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RESUMO

Ferida ¢ definida como a perda da solucao de continuidade da pele e o seu processo de
cicatriza¢do. Atualmente, hd uma grande tendéncia para o aproveitamento de recursos
naturais na medicina, por apresentarem vantagens econOmicas, serem eficientes e
apresentarem poucos efeitos colaterais. Tendo em vista as caracteristicas funcionais de
Saccharum officinarum L, este trabalho visa a produ¢do de curativos biodegradaveis a
base de fibras Saccharum officinarum, Para uso em feridas incorporado com extrato
hidroalcoolico das cascas de Saccharum officinarum. Para preparagdo dos curativos
seguiu-se sistema de casting com adaptacdes. Foram avaliadas as propriedades fisico-
quimicas do curativo como solubilidade em agua, permeabilidade a vapores de agua
(PVa), capacidade de absor¢do de 4gua e controle de qualidade do curativo. Em relagdo
ao extrato hidroalcdolico das cascas de Saccharum officinarum, realizou-se testes de
triagem fitoquimica, teor polifenois totais, atividade antioxidante, teor de flavonoides
totais. Para avaliar a atividade antimicrobiana dos curativos, utilizou-se o teste de
difusdo em agar com curativos de aproximadamente 8 mm de didmetro e teste de
microdiluicao ambos com concentracdo de 100 mg/mL de extrato. As cepas utilizadas
foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 35218)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis (ATCC 29217) e
Candida albicans (ATCC 90028). O extrato das cascas de Saccharum officinarum,
apresentou-se moderadamente positivo para presenca de flavonodides e esteroides. O
extrato seco das cascas de Saccharum officinarum apresentou discreta atividade
antioxidante de CE 50% de 0,821 mg/mL, e teor de polifenois totais apresentou 165,00
+2,86 mg/g de compostos fenolicos equivalente ao acido galico. Em relagdo ao teor de
flavonoides o extrato apresentou 446,37 mg/g equivalentes em quercetina. O curativo na
concentragdo de 12% de fibras Saccharum officinarum, apresentou melhor
homogeneidade e continuidade em relagdo ao curativo a 9%. Para o teste de atividade
antimicrobiana (disco de fusdo) o curativo de fibras de Saccharum officinarum
incorporado extrato seco com cascas de Saccharum officinarum, com concentragdo de
0,1g/mL apresentou concentragdo inibitoria minima frente a todos os microrganismos
testados, com concentra¢do inibitéria minima entre 50 mg/mL e 6,25 mg/mL e
concentragdo bactericida minima entre 50 mg/mL e 100 mg/MI. Ja para o teste de disco
de fusdo em agar apresentou halos de inibigdo de 18 mm aproximadamente. Logo o
curativo de fibras de Saccharum officinarum incorporado extrato seco com cascas de
Saccharum officinarum, Revelou-se uma base para incorporacdo aplicavel. Porém, faz-
se necessario a continuidade da pesquisa, para avaliacdo de estabilidade e atividade
farmacologica, além de contornar aspectos negativos e limitagdes da formulagao.

Palavras-chave: Curativo, Cana-de-acucar, Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Wound is defined as the loss of the skin's continuity solution and its healing process.
Currently, there is a great tendency towards the use of natural resources in medicine,
because they have economic advantages, are efficient and have few side effects.
Considering the functional characteristics of Saccharum officinarum L, this work is
aimed at the production of biodegradable dressings based on Saccharum officinarum
fibers, for use in wounds incorporated with the hydrocarbon extract of the barks of
Saccharum officinarum. To prepare the bandages followed a casting system with
adaptations. The physicochemical properties of the dressing were evaluated as water
solubility, water vapor permeability (PVa), water absorption capacity and dressing
quality control. In relation to the hydroalcoholic extract of the shells of Saccharum
officinarum, phytochemical screening tests, total polyphenols content, antioxidant
activity and total flavonoid content were performed. To evaluate the antimicrobial
activity of dressings, the agar diffusion test was used with dressings of approximately 8
mm in diameter and microdilution test both with concentration of 100 mg / mL of
extract. The strains used were Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 35218) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis
(ATCC 29217) and Candida albicans (ATCC 90028). The extract of the barks of
Saccharum officinarum was moderately positive for flavonoids and steroids. The dry
extracts of Saccharum officinarum peels presented a mild antioxidant activity of 50%
EC of 0.821 mg / mL, and total polyphenol content presented 165.00 = 2.86 mg / g of
phenolic compounds equivalent to gallic acid. Regarding the flavonoid content, the
extract had 446.37 mg / g equivalent in quercetin. The dressing in the concentration of
12% Saccharum officinarum fibers presented better homogeneity and continuity in
relation to the dressing at 9%. For the antimicrobial activity test (fusion disc),
Saccharum officinarum fiber dressing incorporated with Saccharum officinarum shells,
with 0.1 g / mL concentration, presented minimal inhibitory concentration against all
the microorganisms tested, with minimal inhibitory concentration between 50 mg / mL
and 6.25 mg / mL and minimum bactericidal concentration between 50 mg / mL and
100 mg / mL. Already for the test disc of fusion in agar had halos of inhibition of
approximately 18 mm. Soon the Saccharum officinarum fiber dressing incorporated dry
extract with barks of Saccharum officinarum, a base for incorporation applicable was
revealed. However, it is necessary to continue the research, to evaluate stability and
pharmacological activity, as well as to overcome negative aspects and limitations of the
formulation.

Key words: Natural products, sugarcane, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana a antibidticos tornou-se um grande problema de
saude publica em escala mundial, representando uma ameaga para a humanidade. As
infecgdes provocam 25% das mortes no mundo e 45% nos paises menos desenvolvidos,

0 que, em parte, deve estar refletindo a inadequagdo das prescrigdes de antibidticos

(ANDRADE e LEOPOLDO, 2006).

A utilizagdo de produtos naturais, particularmente da flora, com fins
medicinais, nasceu com a humanidade. Indicios do uso de plantas medicinais e toxicas
foram encontrados nas civilizagdes mais antigas, sendo considerada uma das praticas
mais remotas utilizadas pelo homem para cura, prevencdo e tratamento de doengas,

servindo como importante fonte de compostos biologicamente ativos (BIERHALZ,

2010).

O tratamento de feridas nas ultimas décadas tem sido palco de inimeros
progressos, abordagens e, sobretudo novos materiais. Os biofilmes sdo geralmente
produzidos com materiais bioldgicos, como polissacarideos, proteinas, lipidios e
derivados (CAMPOS e GRAVETO 2009). Biofilme ¢ um filme fino preparado a partir
de materiais biologicos, que age como barreira a elementos externos e,
consequentemente, pode proteger o produto embalado de danos fisicos e bioldgicos e

aumentar a sua vida Util (HENRIQUE et al, 2008).

Ferida ¢ definida como a perda da solucao de continuidade da pele e o seu
processo de cicatrizagdo. E dependente de varios fatores como tipo de tlcera
(superficial, profunda), causa da ferida e presenca de umidade e infec¢des no sitio da
lesdo. A maioria dos ferimentos menores ¢ curada por simples contragdo. No entanto, as
grandes feridas na pele levam muito mais tempo para cicatrizarem e, desse modo sio
mais vulneraveis a riscos, como inflamagao, infec¢do, o que resulta em feridas cronicas.

(ALVES et al 2009, FERREIRA et al, 2011).

Alguns medicamentos com efeito cicatrizante podem ser utilizados para
favorecer e agilizar a reparacdo tecidual. Atualmente, hd uma grande tendéncia para o
aproveitamento de recursos naturais na medicina, por apresentarem vantagens
econOmicas, serem eficientes e apresentarem poucos efeitos colaterais (SANTOS et al.,

2012).
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Os subprodutos da cana (bagago, vinhaga e tona de filtro) sdo de grande
importancia socioecondmica na geracdo de energia, racdo animal, aglomerados,

fertilizantes, entre outros (ANDRADE, 2007).

A utilizagdo das fibras naturais em substituicdo as fibras sintéticas contribui
com os esfor¢os atuais de protecdo ao meio ambiente, pois promove uma diminui¢ao
dos residuos da agricultura e da agroindustria (DEBIAGTI et al., 2012). Fibras naturais
de diversas fontes tém se mostrado como uma alternativa tecnicamente vidvel para
reforcar as propriedades mecanicas de biopolimeros, devido a compatibilidade dos dois

materiais (YAMAMOTO et al, 2006).

A sacarose presente na cana-de-agicar Saccharum officinarum diminui o
edema local, estimulando a epitelizacdo e a formacdo de tecido de granulagdo, além de
possuir efeito bactericida (FRANCO, 2006). Neste caso o aclcar tem a capacidade de

diminuir a intensidade da contaminagao bacteriana (BIONDO, 1991).

Tendo em vista as caracteristicas funcionais das fibras da cana de agtcar
(Saccharum officinarum L). O presente trabalho justifica-se pelo interesse em produzir
um curativo biodegradavel segundo o método de casting, a partir das fibras do caldo da
cana de acUcar incorporadas ao extrato das cascas de Saccharum officinarum, que
apresenta grande potencial de atividade antimicrobiana. De modo que esse curativo
pondera ser empregado como alternativa para o tratamento de diversos tipos de feridas e
auxiliar na diminui¢do do descarte de curativos sintéticos ao meio ambiente ja que o

curativo de cana de aglcar se apresenta como recurso biodegradavel.

Observa-se também que o produto base (cana-de-agucar) para o
desenvolvimento do curativo para uso em feridas e abundante no estado o que facilita o
acesso da comunidade a esse produto para seu desenvolvimento. E trard beneficios ao
meio ambiente ja que o aproveitamento do bagago da cana de agucar evitard seu

descarte ao meio ambiente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cultivo da cana-de-agiicar

A cana-de-agucar (Saccharum sp) ¢, atualmente, uma das principais ¢ mais
importantes culturas no Brasil sendo o agronegdcio sucroalcooleiro, segundo
informagcdes do PROCANA (Programa da Cana-de-acucar), responsavel por
aproximadamente 1,76% do PIB nacional, de acordo com dados da safra 2010/2011

(UNICA,2018).

Além disso, a cultura da cana-de-agucar ¢ de grande versatilidade, sendo
utilizada desde a forma mais simples como ragao animal, at¢ a mais nobre como o
acucar. Na cana-de-agucar nada se perde: do caldo obtém-se o aglcar, a cachacga, o
alcool, a rapadura e outros; do bagago, o papel, a racdo, o adubo ou o combustivel; das
folhas a cobertura morta ou ragdo animal. Assim, a agroindistria da cana-de-acucar,
direciona-se a integrar os sistemas de producdo alimentar, ndo alimentar e energético,
envolvendo atividades agricolas e industriais, e ainda atua com vantagens comparativas
em relagdo as outras matérias-primas, pelo fato de ser intensiva em mao-de-obra e o
Brasil ter os menores custos de producdo do mundo (MEZAROBA ¢ MENEGUETTI
2010).

2. 2 Espécie vegetal
2.2.1 Saccharum officinarum L

A cana-de-agtcar (Saccharum), com habilidade tinica de estocar sacarose
nos colmos, ¢ uma planta tropical pertencente a familia das gramineas ou poaceas
juntamente com os géneros Zea € Sorghum. A cana-de-aciicar moderna, denominada
por alguns pesquisadores, ¢ considerada um hibrido complexo entre duas ou mais
espécies do género Saccharum (S. oficcinarum, S. spontaneum, S. barberi, S. sinense, S.
edule e S. robustum) (CESNIK, 2004). De forma geral, a planta ¢ constituida de um
sistema radicular, dos colmos, onde a sacarose ¢ predominantemente estocada, e das
folhas dispostas ao redor da cana, nos nddulos inter colmos e também na parte superior

da planta onde se localiza a gema apical (palmito) (MANTELATTO, 2005).

A parte morfolégica da cana-de-agucar de interesse comercial ¢ o colmo,

que possui sacarose industrializavel. A composicao quimica dos colmos € extremamente
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variavel em fun¢do de diversos fatores como: variedade da cultura; idade fisiologica,
condi¢des climaticas durante o desenvolvimento e maturagdo, propriedades fisicas,
quimicas e microbiologicas do solo, tipo de cultivo entre outros (PARANHOS, 1987,

MARQUES M.O.; MARQUES T.O.; TASSO JUNIOR, 2001).
2.3 Propriedades dos principais componentes de Saccharum officinarum L.
2.3.1 Sacarose

A sacarose, componente de maior interesse no processamento da cana, a
qual se deseja obter na forma cristalizada, € susceptivel a reagcdes importantes. Dentre as
quais, podem ser citadas, as reacdes de decomposicdo em meio acido e basico, por

efeito da temperatura, enzimas e microrganismos (MOLINA et al, 2002).
2.3.2 Acicares redutores

Os acucares redutores sdo monossacarideos que possuem a capacidade de
reduzir o oxido de cobre. No caldo de cana, sdo representados principalmente por
glicose (dextrose) e frutose (levulose), naturalmente presentes, ou formados a partir da

hidrolise da sacarose (SANTOS, 2004).
2.3.3 Acidos organicos

Os 4cidos organicos estdo presentes na propria cana-de-aclcar, embora,
alguns sejam produzidos durante o processamento do caldo, por degradagdo alcalina da
glicose e frutose, ou ainda por degradag¢do microbioldgica (BOURZUTSCHKY, 2006,
apud DOHERTY; RACKEMANN, 2008).

No caldo de cana entre os acidos organicos identificados encontram-se o
citrico, malico, oxalico, acético, mesaconico, succinico, fumadrico, seringico e aconitico.
O 4cido aconitico se destaca por sua maior concentracdo, trés vezes maior que 0s outros

acidos (WALFORD, 2002)
2.3.4 Ceras e lipideos

As ceras e lipidios presentes na cana-de-agucar estdo presentes, em maior
quantidade, na casca e na regido dos colmos. As ceras sdo incorporadas ao caldo de
cana durante o processo de extracdo, em maior ou menor quantidade, dependendo da

temperatura da agua (MATSUOKA,2000).
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2.3.5 Corantes

Certos componentes do caldo de cana-de-aglcar apresentam-se em pequenas
quantidades, porém, seu impacto no processamento e na qualidade do produto final ¢ de
extrema significAncia. Neste sentido, destacam-se os corantes, os quais representam
apenas 17% de 1% dos ndo agucares contidos no caldo de cana. (ANDRADE, 2004).
Dentre os principais corantes da cana-de-agicar que aparecem no caldo misto,
destacam-se as clorofilas (pigmentos fotossintéticos verdes), caroteno (amarelo),
xantofilas (amarelo) e os flavonoides (flavonas, flavonodis, chalconas, catequinas e

antocianinas) (MERSAD et al, 2003).
2.3.6 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo compostos de alta massa molecular e tém efeito
direto na qualidade do agucar. Eles aumentam a viscosidade das solu¢des de agucar,
reduzem a taxa de filtragdo, retardam o crescimento do cristal e causam a distor¢cdo do
cristal de agtcar. Os principais polissacarideos presentes no processamento da cana-de-
acucar compreendem amido, dextranas, polissacarideos nativos da cana — ISP
(Indigenous Sugarcane Polysaccharides, polimero de arabinose, galactose e &cido

glucuroénico) e sarkaran (polimero de glicose) (TFOUNI, 2005).

As pectinas sdo polimeros lineares essencialmente compostos de pontes de
a-1,4 D - unidades de 4cido galacturdnico, caracterizado por metilagdo (-CH3) de seus
grupos carboxilicos (-COOH). Estas substancias, devido a intera¢do pectina agucar,
possuem a caracteristica de aumentar a viscosidade das solucdes, além de, elevar o
coeficiente de solubilidade da sacarose, dificultando a sua recuperacdo. Em condicdes
de caleagem, as pectinas s3o, em sua maior parte, removidas em forma de pectato de

calcio (VASCONCELOS,2002)
2.4 Caldo de cana-de-acacar

O caldo de cana estd situado entre os entrends da fase solida na cana-de
agucar, considerando que esta seja um composto bifasico solido — liquido. A fase sélida
da cana ¢ constituida por um complexo pentoxan e lignoceluldsico integrado por fibras
celulosicas que formam os entrenos. Ja a fase liquida ou, o caldo de cana propriamente
dito, ¢ uma solucdo aquosa contendo uma grande variedade de compostos organicos e

inorganicos sendo que destes 90%, aproximadamente, sdo os acucares (COSTA, 2005).
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2.5 Plastificantes

A Unido Internacional de Quimica Aplicada (IUPAC) define plastificante
como uma substancia incorporada em um material com o intuito de melhorar a sua
flexibilidade e funcionalidade. Reduz a tensdo de deformagdo, dureza, viscosidade, ao

mesmo tempo em que aumentam a flexibilidade da cadeia do polimero e sua resisténcia

a fratura (ARCE, 2011).

A escolha do plastificante a ser adicionado aos filmes deve ser realizada de
acordo com a compatibilidade deste com o polimero e o solvente utilizados, isto ¢, deve
ser miscivel ao solvente e polimero, de forma a evitar a separagdo prematura no
decorrer do processo de secagem, causando uma diminui¢do na flexibilidade do filme

(YOSHIDA, 2009).
3.6 Feridas

A ferida pode ser considerada como uma complicacdo biologica, que tende
a regressdo espontdnea e completa (cicatrizacdo) dentro de um prazo mais ou menos
pré-estabelecido, com algumas variag¢des individuais. Porém podem surgir complicagdes
que retardam a cicatrizagdo, como a infeccdo, que prolonga a convalescenca,

aumentando os custos do tratamento (FERREIRA et al, 2011).

Feridas sdao representadas ndo apenas pela ruptura da pele e do tecido celular
subcutaneo, mas também, em alguns casos, por lesdes em musculos, tenddes e 0ssos. As
feridas podem ser classificadas quanto a etiologia, complexidade e tempo de existéncia.
Traumatismos, queimaduras, ulceras por pressdo, Ulceras por hipertensdo venosa,
feridas em membros inferiores de individuos diabéticos e feridas por radioterapia sdao
exemplos de algumas das etiologias de feridas encontradas na pratica clinica

(FRANCO e GONCALVES, 2008).

Ferreira et al, (2011) Definiram critérios para considerar uma ferida como
complexa: I) extensa e profunda perda de tegumento; II) presenc¢a de infeccao local; I11)
comprometimento da viabilidade dos tecidos com necrose; e V) associagdo a doencgas

sistémicas que dificultam o processo fisioldgico de reparacao tecidual.
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3.8 Curativos

Curativo ou cobertura ¢ definido como um meio terapéutico que consiste na
limpeza e aplicagdo de material sobre uma ferida para sua prote¢do, absorcdo e
drenagem, com o intuito de melhorar as condi¢gdes do leito da ferida e auxiliar em sua
resolucao. Curativos pode ser, em algumas ocasides, o proprio tratamento definitivo; em
outras, apenas uma etapa intermedidria para o tratamento cirargico (LINDFORD et al,

2012).

Hé4 no mercado mundial diversos materiais de curativo que podem ser
utilizados nas diferentes etapas de tratamento das feridas, a saber: higienizagdo,
desbridamento, diminui¢cdo da populagdo bacteriana, controle do exsudato, estimulo a

granulagdo e protecao da reepitelizacdo (LINDFORD et al, 2012).
3.8.1 Curativo de fibras de cana-de-acicar

Os biofilmes sdo, em geral, filmes finos preparados a partir de materiais
bioldgicos como: proteinas, polissacarideos, lipidios ou da combinacdo destes
compostos, que pode atuar como barreira a elementos externos e, consequentemente,
proteger o produto embalado de danos fisicos e bioldgicos e aumentar a sua vida util
(HENRIQUIE et al, 2008). Os biopolimeros, que podem ser constituintes dos biofilmes,
sdo materiais degraddveis onde a degradagdo resulta primariamente da agdo de
microrganismos, tais como fungos, bactérias e algas de ocorréncia natural, gerando gas
carbOnico, metano, componentes celulares e outros produtos (LEE e CHOI, 1998

MONTEIRO, 2006 ).

O uso do acucar para tratamento de feridas esta descrito desde a
antiguidade. O efeito do agucar no tratamento de feridas infectadas ou nao, ¢ mais
comumente atribuido aos efeitos bactericida ou bacteriostatico, a oferta de nutrientes as
células lesadas, a diminuicdo do edema local pela agdo liposcopica, a estimulacao dos

macrofagos e a formagao rapida do tecido de granulagao (CAVAZANA, 2010).

Em estudo in vitro, Pieper e Caliri (2012) concluiram que o aglcar
apresentou atividade bactericida para Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiela e bacteriostatico para Bacillus subtilis. Este
achado segundo Chaby et al, (2008) deve-se ao baixo pH e a hipertonicidade provocada

no meio pela presenga do actlcar, que inibe o crescimento bacteriano.
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A sacarose, seja apresentado como acucar refinado, cristal € mascavo, pasta
ou mel evidenciou uma efetiva a¢do antimicrobiana devido a formagao hiperosmolar no
local da aplicagdo, minimizador de odor fétido em feridas infectadas, bem como

acelerador no processo de cicatrizagao (SANTOS et al, 2012).

Dessa forma, os curativos em forma de filmes sdo promissores na utilizacao
de tratamento de feridas atuando como carreador de ativos e barreira de protecdo. Elas
sdo particulas finas e flexiveis que sdo utilizadas em vérias areas, principalmente
alimenticia, industrial e farmacéutica (SCHLLEMER, 2013; SANTANA, 2015). A
busca pela produgdo dos filmes a base de biopolimeros vem crescendo, devido as
vantagens como baixo custo, baixa toxidade, alta disponibilidade e biodegradabilidade,
podendo ser obtidos de sementes, algas, exsudato de plantas, microrganismos entre

outros (PAULA et al., 2011).

Em seres humanos, o uso do biopolimero de cana-de-agucar, foi descrito por
Alves et al, (2007), nos curativos das feridas cirtrgicas de hipospadia, onde concluiram
que a membrana ¢ uma alternativa satisfatdria para cicatrizagdo nesse determinado
local, ja que ¢ um produto obtido a partir de uma fonte renovével, natural e de menor

custo. Grandes avancgos vém sendo observados com o uso da membrana de biopolimero.
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3.0BJETIVOS
3.1Geral

e Elaborar curativo biodegradavel a base de fibras de Saccharum
officinarum L, incorporado com extrato hidroalcoolico das cascas de

Saccharum officinarum L, para aplicacdes em feridas.

3.2Especificos

e Caracterizar os fisico e quimicamente os curativos a base de fibras de
Saccharum officinarum L, incorporado com extrato vegetal das cascas de
Saccharum officinarum L;

e Averiguar a atividade antimicrobiana in vitro dos curativos a base de
fibras de Saccharum officinarum L, incorporado com extrato vegetal das
cascas de Saccharum officinarum L, frente aos microrganismos de

interesse.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

A coleta da matéria foi feita no bairro do Iguaiba, localizado no municipio
de Paco do Lumiar- MA. Foram coletadas no periodo da manha entre as 6:00 e 7:00 . A
identificacdao botanica das espécies foi feita através de exsicatas enviadas ao Herbario
Atico Seabra, onde se encontram exsicatas das amostras de Saccharum officinarum
peaceae sob numero de registro 0128.
4.2 Obtencao do extrato hidroalcodlico das cascas de Saccharum officinarum

O extrato hidroalcoodlico utilizado nesta pesquisa foi obtido segundo a
metodologia proposta por Matos (2009), a partir do extrato das cascas de Saccharum
officinarum L. Ap6s secagem natural e trituragdo em pulverizador elétrico destas, sendo
o p6 obtido submetido ao processo de extracdo pelo método de maceracdo a frio
utilizando solvente hidroetandlico 70% na propor¢do droga: solvente de 1:3, por trés
dias, com renovacao de solvente a cada 24 horas. O extrato obtido foi concentrado em
rota-vapor (Modelo Tka-Werk), a uma temperatura constante de 45° C.

Calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo com a

Equacao 1:

P -
Re — —%** x% 100
P folhas

Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (g); Pfolhas =
Peso das folhas frescas ou secas (g) (Rodrigues et al., 2011).
4.3 Estudo fitoquimico do extrato hidroalcoolico das cascas de Saccharum
officinarum

O extrato vegetal hidroalcoolico das cascas de Saccharum officinarum L.
Foi submetido a testes fitoquimicos qualitativos e semi-quantitativos, em triplicata, com
finalidade de detectar a presenca de classes de metabolitos secundarios segundo a
metodologia de Matos (2009). Os testes foram realizados Laboratorio de Farmacognosia
I1, localizado no prédio do curso de Farmacia, na Cidade Universitaria.
4.3.1 Avaliacao da atividade antioxidante do extrato hidroalc6olico das cascas de
Saccharum officinarum

A atividade antioxidante foi analisada através do sistema de reducdo do
radical DPPH a solugdo estoque sendo preparada na concentragao de 60 uM em MeOH

com absorbancia inicial de aproximadamente 0,62 + 0,02 (A = 517 nm), a temperatura
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ambiente. O extrato foi solubilizado em metanol na concentra¢dao inicial de 20000
ng.mL™, a partir dessa concentragdo foi realizada sucessivas dilui¢des de acordo com a

reatividade da amostra. As concentragdes variaram de 250 a 4000 pg.mL™.

A mistura reacional na cubeta foi composta pela adi¢gdo de 1950 puL da
solucao do radical DPPH em 50 pL da amostra diluida em varias concentragdoes de
modo a se obter uma curva de inibicao. No teste com o branco as amostras foram
substituidas por metanol. A absorbancia foi medida no primeiro minuto da reacdo (t =
1), e nos primeiros 20 min de reacdo monitorada a cada 5 min. Apos os 20 min iniciais
foi realizada leituras em intervalos continuos de 10 min. O ponto final da reagdo foi

determinado quando a absorbancia se manteve constante (SILVA, 2010).

A porcentagem de inibi¢do dos radicais DPPH® (Ipppy) para cada amostra

foi calculada de acordo com a equagdo 2: Porcentagem de inibi¢dao do radical DPPH

Ipppu% = [1 — ‘:35:)] X 100

Onde:

AbsA ¢ AbsB sao as absorbancias da amostra ¢ do controle (branco) no término

da reagdo respectivamente.

A atividade de sequestro do DPPH® também foi expressa por meio da
concentragdo minima efetiva para reduzir a 50% da concentragdo inicial. Os valores da
CEso (ug.mL™") foram obtidos por regressdo linear (P < 0,05) utilizando os valores de
concentragcdo das amostras versus a inibigdo. A atividade antioxidante do extrato das
cascas de Saccharum officinarum L. foi determinada segundo a metodologia de Silva
(2010). Os testes foram realizados em triplicata no laboratorio de Analises

toxicologicas, localizado no prédio do curso de Farmacia, na Cidade Universitaria.

4.3.2 Determinacao do teor de polifendis totais do extrato hidroalcéolico das cascas

de Saccharum officinarum.

A determinacdo do teor de polifendis totais seguiu a metodologia descrita
por Swain e Hills, (1959). O extrato seco de Saccharum officinarum foi diluido em
metanol na concentragdo de 5.000 ug.mL, tomou-se 50uL do extrato e adicionou-se
500pL de agua deionizada, 1.250uL de NaCO * e 250uL do reagente Folin Ciocalteau

(IN). A solugao foi homogeneizada e, apds 30 min de repouso, foram realizadas as
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leituras em triplicata das absorbancias em espectrofotdometro UV-visivel (Biosystem ® )
a 760 nm. Utilizou-se como padrio o acido galico, nas concentragdes de 2, 4, 8, 16, 24,
32 e 40 ng.mL, para construir uma curva de calibragdo. A partir da reta obtida, realizou-
se o célculo do teor de fendlicos totais, expresso em mg de acido galico.100 g —1 de
amostra. Os testes foram realizados em triplicata no laboratério de Analises

toxicoldgicas, localizado no prédio do curso de Farmacia, na Cidade Universitaria.

4.3.3 Determinaciao do teor de flavonoides totais do extrato hidroalcoolico das

cascas de Saccharum officinarum.

As amostras de extrato foram avaliadas em uma concentragao final de 100
png/mL. Uma curva de calibracdo foi construida, usando quercetina como padrao. Para a
preparagao da curva de calibragdo utilizou-se uma solugdo estoque de quercetina padrao
(Sigma-Aldrich) 400 pg/mL em solu¢do MeOH:H20 (8:2), preparada em baldo
volumétrico de 100 mL. A partir da solugdo estoque, foram preparadas diluigdes em
triplicatas nas concentragdes de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300
pg/mL, que reagiram com 1,0 mL da solucdo de cloreto de aluminio 2% (p/v),
completando-se o volume com solugdo etanolica 50%, em baldo volumétrico de 10 mL.
Ap6s agitacdo, aguardou-se 30 min de repouso e realizou-se a leitura das absorbancias
no espectrofotdmetro UV-VIS, em 420 nm. Utilizou-se como branco o metanol
acrescido da solucdo de cloreto de aluminio 2% (p/v). Por meio destes dados, avaliou-se
a linearidade, obtendo-se a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo linear. O teor
de flavonoides totais do extrato de Saccharum officinarum foi expresso em quercetina
(mg/g) usando a seguinte equagdo baseada na calibragcdo curva: y = 0.0295x - 0.0936,
onde y foi a absorbancia. Segundo Chaillou et al (2004). Os testes foram realizados em
triplicata no laboratério de Analises toxicologicas, localizado no prédio do curso de

Farmacia, na Cidade Universitaria.
4.4 Obtencao do curativo de fibras de Saccharum officinarum L.

Os curativos biodegradaveis foram preparados segundo a técnica de casting
(SOUZA et al., 2012; ZAVAREZE et al., 2012), que consiste na desidratacdo de uma

solucdo filmogénica aplicada sobre placas de Petri de didmetro de 8 cm.

A cana de agucar coletada foi prensada no moedor para retirar o caldo e o

bagaco armazenado em geladeira. Em seguida, lavou-se o material com agua destilada



25

para retirar impurezas que possam estar aderidas no material facilitando sua
conservagdo. Apos esse periodo pesou e colou-se por 48h em estufa a 100° ¢, a fim de
facilitar a moagem e estabilizar a matéria prima vegetal. Em seguida pesou-se
novamente, para identificar a perda de agua do material vegetal. Em seguida o material
seco foi levado para o moinho de facas, a fim de se obter as fibras da cana de agucar.
Depois do processo de moagem peneirou-se o feno do bagago em uma peneira
granulométrica de 120um. Novamente pesou-se para identificar o rendimento e
armazena-se o material em recipiente vidro para os testes. Os curativos foram

preparados segundo a técnica de casting (SOUZA et al., 2012).

4. 5 Incorporaciao do extrato hidroalcéolico das cascas de Saccharum officinarum
L.

O extrato hidroalcodolico das cascas de Saccharum officinarum L. Foi
incorporado a solucdo filmogénica nas propor¢des 2, 2,5 ¢ 3%. Chegou-se a essas
concentragdes através de calculos realizados levando em conta a massa total do produto.
Posteriormente, a solugdo foi vertida em placas de petri, de acordo com a técnica de
Casting (YANG e PAULSON, 2000) e deixada na estufa a 40° para secagem e
evaporagdo do solvente, tendo o filme formado depois de 48 a 72 horas na estufa. Em
seguida retirou-se os curativos das placas e foram armazenados sob refrigeragdo de
aproximadamente 5°C.

4.6 Controle de qualidade microbiolégico do curativo de fibras de Saccharum

officinarum , incorporado com extrato das cascas da Saccharum officinarum L.

O Controle de qualidade microbioldgico foi avaliado pela Técnica de
Tubos Multiplos seguindo a metodologia preconizada pela Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2016) e os limites estabelecidos pela Resolugao RDC n° 481/99 (BRASIL,
1999) que estabelecem os pardmetros para o controle microbioldgico de produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumes. Os produtos foram diluidos na proporgdo 10-',
10-* e 10-> em 4gua destilada estéril e posteriormente retirou-se 1.000pL de cada
dilui¢do e adicionou-se em tubos contendo 9 mL de caldo Lauryl (Merck®), caldo
Verde brilhante (Coliformes totais) (Himedia®) e caldo Escherichia coli (caldo EC)

(Coliformes termotolerantes) (Himedia®) respectivamente.
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Para a contagem de microrganismos heterotroficos foi realizada a técnica de
Plaqueamento em Profundidade (‘“Pour Plate”), sendo inoculado 1.000pL de cada

diluigdo (10-', 10-* ¢ 10-*) em meio PCA (Plate Count Agar) (Himedia®).

Para a verificagdo de crescimento fingico utilizou-se a técnica de
Plaqueamento em Superficie (“Spread Plate”), onde foi inoculado 100ul de cada
diluicao (10-1, 10-2 e 10-3) em meio Sabouraud (Merck®) e posterior espalhamento
com alca de Dringalski na superficie do meio. As placas de PCA foram encubadas em

estufa bacteriologica 35°C 24 horas e as placas Sabouraud por até 48 horas.

Os tubos contendo caldo Verde brilhante foram incubados em banho-maria
S1 150 (Solab®) temperatura controlada de 37°C por 24 horas, os tubos contendo caldo
EC incubados em banho-maria a 44,5°C 24 horas e posterior leitura com 48horas. Os
tubos contendo caldo Lauryl foram incubados em estufa bacteriologica a 35°C por
24horas. A positividade do teste ¢ considerada pela presenca de turvagdo e formagao de
bolhas (géas) dentro do tubo de Durham presente no interior do tubo contendo o meio.
Os testes foram realizados em triplicata no laboratorio de Microbiologia Clinica,

localizado no prédio do curso de Farmacia, na Cidade Universitaria.

4.7 Caracterizacdo do curativo de fibras de Saccharum officinarum, incorporado

com o extrato das cascas de fibras de Saccharum officinarum L.

O Curativo foi caracterizado em seus varios aspectos, tais como: cor, odor,
permeabilidade a vapor de agua, solubilidade em agua, dentre outros que possam
delinear suas caracteristicas, segundo Mali (2010). Todos os testes de caracterizagdao
foram realizados em triplicata no laboratério de Microbiologia Clinica, localizado no

prédio do curso de Farmacia, na Cidade Universitaria.
4.7.1 Analise Subjetiva

A avaliacdo subjetiva foi baseada na caracterizacdo dos filmes formados
mediante parametros estabelecidos por Gontard (1991) e citados por Mali (2010). As
caracteristicas analisadas foram: continuidade (auséncia de ruptura apds a secagem),
homogeneidade (auséncia de particulas insoluveis, bolhas de ar ou zonas de opacidade)

e manuseabilidade (possibilidade de ser manuseado sem riscos de ruptura).

4.7.2 Gramatura
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A gramatura foi determinada segundo, Sobral (1999) pela pesagem de uma

area definida do filme em balanca analitica utilizando-se a equacao 3.
G =10000- p/a (1),

Onde G ¢ a gramatura (g/m2), p ¢ o peso do filme (g) e a, area do filme

(cm2).
4.7.3 Solubilidade em agua

O curativo foi imerso em agua destilada e mantido sob agitacao lenta e
constante a 25°C por 24 horas. A solucdo foi filtrada apds esse periodo e o material
retido seco em estufa novamente a 105°C por 24 horas e pesado, sendo determinada a
quantidade de matéria seca ndo solubilizada (BERTUZZI et al.,, 2007). Para

quantificagdo do resultado utilizou-se a equagao 4.
%MS= (mi- mf) x 100
mi

Onde: %MS: porcentagem de material solubilizado; mi: massa inicial da amostra; mf:

massa final da amostra.
4.7.4 Permeabilidade aos vapores de agua (PVa)
Figura 1: Esquema representativo do teste de permeabilidade a vapores de dgua

O

Filme
| = .- o I
| s—} | oo |

UR2

Célula

(Cristais desicad URI

R p————————=

Agua destilada
5275255 (UR 100%)

Vf

Fonte: Autor (2019)

A permeabilidade foi determinada gravimetricamente segundo teste da

ASTM E96-00, modificado por Gontard et al., (1992). O curativo foi colocado em
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célula contendo silica gel (UR = 0%; 0 mm Hg pressdo de vapor), constituindo uma
membrana. A célula entdo foi colocada dentro de um dessecador contendo agua
destilada (UR = 100%; 32,23 mm Hg pressao de vapor), em sala climatizada a 25 °C. A
célula foi pesada em balanga analitica a cada 24 horas. Representada na figura 2. A

permeabilidade entdo foi calculada através da Equacao 5:
Pv=G.V/A.T. (pl —p2) (2),

Em que: Pv = permeabilidade ao vapor d’agua (g.mm/m2.dia.mmHg); G =
peso ganho pela célula durante 24 horas (g); V = espessura média do filme (mm); A=
superficie de permeagdo do filme (m2); T = tempo (dias); pl - p2 = gradiente de pressao
de vapor entre as superficies do filme (32,23 mmHg). Adaptado de YAMAMOTO,
2006).

4.7.5 Teste de Intumescimento

A Capacidade de absor¢do de agua foi determinada com base na norma
ABNT NBR NM ISO 535:1999 (ABNT, 1999). Amostras de filme de 10 x 10 mm,
previamente pesadas, foram submersas em 100 mL de agua destilada a temperatura de
21 °C pelos tempos de 1, 15,30, 45 e 60 minutos, apds os periodos de tempo, o excesso
de agua foi retirado, com auxilio de papel toalha, e a massa final foi medida. A

capacidade de absorcdo de dgua de cada filme foi determinada através da Equagao 6.

CAA=mf-mi .100

Onde CAA ¢ a capacidade de absor¢ao de agua da amostra (%), mi ¢ a massa inicial da

amostra (g) e mf ¢ a massa final da amostra apds a secagem (g).

4.8 Atividade antimicrobiana do curativo de fibras de cana de acicar incorporado

com extrato das cascas de Saccharum officinarum.

4.8.1 Selecao dos microrganismos testados

As amostras bacterianas e Fungicas utilizadas sdo oriundas do Laboratério
de Microbiologia Clinica do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do
Maranhdao (UFMA). Nos experimentos de avaliacdo das propriedades antimicrobianas

foram utilizados cinco microrganismos de referéncia (ATCC — American Type Culture
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Collection): Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 35218),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis (ATCC 29217), e
Candida albicans (ATCC 90028). Os in6culos foram preparados com o uso de solucao

salina (cloreto de sodio a 0,9%) e suas densidades foram ajustadas até atingir turbidez

equivalente a 0,5 da escala de MacFarland (CLSI, 2009).

4.8.2 Determinacio da concentracio inibitoria minima do curativo (CIM)

A determinacdo da CIM foi feita através da técnica de microdiluicao
segundo a metodologia da diluicdo em caldo proposta pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2013). As placas de 96 pocos estéreis foram preparadas com
150uL de caldo BHI e 150uL do produto a ser testado seguido de diluigdes seriadas,
cada indcuo de bactéria foi transferido para os pocos e levados a estufa a 35°c por
24horas, apos o periodo de incubagdo sera adicionado o revelador de crescimento
microbiano resazurina a 0,1% e realizada a leitura apds 4 horas de incubag¢do (Palomino
et al., 2002; Araujo; Longo, 2016; Estevam et al., 2016). A CIM foi a menor
concentragdo da solucdo onde ndo houve crescimento bacteriano visivel. Os testes
foram realizados em triplicata no laboratério de Microbiologia Clinica, localizado no

prédio do curso de Farmacia, na Cidade Universitaria.

4.8.3 Determinacio da concentragio bactericida/fungicida minima do curativo de
fibras de Saccharum officinarum, Incorporado com extrato das cascas Saccharum

officinarum L. (CBM/CFM)

Foram utilizadas placas com o meio de crescimento de cada microrganismo
especifico, onde foi retirada uma algcada de cada diluigcdo até a Concentragdo Inibitdria
Minima (CIM) e semeada nas placas com o agar, Com esse meio de crescimento
especifico de cada microrganismo para se verificar a Concentragdo
Bactericida/Fungicida Minima (CBM/CFM) que ¢ a menor concentragao da droga que
inibe pelo menos 99,9% do indculo bacteriano (adaptado de NAKANO, 2011). Os
testes foram realizados em triplicata no laboratdrio de Microbiologia Clinica, localizado

no prédio do curso de Farmacia, na Cidade Universitaria.

4.8.4 Teste de disco de fusio em agar do curativo de fibras de Saccharum

officinarum , incorporado com extrato das cascas Saccharum officinarum L.
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Avaliou-se o curativo de cana-de-agtlicar incorporado com o extrato das cascas
de Saccharum officinarum L. pelo método qualitativo de difusdo em filmes, utilizando Agar
Mueller Hinton como meio de cultura. Os inéculos (1,5 x 108 UFC/mL) de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 35218) Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Enterococcus faecalis (ATCC 29217) e Candida albicans (ATCC 90028) foram
distribuidos, com swab estéril, por varredura na superficie do meio e, em seguida, foram
colocados os filmes incorporados com extratos, o filme base e os discos do controle positivo
com 20 pL do antibiotico. Posteriormente a aposi¢ao dos filmes e discos, as placas foram
invertidas e incubadas a 36,5°C por 24 a 48 horas (CLSI, 2012). Como controles positivos,
foi utilizado Cloranfenicol 0,02 mg/mL (para S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis e E. coli)
e Nistatina 100.000 Ul/ml (para C. albicans) e como controle negativo foi utilizado dgua
destilada estéril. (Segundo CLSI, 2009 com adaptagdes). Os testes foram realizados em
triplicata no Laboratorio de Microbiologia Clinica, localizado no prédio do curso de

Farmacia, na Cidade Universitaria.
5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Obtencao dos extratos hidroalcodlicos.

O extrato hidroalcoolico das cascas de Saccharum officinarum L. foi obtido

apods processo de maceragao e rotaevaporagao.

Tabela 1: Rendimento do extrato hidroalcoolico das cascas de Saccharum officinarum

L.

DADOS Saccharum officinarum L
Peso do po: 410g
Peso do extrato seco: 75,3¢g
Rendimento: 17.8%

Fonte: Autor (2019).
5.2 Extracao das fibras de Saccharum officinarum L.

Apobs o processo extrativo, as fibras obtidas apresentaram peso de 410,7g e
rendimento de 50,12% em relagdo a massa inicial da cana-de-acgtcar antes da moagem e

processo de tamisacdo. Este valor ¢ semelhante aos valores encontrados por outros
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autores para extracdo das fibras de S. officinarum L que foram na faixa de 33,1 - 40,9%

para o bagago e palha da cana-de-acucar (LUZ, 2004; RUZENE, 2006).

5. 3 Formulacdo do Curativo de fibras de Saccharum officinarum, incorporado

com extrato das cascas de Saccharum officinarum L.

Tabela 2: Formulacao do Curativo de fibras de Saccharum officinarum L.

Fibras de cana de acticar Caldo de cana Glicerol

Base do produto Diluente Plastificante

Fonte: Autor (2019)

DEBIAGI et.al (2012), observou a similaridade entre as fibras de cana de
acucar adicionadas e o amido empregado, ¢ o que possibilita uma forte rede entre as

cadeias da matriz polimérica e as fibras empregadas no filme.

5.4 Triagem fitoquimica do extrato hidroalcéolico das cascas de Saccharum

officinarum L.

Observou-se que o extrato hidroalcoolico das cascas de Saccharum
officinarum L. teve presenca de compostos fendlicos, cumarinas, catequinas € saponinas
fracamente positivo, e esteroides, flavonas, flavonodis e xantonas moderadamente

positivo.

Tabela 3: Triagem fitoquimica do extrato hidroalcéolico de Saccharum officinarum L.

Metabdlitos Secundarios Resultado
Alcaloides -
Compostos fenolicos +
Cumarinas +
Saponinas +

Taninos condensados -

Taninos hidrolisaveis -

Esteroides ++

Triterpenoides -

Flavonas, flavonois e xantonas ++
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Leucoantociacianidinas -

Chaconas ¢ auronas -

Catequinas +

Legenda: + ++ Fortemente Positivo, ++Moderadamente positivo, + Fracamente Positivo, - Negativo

Os flavondides sdo classificados em 10 classes de compostos, de acordo
com seu processo de formagdo: antocianinas, leucoantocianidinas, flavonois, flavonas,
glicoflavonas, biflavonilas, chalconas, auronas, flavanonas e isoflavonas. Possuem
propriedades quimicas dos fenodis, sendo relativamente soluveis em d4gua,
principalmente quando possuem moléculas de agtcares ligadas a sua estrutura (YAO et.
Al 2004). Dentre os interesses farmacéuticos, os flavondides t€ém lugar de destaque
devido as propriedades antitumorais, antialérgicos, intiinflamatorios e antivirais, sendo

atualmente estudados no combate a AIDS (PEREIRA, 2002).

As classes de flavonodides mais abundantes na cana-de-aglicar sdo as
flavonas e seus derivados metilados e glicosilados, estando presentes tanto os O-
glicosideos como os glicosideos (TAGLIAZUCCHIL2010). Cowan (1999) sugere que as
classes de compostos presentes. Na cana-de-agucar —flavonas — sejam responsaveis pela
potencial atividade contra virus,bactérias e fungos. Estudo de Harnly (2006) mostrou
que a grande atividade antifungica e o baixo potencial citotoxico das flavonas, classe
predominante na cana-de-agucar, revelam esta classe de compostos quimicos

promissora para desenvolvimento de novos antifingicos.

Tagliazucchi. (2010), em que a abordagem fitoquimica da cana de aglcar

observou a presenca de flavonoides, estes responsaveis pela atividade antimicrobiana.

Resultados de Vila et al. (Souza, 2013) sugerem que a polpa da cana-de-
agucar apresenta uma quantidade relevante de flavondides, varios com atividade

antioxidante.

5.4.1 Determinacao da atividade antioxidante do extrato hidroalcéolico das cascas

de Saccharum officinarum L.

O extrato bruto das cascas de Saccharum officinarum apresentaram

concentragdo efetiva a 50% de 0,821 mg/mL, o que indica pouca atividade antioxidante.
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Figura 2: Curva da atividade antioxidante do extrato hidroalc6olico das cascas de

Saccharum officinarum L.
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Fonte: Autor (2019)

De acordo com Almeida et al. (2006), o antioxidante ¢ “qualquer substancia
que, quando presente em baixas concentragdes, comparada ao substrato oxidante,

retarda ou inibe o processo de oxidagao”.

Zeraik et al (2008) ao analisar a presenca de da atividade antioxidante, pelo
método do sequestro de radicais livres DPPH. na garapa in natura de Saccharum
officinarum L. expresso em porcentagem de inibi¢ao e Concentracdo Efetiva 5o (CEsp).
Obteve — DPPH de 66,57%=+8,30% e CE50 de 153,40 mg/mL. Tal resultado diverge ao

encontrado neste trabalho ja que se obteve resultado de CE 5, de 0,821 mg/mL.

Girardi et al (2019). Ao analisar a presenga de atividade antioxidante no
bagaco da cana-de-aglicar encontrou capacidade antioxidante capaz de sequestrar
5,05%=0,003% dos radicais DPPH. Resultado este que diverge ao encontrado ja que o
de DPPH encontrado foi de 58,225 % +2,1429%.

5.4.2 Determinacao do teor de polifendis totais do extrato hidroalcéolico das cascas

de Saccharum officinarum L.

O extrato bruto das cascas de Saccharum officinarum apresentaram 165,00

+2,86 mg/g de compostos fendlicos equivalente ao acido galico, demonstrando um
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baixo teor de compostos fenolicos por grama de extrato como pode-se observar na

Figura 3.

Figura 3: Curva padrao de acido galico nas concentragdes de 0 a 10pug.mL-1 versus as

absorbancias lidas a 760 nm.
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Fonte: Autor (2019)

Colombo (2003) ao analisar a presenca de teor de polifendis totais em
extrato hidroalcéolico folhas da cana-de-agticar. Verificou a presenca de 285,00 de mg

eag/g. Resultado este que diverge em parte ao encontrado no presente estudo.

No estudo de Girardi et al, (2019) Ao analisar a presenca de compostos
fendlicos no bagaco da cana-de-agucar, foi observado o conteudo total de polifendis de

728.201+58,21 mg de acido galico equivalente por 100g.

5.4.3 Determinacao do teor de flavondides totais do extrato hidroalcéolico das

cascas de Saccharum officinarum L.

Figura 4: Curva da quercetina utilizada no doseamento total de flavonoides
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Curva da Quercetina
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Fonte: Autor (2019)

Tabela 4: Teor de Flavondides do extrato das cascas de Saccharum officinarum L.

AMOSTRA MG EQE/G* DP**

Extrato de Saccharum officinarum 446,37 +3.15

Legenda: MG EQE/G*: Equivalente grama, DP**: Desvio padrio.

Fonte: Autor (2019)

Em um estudo realizado por Silva (2013), foi observado a presenc¢a de teor
de flavonoides totais em caldo de cana-de- agticar. Onde teve resultado semelhante ao

encontrado no presente trabalho, onde o mesmo obteve valor de EQE/G de 0,9395 .

Girardi et al (2019) ao analisar a presenca de flavondides no bagago da
cana—de-actcar, encontrou valores de flavondides de 325.143 + 19,03 mg de
equivalente de rutina por 100 gramas de bagago seco. Resultado este que corrobora para
presente trabalho j& que apresenta valores semelhantes aos encontrados no presente

trabalho.

Souza et al (2013) observaram teor de flavonoides totais em topos de cana-
de-agucar de 24,6 mg equivalentes de quercetina por ml de extrato etanolico, enquanto a
capacidade antioxidante total foi de 22,008,3%, medida pelos testes de complexagao

com fosfomolibenzio.
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Duarte-Almeida et al (2006) observaram o predominio de flavonas
(apigenina, luteolina e derivados de tricina), entre flavondides e dos dacidos
hidroxicindmico, cafeico e sinapico, entre os acidos fendlicos, representando um teor

total de cerca de 160 mg / L no caldo de cana.

Colombo et al (2006) observou que residuos agroindustriais como o bagaco
e as folhas da cana-de-agtcar (S. officinarum L., Gramineae) sdo fontes promissoras de

flavonoides.

5.5 Elaboraciao do curativo biodegradavel de fibras de Saccharum officinarum

incorporado com extrato das cascas de Saccharum officinarum L

Durante os testes iniciais para a producdo dos filmes, das duas
concentragdes de fibras foram inicialmente utilizadas (9% e 12%, m/m), porém apenas a
de 12% foi escolhida para a continuidade do trabalho. Escolha justificada pelo fato de
que o gelatinizado de concentragdo 12% se apresentava mais denso o que facilitava a
secagem em menor tempo do biofilme. Os filmes de concentragdo 12% de fibras de
cana-de-agiicar mostraram-se mais uniformes, mais rigidos, continuos ¢ maleaveis. Ja
os filmes de concentragdo 9% apresentaram-se, em geral, mais frageis com presenga em
alguns casos de bolhas de ar. A massa final do filme biodegradavel na concentragdo de
12% de massa de fibras apds o processo de secagem foi de 3,5g. A partir da massa
inicial do filme (20g) e massa final se obteve a perda por dessecagdo (Pdp) do filme

biodegradavel (83,5%), demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados obtidos para massa inicial (Mi), massa final (Mf), perda por

dessecacdo (Pdp) e equivalente em gramas do extrato (Eqge).

Mi Mf Pp Eqe2% Eqe25% Eqe3%

Curativo 20g 3,5¢ 83,5% 0,09 mg 0,225mg 0,135 mg

Base

Fonte: Autor (2019)

A massa final obtida ap6és o processo de secagem do filme com
concentragdo de 12% de fibras obteve o resultado de 3,5 g e partir deste se quantificou o
valor suficiente para obter a concentracao de 2%, 2,5% e 3% de extrato no filme

biodegradavel, visto que: Mf—100% Eqge — 2%, 2,5% 3%.
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Obtendo-se o valor equivalente de 0,42g de extrato hidroalcodlico para
atingir a concentracdo de 15%, subtraindo-se da massa inicial do gelatinizado (20g) a
quantidade em miligramas do extrato adicionado: Mf — Mi  0,42g — Me, O resultado
obtido para o gelatinizado obter a q.s.p foi de 25,5g de gelatinizado como massa inicial
do filme biodegradavel, e apos a incorporagdo do extrato e desidratacdo obtém-se a
massa final de 3,5g. No de Debiagi et al (2012) o aumento da adig¢do de fibras ao filme
diminuiu o alongamento na ruptura tornando o filme mais rigido. Esta rigidez,

entretanto, foi perdida ao atingir 20% de fibra.

5.6 Controle de qualidade do curativo de fibras de Saccharum officinarum,

incorporado com o extrato das cascas de fibras de Saccharum officinarum L.

Foi avaliado o padrdao de qualidade microbioldgico do curativo de fibras de
Saccharum officinarum , incorporado com o extrato das cascas de fibras de Saccharum
officinarum L. para observar se o produto encontrava-se dentro dos padrdes de

qualidade descritos na literatura.

Tabela 6: Avaliagdo do controle de qualidade microbioldgico do curativo de fibras de
Saccharum officinarum L, Incorporado com o extrato das cascas de Saccharum

officinarum L.

Método Curativo base  Curativo Saccharum officinarum

Caldo Lauryl - -
Caldo EC - -
Caldo V. B. - -
Spread plate - -

Pour plate - -

E.C. — Escherichia coli; V.B. — Verde Brilhante; N — Negativo; (-) auséncia de crescimento. Fonte:

Autor (2019)

A contamina¢do por bactérias e fungos pode levar a destrui¢do e/ou

alteracdo dos principios ativos e/ou ocasionar a producdo de substancias toxicas, como



38

as aflatoxinas, representando riscos a saude do usuirio (AMARAL et al.,, 2003;

CHIMIN et al., 2008).

De acordo com as Boas Praticas em Farmacia, os produtos farmacéuticos
devem possuir qualidade compativel com especificagdes determinadas por codigos
oficiais, visando assegurar seu uso. A qualidade microbiologica da matéria-prima
empregada nas formulacdes de medicamentos e cosméticos ¢ fator primordial para se
alcangar eficiéncia e seguranca (ANDRADE, 2006). A auséncia de crescimento
microbiano nas amostras pode estar relacionada as boas praticas de manipulacao
adotadas no preparo das formulagdes preconizadas pela RDC n° 67/07 que sdo praticas

requeridas para manuten¢do da integridade do produto e prote¢do do usuario.

Nao foram encontrados valores de contaminacdo por microrganismos
aerobios totais nas amostras analisadas. Visto que estas apresentaram auséncia total de
crescimento. Este resultado esta ligado ao processo de esterilizagdo submetido ao
gelatinizado durante sua manipulagdo. A partir destes valores, todos os filmes

elaborados estariam adequados para sua utilizagao.

5.7 Caracterizacio do curativo a base de fibras de Saccharum officinarum,

incorporado com o extrato das cascas de fibras de Saccharum officinarum L.
5.7.1 Analise subjetiva (macroscopica)

O filme de fibras de cana de ag¢ticar com concentragao de 12 % obteve maior
transparéncia relacionado ao de 9%, que apresentou algumas particulas insoluveis,
deixando o filme mais opaco. O filme de concentragdo 9% apresentou, ainda, mais
rupturas apds a secagem, enquanto o filme 12% ndo apresentou rupturas. Este ainda
apoOs a gelatinizagdo da solucdo filmogénica se apresentou mais homogéneo, sem ou
poucas bolhas e zonas de opacidade. Com base na anélise, foram obtidos os resultados

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Filme avaliado de forma subjetiva, empregando-se parametros estabelecidos

por Gontard (1991) e por Mali (2010).

Formulacoes Continuidade Homogeneidade Maneabilidade

F12% 3 3 3

F9% 2 1 2
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Legenda: F12% — filme biodegradavel com concentragdo de 12% de fibras de cana de agticar F9% - filme
biodegradavel com concentracdo de 9% de fibras de cana-de-acucar; 1 — deficiente, 2 — boa, 3 —

excelente.

Alves et al, (2015) desenvolveu filmes de amido de milho, amido de
mandioca e gelatina e observou que o filme biodegradavel a base de gelatina foi o mais
atrativo, pois teve um aspecto homogéneo e transparente enquanto os filmes de amidos

tiveram sua coloracao mais opaca.
5.7.2 Gramatura

O valor médio para a gramatura do biofilme foi de 581,40g/m2. A
gramatura de filmes ¢ definida como a massa de uma determinada area do material e
esta se relaciona diretamente a resisténcia mecanica dos filmes. Maiores gramaturas
oferecem maiores resisténcias mecanicas. A gramatura do gelatinizado apds o processo
de casting era de 5971,33g/m? e no final, ap6s secagem e formagdo do filme, cerca de
10 vezes menor, esse valor manteve-se aproximadamente constante nos filmes
subsequentes. No trabalho de Almeida et al (2013), Foi observado o acréscimo no teor
de fécula de batata promoveu a reducao da gramatura (4,3%) em filmes com 12,5% de

glicerol.
5.7.3 Solubilidade em agua

A solubilidade em d4gua dos biofilmes ¢ uma propriedade importante
relacionada ao tipo de aplicagdo e fornece uma indicagdo do comportamento que o filme
pode ter quando imerso em agua ou em contato com ambientes umidos. Apds o
procedimento de imersdo e agitagdo do curativo, observou-se que houve completa
solubilizagdo em 9 horas apds o inicio do teste. Nao foi possivel quantificar a perda em
gramas do curativo, ja que houve solubilizagdo completa deste em menos de 24horas.
Logo o curativo apresentou hidrosolubilidade. Filmes com plastificantes hidrofilicos
tendem a apresentar altos valores de solubilidade. Contudo, os resultados obtidos aqui
sdao maiores ao que Mali et al (2010) encontrardo ao analisar a solubilidade de filmes de

amido de inhame e glicerol, que apresentou solubilidade entre 19,34 e 30,76%.

5.7.4 Permeabilidade a vapores de agua (PVa)
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A taxa de permeabilidade a vapores de agua dos filmes biodegradaveis foi
realizada segundo teste da ASTM E96-00, descrito por Mali et al., (2002) conforme

valores expressos na Tabela 8.

Tabela 8: Valores expressos de peso ganho da célula, em gramas, e permeabilidade aos
vapores de agua (PVa), em g.mm/m?.dia.mmHg-1 dos filme base, e incorporados com

extratos de Saccharum officinarum.

Amostra Peso ganho (g) PVa(g.mm/m2.dia.mmHg1)
Curativa base 0,3901 2,755
Curativo /Extrato 0,3451 2,344

Fonte: Autor (2019)
Espessura: 42 mm

A determinagdo da PVA ¢ um método simples e facil de avaliacdo da
permeabilidade de membranas poliméricas quando comparado aos tradicionais métodos
de difusdo. Os resultados oferecem valiosa informagdo sobre prote¢do oferecida pela

membrana em relagdo as variagcdes de umidade do meio (BIERHALZ,2010).

Franco (2011) observou em seu estudo que quanto maior a concentracao de
fibras no filme menor o ganho de agua, possivelmente devido a rede na matriz
polimérica formada pelo amido termopléstico e as fibras da cana-de-agucar, resultado

esse que corrobora ao encontrado no presente trabalho.
5.7.5 Testes de intumescimento

Tabela 9: Resultado do teste de capacidade de absor¢do de dgua em funcdo do tempo

TEMPO (minuto) PESO INICIAL(g) PESO FINAL (g) %o
1 0.0225 0.0326 155.45
15 0.0257 0.0738 292.27
30 0.0245 0.0811 319.83
45 0.0285 0.0933 368.88
60 0.0226 0.0898 422.38

Fonte: Autor (2019)
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De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que o peso dos
filmes aumentou em fung¢do do tempo. Em geral, espera-se que isso aconteca devido as

caracteristicas do glicerol, pois 0 mesmo apresenta acentuada higroscopicidade.

A absor¢do de dgua de um curativo deve prevenir a desidratagdo excessiva e
o acumulo de exsudatos. Desta forma, considera-se que com uma absor¢ao de agua
moderada, isto ¢, em torno de 200 %, os filmes podem absorver o excesso de exsudatos
e ainda manter o ambiente do ferimento umido o suficiente para ndo se tornar

desconfortavel ao paciente (SHOJAEE et al., 2015).

5.8 Atividade antimicrobiana do curativo de fibras de cana de aciicar incorporado

com extrato das cascas de Saccharum officinarum L.

5.8.1 Atividade antimicrobiana in vifro (microdiluicio) do Curativo de fibras

Saccharum officinarum L.

O curativo apresentou atividade antimicrobiana frente a todos os
microrganismos testados, Com CIM entre 50 mg/mL e 6,25 mg/mL e CBM de entre 50

mg/mL e 100 mg/mL Conforme mostra a tabela 10.

Tabela 10: Atividade antimicrobiana in vitro do curativo de fibras de fibras Saccharum
officinarum L, incorporado com extrato das cascas Saccharum officinarum L,

resuspenso em agua destilada estéril com concentragdo de 0,1 g/mL ou 100 mg/mL de

extrato.

Microrganismo CIM CBM/CFM CN
Escherichia coli ATCC 35218 25 mg/mL 100 mg/mL -
Staphylococcus aureus ATCC 259023 6,25mg/mL 50 mg/mL -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 14628 50 mg/mL 100 mg/mL -
Enterococcus faecalis ATCC 29217 6,25mg/mL 50 mg/mL -
Candida albicans ATCC 90028 25 mg/mL 100 mg/mL -
Legenda: -: Nao apresentou atividade antimicrobiana; CN: Controle Negativo (Base do produto

resuspenso em agua destilada estéril); CIM: Concentragdo Inibitéoria Minima; CBM: Concentragao

Bactericida Minima.
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Fonte: Autor (2019)

No estudo Mota (2014) observou-se resultado semelhante ao encontrado no
presente trabalho onde o extrato da polpa Saccharum officinarum, apresentou
concentragdo inibitéria minima menor que 14 mg/mL para as amostras de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, S. aureus e S. pyogenes. A menor
concentragdo bactericida minima do extrato etanolico da polpa de Saccharum
officinarum, foi de 750 mg/mL para as amostras de MRSA, S. aureus, S. pyogenes e

Eschericha coli.

Ao realizar microdiluigao biofilme Base de fibras Saccharum officinarum
L, sem incorporagdo do extrato hidroalcéolico, observou-se que nao houve atividade
inibitéria em nem uma das fracdes testadas. Logo o curativo s6 apresenta atividade
inibitoria com a incorporagdo do extrato das cascas da cana-de-agUcar Saccharum

officinarum L.

Borges et al (2013). Relataram que os polifendis puros apresentam atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas. Seus mecanismos de
acdo estdo relacionados a oxidagdo de membranas celulares microbianas, complexagao

de ions metalicos essenciais ou inibicao de enzimas extracelulares.

5.8.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana (Disco de fusao em agar) do curativo
de fibras de cana de acicar incorporado com o extrato das cascas de Saccharum

officinarum L.

A avaliagdo qualitativa da atividade antimicrobiana dos filmes
biodegradaveis foi realizada segundo do teste de disco-difusio em Agar Mueller Hinton,
em triplicata. Os resultados foram, assim, obtidos pela média aritmética das medidas

dos halos da triplicata, em milimetros (Tabela 11).
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Tabela 11: Média aritmética das zonas de inibi¢do (halos) dos filmes incorporados com

extrato de Saccharum officinarum (L.) controle positivo e controle negativo.

Microrganismos S.officinarum  S.officinarum S.officinarum Cloranfenicol/ Filme*
2,% 2,5% 3% Nistatina* base
Staphylococcus aureus 12 mm 15 mm 18 mm 29 mm 0 mm
(ATCC 25923)
Enterococcus Jaecalis 12 mm 15 mm 18 mm 25 mm 0 mm
(ATCC 29217)
Escherichia coli 11 mm 13 mm 15 mm 28 mm 0 mm
(ATCC 35218)
Pseudomonas aeruginosa 0 mm 0 mm 0 mm 24 mm 0 mm
(ATCC 27853)
Candida albicans 0 mm 0 mm 0 mm 16 mm 0 mm
(ATCC 90028)

Legenda: Cloranfenicol 0,02mg/mL — Controle para bactérias, Nistatina 100.000 Ul/mL — controle para C.

albicans; Controle negativo.

Mota (2014) verificou a atividade antimicrobiana pela técnica de difusdo em

meio s6lido em uma solucdo obtido do extrato etanolico da polpa de S. officinarum.

Onde observou formacgao de halo para E. coli P. aeruginosa, K. pneumoniae S. aureus

e C. albicans. Resultado que diverge em parte ao encontrado no presente trabalho, pois

Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans nao formaram halos na concentracao

testada.
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6. CONCLUSAO

E possivel afirmar que a producao dos curativos incorporados com extratos
sdo viaveis e apresentam resultados satisfatorios em rela¢do a sua finalidade proposta
neste trabalho, pois os curativos apresentaram boa coesdo, facil manuseabilidade, além

de se apresentarem lisos € homogéneos.

Também apresentou um grande potencial para tratar infecgdes por bactérias
gram positivas e gram negativas, ja que nos testes de sensibilidade in vitro apresentaram
halos de inibigdo significativos para esses microrganismos. Os testes de caracterizagao
do produto deram resultados satisfatérios para todas as variaveis testadas, corroborando
assim, para a continuagdo dos estudos referentes a utilizagdo dos bioprodutos para
tratamento de feridas. O extrato hidroalcdolico das cascas de Saccharum officinarum
apresentou uma quantidade significativa de flavonoides, metabolito este que tem grande

potencial antiflamatério e antimicrobiano.

Vale ressaltar que se tratar de um produto totalmente biodegradavel,
Observa-se também que o produto base (cana de agucar) para o desenvolvimento do
curativo para uso em feridas ¢ abundante no Brasil o que facilita o acesso da
comunidade a esse produto para seu desenvolvimento. E trard beneficios ao meio
ambiente j& que o aproveitamento do bagago da cana de agucar evitara seu descarte ao

meio ambiente.
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