceso de restauracion complejo, que requiere un tiempo de cicatrizacion
prolongado; sin embargo, los métodos convencionales de tratamiento de heridas
pueden no ser eficaces. Por ello, se ha desarrollado una nueva generacion de apositos
funcionales con mejores capacidades de cicatrizacion, destacando el uso de
polimeros naturales. En este sentido, la celulosa bacteriana (CB) se vuelve
prometedora para su aplicacion como apdésito porque es biodegradable, no téxica, no
alergénica y capaz de mantener la humedad en la herida. Aunque el CB no tiene
actividad antimicrobiana, lo que reduce su eficacia en heridas contaminadas, su
estructura permite la incorporacién de compuestos que tienen accidén antimicrobiana
conocida, como los aceites esenciales (AE), que son compuestos naturales
ampliamente disponibles y tienen propiedades antimicrobianas, antioxidantes. ,
antivirales y baja toxicidad. Por tanto, el presente trabajo consisti6 en sintetizar
membranas de CB a partir de la bacteria Komagataeibacter hansenii y asociarla con
AE de romero, clavo, eucalipto, jengibre, lavanda y limoncillo mediante la técnica ex
situ, para obtener apdésitos para su uso en el tratamiento de heridas. A partir de la
caracterizacion de las muestras por espectroscopia UV-vis y cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), se detectaron en las membranas
incorporadas compuestos caracteristicos de los AE, como eucaliptol de romero y
eucalipto, eugenol de clavo, linalol de lavanda y citral de jengibre y limoncillo. Estos
resultados se complementaron con la Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR), ya que las muestras presentaban bandas caracteristicas de estos
mismos compuestos. El Analisis Termo gravimétrico (TGA) demostrd que, en general,
la incorporacion de AE reducia la estabilidad térmica de los CB debido a los diferentes
grados de volatilidad de los compuestos. Los AE modificaron la morfologia del CB y
mediante la técnica de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) se verifico que los
AE llenaban los poros de la membrana y recubrian las fibras de celulosa. Ademas, las
membranas incorporadas mostraron resultados favorables en cuanto a la inhibicion
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans, destacando las
muestras incorporadas con AE de clavo, jengibre y limoncillo. A partir de esto, se
supone que el eugenol y el citral fueron los compuestos responsables de la accién
antimicrobiana. Los resultados obtenidos confirmaron la efectividad del método de
incorporacion, manteniendo la composicion y caracteristicas antimicrobianas de los
AE.

Palabras clave: Aceites esenciales, apdsitos, celulosa bacteriana, incorporacion.
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1 INTRODUCAO

As feridas crénicas constituem um seério problema de saude publica no Brasil e
no mundo, pois afeta um grande nimero de pacientes e contribui para os custos de
saude publica (COSTA et al., 2020). Os dados disponiveis referentes a prevaléncia
de feridas crbnicas na populagcdo mundial apresentam variacbes, uma vez que
dependem do tipo de estudo, diagndstico da etiologia, ano e pais. Entretanto, uma
revisao sistematica com metanalise a partir de varios estudos aponta uma prevaléncia
mundial, combinada de todas as etiologias de feridas crbnicas de 2,21 por 1.000
habitantes (DANTAS, 2020). No Brasil, um estudo publicado em 2017 descreveu uma
estimativa geral de feridas crénicas de 3% (LEAL et al., 2017). Os métodos
convencionais de tratamento de feridas incluem o uso de curativos que podem
interferir no processo de cicatrizagdo, uma vez que sao feitas trocas constantes do
curativo, o que causa dor e desconforto ao paciente e atrasa a reconstituicao do tecido
(BOATENG; CATANZANO, 2015; COSTA et al., 2020).

Assim, como alternativa aos curativos tradicionais, uma nova geracdo de
curativos funcionais vem sendo desenvolvida em diversas formas, como esponjas (MA
et al., 2019), filmes (HALIM et al., 2018) e hidrocoloides (HIRANPATTANAKUL et al.,
2018). Os curativos modernos visam prevenir infeccbes e aprimorar o processo de
cicatrizacdo de feridas, apresentando propriedades como manutencao da umidade da
ferida, remocéo de exsudatos e controle antimicrobiano. Diante disso, curativos a base
de polimeros naturais podem ser considerados uma boa escolha para o tratamento
dessas feridas. O avanco no desenvolvimento e uso de materiais poliméricos trouxe
beneficios pois permite a producao de uma variedade de curativos, gerando melhores
resultados (BOATENG; CATANZANO, 2015; COSTA et al., 2020; GUSTAITE et al.,
2015).

Dos polimeros que vém sendo utilizados com essa finalidade, a celulose
bacteriana (CB) se destaca pois possui caracteristicas que cumprem requisitos de um
curativo ideal. A CB é sintetizada por bactérias, como as do género Komagataeibacter,
€ segura, biodegradavel, possui alta pureza (livre de lignina, hemicelulose e pectina,
encontradas na celulose de plantas), biocompatibilidade, apresenta estrutura
reticulada que serve como barreira contra micro-organismos patogénicos, além de
possuir elevada resisténcia mecéanica (médulo de Young = 15 — 138 GPa). Esse

biopolimero possui uma estrutura similar a matriz extracelular da pele e é capaz de
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criar e manter um ambiente Umido para a ferida devido a sua alta hidrofilicidade,
servindo ao mesmo tempo como uma barreira contra radiacdo UV (BARUD, 2010;
CAMPANO et al., 2016; CHAWLA et al., 2009; POURALI et al., 2018).

Entretanto, a CB por si s6 ndo é capaz de inibir o crescimento de micro-
organismos patogénicos, o que reduz a sua efetividade como curativo em feridas
contaminadas. Porém, agentes antimicrobianos podem ser incorporados a estrutura
da CB para melhorar suas propriedades biologicas. Nesse sentido, 6leos essenciais
tornam-se uma boa opcéo para esse fim, pois tém diversas aplicacdes na industria
farmacéutica e na medicina devido as suas propriedades antibacterianas,
antifingicas, inseticidas, antioxidantes, anti-cancer e antivirais, advindas da presenca
de compostos bioativos, como fendis (funcéo organica caracterizada por uma ou mais
hidroxilas ligadas a um anel aromatico) e terpenos [hidrocarbonetos de formula
quimica geral (CsHs)n], em sua estrutura. Além disso, os OEs sdo vantajosos em
relacdo a agentes antimicrobianos sintéticos por serem compostos naturais
amplamente disponiveis com baixo grau de toxicidade (CASALINI; BASCHETTI,
2022; DIASS et al., 2021; EL FAWAL; OMER; TAMER, 2019; LIAKOS et al., 2015),
tornando o material promissor para aplicacdo em regeneracao de tecidos.

Diante disso, destacam-se alguns OEs que podem ser utilizados para producao
de biocompdésitos, como o 6leo essencial de alecrim (OEA), que foi utilizado no
trabalho de Abdollahi, Rezaei e Farzi (2012), que incorporaram nanoargila de
montmorilonita e OEA em filmes de quitosana e observaram melhoria nas
propriedades fisicas e mecanicas, devido a esfoliacdo da montmorilonita e boa
interacdo entre quitosana e montmorilonita na presenca de OEA. As propriedades
antimicrobianas dos filmes também melhoraram com a incorporagcédo do 6leo; e no
trabalho de Liakos et al. (2017), que utilizaram eletrofiacdo para produzir nanofibras
de acetato de celulose e OEs de alecrim e orégano. O biomaterial apresentou boa
atividade antimicrobiana contra E. coli, S. aureus e C. albicans, demonstrando o
potencial para a aplicagdo em curativos, sensores e embalagens alternativas.

O dleo essencial de cravo (OEC) foi utilizado por Unalan et al. (2019), que
produziram biomateriais antibacterianos de nanofibra eletrofiados de poli(e-
caprolactona)-gelatina contendo OEC para aplicagdes de cicatrizacdo de feridas sem
antibioticos. Os resultados demonstraram que 0s biomateriais ndo apresentaram
efeitos citotoxicos em células de fibroblastos dérmicos humanos normais e tiveram

atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli. Qin et al. (2020) incorporaram OEC
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em zeina e produziram membranas fibrosas por eletrofiacdo para utilizagdo como
curativos. O biomaterial produzido apresentou uma estrutura porosa com maior
permeabilidade a gas, boa biocompatibilidade, atividade antimicrobiana, além de
superhidrofilicidade, o que facilita a absorcdo de exsudatos das feridas. Ainda, foi
conduzido um estudo em camundongos que sugeriu que a membrana promove 0
processo de cicatrizagéo de ferimentos.

Ainda, a eficicia da utilizacdo de Oleo essencial de eucalipto (OEE) como
material antimicrobiano foi reportada por Karavasili et al. (2020), que produziram
hidrogéis de alginato-metilcelulose imprimiveis em 3D com componentes bioativos
como mel de Manuka, gel de Aloe vera e OEE. Os hidrogeis demonstraram potencial
para utilizacdo em cicatrizacdo de feridas, pois apresentaram eficacia antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de boa biocompatibilidade
em fibroblastos dérmicos humanos, estimulando o crescimento celular. Wang et al.
(2021) utilizaram OEE, OE de gengibre e OE de cominho para produzir hidrogéis
antibacterianos fisicamente reticulados por carboximetilquitosana e carbé6mero 940, e
obtiveram materiais com atividade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli. Além
disso, o hidrogel incorporado com OEE apresentou viabilidade celular e acelerou a
cicatrizacéo de feridas em modelos de queimaduras de camundongos, promovendo a
recuperacéo da derme e da epiderme.

O dleo essencial de gengibre (OEG) foi utilizado por Amalraj et al. (2020) para
a producao de filmes a base de quitosana, goma arabica e polietilenoglicol, que foram
incorporados com 6leos essenciais de pimenta-preta e gengibre pelo método de
casting. Os filmes incorporados apresentaram grande resisténcia mecanica e
flexibilidade com alta estabilidade térmica e, além disso, demonstraram elevada
atividade antimicrobiana contra Bacillus cereus, S. aureus, E. coli e S. typhimurium.
Esses resultados demonstraram que os materiais Sdo promissores para utilizagdo em
embalagens de alimentos e curativos. Ngampunwetchakul et al. (2019) encapsularam
OEG em nanoparticulas de quitosana e as incorporaram em hidrogéis semi-solidos
de alcool polivinilico para uso em tratamento de feridas. Os hidrogéis formulados ndo
apresentaram toxicidade contra células NCTC clone 929 (tecido conjuntivo
subcutédneo de camundongo) e NHDF (Fibroblastos dérmicos humanos normais),
demonstrando potencial para utilizagdo em feridas.

As propriedades do 6leo essencial de lavanda (OEL) também foram exploradas

em diversos trabalhos nas areas de curativos e cicatrizacdo de feridas, como o
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trabalho de Hajiali et al. (2016), que incorporaram OEL em nanofibras de alginato para
avaliar a atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria, bem como a sua influéncia na
cicatrizacdo de queimaduras. Os resultados demonstraram que o material inibe S.
aureus. Além disso, por meio de teste in vivo, os dados sugeriram que 0s curativos
produzidos reduziram a producdo de citocinas proé-inflamatérias em células de
fibroblastos humanos, tornando o material promissor para a utilizagcao no tratamento
de queimaduras. Sofi et al. (2019) produziram curativos a partir de nanofibras de
poliuretano com nanoparticulas de prata (NPAg) e OEL por eletrofiacdo. As NPAg e o
OEL garantiram a proliferacédo de fibroblastos de embrido de galinha cultivados in vitro
nesses curativos, além de apresentarem propriedades bactericidas contra E. coli e S.
aureus. Dessa forma, as nanofibras demonstraram grande potencial para a utilizacao
como curativos multifuncionais, sendo capazes de proteger a ferida contra agentes
externos e promover a regeneracéo de novos tecidos.

Outro OE que se destaca é o 6leo essencial de capim-limdo (OECL), que foi
utilizado no trabalho de Liakos et al. (2015) na produc¢éo de curativos fibrosos a base
de celulose e OEs de canela, capim-limao e hortela-pimenta por eletrofiacdo. Os
materiais inibiram o crescimento de E. coli e, além disso, ndo apresentaram
citotoxicidade, que foi comprovada por meio de ensaios de biocompatibilidade em
modelos de células da pele. Os curativos produzidos se mostraram promissores como
dispositivos biomédicos para tratamentos topicos. Riguelme, Herrera e Matiacevich
(2017) produziram filmes a base de alginato com OECL encapsulado, preparados pelo
método de casting. Os filmes apresentaram elevada atividade antimicrobiana contra
E. coli e Botrytis cinerea, demonstrando boa liberacdo dos compostos
antimicrobianos.

Neste contexto, o presente trabalho visa associar a celulose bacteriana com
OEs de alecrim, cravo, eucalipto, gengibre, lavanda e capim-liméao. Dessa forma, sera
desenvolvido um material para utilizacdo na area biomédica como um curativo com

capacidade curativa elevada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas estruturais, quimicas e biolégicas de membranas de

celulose bacteriana incorporadas com 6leos essenciais de alecrim, cravo, eucalipto,

gengibre, lavanda e capim-limao para obter membranas com potencial para utilizacao

como curativos.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Caracterizar as solucdes de Oleos essenciais quanto as atividades
antimicrobianas e as composi¢cées quimicas empregando as técnicas de
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS),
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e
concentracdo de fendlicos totais (CFT);

Sintetizar membranas de CB;

Incorporar os 6leos essenciais a CB pelo método ex situ para obter membranas
com potencial curativo;

Analisar os efeitos dos OEs incorporados a CB sobre as propriedades
morfologicas, térmicas, quimicas e antimicrobianas empregando técnicas de
GC-MS, FTIR, Analise Termogravimétrica (TGA), Microscopia Eletronica de

Alta Resolucédo (MEV-FEG) e CFT.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Feridas

As feridas se formam toda vez que ha uma lesdo da estrutura anatdbmica
resultante de ruptura simples ou grave de um 6rgdo, como a pele, podendo se
estender a outros tecidos e estruturas, como tecido subcutaneo, musculos, tenddes,
nervos e até mesmo 0ssos. As feridas podem ser classificadas de acordo com o tempo
de reparacdo do tecido, sendo definidas como agudas ou crbénicas (BOATENG,;
CATANZANO, 2015; BRASIL, 2002; SEN, 2019).

As feridas agudas sao cicatrizadas em um curto periodo de tempo, de 8 a 12
semanas, e incluem feridas ocasionadas por fatores externos como cortes, incisées,
gueimaduras, entre outras. O tamanho, profundidade e grau de lesdo séo fatores que
influenciam a cicatrizagdo, que ocorre de maneira normal e ordenada ao longo de todo
0 processo (BOATENG; CATANZANO, 2015; SHI et al., 2020). Por outro lado, as
feridas cronicas requerem um tempo prolongado de cicatrizagdo, por vezes nao
cicatrizam ou ocorrem novamente. O reparo desse tipo de ferida é complexo, tornando
dificil a restauracdo completa da estrutura anatémica do tecido lesado. Dessa forma,
feridas cronicas geram impactos na qualidade de vida, pois reduzem a mobilidade e
provocam dores cronicas. Este tipo de ferida pode ocorrer principalmente em
pacientes idosos, com diabetes, obesidade, insuficiéncia venosa ou com doenca
arterial periférica (SINGH et al., 2013; VERBANIC et al., 2020).

Além disso, uns dos obstaculos para a cicatrizacdo de feridas crénicas séo
infeccbes e inflamacdes. Isso ocorre quando o tecido subcutaneo esta exposto,
fornecendo um ambiente Umido, quente e nutritivo propicio a proliferacdo de micro-
organismos. As feridas cronicas nem sempre estao infectadas, entretanto, podem ser
colonizadas por um microbioma distinto que pode levar a infeccdo ou afetar a
cicatrizacéo da ferida (BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001; VERBANIC et al.,
2020).
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3.2 Celulose

A celulose (CsH100s)n € 0 material organico mais abundante na natureza e
possui grande importancia econdmica, pois pode ser utilizada para a producao de
papeis e fibras, além de ser utilizada como agente dispersante, agente gelificante,
emulsificador, entre outros. No ano de 2020, a producéao brasileira foi estimada em 21
milhdes de toneladas de polpa de celulose (IBA, 2021). Sua estrutura consiste em
unidades de B — D — glicopiranose unidas em cadeias longas, ndo ramificadas, por
ligagdes glicosidicas B (1 — 4). Estas unidades repetitivas sdo denominadas celobiose
(Figura 1) e contém seis grupamentos hidroxila que estabelecem ligacbes de
hidrogénio intra e intermolecular (Figura 2), sendo que o primeiro tipo de ligacéo
promove a rigidez das cadeias e 0 segundo € responséavel pela formacao da fibra
vegetal. Devido as interagBes de hidrogénio, a celulose possui uma tendéncia a se
aglomerar em forma de cristais, tornando-a completamente insollvel em agua e em
grande parte dos solventes organicos (DONINI et al., 2010; RECOUVREUX, 2008;
SILVA et al., 2009).

Figura 1 - Estrutura da celobiose
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Fonte: Phanthong et al. (2018).
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Figura 2 - Ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares da celulose
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Fonte: Phanthong et al. (2018).

Esse biopolimero pode ser dividido entre celulose complexa e celulose pura. A
celulose complexa, principal componente da parede celular de plantas, contém
impurezas como lignina, pectina e hemicelulose. Esta é normalmente obtida
industrialmente para a producdo de pasta celulosica, sendo designada de celulose
vegetal (CV). Por outro lado, impurezas ndo sao encontradas no grupo da celulose
pura, que pode ser sintetizada por micro-organismos como algas, fungos e bactérias,
sendo denominada celulose bacteriana (CB) (DONINI et al., 2010; GOMES, 2011).

As impurezas presentes na CV podem ser eliminadas por tratamentos quimicos
utilizando produtos alcalinos, além de um processo de deslignificacdo. Entretanto,
esse processo quimico consome produtos toxicos e tomam tempo, tornando a
obtencdo da CV nao-amigavel ambientalmente. Em contrapartida, a CB é produzida
em uma forma altamente pura e com um processo de purificacdo mais simples, de
baixo custo e ambientalmente amigavel (CACICEDO et al., 2016; PHANTHONG et al.,
2018).

3.2.1 Celulose bacteriana

A celulose bacteriana foi descoberta dois séculos atras, mas apenas nas duas
tltimas décadas, com o desenvolvimento de nanotecnologias e da Quimica Verde,
recebeu atencdo dos pesquisadores. A CB pode ser produzida por diversas espécies
de bactérias, como as dos géneros Komagataeibacter, Achromobacter, Aerobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter, Rhizobium, Sarcina, Salmonella e
Escherichia (CACICEDO et al., 2016; SHODA; SUGANO, 2005).
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As bactérias mais utilizadas para a biossintese de CB sdo as da familia
Acetobactereaceae, destacando-se a bactéria Gram-negativa e aerbbia estrita
Komagataeibacter hansenii, que sdo capazes de converter fontes de carbono como
glicose, glicerol, sacarose, frutose, manitol, entre outras, sob temperaturas entre 25 e
30 °C, em um pH entre 3 e 7. A K. hansenii produz celulose na forma de uma
membrana na interface liquido—ar do meio de cultura e sua via bioquimica envolve a
conversdo da glicose como substrato exdégeno a celulose (CACICEDO et al., 2016;
DONINI et al., 2010; PFEFFER et al., 2017; RECOUVREUX, 2008).

A producédo de CB por K. hansenii pode ser realizada utilizando meios de cultivo
tanto solidos quanto liquidos. O hidrogel formado na superficie do meio de cultura
apresenta boa transparéncia, extrema hidrofilicidade, sendo que cerca de 99% de sua
massa total € dgua e apenas 1% é celulose, além de formar uma barreira que protege
a bactéria contra radiacdo UV. A hidrofilicidade da membrana de celulose pode ser
explicada pela presenca de poros e “tuneis” em sua estrutura e depende diretamente
da extensdo de sua area superficial interior, assim como dos espacos intersticiais
presentes na matriz de celulose hidratada (BARUD, 2010).

As propriedades mecanicas da CB podem ser comparadas a outros polimeros
e fibras complexas e sintéticas, sendo que essas caracteristicas estdo diretamente
relacionadas a sua estrutura cristalina de nano e microfibrilas. Além disso, a
combinacao da alta cristalinidade com o seu alto contetido de 4gua é responsavel pela
estabilidade térmica da CB, o que torna possivel a sua esterilizacdo por autoclave.
Uma maneira simples e barata de esterilizacdo de biomateriais e vantajosa na
biomedicina, uma vez que poucos polimeros suportam altas temperaturas sem que
ocorra alguma alteracdo em suas propriedades (CACICEDO et al., 2016).

Além da sua hidrofilicidade e boas propriedades mecéanicas (Modulo de Young:
15 - 138 GPa; Resisténcia a tracdo: 91 - 260 MPa), outras caracteristicas que tornam
a CB um otimo material para aplicagcbes biomédicas sdo a sua alta porosidade,
possibilidade de ser moldada em qualquer formato e ser manipulada com diferentes
biopolimeros. Porém, uma desvantagem para a utilizacdo de CB nessa area é a
auséncia de propriedades antimicrobianas. Todavia, é possivel incorporar a estrutura
da celulose substancias que apresentam compostos com atividade antimicrobiana
comprovada, promovendo a diversificacdo do seu uso para diversas aplicacdes.
Nesse sentido, varios materiais podem ser utilizados para esse fim, como

nanoparticulas, compostos organometalicos, antibioticos, etc. Entretanto, alguns



22

desses materiais podem apresentar baixa biodegradabilidade e certa toxicidade para
0os humanos (DUARTE et al., 2019; SHARMA; BHARDWAJ, 2020).

A CB, quando incorporada com agentes antimicrobianos, pode ser utilizada
como molde para vasos sanguineos artificiais, pele artificial para tratamento de
queimaduras, curativos, implantes dentarios, entre outros (KLEMM et al.,, 2001;
PACHECO et al., 2018; SHARMA; BHARDWAJ, 2020). No caso do tratamento de
feridas, um curativo ideal deve ser similar a uma pele sintética, com propriedades
como controle de perda de fluidos, biocompatibilidade, ndo-toxicidade, reducéo de
dor, manutencao da umidade da ferida, etc. A CB pode ser utilizada como pele artificial
uma vez que a sua porosidade permite a transferéncia de antibidticos e outros
medicamentos para ferida. Dessa forma, a CB serve como uma barreira fisica eficiente
contra qualquer tipo de infeccdo externa, tornando a CB um biomaterial promissor
para este tipo de aplicacdo (CHAWLA et al., 2009; KHAN et al., 2015; SAJJAD et al.,
2019; SHARMA; BHARDWAJ, 2020).

3.3 Métodos de incorporacao de substancias a CB

Uma das metodologias mais utilizadas para a insercdo de compostos com o
objetivo de conferir propriedades antimicrobianas a CB é de impregnacdo ex situ.
Nesse caso, a incorporacao de substancias na matriz da celulose é realizada apos a
sua producéo, a estrutura original da CB permanece quase inalterada. A interacéo
entre 0s compostos e a CB acontece na forma fisica por aderéncia, ou quimica, por
meio das pontes de hidrogénio entre os grupamentos hidroxila das cadeias de CB com
os materiais adicionados (CACICEDO et al., 2016; SHAH et al., 2013).

Outro método relatado € realizar modificacdes quimicas superficiais da CB,
obtendo assim, uma capacidade adicional de adsor¢do das substancias desejaveis.
Com essa alternativa, é possivel modificar o carater hidrofilico da CB para um carater
hidrofobico ou anfifilico, por exemplo. A modificacdo da superficie pode ser realizada
por métodos ex situ de acetilacao, silanizacao, carboxilacéo, fosforilagdo, entre outros.
Desse modo, hd uma enorme variedade de substancias que sédo capazes de interagir
com esse biomaterial, proporcionando a criacdo de novos dispositivos e produtos
inovadores (SULAEVA et al., 2015).
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Nesse sentido, substancias como os 6leos essenciais podem ser incorporados
a CB. Entretanto, devido a natureza hidrofébica dos OEs, é necessaria uma melhor
interacao entre esses materiais. Assim, a partir do método ex situ, é possivel substituir
a agua presente na membrana da CB por etanol, que possui menor polaridade e,
portanto, favorecendo a incorporacdo devido a maior afinidade com os OEs
(ALBUQUERQUE, 2019; CHEN; MICHAEL DAVIDSON; ZHONG, 2014).

3.4 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de substancias aromaticas
e volateis, principalmente terpenos, provenientes do metabolismo secundario das
plantas. Os OEs podem ser extraidos por destilacdo a vapor de diferentes partes da
planta, como flores, folhas, sementes, cascas, frutos e raizes. Sao imisciveis em agua
e facilmente soluveis em solventes organicos (DE LUCA et al., 2021; DENKOVA-
KOSTOVA et al., 2021; DIASS et al., 2021; LV et al., 2011). Os OEs sdo comumente
usados em diversos setores, como nas induastrias alimenticia, agricola, quimica,
cosmética e farmacéutica. Além disso, os OEs tém recebido destaque na utilizacéo
como componente em embalagens de alimentos, no uso para cicatrizagao de feridas
e engenharia de tecidos para desenvolver scaffolds de pele (AHMAD et al., 2022; DE
LUCA et al., 2021).

Nesse sentido, a sua ampla utilizacdo na medicina e aromaterapia vem
recebendo destaque, pois os OEs e seus componentes apresentam propriedades
antibacterianas, antifingicas, antissépticas, anti-inflamatorias, inseticidas,
antioxidantes, anti-cancer e antivirais, além de também terem efeito positivo no
sistema nervoso, no estado emocional e mental (DENKOVA-KOSTOVA et al., 2021,
EL FAWAL; OMER; TAMER, 2019). Ademais, os OEs estimulam a regeneragao dos
tecidos, fortalecem o sistema imunologico, exercem efeito curativo em 6rgéos e
sistemas individuais (6rgdos respiratorios e digestivos, sistemas nervoso e
circulatério) (SCHMIDT et al., 2010).

A atividade antimicrobiana dos OEs esta relacionada a presenca de grupos
hidroxila fendélicos na estrutura de alguns de seus componentes, que sao capazes de
danificar as membranas celulares dos patdgenos, resultando na liberacdo dos

constituintes celulares e na morte dos microrganismos (CASALINI; BASCHETTI,
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2022; LV et al., 2011; RAHIMIFARD et al., 2015). Além disso, os OEs possuem
componentes hidrofébicos que interagem com a parte lipofilica da membrana e
mitocondrias isoladas, 0 que causa a interrupcao da sua integridade e de funcdes
como transporte de elétrons, absorcédo de nutrientes, sintese de proteinas e acidos
nucleicos, e atividade enzimatica (BAJPAI et al., 2009; BERISTAIN-BAUZA et al.,
2019; SANDRI et al., 2007).

Por esse motivo, OEs apresentam atividade antimicrobiana contra diversos
micro-organismos. Entretanto, a composicdo quimica dos OEs depende tanto das
caracteristicas da planta de origem, quanto da parte da planta da qual foram extraidos,
além do préprio método de extracdo. Além disso, o surgimento de novas estratégias
para melhorar o rendimento e o processo de producdo de OEs levou ao
desenvolvimento de novas cultivares. Dessa forma, os OEs apresentam uma grande
variedade na composicdo quimica, que influenciam diretamente nas suas
propriedades biologicas (AHMAD et al., 2022; CASALINI; BASCHETTI, 2022).

Ainda, os antimicrobianos naturais dos OEs podem influenciar no processo de
cicatrizacdo de feridas devido aos seus efeitos sobre fatores de crescimento (células
epiteliais, fibroblastos, células endoteliais vasculares) como estimuladores de células
de feridas e mecanismos celulares. Isto €, 0s compostos antimicrobianos aceleram e
promovem a regeneracao da pele, influenciando a migragéo celular e a deposicao da
matriz extracelular (DE LUCA et al., 2021; MOEINI et al., 2020; SCHULTZ et al., 2003;
TSALA; AMADOU; HABTEMARIAM, 2013).

Devido a essas propriedades, diversos estudos vém sendo realizados sobre a
potencial aplicacdo de OEs e outros metabdlitos secundarios em aplicacbes de
cicatrizacdo de feridas, incorporando-os em biopolimeros para utilizacdo como
curativos (CASALINI; BASCHETTI, 2022; DE LUCA et al., 2021). Segundo diversos
autores, os OEs que possuem potencial para utilizagdo em curativo incluem o alecrim,
canela, capim-liméo, cravo, eucalipto, gengibre, lavanda, melaleuca, pimenta-preta
segurelha, tangerina, tomilho, entre outros (ABDOLLAHI; REZAEI;, FARZI, 2012,
AMALRAJ et al.,, 2020; ANTONIOLI et al., 2020; ARDEKANI et al., 2019; ATEF;
REZAEI; BEHROOZ, 2015; KARAVASILI et al., 2020; RAFIQ et al., 2018; VASILE et
al., 2020)
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3.4.1 Oleo essencial de alecrim

O alecrim (Rosmarinus officinalis) € uma planta Mediterranea da familia
Lamiaceae, que € cultivada mundialmente devido aos seus 0leos essenciais e
extratos, além do interesse no uso como especiaria e em suas diferentes atividades
biolégicas. Seu 6leo essencial possui propriedades farmacologicas como elevada
atividade antimicrobiana e propriedades antioxidantes. Devido a isso, é utilizado em
diversas aplicacdes medicinais, como problemas do trato gastrointestinal, dores
musculares e articulares, além de ser utilizado para aumentar a vida Gtil de produtos
alimenticios e manter sua qualidade durante o armazenamento (AMANI; SAMI,
REZAEI, 2021; MICIC et al., 2021; RASKOVIC et al., 2014).

A sua composicao quimica varia de acordo com a regionalidade, sazonalidade,
condicbes ambientais e agrondmicas, além de variedades do préprio alecrim. De
maneira geral, os principais compostos do 6leo essencial de alecrim (OEA) séo a-
pineno (2-25%), eucaliptol (3—89%) e canfora (2-14%) (Figura 3), entretanto,
verbenona, borneol e acetato de bornila também foram relatados como uns dos
principais compostos do OEA (ABDOLLAHI; REZAEI; FARZI, 2012; MICIC et al.,
2021; TOPALA; TATARU, 2016).

Figura 3 - Principais componentes do 6leo essencial de alecrim
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Fonte: Adaptado de Topala e Tataru (2016).

O OEA é um agente antimicrobiano efetivo para diversas espécies de bactérias
e fungos devido a presenca de terpenos, principalmente eucaliptol, que pode afetar a
viabilidade microbiana rompendo membranas e interagindo com enzimas vitais
(GARCIA-SOTELO et al., 2019). A sua atividade antimicrobiana € comprovada contra
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bactérias gram-positivas como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes, Lactococcus lactis; contra
bactérias gram-negativas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Salmonella enteritidis; e antifingica
contra Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus niger; entre outros
(ABDOLLAHI; REZAEI;, FARZI, 2012; ALIZADEH-SANI; KHEZERLOU; EHSANI,
2018; DA SILVA BOMFIM et al., 2020; JIANG et al., 2011).

3.4.2 Oleo essencial de cravo

O cravo (Eugenia caryophyllata) € uma planta arborea pertencente a familia
Myrtaceae, e é uma das especiarias mais importantes e valiosas, sendo amplamente
utilizada na industria alimenticia devido ao seu odor e sabor caracteristicos e na
industria farmacéutica devido ao seu poder anestésico, analgésico local, anti-
inflamatorio e efeitos antibacterianos (CETIN BABAOGLU et al., 2017; SANTOS et al.,
2011; SILVESTRI et al., 2010).

A composicao quimica do seu 6leo essencial consiste de 60 a 90% de eugenol,
seu composto majoritario, enquanto que os 10-40% restantes sdo compostos por [3-
cariofileno, acetato de eugenol, a-humuleno, entre outros (Figura 4) (GONZALEZ-
RIVERA et al., 2021; HARO-GONZALEZ et al., 2021). O eugenol é o principal
responsavel pelas propriedades antimicrobianas e antifingicas do 6leo essencial de
cravo (OEC). Dessa forma, apresenta acao inibitéria contra bactérias Gram-positivas
como S. aureus, L. monocytogenes, Enterococcus faecalis; bactérias Gram-negativas
como E. coli, P. aeruginosa, S. enteritidis; e fungos como C. albicans, A. flavus, A.
niger, entre outros (DORMAN; DEANS, 2000; HASHEMINEJAD; KHODAIYAN;
SAFARI, 2019; HOSSEINI; RAZAVI; MOUSAVI, 2009; RAHIMIFARD et al., 2015).
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Figura 4 - Principais componentes do 6leo essencial de cravo
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Fonte: Adaptado de Haro-Gonzalez et al. (2021).

3.4.3 Oleo essencial de eucalipto

As espécies do género Eucalyptus sdo plantas arométicas e medicinais que
pertencem a familia Myrtaceae, sendo utilizadas em produtos farmacéuticos e
cosméticos, aromatizantes e conservantes de diversos alimentos devido as suas
propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Dentre as espécies, destaca-se a
Eucalyptus globulus, que é a principal espécie produtora de OEs e possui grande valor
industrial pois pode ser utilizada como febrifugo, vermifugo, sedativo e antidiabético
(HAFSA et al., 2016; SALEM et al., 2018).

Os componentes majoritarios do 6leo essencial de eucalipto (OEE) incluem
eucaliptol (60-80%), a-pineno (1,5-23,5%) e limoneno (1-7%) (Figura 5), mas
também possui B-pineno, a-felandreno, entre outros (BARANSKA et al., 2005;
MEKONNEN et al., 2016; NOUMI et al., 2011). Esses componentes conferem ao OEE
acao inibitéria contra varios micro-organismos, como S. aureus, Staphylococcus
epidermidis e Streptococcus pyogenes (bactérias Gram +), E. coli, Salmonella typhi e
P. aeruginosa (bactérias Gram -), e varios fungos do género Candida, como
C.albicans, C. parapsilosis e C. glabrata, por exemplo (MEKONNEN et al., 2016;
NOUMI et al., 2011).
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Figura 5 - Principais componentes do 6leo essencial de eucalipto

Eucaliptol a-pineno Limoneno
Fonte: Adaptado de Baranska et al. (2005).

3.4.4 Oleo essencial de gengibre

O gengibre (Zingiber officinale) é uma planta herbacea nativa da Asia e
pertencente a familia Zingiberaceae. E amplamente utilizado como suplemento
alimentar e dietético, além de ser utilizado na medicina tradicional em diversos paises
devido as suas propriedades analgésicas, antivirais, antidiabéticas, anti-inflamatarias,
antioxidantes, antimicrobianas, entre outras. Devido a essas propriedades, o gengibre
€ recomendado contra diferentes distarbios gastrointestinais e respiratorios.
(BERISTAIN-BAUZA et al., 2019; FUNK et al., 2016).

O dleo essencial de gengibre (OEG) apresenta elevada ag¢do antimicrobiana
devido a presenca de citral [(geranial (2—26%) e neral (1,7-8%)], zingibereno (4—29%),
a-farneseno (0,5-5,5%), ar-curcumeno (1-9%) e B-sesquifelandreno (5—-16%) (Figura
6) (GONG; FUNG; LIANG, 2004; MAHBOUBI, 2019; SINGH et al., 2005, 2008). Dessa
forma, foi reportado que o OEG possui atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas como B. subtilis, S. aureus, L. monocytogenes; bactérias Gram-
negativas como E. coli, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium; e fungos como C. albicans e A. niger (HERITIER et al., 2018; SHARMA;
SINGH; ALlI, 2016; SILVA et al., 2018).
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Figura 6 - Principais componentes do 6leo essencial de gengibre

CH, CH,
NNy §

o

HC” “CHs .~ CH,

Geranial Neral

Zingibereno

/ @)

B-sesquifelandreno

’ )\/M

Ar-curcumeno a-farneseno

Fonte: Adaptado de Mahboubi (2019).
3.4.5 Oleo essencial de lavanda

Pertencente a familia Lamiaceae, a lavanda (Lavandula officinalis) é
amplamente distribuida na regido do Mediterraneo, sendo reconhecida como uma
poderosa erva aromatica e medicinal. A planta é utilizada na medicina tradicional em
diferentes partes do mundo devido as suas propriedades analgésicas, ansioliticas,
antidepressivas, anti-inflamatorias, antimicrobianas, etc. Dessa forma, a lavanda é
bastante utilizada no tratamento de distlrbios gastrointestinais, nervosos e reumaticos
(DIASS et al., 2021; JAFARI-KOULAEE et al., 2020; SILVA et al., 2015).

A composicdo quimica do Oleo essencial de lavanda (OEL) consiste
majoritariamente de linalol (34-40%) e acetato de linalila (27-54%) (Figura 7),
podendo ainda conter ocimeno, canfora, terpinen-4-ol, entre outros, que conferem
propriedades antimicrobianas, adstringentes e anti-inflamatorias, além de acelerar o
processo de cura da ferida e reduzir cicatrizes (DIASS et al., 2021; SIENKIEWICZ et
al., 2014; TRUZZI et al., 2021). Nesse sentido, o OEL é capaz de inibir o crescimento
de S. aureus, B. cereus, Listeria innocua (bactérias Gram positivas), E. coli,
Clostridium perfringens, P. aeruginosa, S. typhi (bactérias Gram negativas), além de
varias cepas de Candida (DIASS et al., 2021; WELLS et al., 2018).
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Figura 7 - Principais componentes do 6leo essencial de lavanda
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Fonte: Adaptado de Truzzi et al. (2021).

3.4.6 Oleo essencial de capim-liméo

O capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) € uma planta herbacea da familia
Poaceae amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia e
América. E tradicionalmente utilizada na indGstria farmacéutica devido as suas
propriedades antissépticas, sedativas, anti-inflamatérias e analgésicas, além de ter
grande importancia econdmica na industria alimenticia e cosmética (AVOSEH et al.,
2015; MARTINS et al., 2021).

Além disso, o capim-limdo possui alto teor de 6leos essenciais, que sdo
conhecidos pelas suas propriedades inseticidas e antimicrobianas, tendo inibicdo
comprovada contra bactérias gram-positivas como S. aureus, E. faecalis,
Streptococcus mutans; contra bactérias gram-negativas como E. coli, Moraxella
catarrhalis, S. enterica, P. aeruginosa; e contra fungos como C. albicans, Candida
tropicalis, Cryptococcus albidus, entre outros (AHMAD; VILJOEN, 2015; ANTONIOLI
et al., 2020; MARTINS et al., 2021; VIKTOROVA et al., 2020).

A elevada atividade antimicrobiana do 0leo essencial de capim-limao (OECL)
advém do seu alto teor de citral [geranial (42-50%) e neral (25—38%)] (Figura 8), cuja
acao é atribuida a diminuigdo do sensor de quorum (sensor de densidade microbiana),
da formagéo de biofiime e da producdo de endotoxina (ADUKWU et al.,, 2016;
ANTONIOLI et al., 2020; SHI et al.,, 2017). O OECL também contém citronelol,
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citronelal, limoneno, linalol, nerol, etc. (AVOSEH et al., 2015; VIKTOROVA et al.,

2020).

Figura 8 - Principais componentes do 6leo essencial de capim-liméo
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Fonte: Adaptado de Avoseh et al. (2015).

Nesse sentido, esses seis 6leos essenciais selecionados para o trabalho se

destacam, pois, sdo utilizados popularmente e sdo amplamente disponiveis. Ainda,

apresentam diversas propriedades promissoras para aplicacdo como curativos,

destacando-se as propriedades antimicrobianas, antissépticas, anti-inflamatérias e

antioxidantes. Além desses fatores, devido a semelhanca da composicdo (fendis,

terpenos, etc.) desses OEs, € possivel fazer um comparativo entre eles a partir dos

resultados das andlises e determinar quais componentes apresentam melhor

desempenho antimicrobiano e qual a influéncia dos mesmos nas membranas de CB.
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4 METODOLOGIA

A sequéncia dos procedimentos metodologicos que foram utilizados nesta

dissertacéo esta apresentada na Figura 9.

Figura 9 - Fluxograma dos procedimentos metodoldgicos
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incorporado

Como mostra a Figura 9, ap6s a obtencdo das membranas de CB, sao

realizadas as incorporacdes e caracterizacdes das amostras de CB, OEs e CB

incorporadas.
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4.1 Producéo de celulose bacteriana

A sintese das membranas de celulose bacteriana foi realizada pela bactéria
Komagataeibacter hansenii, da linhagem ATCC 23769. Inicialmente, a bactéria foi
ativada em meio de cultivo contendo 25 g/L de glicose, 5 g/L de extrato de levedura e
3 g/L de peptona, com pH ajustado em 6,5 e densidade éptica entre 0,9 e 1. Em
seguida, o inoculo foi transferido para meio de cultivo adaptado de Hestrin e Schramm
(1954), contendo 1,15 g/L de acido citrico, 2,7 g/L de fosfato de sédio dibasico, 5 g/L
de extrato de levedura, 5 g/L de peptona e 20 g/L de glicose, a uma taxa de 20%. Esta
etapa foi conduzida utilizando tubos do tipo ® Falcon de 50 mL com 20 mL de meio
de cultivo, incubados em estufa durante 12 dias, a 30 °C em condi¢éo estatica.

As membranas de CB formadas na superficie do meio de cultivo foram retiradas
e lavadas com agua destilada. Apds a lavagem, as CBs foram tratadas com solucéo
0,1 M de NaOH para remocédo das bactérias. Posteriormente, as membranas foram
lavadas com agua destilada por repetidas vezes para remocao de restos celulares
bacterianos e excesso de NaOH. O processo de lavagem foi finalizado apés a
neutralizacdo do pH da agua de lavagem (NEVES et al., 2018).

Por fim, as membranas de CB foram esterilizadas em autoclave por 20 min,
seguidas de acondicionamento em geladeira. As membranas Umidas foram
submetidas aos processos de incorporacdo com o0S 0Oleos essenciais e,
posteriormente, as analises de caracterizacdes bioldgicas e estruturais (MEV-FEG,
TGA, FTIR, etc). Além disso, algumas amostras puras foram liofilizadas para as

mesmas analises e caracterizacoes.

4.2 Incorporacao dos Oleos essenciais

Os oleos essenciais de alecrim, cravo, eucalipto, gengibre, lavanda e capim-
liméo foram adquiridos da empresa Phytoterdpica (Solua Comercial LTDA). No Anexo
A e Anexo B estdo apresentadas algumas caracteristicas e as composi¢des dos OEs,
fornecidas pelos fabricantes. Todos os OEs foram obtidos por destilacéo por arraste
de vapor.

Seguindo a metodologia adaptada de Albuquerque (2019), as membranas de
CB foram inicialmente imersas em 150 mL de etanol a 60 °C por 10 min. Apdés, a CB

foi imersa em uma solucao contendo 3,0 g do OE em 20 mL de etanol e foi aquecida
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a 60 °C em estufa até evaporagdo da solucdo. Por fim, a CB incorporada com o OE

foi liofilizada e armazenada para as andlises.

4.3 Conteudo de 6leo essencial incorporado

As quantidades reais de OE incorporada nas CBs foram determinadas pelo
meétodo adaptado de Ngampunwetchakul et al. (2019). Cada amostra foi submersa em
20 mL de diclorometano por 24 h para extrair o 6leo. Em seguida, as absorbancias
das solucdes foram medidas por um espectrofotbmetro UV-vis no comprimento de
onda de 235 nm. As quantidades reais de OE nas amostras foram entédo calculadas a
partir dos dados obtidos contra uma curva de calibracéo elaborada para cada OE.

Os OEs puros e os OEs extraidos das CBs foram analisados por Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) em um equipamento Agilent
GC:7890A, MS:5975C no Laboratério de Andlise Instrumental | da Univille. O
equipamento foi operado utilizando um volume de injecdo de 1 pL no modo Split-
Splitless. A coluna utilizada foi a HP-5ms, com dimensées de 30 m x 250 um x 0,25
pum. O gas carreador foi hélio com fluxo de 1,2 mL/min, a temperatura do injetor foi
280 °C. A temperatura inicial do forno foi de 50 °C com uma isoterma de 2 minutos,
depois aumentado para 300 °C a uma taxa de 10 °C/min e mantida nessa temperatura
por 5 minutos. A temperatura da interface foi de 300 °C, a temperatura da fonte de
ions de 230 °C e a ionizacdo por impacto de elétrons (EI) 70 eV. Os espectros de
massa foram analisados no modo SCAN. Os OEs puros foram diluidos na proporcéo

de 1:100 com diclorometano para a analise.

4.4 Concentracao de fendlicos totais

Os compostos fendlicos estao envolvidos com as propriedades funcionais dos
fitoterapicos (MOREIRA et al., 2014). Dessa forma, a concentracédo de fendlicos totais
(CFT) foi avaliado nos OEs antes e ap0s a incorporacdo nas membranas de CB.

Para tanto, 40 pL de OEs (a 15% em etanol) (ou padréo de acido galico, para
a curva de calibracdo) foi adicionado de 3,2 mL de agua destilada e 200 pL do
reagente de Folin-Ciocalteu. A mistura foi levemente agitada e deixada no escuro por
5 min em um tubo Falcon de 15 mL. Apds, foi adicionada 600 uL de uma solucao

saturada de carbonato de sodio (Na2COs), a solugédo foi agitada em vortex por alguns
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segundos e deixada no escuro a temperatura ambiente por 1 h. Por fim, as amostras
foram transferidas para cubetas e as absorbancias foram medidas utilizando um
espectrofotometro, com um comprimento de onda (A) de 765 nm. Os teores de
fendlicos totais foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por g
de amostra seca, sendo determinados pela equacéo da reta da curva de calibragcéao e
pela Equacdo 1. O branco foi elaborado da mesma forma, apenas substituindo o
extrato por agua destilada. No caso das membranas incorporadas, as membranas
foram imersas em 20 mL de etanol por 24 h para extrair os compostos fendlicos, cujas
solugdes foram submetidas ao mesmo procedimento (EL FAWAL; OMER; TAMER,
2019; PHUYAL et al., 2020; SOUZA, 2013; WATERHOUSE, 2002).

C

Onde Cr é concentracdo de fendlicos totais em mg EAG/g OE. Cac € a
concentracdo de acido galico obtido pela curva de calibragdo em mg/mL e p é a
densidade dos OEs em g/mL.

Para quantificar os compostos fendlicos das amostras, a curva de calibracédo
foi elaborada com um padrdo de &cido galico. A solucdo padrao foi feita diluindo
0,5 g de acido galico em 10 mL de etanol PA em um baldo volumétrico de 100 mL, o
volume foi completado com agua destilada, resultando em uma concentracéo final de
5 g/L. Para as diferentes concentracdes da curva, a solucédo foi diluida para 0,05, 0,1,
0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 mg/mL. Assim, a curva de calibragdo foi elaborada utilizando-se as
absorbancias em fungdo das concentragbes conhecidas (SOUZA, 2013;
WATERHOUSE, 2002).

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de
Tukey, para possiveis valores proximos de CFT entre as amostras. O nivel de

significancia p utilizado foi de 5% (p < 0,05). A analise foi realizada em triplicata.

4.5 CaracterizagOes estruturais

A caracterizacdo dos grupamentos funcionais dos OE, da CB pura e das CBs
incorporadas foi realizada por espectroscopia na regido do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR), em um equipamento da Perkin Elmer Frontier, no
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Laboratorio de Materiais da Univille. Foram realizadas 32 varreduras por amostra, de
650 a 4000 cm, com resolucdo de 2 cm™, no modo de refletancia total atenuada
(ATR).

Para avaliar a influéncia da adicdo dos OE na estabilidade térmica da CB foi
utilizada a técnica de TGA. Trata-se de uma técnica destrutiva, que envolve a medida
da variacdo de massa da amostra solida em funcdo da temperatura, em um
determinado intervalo de tempo. A analise foi realizada em um equipamento TGA-Q50
(TA Instruments) no Laboratério de Materiais da Univille. As amostras foram
aguecidas de 25 a 1000 °C a 10 °C/min em um porta-amostra de platina, sob
atmosfera inerte (N2) com fluxo de gas de 50 mL/min. As curvas termogravimétricas
(TG) e a 12 derivada das curvas termogravimétricas (DTG) foram obtidas no software
TA Universal Analysis.

Para realizar uma analise estrutural, foram feitas micrografias utilizando um
microscoépio eletrdnico de varredura de alta resolucdo (MEV-FEG) da marca JEOL,
modelo JSM-6701F, no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais da UDESC. As
amostras foram recobertas com ouro e a andlise foi conduzida com 5 kV de tenséo de
aceleracdo. Essa andlise foi feita para obter micrografias dos materiais formados, para
saber se os métodos de incorporacéo dos OE foram eficientes, além de observar as
formas das particulas.

4.6 Atividade antimicrobiana

As amostras incorporadas com OE tiveram suas capacidades inibitérias
avaliadas contra o fungo Candida albicans (ATCC 10231), e contra as bactérias Gram-
negativa Escherichia coli (ATCC 8739) e Gram-positiva Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), utilizando-se o método de difusdo em disco adaptada de Kirby & Bauer
(1966).

Os micro-organismos testes foram pré-cultivados em caldo nutriente, durante
24 h a 35 °C. Apés o cultivo, os micro-organismos foram diluidos em solugéo salina
até atingir um padrdo de turvacdo de 0,5 da escala McFarland e inoculados
uniformemente com swab em placas de Petri contendo meio Mueller-Hinton. Por fim,
as amostras cortadas em discos com diametro de 6 mm foram distribuidas sobre as
placas, que foram armazenadas em estufa a 37 °C por 24 h. Foi adotado o teste de

halos de inibicdo para avaliar a atividade antimicrobiana das amostras, onde 0s
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didmetros dos halos foram medidos com paquimetro (HUDZICKI, 2009; TABAIl e
EMTIAZI, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Producéao de celulose bacteriana

Na Figura 10 séo apresentadas as imagens das amostras de CB.

Figura 10 - Amostras de CB: (a) indculo de K. hansenii, (b) membrana de CB

sintetizada em tubo Falcon e (c) membrana de CB ap0s purificacdo

£ ' 9 i . i

Observou-se a formacdo de uma membrana gelatinosa e amarelada na

interface liquido-ar do meio de cultivo ja na etapa de ativacao (indculo) da K. hansenii
em meio adaptado de Hestrin e Schramm (1954) (Figura 10a), demonstrando a
eficacia desse micro-organismo na biossintese de celulose. Em seguida, foi realizada
a inoculacdo e observou-se a formacdo de uma membrana de CB mais espessa e
definida apds os 12 dias de cultivo, como demonstra a Figura 10b. Por fim, foi
realizada a coleta e purificacdo da CB, que apresentou cor esbranquicada apés a

remogéao dos micro-organismos e componentes do meio de cultivo (Figura 10c).

5.2 Incorporacédo dos 6leos essenciais

Na Figura 11 sdo apresentadas as imagens das amostras ap0s incorporacao

com Oleos essenciais (OE).
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Figura 11 - Aspectos fisicos das membranas de CB (a) pura, incorporadas com (b)
OE de alecrim (CB/A), (c) OE de cravo (CB/C), (d) OE de eucalipto (CB/E), (e) OE
de gengibre (CB/G), (f) OE de lavanda (CBI/L) e (g) OE de capim-liméo (CB/CL)

—_y (@)

A coloracdo esbranquicada da CB (Figura 1l1la) nao foi alterada

significativamente apds a incorporagdo com alecrim e eucalipto (Figura 11b e Figura
11d, respectivamente), porém, notou-se um aumento da opacidade da membrana. A
amostra de CB/C (Figura 11c) obteve uma coloracdo levemente amarelada, porém
translicida; a CB/L (Figura 11f) manteve uma coloracdo semelhante a da CB pura; e
as amostras de CB/G e CB/CL (Figura 1le e Figura 1ll1g, respectivamente)
apresentaram uma coloracdo amarelada. Todas as amostras obtiveram um aspecto

pegajoso devido aos OEs, bem como aromas caracteristicos de cada 6leo.

5.3 Conteudo de 6leo essencial incorporado

As curvas de calibracdo elaboradas para cada OE estdo apresentadas na
Figura 12.



Figura 12 - Curvas de calibracdo dos OEs
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A partir dessas curvas e dos dados obtidos por espectrofotometria, foram

calculados os conteudos de OE incorporados nas membranas de CB, que encontram-

se na Tabela 1.

Tabela 1 - Leitura de absorbéncia e massa de OE incorporado as amostras de CB

Amostra Absorbancia Diluicdo Concentracéo (ppm) Massa de OE (g)

CB/A
CB/C
CB/E
CB/G
CB/L
CB/CL

0,169
1,203
0,174
0,845
0,296
0,781

1:2000
1:2000
1:2000
1:12000
1:2000
1:12000

122.129,032 2,443
86.460,829 1,729
146.923,077 2,938
233.178,295 4,664
257.756,757 5,155
114.248,432 2,285
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Quando se analisa linearidade, quanto mais proximo do valor absoluto de 1,000
for o valor do coeficiente de linearidade, mais linear é a disperséo dos dados (BRITO
et al., 2003). Nesse caso, a partir da regressao linear dos dados analisados, foram
obtidos resultados para o coeficiente de linearidade (R?) das curvas de calibracdo de
cada OE muito préximos de 1,000. Portanto, o método analitico utilizado apresenta
uma forte correlacéo.

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que a incorporacdo de OEs
a CB foi eficaz, pois as leituras de todas as amostras indicaram a impregnacao de
mais de 50% dos OEs em massa, quando comparado a massa inicial de 3 g de OE.
Entretanto, os pontos das curvas de calibracdo das amostras foram realizadas com
baixas concentracdes, como pode ser observado na Figura 12 e, ainda, foi necessario
diluir as solucdes de extracdo dos OEs nas CBs para ser possivel a leitura em
espectrofotometro. Dessa forma, a leitura desses resultados se torna bastante
sensivel e suscetivel a erro humano, o que pode ter ocasionado a maior quantidade
massica das amostras de CB/G e CB/L, que tiveram massas de OE maior que 3 g.
Além disso, é possivel que parte dessa massa calculada seja referente a um residual
de etanol nas membranas, que foi extraido juntamente com os OEs pelo
diclorometano.

Nesse sentido, a andlise de cromatografia gasosa (GC-MS) foi realizada para
complementar os resultados da espectroscopia. Na Tabela 2 sdo apresentadas as
concentracfes dos principais compostos identificados através da biblioteca e dos
espectros de massa na andlise de GC-MS dos OEs puros e das CBs incorporadas.
Os cromatogramas dos OEs puros e das CBs incorporadas e as curvas de calibracéo

dos compostos encontram-se no Apéndice A e Apéndice B, respectivamente.

Tabela 2 — Principais componentes dos OEs detectados por GC-MS

Componentes Amostra Concentracédo (%) Amostra Concentracao (ppm)
Eucaliptol 72,222 4.640
Canfora OEA 13,366 CB/A 258,133
a-pineno 4,105 6,164
Eugenol 86,809 76.860
- OEC CB/C
B-cariofileno 11,397 nd

Eucaliptol OEE 89,303 CB/E 4.220
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Limoneno 8,259 4.120
Ar-curcumeno 2,215 364.440
Zingibereno 3,651 102.840
B-sesquifelandreno 1,484 232.440

OEG CB/G
Neral 6,882 117.360
Geranial 9,536 151.200
B-cariofileno 10,709 93.240
Linalol 45,298 126.880
- OEL CB/L
Acetato de linalila 35,844 126.980
Neral 30,292 60.360
, OECL CB/CL
Geranial 41,572 85.680

*nd = ndo detectado.

O composto em maior concentracdo nos Oleos essenciais de alecrim e
eucalipto foi o eucaliptol, como mostra a Tabela 2. Esse resultado para ambos os OEs
€ corroborado pela literatura (AHMAD et al.,, 2022; BOUKHATEM et al., 2014;
FERNANDES et al., 2014; JIANG et al., 2011; RASKOVIC et al., 2014; SHARMA et
al., 2021), entretanto, alguns estudos relatam uma maior concentragdo de a-pineno
no OEA (Rosmarinus officinalis) (HOSSEINI et al., 2021; MICIC et al., 2021). As
concentracfes em ppm dos compostos da CB/A e CB/E foram baixas em relacdo as
demais amostras, que pode ser devido a uma maior volatilizagdo desses OEs e seus
componentes durante a incorporagao na CB. Ainda, foram identificados canfora e a-
pineno para as amostras de alecrim, e limoneno para as amostras de eucalipto.

Para o OEC, foram identificados dois compostos: eugenol e B-cariofileno. Como
reportado em literatura, 0 eugenol €& o0 composto majoritario do OEC
(HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019; RADUNZ et al., 2019; SILVESTRI
et al., 2010) e, conforme demonstra a Tabela 2, seu percentual foi de quase 90%. A
amostra incorporada manteve uma elevada concentracao de eugenol, entretanto, nao
foi identificado o B-cariofileno que, no Oleo puro, representou cerca de 11% da
composicao.

O oOleo essencial de gengibre apresentou a maior variedade na sua
composicdo, onde foram identificados B-cariofileno, neral e geranial (citral), que
apresentaram maior percentual, além de ar-curcumeno, zingibereno e f-

sesquifelandreno. A literatura descreve a presenca desses compostos, além da
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presenca de isobutirato de geranila, canfeno, B-bisaboleno, entre outros (GONG,;
FUNG,; LIANG, 2004; MUTLU-INGOK et al., 2021; SINGH et al., 2005). Por outro lado,
0S compostos com maiores concentracdes na CB/G foram ar-curcumeno e [3-
sesquifelandreno. Esse resultado pode ser devido a uma maior volatilizacdo do -
cariofileno, neral e geranial durante a incorporacao.

Os OEs de lavanda e capim-limao apresentaram dois compostos majoritarios
cada: linalol e acetato de linalila, e neral e geranial, respectivamente, que estao de
acordo com a literatura (AHMAD; VILJOEN, 2015; DE SOUZA et al., 2020;
POKAJEWICZ et al., 2021; POPA et al., 2021; SILVA et al., 2015; VIKTOROVA et al.,
2020). A amostra de CB/CL manteve o geranial como o composto com maior
concentragdo, enquanto que a CB/L teve uma concentragdo muito proxima entre 0s
seus dois compostos, sugerindo uma maior volatilizagéo do linalol.

A literatura ainda aponta alguns compostos em menor concentracdo que nao
foram detectados (vide item 3.4). Embora esses compostos ndo tenham sido
identificados nessa analise, os laudos fornecidos pela empresa (Anexo B) apontam a
presenca desses compostos.

Ainda assim, todos os OEs testados apresentaram composi¢cdes quimicas
semelhantes as encontradas em literatura, porém, com variacées na concentracdo
dos compostos. A composi¢ao quimica dos 6leos essenciais é bastante variavel, uma
vez que depende do método e tempo de extracdo do OE, tipo e concentracdo dos
solventes, das espécies envolvidas, das condicdes climaticas e do solo onde a planta
foi cultivada e, ainda, de como foi realizado o processamento da planta pés-colheita
(ALI; COTTRELL; DUNSHEA, 2022; POKAJEWICZ et al., 2021).

5.4 Concentracao de fendlicos totais

As concentracdes de compostos fendlicos totais (CFT) presentes nas solucdes
de OE a 15% e nas amostras incorporadas foram determinados por meio da técnica
de turbidimetria utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteau. Para tanto, foi construida
uma curva de calibracdo (Figura 13) tendo acido galico como padréo. Os resultados
de CFT estdo apresentados na Tabela 3.



44

Figura 13 — Curva de calibracdo do acido gélico
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Tabela 3 - Concentracao de fendlicos totais das amostras

CFT CFT
Amostra Amostra

(mg EAG/g OE) (mg EAG/g OE)
OEA 0,093 + 0,007¢ f CB/A 0,088 + 0,006°
OEC 5,656 + 0,0832 CB/C 2,316 + 0,021°
OEE 0,083 + 0,028%f CB/E 0,033 + 0,002¢f
OEG 0,758 + 0,104¢ CB/G 0,277 +0,016¢
OEL 0,142 + 0,036¢% ¢ CBI/L 0,002 + 0,001f
OECL 0,639 + 0,077¢ CB/CL 0,147 +£0,013%¢

*Letras diferentes indicam diferencas nas colunas (p < 0,05)

Foram separados os grupos de acordo com os resultados do teste de Tukey,
como demonstra a Tabela 3. Os valores obtidos para os grupos sdo estatisticamente
significativos (p < 0,05).

Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram que o 6leo essencial de
cravo (OEC) possui a maior concentragdo de fendlicos totais entre os OEs testados,
devido a um elevado percentual de eugenol na sua composi¢cdo. Essa CFT foi

semelhante a reportada por Kopp (2020), que obteve um valor de 5,21 + 0,07 mg
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EAG/g do OEC puro, porém, inferior & concentracéo obtida por Radiinz et al. (2019),
cujo resultado reportado foi de 9,07 mg EAG/g.

Os OEs de gengibre (OEG) e capim-limdo (OECL) apresentaram valores
préximos entre si. A CFT obtida para o OEG ¢ inferior a relatada por Gan et al. (2016),
que combinaram técnicas de extracdo de fluido supercritico e destilacdo molecular
para obter diferentes éleos de gengibre, e apresentaram um valor de 19,72 mg EAG/g
para o OEG. Da mesma forma, o valor obtido de CFT do OECL foi inferior ao reportado
na literatura, como nos trabalhos de Mirghani, Liyana e Parveen (2012) e Soliman,
Salaheldin e Amer (2017), que obtiveram aproximadamente 2,1 mg EAG/g e 7,55 mg
EAG/g, respectivamente.

Os demais OEs apresentaram valores baixos de CFT, destacando-se OEA e
OEE, que apresentaram as menores CFT dentre os OEs selecionados. Alvarez et al.
(2019) obtiveram um valor de CFT de 8,9 mg EAG/g para OEA; Sharma et al. (2021)
reportaram um valor de CFT de 3,375 mg EAG/g de OE extraido das folhas de
Eucalyptus globulus; e Popa et al. (2021), em um trabalho de caracterizacéo de seis
espécies da familia Lamiaceae, relataram uma CFT de 0,258 mg EAG/g para o OEL,
que foi o menor valor observado dentre as amostras, cujo resultado é relativamente
préoximo ao obtido nesse trabalho.

Notou-se uma diminuicdo expressiva das CFTs das CB incorporadas, que pode
estar relacionada a uma volatilizacdo desses componentes nha etapa de
incorporacaol/liofilizacdo ou, ainda, uma baixa extracdo do 6leo pelo etanol para a
realizacdo do teste. Destaca-se a amostra de CB incorporada com lavanda, que teve
uma diminuig¢ao significativa de CFT, sendo a amostra com menor valor observado.

O calculo de CFT abrange acidos fendlicos, flavonoides, isoflavonoides,
lignanas, estilbenos e outros polifendis. A variacdo nos valores de CFT obtidos reflete
a diversidade desses compostos fendlicos e sua capacidade de reduzir o reagente de
Folin-Ciocalteau. Além disso, a diferenca observada entre os resultados do trabalho e
0s obtidos em literatura séo justificadas pois os OEs sao diluidos em uma solucao
etandlica para a incorporagdo, o que explica a reducdo dos valores de CFT. Ainda,
essa diferenca pode ser atribuida ao método de determinacdo de CFT empregado,
bem como os fatores que influenciam na composicao dos OEs, como discutido no item
anterior (ALl; COTTRELL; DUNSHEA, 2022; JACOBSON et al., 2005; LEMOS et al.,
2011).
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5.5 Caracterizagfes estruturais

5.5.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das amostras de CB, 6leos essenciais de alecrim (OEA),
cravo (OEC), eucalipto (OEE), gengibre (OEG), lavanda (OEL) e capim-limao (OECL);
e as CBs incorporadas com OE (CB/A, CB/C, CB/E, CB/G, CB/L, CB/CL) estao
apresentados na Figura 14. Enquanto que as principais bandas obtidas se encontram

no Apéndice C.

Figura 14 - Espectros de FTIR das amostras: (a) comparativo entre CB e amostras
incorporadas com alecrim, cravo e eucalipto e (b) comparativo entre CB e amostras

incorporadas com gengibre, lavanda e capim-limao
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Observando a Figura 14 e o Apéndice C, a amostra de CB apresentou bandas
de alta intensidade em 3344 cm™, que é atribuida ao estiramento axial de grupos
hidroxila, presente em compostos organicos (RICCI et al., 2015). Outras bandas
referentes a presenca de grupos OH foram observadas em 1205 e 664 cm™, sendo
atribuidas a ligacdo no plano e deformacdo angular fora do plano, respectivamente
(BARUD, 2010). Bandas referentes as ligacoes C-H de grupos metila foram
observados em 2896 e 895 cm, devido ao estiramento e deformacgdo angular,
respectivamente (GEA et al.,, 2011; PECORARO et al.,, 2007). Ainda, foram
observadas diversas bandas atribuidas ao estiramento de grupamentos C-O, como as
bandas em 1336, 1161, 1109, 1055 e 1032 cm' (BORGES et al., 2015; FALCAO;
ARAUJO, 2013; KACURAKOVA et al., 2002; PECORARO et al., 2007). Além disso,
vale destacar a banda observada em 1641 cm™ que, no caso da CB, se refere a
deformacgéo angular de agua, demonstrando a sua hidrofilicidade (BARUD, 2010).

Nas amostras incorporadas surgiram diversas bandas referentes aos o6leos
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essenciais, como bandas caracteristicas de ligacdo C-H. Destacam-se a banda
referente ao estiramento C-H em grupos vinilicos em 3083 cm™, que é atribuida a
presenca de linalol e acetato de linalila na amostra de CB/L (MOTELICA et al., 2021,
TRUZZI et al., 2021); em torno de 3026 cm™* nas amostras de CB/E, CB/L e CB/CL,
atribuidas ao estiramento em anéis aromaticos (ADEPU; KHANDELWAL, 2020); em
2927 cmt, referentes ao estiramento em compostos alifaticos saturados nas amostras
de CB/E, CB/G, CB/L e CB/CL (MAULIDNA et al., 2020); em 2857 cm™ para CB/A,
CB/E e CB/CL, correspondentes a deformacdo axial em moléculas alifaticas
(ANTONIOLI et al., 2020); e em torno de 1463 cm, referentes a vibragdo de flexao
de C-H em CH2 e CHs de anéis aromaticos, observado em todas as amostras
incorporadas (MENDEZ, 2017).

Bandas referentes ao estiramento de grupos C=0 foram observadas em torno
de 1735 cm? para as amostras de CB/A, CB/L e CB/CL, advindas da canfora, acetato
de linalila e citral (neral e geranial), respectivamente (DZIMITROWICZ et al., 2019;
MARTINS et al., 2021; TRUZZI et al., 2021); em torno de 1675 cm™! para CB/G e
CBJ/CL, referentes ao citral (ANTONIOLI et al., 2020); e em torno de 1272 cm™ para
CB/A e CB/E (GONZALEZ-RIVERA et al., 2021).

Outras bandas que podem ser destacadas sdo as referentes ao eugenol
presente em grande quantidade no 6leo essencial de cravo, que foram observadas na
amostra de CB/C em 3515 e 1604 cm%, atribuidas ao estiramento de O-H ligado ao
benzeno e estiramento de C=C de anel aromatico, respectivamente
(HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019; KOPP, 2020; MENDEZ, 2017). Em
1512 cm?, referentes ao estiramento de ligacbes C=C em anéis aromaticos,
observados nas amostras de CB/C e CB/G (HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI,
2019; MENDEZ, 2017). As bandas em 1198 cm™ s&o referentes & ligacdo C-O de
alcoois e acidos carboxilicos, que podem ser atribuidas a presenca de compostos
minoritarios como linalol, citronelol, nerol e geraniol em CB/CL (Anexo B) (ANTONIOLI
et al., 2020). Ainda, foram observadas bandas em 985 cm™ referentes a deformacéo
simétrica fora do plano de CH2z que, no caso das amostras incorporadas com alecrim
e eucalipto, podem ser atribuidas a presenca de eucaliptol, componente de ambos os
OE (BARANSKA et al., 2005; DZIMITROWICZ et al., 2019).

Esse conjunto de dados sugere que a incorporacao foi efetiva, uma vez que
reforca a presenca dos compostos que foram identificados nas analises de

cromatografia gasosa (item 5.3 e Anexo B).
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5.5.2 Anélise termogravimétrica (TGA)
Na Figura 15 séo apresentadas as curvas TG e DTG das amostras, enquanto
gue na Tabela 4 sdo apresentados os eventos térmicos da amostra obtidos a partir

dessas curvas.

Figura 15 - Curvas (a) TG e (b) DTG das amostras
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Tabela 4 - Eventos térmicos da amostra obtidos das curvas TG/DTG

Amostra M1 TMmAX 1 M2 TmAX 2 Ms TmAX 3 Residuo
(%) °C) (%) °C) (%) °C) (%)

CB 4,48 56 74,14 332 9,15 594 11,86
CB/A 3,13 115 95,46 401 0,92 560 0,43
CB/C 84,39 159 4,01 296 10,68 437 0,89
CB/E 26,37 155 30,19 353 42,79 423 0,40
CB/G 71,81 170 16,21 296 11,49 471 0,49
CBI/L 19,37 156 28,66 355 51,37 417 0,44
CB/CL 51,42 153 22,01 282 25,21 424 1,40

O perfil de degradacéo térmica da CB pura apresentou trés eventos de perda
de massa, como mostrado na Figura 15. A primeira perda de massa (M1) ocorre entre
45 — 150 °C e pode ser atribuida a desidratacdo da celulose, como a evaporacdo de
agua adsorvida, por exemplo (BARUD, 2010). Apesar de as membranas estarem
liofilizadas, o carater hidrofilico da CB faz com que a agua se mantenha em sua
estrutura. O segundo estagio foi observado em uma temperatura de degradacéo
maxima (TwmaAx 2) de 332 °C, com uma acentuada perda de massa (M2) de 74,14%
decorrente do processo de despolimerizacdo, desidratacdo e decomposicdo das
unidades glicosidicas da celulose (LIMA et al., 2015). O ultimo estagio de degradacao
térmica apresentou perda de massa (Ms3) de 9,15%, referente & degradacdo de
residuos carbonaceos (TEIXEIRA et al.,, 2010), exibindo ainda, um percentual de
11,86% de residuo ndo degradado ao final da analise.

As amostras incorporadas com OE também apresentaram trés estagios de
degradacédo térmica, porém, com menor percentual de residuos e diferentes
percentuais de perda de massa.

Para a amostra de CB/A, o primeiro estagio de degradacdo (Mi) pode ser
atribuido a volatilizacdo de 4gua e etanol ainda presente na estrutura da CB, além de
alguns compostos volateis do OEA como terpenos que, em sua forma livre, tém sua
degradacéao iniciada em 45 °C (AMANI; SAMI; REZAEI, 2021). No segundo estagio
de degradacao houve uma grande perda de massa de 95,46%, sugerindo que a
decomposicao do OEA pode estar ocorrendo simultaneamente com a CB. Além disso,

houve um aumento de 69 °C na Tmax 2 em comparag¢ao com a CB, demonstrando um
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aumento da estabilidade térmica das membranas. Entretanto, a incorporacéo do OEA
pode ter tornado outros componentes da CB mais sensiveis a degradacgdo térmica,
uma vez que ouve uma perda de massa infima no terceiro estagio de degradagcéo em
560 °C que, no caso da CB, corresponde a degradacéo de residuos carbonaceos, que
podem ter degradado durante o segundo estdgio de degradacéo.

Dentre as amostras, a CB/C foi a que apresentou a maior mudanga no perfil de
degradacédo térmica quando comparada com a CB pura. Houve uma maior perda de
massa (84,39%) ocorrendo logo na primeira etapa de degradacdo, onde pode ter
ocorrido a volatilizacdo de agua, etanol e componentes volateis do 6leo de cravo,
como o eugenol, seu componente majoritario, que ocorre entre 100 e 270 °C e pode
representar maior percentual massico da amostra (CETIN BABAOGLU et al., 2017).
No segundo e terceiro estagios de degradacdo houveram perdas de massa de 4,01%
e 10,68%, que podem ser atribuidas a degradacéo da CB e de residuos carbonaceos
da celulose.

As amostras de CB/G e CB/CL apresentaram um perfil semelhante a da CB/C,
com as maiores perdas de massa ocorrendo no primeiro estagio de degradacéo,
também correspondentes a evaporacao de agua, etanol, componentes volateis dos
OEs, como citral, presente em ambos OEs, e celulose (ANTONIOLI et al., 2020;
CHANDRAN et al., 2017). No caso da amostra incorporada com OEG, a volatilizagao
do 6leo ocorre entre 46 e 160 °C (SILVA et al., 2018); e na amostra incorporada com
OECL, o OE é volatilizado entre 25 e 166 °C (MARTINS et al., 2011).

Por fim, as amostras de CB/E e CB/L apresentaram perfis de degradacdo
térmica semelhantes entre si, entretanto, com uma perda de massa intermediaria na
primeira etapa de 26,37% e 19,37%, respectivamente. Além de agua e etanol, 0s
componentes volatilizados podem ter sido eucaliptol da CB/E, entre 101 e 146 °C, e
linalol e acetato de linalila da CB/L, que volatilizam entre 124 e 168 °C e 134 e
187 °C, respectivamente (HAZRA et al., 2004). Entretanto, a maior perda massica de
ambas as amostras ocorreu no terceiro estagio de degradacdo, demonstrando que a
degradacdo da celulose e dos residuos carbonaceos ocorreu durante todos os
estagios.

Além disso, vale destacar que os compostos fendlicos dos 6leos essenciais
presentes nas amostras incorporadas possuem diversos graus de volatilidade,
ocasionando uma diminuicdo da estabilidade térmica. Dessa forma, € possivel supor

que as maiores perdas de massa no ultimo estagio da maioria das amostras, em
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comparacao com a CB, podem decorrer das perdas desses compostos variados sob
altas temperaturas por evaporacdo e decomposicdo quimica (HAMAMA; NAWAR,
1991).

5.5.3 Microscopia eletrénica de alta resolucdo (MEV-FEG)

As morfologias da CB pura e das CBs incorporadas foram observadas por
MEV-FEG e estdo apresentadas na Figura 16.

Figura 16 - Micrografias de MEV (a) CB, (b) CB/A, (c) CB/C, (d) CB/E, (e) CBI/G, (f)
CBI/L e (g) CB/CL

A micrografia da CB pura (Figura 16a) mostra uma estrutura tipica desse tipo
de material, que é constituido por nano e microfibrilas emaranhadas dispostas
randomicamente e com a presenca de poros (BARUD, 2006; FERNANDES et al.,
2019). Ainda, € possivel notar a presenca de possiveis impurezas na morfologia da



53

CB (destacadas em vermelho), que podem ser remanescentes do meio de cultivo e
que nao foram removidas pela purificagdo.

As amostras incorporadas com OEs apresentaram morfologias mais distintas
em relacdo a CB. A CB/A (Figura 16b) apresentou uma superficie mais homogénea e
lisa, demonstrando que o 6leo essencial foi incorporado, preenchendo os poros da
membrana. A morfologia apresenta alguns pontos com pouca rugosidade e materiais
particulados, bem como esferas que podem estar relacionadas a adsorcdo de
goticulas de OEA na superficie da membrana. Estruturas similares foram observadas
nos trabalhos de Gongalves et al. (2020), que incorporaram OE de funcho em filmes
de acetato de celulose; e no trabalho de Pontes (2013), que desenvolveu filmes de
metilcelulose incorporados com emulsées de OEs de orégano e cravo.

Uma morfologia semelhante a da CB/A foi observada para as amostras de
CB/G (Figura 16e), com pontos de maior rugosidade e com alguns relevos; e CB/L
(Figura 16f), onde é possivel observar as fibras em diversos pontos, mas que de
maneira geral apresentou uma superficie mais homogénea e lisa assim como a da
CB/A, demonstrando a incorporacéo dos OEs.

Para as amostras de CB/C (Figura 16c) e CB/CL (Figura 16g), é possivel notar
gue ambas mantiveram a estrutura de fibras emaranhadas da CB pura, entretanto,
com uma maior espessura e uma certa rugosidade. Nesse caso, supde-se que os OEs
revestiram as fibras da CB. Ainda, observa-se a presenca de grumos na amostra
incorporada com cravo (destacadas em vermelho).

Por fim, a amostra incorporada com eucalipto apresentou a morfologia mais
distinta dentre as membranas. E possivel observar uma regi&o que se assemelha as
amostras de CB/A, CB/G e CB/L, com uma superficie homogénea, entretanto, ha outra
regido com uma maior rugosidade, como mostra a Figura 16d. Essas duas regides
estdo separadas por uma interface com irregularidades, que pode estar relacionada a
diferenca de espessura da membrana de CB nessas regioes.

A interacdo entre a CB e materiais adicionados pode ocorrer por aderéncia
(forma fisica); ou pelas pontes de hidrogénio entre as hidroxilas da CB com os
materiais adicionados (forma quimica) (CACICEDO et al., 2016; SHAH et al., 2013).
Segundo Jahed et al. (2017), a interacdo entre grupos hidroxila causam a diminui¢cao
da porosidade e rugosidade. Esse comportamento foi observado para a amostra de
CBI/L, onde € possivel supor que houve uma interagédo entre a hidroxila do linalol e as

hidroxilas da CB. O mesmo néo foi observado para a CB/C, onde a interacao entre a
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CB e a hidroxila do eugenol manteve a morfologia fibrilar da amostra. As demais
amostras nao apresentam hidroxilas na estrutura dos seus principais componentes,

nesse caso, supde-se que a interacao entre a CB e os OEs ocorreu por aderéncia.

5.6 Atividade antimicrobiana

Na Figura 17 sdo apresentados os resultados de atividade antimicrobiana
obtidos para os OE de alecrim (A), cravo (C), eucalipto (E), gengibre (G), lavanda (L)
e capim-limdo (CL) a 15%; e para as amostras de CB incorporadas com seus
respectivos OE (CB/A, CB/C, CB/E, CB/G, CB/L e CB/CL) contra C. albicans (ATCC
10231), E. coli (ATCC 8739) e S. aureus (ATCC 6538). Enquanto que os diametros

dos halos de inibicdo das amostras se encontram na Figura 18 e no Apéndice D.

Figura 17 - Antimicrobiano das amostras para (a) C. albicans, (b) E. coli e (c) S.

aureus
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Figura 18 - Didmetros dos halos de inibicédo (n = 3)
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A ANOVA foi realizada para cada micro-organismo, e foram feitos os
agrupamentos de acordo com os resultados do teste de Tukey, como demonstra a
Figura 18. Os valores obtidos para os grupos sao estatisticamente significativos (p <
0,05).

De acordo com Jiang et al. (2011), o 6leo essencial de alecrim (OEA) da
espécie Rosmarinus officinalis possui atividade antimicrobiana contra C. albicans, E.
colie S. aureus, esse resultado ndo foi observado nesse trabalho, uma vez que o OEA
foi 0o Unico 6leo essencial que ndo apresentou acao inibitéria contra 0s micro-
organismos testados. Por outro lado, 0 mesmo nao ocorreu para a CB/A, que teve
halos de inibicdo com diametro médio de 8,67 mm contra S. aureus (Figura 17c).
Dessa forma, supde-se que houve uma menor absor¢cdo de OE pelo papel filtro
utilizado no teste em relacdo a quantidade absorvida pela CB.

A atividade antimicrobiana dos 6leos de eucalipto e lavanda contra C. albicans,
E. coli e S. aureus é comprovada (ALI; FARSHID; VAHID, 2012; MEKONNEN et al.,
2016; NOUMI et al., 2011). Entretanto, nesse experimento as amostras apresentaram
halos irregulares para E. coli e S. aureus e ndo houve inibicdo de C. albicans (Figura
17). Todavia, diferente do que foi observado para o OEE, a amostra de CB/E teve

halos de inibicdo contra todos os micro-organismos testes. Ja a amostra de CB/L
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manteve a atividade antimicrobiana contra E. coli, porém, com um decréscimo no halo
de inibicdo de aproximadamente 14 mm para 7,25 mm.

As amostras de CB/A e CB/E apresentaram uma concentracdo semelhante de
eucaliptol em sua estrutura (item 5.3), entretanto, as atividades antimicrobianas foram
distintas, que pode estar relacionada as diferentes morfologias dessas amostras (item
5.5.3). Nesse caso, a maior rugosidade da CB/E pode ter favorecido a liberagao dos
constituintes do OEE, ocasionando uma maior inibicdo dos micro-organismos testes.
O mesmo nao ocorreu com a CB/A, que teve uma superficie mais lisa e com os poros
preenchidos, que pode ter dificultado a liberagdo dos compostos antimicrobianos.

Por outro lado, os 6leos de cravo (OEC), gengibre (OEG) e capim-limédo (OECL)
apresentaram efeito inibitorio para todos os micro-organismos testes. Salvo algumas
excecdes que podem ser observadas na Figura 18, as membranas incorporadas com
esses Oleos tiveram um pequeno decréscimo no diametro médio dos halos de inibicao,
sugerindo uma menor incorporacdo ou menor difusdo dos agentes microbianos
nessas membranas incorporadas. A acéo inibitoria desses 6leos contra C. albicans,
E. coli e S. aureus foram relatados por Rahimifard et al. (2015) e Silvestri et al. (2010),
gue estudaram o OEC da espécie Eugenia caryophyllata; Sharma, Singh e Ali (2016),
gue analisaram o OEG da espécie Zingiber officinale; e Ahmad e Viljoen (2015), que
verificaram a atividade antimicrobiana de seis espécies do género Cymbopogon
(capim-liméo), incluindo C. flexuosus.

Os componentes dos Oleos essenciais, como fendis e terpenos, possuem
grupamentos de hidroxila que afetam as células dos micro-organismos através de
diversos mecanismos, que incluem disturbio do sistema enzimatico, danos ao material
genético do micro-organismo e reacées com a membrana fosfolipidica. Isso resulta na
liberacdo dos constituintes da célula e consequente morte dos micro-organismos
(AMANI; SAMI; REZAEI, 2021; CASALINI; BASCHETTI, 2022). Entretanto, as
atividades antimicrobianas dos OE dependem de sua composi¢cao quimica, que por
sua vez depende da espécie e das condic¢des climaticas e do solo onde a planta foi
cultivada; além do solvente e método de extracdo do OE (BERISTAIN-BAUZA et al.,
2019; JACOBSON et al., 2005; LEMOS et al., 2011). Todos esses fatores, aliados ao
tipo de teste antimicrobiano empregado e as cepas de micro-organismos utilizadas,
podem gerar diferentes performances no estudo e validacdo de atividade
antimicrobiana (GONCALVES; FILHO; MENEZES, 2005; LIMA et al., 2019).

Os fatores citados acima explicam o baixo desempenho dos OE de alecrim,
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eucalipto e lavanda. Porém, de maneira geral, os resultados de atividade
antimicrobiana das amostras foram positivos e demonstraram que o método de
incorporacdo dos OE a estrutura da CB foi eficaz, mantendo suas caracteristicas
antimicrobianas.

Os resultados obtidos no antimicrobiano estéo relacionados com os resultados
da andlise de determinacdo dos compostos fendlicos totais, pois os OEs que
apresentaram maiores valores de CFT foram os que tiveram maior capacidade de
inibir o desenvolvimento dos micro-organismos testes. Nesse caso, as amostras com
OEC apresentaram maior CFT devido a presenca do eugenol em sua composicao.
Entretanto, o melhor resultado observado para atividade antimicrobiana foi das
amostras com OECL, demonstrando a capacidade de inibicdo dos terpenos, que nao
foram detectados expressivamente na andlise de CFT. Dessa forma, levando-se em
consideracdo os compostos identificados no GC-MS, € possivel afirmar que os
compostos com maior poder antimicrobiano foram o eugenol, presente no cravo, e o

citral, presente no gengibre e em maior quantidade no capim-limao.



58

CONCLUSAO

A eficacia das incorporacdes péde ser confirmada pelas analises de GC-MS e
FTIR, que permitiram identificar os compostos dos OEs nas CBs incorporadas. Estes
compostos encontrados nos OE foram responséaveis pela reducdo da estabilidade
térmica da CB, como foi determinado por TGA. Entretanto, essa redugdo na
estabilidade térmica da membrana néo interferird na sua utilizacdo como curativo, ja
gue essa aplicacédo nao ira expor o polimero a elevadas temperaturas, estando apto,
portanto, em contribuir e competir no campo de cicatrizacdo de feridas em termos
térmicos.

A incorporacéo dos 6leos essenciais foi responsavel por alterar a morfologia da
CB. As imagens de MEV das amostras incorporadas com cravo e capim-liméo
demonstraram que esses OEs revestiram as fibras da celulose, mantendo uma
morfologia mais semelhante a original. Por outro lado, os demais OEs se infiltraram
nos poros da membrana de celulose, preenchendo-as e conferindo as amostras uma
morfologia mais distinta.

Os OE de cravo, gengibre e capim-limao apresentaram as melhores atividades
antimicrobianas para E. coli, S. aureus e C. albicans devido a presenca de eugenol e
citral, principalmente. Essas caracteristicas foram mantidas ap0s as incorporacdes
nas membranas de CB. A partir dos resultados obtidos, é possivel afirmar que a
incorporacdo de OE em membranas de CB é promissora, devido as boas

caracteristicas inerentes a celulose e facilidade de aplicacdo da metodologia.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Andlise de citotoxicidade dos OEs, para verificar se os OEs causam
alteracdes celulares;

e Estudo de liberacdo de OE em meio liquido e/ou solido;

e Absorcao de fluido pseudoextracelular (PECF), para estudar a capacidade
das membranas incorporadas de absorverem exsudatos;

e Porosidade das membranas incorporadas, para verificar o percentual de
preenchimentos dos poros da CB pelos OEs;

¢ Analise de permeacéo transdérmica,

¢ Revestimento de um dos lados da membrana com outro polimero para facilitar
a transferéncia dos antimicrobianos dos OEs e, devido ao aspecto pegajoso
das CBs incorporadas, evitar o contato da mesma diretamente com a ferida;

e Encapsulamento dos OEs, para diminuir as limitacfes dos 6leos essenciais,
como instabilidade fisica, volatizacdo e degradacdo oxidativa, ou para
melhorar as propriedades.
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APENDICES

APENDICE A - Cromatogramas dos OEs puros e das CBs incorporadas.
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APENDICE B - Curvas de calibracdo dos compostos identificados.
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APENDICE C - Bandas identificadas nos FTIR das amostras
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AtribuicBes CB OEA CB/OEA OEC CB/OEC OEE CB/OEE OEG CB/OEG OEL CB/OEL OECL CB/OECL Referéncias
(HASHEMINEJAD;
KHODAIYAN;
v O-H : - - 3518 3515 ; - ; ; - - - - e
KOPP, 2020)
(RICCl et al.,
vO-H 3344 | - 3348 - 3441 - 3347 - 3347 | 3460 3351 - 3347 16
3077 3083 3083 3083 (MOTELICA etal.,
vC-H - - - ; ; ; 3088 - 3060  2021; TRUZZI et
3060 3060 3060 3060
al., 2021)
2976 (ANTONIOLI et al.,
v C-H - | 2086 - - 2968 - 2962 2960 | 2970 - 2968 -
2958 2020)
(MAULIDNA et al.,
v C-H - | 2923 : 2938 2923 2922 | 2925 2923 | 2925 2018 | 2017 2924 2020
v C-H 2937 (PECORARO et
2896 | 2882 2923 - 2882 - - - - - - -
v CH, 2844 al., 2007)
(ANTONIOLI et al.,
5 C-H - | 2855 2854 - : 2854 2853 | 2860 2858 2857 2854 2020
vs C-H .
- - - 2843 2844 - - - - - 2849 - - (MENDEZ, 2017)
v, C-H
(DZIMITROWICZ
1734 etal., 2019;
v C=0 - 1746 1745 - : : - ; ; 173 1735 | 1715 MARTWNSetal,
2021; TRUZZI et
al., 2021)
(ANTONIOLI et al.,
5 C=0 ; ; ; - ; ; - 1676 1675 | 1675 - 1672 1674
2020)
c=C 1668 (BARUD, 2010;
1641 | - 1646 | 1638 : 1654 | 1632 1620 | 1644 - 1632 GINDRI et al.,
8 H,0 1638
2020)
(HASHEMINEJAD;
1613 KHODAIYAN;
vC=C ; ; ; 1604 ; 1601 - - . 1601 | 1611 1601
1606 SAFARI, 2019;
MENDEZ, 2017)
1583 1583 )
c=C - - - - - - - 1583 (MENDEZ, 2017)
1542 1539
(HASHEMINEJAD;
KHODAIYAN;
v C=C ; ) ) 1511 1512 ; ; 1515 1515 - - - -
SAFARI, 2019;
MENDEZ, 2017)
1466 1464 1464 | 1466 )
5 C-H ; 1456 1452 | 1447 1452 | 1451 1452 | 1442 1452  (MENDEZ 2017)
1446 1451 1451 | 1446
(GINDRI et al.,
2020; SCHULZ;
coo- 1427 | - 1429 | 1431 1431 - - - - - - - -
BARANSKA,
2007)
1374 1374 1373 1395 (BARANSKA et
8. CHs 1371 1361 | 1367 1367 1377 1376 | 1369 1367 1377
1361 1361 1361 1377 al., 2005)
(BORGES et al.,
vC-0 1336 | - 1336 - - - 1336 - 1337 - - - -
2015)
(KAGURAKOVA et
wCH, 1315 | 1306 1315 - ; 1306 1315 | - 1316 1314 - -
al., 2002)
(GONZALEZ-
vC=0 1280 | 1273 1279 - - 1272 1280 | - 1278 - - - - RIVERA et al,

2021)
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(HASHEMINEJAD;
KHODAIYAN;
SAFARI, 2019;
KOPP, 2020)

(KOPP, 2020)

(BARANSKA et
al., 2005)
(BARUD, 2010)
(ANTONIOLI etal.,
2020)
(PECORARO et
al., 2007)

(KOPP, 2020)
(MENDEZ, 2017)

(KACURAKOVA et
al., 2002)

(MENDEZ, 2017)

(KACURAKOVA et
al., 2002)
(BORGES et al.,
2015; FALCAO;
ARAUJO, 2013)
(KACURAKOVA et
al., 2002)
(BARANSKA et
al., 2005;
DZIMITROWICZ
etal.,, 2019)
(HASHEMINEJAD;
KHODAIYAN;
SAFARI, 2019)

(GEA et al., 2011)

(HASHEMINEJAD;
KHODAIYAN;
SAFARI, 2019)
(TOPALA;
TATARU, 2016)
(HASHEMINEJAD;
KHODAIYAN;
SAFARI, 2019)

(MENDEZ, 2017)

(BARUD, 2010)

* v = estiramento (vs = simétrico, va = assimétrico); d = deformagéo angular (8s = simétrica, 0a = assimétrica); w =

deformacéo simétrica fora do plano
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APENDICE D — Diametros dos halos de inibicdo, em mm (n=3)

Amostra  C. albicans E. coli S. aureus
OEA - - -
OEC 20,20 + 1,30 16,33 +1,50%9 18,25 +2,82°
OEE - - 11,25 + 2,504
OEG 15,33 +£0,82%9 16,44 +1,42%9 14,00 +2,83¢%¢
OEL - 14,00 +1,00¢¢ 10,25+ 1,71¢
OECL 21,67+0,58%b 39,0+3,672 19,44 + 3,17°
CB/A - - 8,67 + 0,58¢
CB/C 17,78 +2,68>°¢ 19,11 +0,33° 17,22+ 1,64">¢
CB/E 12,67 +0,58¢ 10,56 +1,67%f 12,00 + 1,00¢
CB/G 12,67 £ 0,59 11,67 +£1,80° 11,14 +1,07¢
CBI/L - 7,25 + 0,50f -
CB/CL 22,11 £3,722 24,00 £3,54> 25,33 + 3,242

*Letras diferentes indicam diferencas nas colunas (p < 0,05)



ANEXOS

ANEXO A — Caracteristicas dos 6leos essenciais.
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Oleo essencial

Parte da planta Origem

Densidade (g/mL)

Alecrim (OEA) Folhas india 0,905
Cravo (OEC) Folhas india 0,952
Eucalipto (OEE) Folhas Brasil 0,912
Gengibre (OEG) Rizoma india 0,898
Lavanda (OEL) Flores Franca 0,885
Capim-liméao (OECL) Folhas Brasil 0,871
*Dados fornecidos pela empresa Phytoterapica (Solua Comercial LTDA)
ANEXO B — Composicao dos 6leos essenciais.

OEA OEC OEE OEG OEL OECL
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
tujeno a-tujeno a-pineno a-pineno mirceno

eugenol (85,3)
(0,9) 0,1) (2,2) 0,2) 0,2)
a-pineno B-cariofileno a-pineno canfeno canfeno 4-nonanona
(23,3) (8,3) (4,2) 2,7) (0,2) (0,4)
canfeno isoeugenol B-pineno B-pineno octan-3-ona 5-hepten-2-ona
(5,4) (1,8) (1,9) (1,4) (2,0) (0,8)
B-pineno humuleno mirceno 0-3-careno mirceno citronelal
(1,2) (2,3) (0,5) (8,9) 0,7) 0,4)
; acetato de : . .
sabineno ; a-felandreno a-terpineno 0-cimeno linalol
2,6) eugenila (1,8) (0,6) (0,3) (1,6)
& (0,6) ’ ’ ’ ’
] ) ) ) acetato de
mirceno outros p-cimeno p-cimeno p-cimeno ) )
05) 7 4.4) 5.5) 08) citronelila
(©. ’ ’ ' ’ (1,3)
a-felandreno eucaliptol limoneno limoneno B-cariofileno
(0,5) (73,0) (6,9) (1,3) (1,2)
a-terpineno limoneno eucaliptol eucaliptol neral
(0,3) (12,1) (1,3) (2,4) (30,4)
p-cimeno Y-terpineno terpinoleno linalol geranial
(5,1) (0,7) (2,1) (35,1) (43,2)
acetato de
limoneno terpinoleno neral céanfora )
geranila
(8.4) 0,2) (12,7) 0,3)

(3.8)
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Y-terpineno B-cariofileno a-terpineol geraniol

pulegona (0,4)

(1,9) (11,9) 1,7) (10,5)

) acetato de
linalol outros ar-curcumeno ) outros
L.9) 0.1) 2.6) lavandulila 3.6)
’ 1 1 (3,1) 1

isoborneol a-farneseno cariofileno
(17.3) (1,8) (3,6)

terpinen-4-ol sesquifelandreno
(5.3 (2,2)

acetato de
] tumerona
bornila
(2,3)
(2,1)

outros
(8,6)

*Dados fornecidos pela empresa Phytoterapica (Solua Comercial LTDA)
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