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RESUMO 

 

As queimaduras são lesões complexas e graves que afetam a pele e, em casos severos, tecidos 

mais profundos, podendo levar a complicações como infecções e cicatrização prolongada. O 

tratamento de queimaduras com curativos convencionais pode causar lesões adicionais devido 

à sua aderência ao tecido. O colágeno (COL) é amplamente utilizado na área biomédica por 

suas propriedades regenerativas e pode auxiliar na cicatrização de queimaduras, no entanto, 

ele possui limitações como baixa resistência mecânica e rápida biodegradabilidade. Para 

superar essas limitações, o COL pode ser submetido a processos de reticulação para o qual a 

vanilina (VAN) foi utilizada neste trabalho, resultando em um material com melhores 

propriedades físicas. A fim de desenvolver uma membrana inteligente capaz de identificar 

mudanças de pH, o extrato de repolho roxo (ERR) foi utilizado na composição da membrana 

de COL reticulada com VAN. A metodologia para desenvolvimento e caracterização da 

membrana incluiu a extração e liofilização de antocianinas do repolho roxo, e a formação de 

membranas de COL, COL/ERR, COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina) e 

COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina). A análise de eletroforese por SDS-PAGE 

confirmou que o COL utilizado para o preparo das membranas corresponde ao colágeno do 

tipo I. Embora o smart wound dressing tenha apresentado propriedades mecânicas inferiores 

em comparação ao COL, as técnicas de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), 

Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),  Termogravimetria 

(TG), Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) e Espectroscopia de Ressonância 

Magnética Nuclear (1H RMN) demonstraram que o ERR e a concentração de 6% de VAN 

aumentaram a reticulação do COL, melhorando sua estabilidade e propriedades térmicas. As 

membranas com ERR mostraram menor intumescimento, indicando maior reticulação. Além 

disso, o ERR não sofreu interferência negativa do COL e da VAN em sua capacidade de 

indicador de pH. A VAN a 6% demonstrou efeito antimicrobiano e as membranas com ERR 

comprovaram sua eficácia em detectar a presença de bactérias. O estudo da influência da 

variação de ERR indicou que a VAN é essencial para a estabilidade estrutural e funcional das 

membranas, para promover a reticulação do COL. Dessa forma, a membrana COL/ERR/ 6% 

VAN possui potencial para ser utilizada como curativo para monitorar o estado de feridas 

como queimaduras, indica quando há infecção bacteriana presente na ferida, além de possuir 

baixo custo. 

Palavras-chave: colágeno; extrato de repolho roxo; indicador de pH; reticulação; vanilina; 

queimaduras de segundo grau. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Burns are complex and severe injuries that affect the skin and, in severe cases, deeper tissues, 

potentially leading to complications such as infections and prolonged healing. The treatment 

of burns with conventional dressings can cause additional injuries due to their adherence to 

the tissue. Collagen (COL) is widely used in the biomedical field for its regenerative properties 

and can aid in burn healing. However, it has limitations such as low mechanical strength and 

rapid biodegradability. To overcome these limitations, COL can undergo crosslinking 

processes, for which vanillin (VAN) was used in this study, resulting in a material with 

improved physical properties. To develop an intelligent membrane capable of detecting pH 

changes, red cabbage extract (RCE) was incorporated into the COL membrane crosslinked 

with VAN. The methodology for the development and characterization of the membrane 

included the extraction and lyophilization of anthocyanins from red cabbage, as well as the 

formation of COL, COL/RCE, COL/VAN (0.5%, 1%, 3%, and 6% vanillin), and 

COL/RCE/VAN (0.5%, 1%, 3%, and 6% vanillin) membranes. SDS-PAGE electrophoresis 

analysis confirmed that the COL used in membrane preparation corresponds to type I collagen. 

Although the smart wound dressing exhibited lower mechanical properties compared to COL, 

techniques such as Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy (FTIR), Thermogravimetry (TG), Differential Scanning Calorimetry (DSC), 

and Proton Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (¹H NMR) demonstrated that RCE and 

a 6% VAN concentration increased the crosslinking of COL, improving its stability and 

thermal properties. The membranes containing RCE exhibited lower swelling, indicating 

higher crosslinking. Furthermore, RCE was not negatively affected by COL and VAN in its 

pH indicator capability. VAN at 6% demonstrated an antimicrobial effect, and the membranes 

containing ERR proved effective in detecting the presence of bacteria. The influence study of 

RCE variation indicated that VAN is essential for the structural and functional stability of the 

membranes, as well as for promoting COL crosslinking. Thus, the COL/RCE/6% VAN 

membrane has the potential to be used as a wound dressing to monitor the condition of injuries 

such as burns, indicate the presence of bacterial infections in the wound, and offer a low-cost 

solution.  

Keywords: collagen; red cabbage extract; pH indicator; crosslinking; vanillin; second- 

degree burns. 
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1. INTRODUÇÃO 

Atualmente, os biomateriais desempenham um papel fundamental no avanço das 

práticas médicas, oferecendo novas perspectivas para o tratamento e a recuperação de pacientes 

com lesões e condições complexas. Lesões como queimaduras representam desafios 

significativos para a saúde pública, bem como um impacto profundo na qualidade de vida dos 

pacientes. As queimaduras afetam principalmente, a pele, o maior e mais visível órgão do corpo 

humano, que é vital para a proteção contra agentes externos e infecciosos. As queimaduras de 

segundo grau causam dor intensa, cicatrizes permanentes e complicações por infecções, 

exigindo tratamentos prolongados e custosos. No Brasil, são registrados cerca de 1 milhão de 

casos de queimaduras por ano, resultando em 20 mil hospitalizações no SUS, conforme dados 

do Ministério da Saúde (Ministério da saúde, 2021). Essas lesões, especialmente as de segundo 

e terceiro graus, demandam cuidados intensivos, como internações em UTIs, cirurgias e 

reabilitação, o que gera custos significativos ao sistema público. Um estudo realizado em uma 

Unidade de Tratamento de Queimados no Centro-Oeste apontou que o reembolso médio do 

SUS por paciente é de R$2.144,05, com 48,8% desse valor destinado a medicamentos 

(Saavedra, 2021). Além disso, a Revista Brasileira de Queimaduras estima que os custos diários 

por paciente em tratamento especializado podem ultrapassar R$1.500,00 (França, Lize 

Zanchetin Hosoume et al., 2023). Esses números evidenciam o impacto significativo das 

queimaduras no SUS, tanto em termos de custos quanto na sobrecarga dos serviços de saúde. 

O tratamento dessas lesões frequentemente envolve o uso de curativos convencionais 

que visam proteger e promover a cicatrização. No entanto, a principal desvantagem do curativo 

convencional é a aderência entre a gaze e o tecido lesionado, podendo causar uma lesão 

secundária durante a troca do curativo, atrasando o processo de cicatrização da ferida. Uma 

alternativa de material de base para tais curativos pode ser o colágeno, um componente essencial 

na matriz extracelular, que fornece suporte estrutural e funcional para o tecido, facilitando a 

regeneração celular e formação de novos tecidos. Devido às suas propriedades biocompatíveis 

e bioativas, o colágeno tem sido amplamente utilizado em diversas aplicações biomédicas, 

incluindo curativos para feridas. No entanto, o colágeno possui algumas limitações como baixa 

resistência mecânica, rápida biodegradabilidade, alta solubilidade aquosa e limitada barreira ao 

vapor de água. Diante disso, há possibilidade de melhorar as propriedades mecânicas do 

colágeno com processos de reticulação (Adamiak; Sionkowska, 2020). A reticulação promove 

a formação de uma rede tridimensional estável que resulta em um material com características 

físicas e propriedades superiores, ampliando suas potenciais aplicações. Comumente, agentes 
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reticulantes sintéticos, como glutaraldeído, carbodiimidas e epóxidos (por exemplo, diepóxido 

de polietilenoglicol - PEGDE), são amplamente utilizados. Por outro lado, reticulantes naturais, 

como genipina, taninos e vanilina, têm ganhado destaque devido às suas propriedades 

biocompatíveis e menor toxicidade. Ainda em estudo, um agente reticulante promissor para a 

melhorar as propriedades mecânicas do colágeno é a vanilina, que atua como agente reticulante 

natural, com propriedades antioxidantes e antimicrobianas, sendo, portanto, um componente de 

grande interesse na área biomédica. 

Os avanços na biotecnologia têm levado ao desenvolvimento de curativos avançados, 

conhecido no inglês como Smart Wound Dressing, que são projetados para monitorar as 

alterações no ambiente da queimadura, proporcionando um monitoramento eficaz, promovendo 

a cicatrização sem prejudicar o tecido cutâneo. Recentemente, o extrato de repolho roxo tem 

ganhado atenção na área médica devido às suas propriedades como indicador de pH, com 

propriedade para alterar a cor conforme o pH do meio, por meio da cianidina (em pH ácido as 

antocianinas assumem coloração avermelhada, em pH neutro tendem a ficar roxas e em meio 

básico, azuladas ou esverdeadas), um potencial para o monitoramento, em tempo real, do estado 

de saúde das feridas. Sua combinação com o colágeno reticulado com a vanilina pode melhorar 

significativamente a eficácia do curativo, proporcionando uma cicatrização funcional do tecido 

da área afetada. 

Neste sentido, este trabalho teve o objetivo de desenvolver uma membrana funcional, 

estabelecendo protocolos para a reticulação do colágeno com a vanilina e adicionando um 

agente indicador de pH, o repolho roxo, a fim de obter uma membrana com potencial protetor, 

curativo e de monitoramento de pH como uma alternativa promissora e de baixo custo para ser 

utilizada, no futuro, no tratamento de feridas de queimaduras de segundo grau. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Pele 

A pele, o maior órgão do corpo humano, desempenha funções essenciais que vão além 

da mera proteção física. É composta por três camadas principais: a hipoderme, a derme e a 

epiderme (Figura 1), cada uma com funções e características específicas que contribuem para a 

manutenção da homeostase corporal (Bernardo; Santos; Silva, 2019; Alves et al., 2019). A 

hipoderme, ou tecido subcutâneo, é composta principalmente por tecido adiposo, que fornece 

isolamento térmico, absorção de choques e reserva de energia (Speakman, 2018; Driskell et al., 

2014). A derme, localizada abaixo da epiderme, é rica em fibras colágenas e elásticas, que 

conferem força e elasticidade à pele. Nesta camada, encontram-se também vasos sanguíneos, 

nervos, glândulas sebáceas e sudoríparas, que desempenham papéis cruciais na termorregulação 

e na resposta imunológica (Da Trindade, 2022). A epiderme, a camada mais externa, é 

constituída principalmente por queratinócitos, células que produzem queratina, uma proteína 

que confere resistência e impermeabilidade à pele (Miot et al., 2007). Além disso, contém 

melanócitos, responsáveis pela produção de melanina, que protege contra os danos causados 

pela radiação ultravioleta (Niero, 2010). 

 

Fonte: Autoria própria. 

O pH da pele é um fator importante para a manutenção de sua saúde e função protetora. 

Normalmente, a pele possui um pH ligeiramente ácido, o que é essencial para preservar sua 

barreira natural e proteger contra microorganismos prejudiciais. No entanto, o pH pode ser 

alterado por causas como as infecções, podendo comprometer a integridade da pele, afetando 

Figura 1- Camadas da pele (epiderme, derme e hipoderme). 
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seu processo de cicatrização. A tabela 1 apresenta as causas que influenciam nos valores do pH 

(Power, 2016; Ono et al., 2015). 

Tabela 1- Causas que influenciam na alteração do pH. 

 

Causas pH Referências 

Normal - adultos 4,5 - 6 Power (2016) 

Boa cicatrização 4,5 - 6 Svensson; Wahlstrom (2017) 

Sangue 7,4 Svensson, Ester; Wahlstrom (2017) 

Exsudatos 7,4 Schneider et al. (2007) 

Proliferação de bactérias 7,4 - 9 Ono et al. (2015) 

Feridas crônicas 7 -9 Percival et al. (2016) 

 

 

2.1.1 Queimaduras e processo de cicatrização 

A pele pode sofrer vários tipos de lesões como cortes, escoriações, contusões e 

queimaduras. As queimaduras representam um dos tipos mais graves de lesões na pele, podendo 

ser causadas por uma variedade de agentes, incluindo calor, produtos químicos, eletricidade e 

radiação. São classificadas em primeiro, segundo e terceiro grau, de acordo com a profundidade 

e extensão do dano tecidual (Figura 2). 

As queimaduras de primeiro grau afetam apenas a epiderme, a camada mais superficial 

da pele, causando vermelhidão e leve inchaço. A superfície da pele pode apresentar uma 

aparência seca e escamosa, sem formação de bolhas (Greenhalgh, 2019). Esse tipo de 

queimadura, apesar de doloroso, geralmente resulta em uma cicatrização completa sem 

complicações significativas. As queimaduras de segundo grau, também conhecidas como 

queimaduras de espessura parcial, afetam tanto a epiderme quanto a derme, caracterizam-se por 

dor intensa, eritema e formação de bolhas. As bolhas podem ser úmidas e exsudativas 

(Katherine et al., 2022). Enquanto as de terceiro grau são mais graves e envolvem a destruição 

completa da epiderme e a derme, podendo comprometer tecidos mais profundos, como 

músculos e ossos. A área afetada pode exibir uma aparência variada, que vai desde a cor branca, 

carbonizada ou escura, até uma textura seca e dura (Warby; Maani, 2023). Devido à destruição 

de terminações nervosas, essas queimaduras podem não causar dor imediata, o que pode 

mascarar a extensão real do dano. 
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Fonte: Adaptado dreamstime. 

 

O processo de cicatrização das queimaduras de primeiro, segundo e terceiro grau 

envolve algumas etapas. Inicialmente, ocorre uma fase inflamatória, onde células imunológicas 

são recrutadas para remover tecidos danificados e combater possíveis infecções. 

Subsequentemente, durante a fase proliferativa, células-tronco presentes nos folículos pilosos e 

glândulas sudoríparas são ativadas para promover a regeneração da epiderme. As células 

epiteliais proliferam e migram para cobrir a área lesionada, enquanto fibroblastos na derme 

produzem novas fibras colágenas para restaurar a estrutura e a função da pele. Na fase de 

maturação, o tecido cicatricial é remodelado, com reorganização das fibras colágenas e 

diminuição da vascularização, culminando na formação de uma cicatriz mais resistente e 

funcional (Figura 3) (Rowan et al., 2015; Singer; Boyce, 2017). 
 

Fonte: Equipe Medcel. 

Figura 2- Demonstração das queimaduras de primeiro, segundo e 

terceiro grau 

Figura 3- Demonstração das fases do processo cicatricial. 
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A formação do colágeno é um processo complexo que se inicia dentro das células 

especializadas, como fibroblastos. Primeiramente, o DNA é transcrito em mRNA no núcleo 

celular, que é subsequentemente traduzido em cadeias polipeptídicas de pré- procolágeno nos 

ribossomos (Neklyudov, 2003; Silva, 2012). Estas cadeias entram no retículo endoplasmático 

rugoso, onde sofrem modificações pós-tradução, como a hidroxilação de resíduos de prolina e 

lisina, que requerem a glicosilação de resíduos de hidroxilisina (Borst, 2024). As cadeias 

modificadas se enrolam em uma hélice tripla para formar o procolágeno. Este é então 

transportado para o aparelho de Golgi, onde é empacotado em vesículas secretoras e liberado 

no espaço extracelular. No espaço extracelular, enzimas específicas clivam as extremidades do 

procolágeno, convertendo-o em tropocolágeno. As moléculas de tropocolágeno se auto-

assemblam em uma estrutura regular para formar fibrilas de colágeno, estabilizadas por ligações 

cruzadas covalentes entre resíduos de lisina e hidroxilisina, catalisadas por enzimas como a lisil 

oxidase (Silva, 2012; Damodaran; Parkin; Fennema; Artmed, 2010). 

O colágeno tipo I e tipo III são os principais presentes na pele, que constituem cerca 

de 80-85% e 15-20% do total de colágenos na pele humana, respectivamente (Sugita et al., 

2021; Brown et al., 2011). A transição do colágeno tipo III para tipo I é crucial durante o 

desenvolvimento, cicatrização e remodelação tecidual. Inicialmente, após uma lesão, o 

colágeno tipo III é predominantemente sintetizado devido à sua flexibilidade, elasticidade e 

maciez (Xue; Jackson, 2015). Este tipo de colágeno é encontrado em grandes quantidades nas 

primeiras fases de cicatrização. À medida que a cicatrização progride, o processo de 

remodelação tecidual envolve a substituição gradual do colágeno tipo III pelo colágeno tipo I 

(Su, et al., 2023; Singh; Rai; Agrawal, 2023). Este processo é mediado por fibroblastos que 

degradam o colágeno tipo III através de metaloproteinases de matriz (MMPs) e sintetizam 

colágeno tipo I, que é mais resistente e proporciona maior força mecânica ao tecido (Singh; 

Rai; Agrawal, 2023). O colágeno desempenha um papel crucial na cicatrização de feridas em 

todas as etapas (inflamação, proliferação e remodelação). Durante a inflamação, citocinas 

atraem neutrófilos e fragmentos de colágeno degradado recrutam células imunológicas para 

remover microrganismos e tecidos danificados. Na fase proliferativa, fibroblastos migram para 

a ferida e produzem uma nova matriz de colágeno e proteoglicanos, substituindo a matriz 

provisória de fibrina e hialuronano (Theoret, 2005; Xue; Jackson, 2015; Su et al., 2023). Nesta 

etapa, há uma transição de colágeno tipo III para tipo I, que oferece maior resistência. 

Fragmentos de colágeno também promovem a angiogênese. Na fase de remodelação, o tecido 

cicatrizado recupera entre 50% e 80% da integridade e resistência da pele normal (Su et al., 

2023). 
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A substituição completa do colágeno tipo III pelo colágeno tipo I resulta em uma 

cicatriz mais forte e menos elástica, sendo a qualidade do tecido cicatrizado determinada pela 

quantidade e organização do colágeno tipo I. Em suma, o colágeno é essencial para o processo 

de cicatrização de feridas, uma vez que confere ao tecido regenerado resistência e 

funcionalidade. 

 

2.2 Colágeno 

O colágeno (COL) é uma proteína fibrosa, de origem animal, presente em partes do 

corpo como tendões, ossos, vasos sanguíneos, músculos, cartilagens, dentes e pele. Sua função 

é contribuir com a integridade estrutural da matriz extracelular ou ajudar a fixar células na 

matriz (Silva; Barreto, 2012). O colágeno desempenha um papel fundamental na cicatrização 

de feridas, oferecendo suporte estrutural e protegendo fatores de crescimento da degradação por 

proteases, como as metaloproteinases de matriz (MMPs) (Diller, Robert B., 2022; Potekaev, 

Nikolai N. et al., 2021). Ao se ligar a esses fatores, o colágeno cria um reservatório biológico 

que prolonga sua atividade e permite uma liberação controlada, estimulando a proliferação 

celular e a angiogênese (Potekaev, Nikolai N. et al., 2021). Além disso, o colágeno regula a 

atividade proteolítica, reduzindo a degradação excessiva da matriz extracelular e promovendo 

a formação ordenada de novo tecido (Mathew-Steiner, Shomita S.; Roy, Sashwati; Sen, 

Chandan K., 2021). Os biomateriais de COL estimulam células como fibroblastos e macrófagos 

a produzirem novo COL, melhorando assim, o processo de cicatrização de feridas (Fleck; 

Simman, 2010). Eles possuem uma excelente biocompatibilidade, devido às suas características 

biológicas como a biodegradabilidade e baixa antigenicidade (Lee; Singla; Lee, 2001), além 

disso, possui alta resistência à tração, é atóxico e imunogênico (Patino et al., 2002). 

Por sua vez, o COL é formado por três cadeias polipeptídicas, chamadas de cadeias 

alfa ou tropocolágeno. Essa cadeia é formada por uma sequência de aminoácidos como a 

glicina, hidroxiprolina e prolina (Figura 4), e confere à proteína sua característica fibrosa e 

resistente à tração (Prestes et al., 2013). As α-hélices de colágeno se unem para formar fibrilas 

de COL, que são fibras finas e longas, conferindo assim, resistência e elasticidade aos tecidos 

que estão presentes (Hulmes, 2002). Essas fibrilas, se unem para formar fibras de COL ainda 

maiores, que constituem estruturas como partes do corpo que foram supracitadas. 
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Figura 4- Estrutura do COL e partes do corpo onde está presente. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Na área médica, o COL é amplamente explorado devido às suas propriedades 

bioquímicas e biomecânicas. Suas aplicações incluem a regeneração de tecidos e cicatrização 

de feridas, nas quais os curativos à base de COL fornecem uma matriz tridimensional que 

suporta a migração celular e a formação de novos tecidos, acelerando a cicatrização e 

minimizando cicatrizes (Indrani; Lukitowati; Yulizar, 2020; Ramasamy; Shanmugam, 2015). 

Também é utilizado em enxertos de pele e tratamentos de queimaduras devido à sua 

biocompatibilidade (Souza et al., 2018). Na engenharia de tecidos, o COL é empregado como 

material de construção para criar tecidos artificiais, sendo na fabricação de scaffolds que imitam 

a matriz extracelular natural, promovendo o crescimento celular (Mo; Chen; Weber, 2007). No 

campo odontológico é usado para regeneração óssea e como material de preenchimento em 

implantes dentários (Jung et al., 2009). Adicionalmente, o COL é usado em cosméticos e 

dermatologia para rejuvenescimento da pele, através de injeções de COL que ajudam a reduzir 

rugas e melhorar a elasticidade (Sionkowska et al., 2020; Avila; Rodríguez; Sánchez, 2018). 

Por fim, na farmacologia, o colágeno serve como veículo para liberação controlada de 

medicamentos, melhorando a eficácia terapêutica e reduzindo efeitos colaterais (Vulcani, 2004; 

Oliveira, 2017). A Figura 5 apresenta as aplicações do colágeno na área médica. 
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Figura 5- Diagrama de Venn das aplicações do COL na área médica. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Apesar de suas notáveis propriedades, o COL puro apresenta algumas limitações como 

baixa resistência mecânica, rápida biodegradabilidade, alta solubilidade aquosa e limitada 

barreira ao vapor de água (Brett, 2008). Diante disso, há possibilidade de melhorar as 

propriedades mecânicas do colágeno com processos de reticulação. A reticulação promove a 

formação de uma rede tridimensional estável que resulta em um material com características 

físicas e propriedades superiores, ampliando suas aplicações potenciais (Alavarse et al., 2022). 

 

2.3 Reticulação do colágeno 

A reticulação envolve a formação de ligações covalentes ou interações cruzadas entre 

cadeias poliméricas, resultando em uma rede tridimensional que melhora a resistência mecânica 

do colágeno, reduz sua solubilidade, e aumenta a resistência ao vapor de água. Esse processo 

resulta em um material com características físicas e funcionais superiores, ampliando suas 

aplicações potenciais (Alavarse et al., 2022; Gu et al., 2019). 

Ademais, a reticulação pode ser realizada utilizando diversos tipos de agentes 

reticuladores naturais e sintéticos que são substâncias que promovem a formação dessas 

ligações cruzadas. Entre os agentes reticuladores comuns estão os glutaraldeídos, carbodiimida, 

ácido bórico, trimetafosfato de sódio, N,N’- metileno bisacrilamida (MBA) e ácidos 
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policarboxílicos, e os naturais como enzimas, genipina, ácido tânico, ácido fítico e vanilina 

(Alavarse et al., 2022; Kajave et al., 2020; YAN, Le‐Ping et al., 2010; Bax et al., 2017; 

Adamiak; Sionkowska, 2020). Especificamente para o colágeno, que é uma proteína fibrosa 

amplamente utilizada em engenharia de tecidos e outras aplicações biomédicas, a reticulação é 

fundamental para melhorar a sua estabilidade e funcionalidade (Eyre; Wu, 2005). 

De acordo com Inbasekar (2023), a vanilina foi utilizada como agente de reticulação 

do colágeno no processo de curtimento de couro. Os resultados mostraram que a vanilina é 

eficaz na formação de ligações cruzadas com as fibras de colágeno, aumentando tanto a 

estabilidade térmica quanto a resistência mecânica do couro. A análise de XPS confirmou a 

formação de ligações imina entre os grupos amina do COL e os grupos aldeído da vanilina 

(Figura 6-1), resultando em uma estrutura de COL mais compacta e resistente.     

                     

Figura 6- Demonstração de reticulação do COL com a Vanilina. 

 

Fonte: Produzido no software ChemSketch. 

 

O processo de reticulação ocorre principalmente através de ligações de imina (ou base 

de Schiff) entre o grupo aldeído da vanilina e o grupo amina livre do colágeno (Figura 6-1). 

Além disso, a reticulação pode ocorrer pela formação de ligações de hidrogênio entre a amina 

do COL e a OH fenol da VAN (Figura 6-2) e também entre o grupo COOH do COL e o grupo 
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aldeído (C-H) da VAN (Figura 6-3). Essas reações criam uma rede tridimensional que interliga 

as fibras de colágeno, aumentando a rigidez e a resistência mecânica da matriz. 

Embora os relatos na literatura com uso da vanilina para reticular colágeno sejam 

limitados, a reticulação tem mostrado um potencial significativo para superar as limitações das 

membranas de colágeno puro. 

 

2.3.1 Vanilina 

A vanilina (VAN) é obtida tradicionalmente das sementes da orquídea tropical 

(Vanilla planifolia) encontrada na fava da baunilha (Ibrahim; Sipaut; Yusof; Nn, 2009), 

conhecida como 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeído (Figura 7), um composto aromático que faz 

parte da classe dos compostos fenólicos, amplamente conhecido por seu uso como agente 

aromatizante, possui diversas propriedades que a tornam interessante para aplicações na área 

biomédica. Além de seu aroma característico, a VAN apresenta propriedades antimicrobianas, 

antioxidantes, anti-inflamatórias, biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa 

citotoxicidade, analgésicas e antioxidante, é obtido de recursos naturais e é inofensivo ao meio 

ambiente (Sapula; Bialik-Wąs; Malarz, 2023; Boiko et al., 2019). 

A VAN sintética é uma versão quimicamente produzida do composto natural, sendo 

amplamente utilizada em diversas indústrias, incluindo alimentos, fragrâncias e cosméticos, 

aliadas às propriedades da VAN natural, ela possui baixo custo e maior disponibilidade. Ela 

pode ser produzida através de diferentes métodos, como a partir da lignina, guaiacol e ácido 

ferúlico (Fache; Boutevin; Caillol, 2016; Priefert; Rabenhorst; Steinbüchel, 2001; Yoon et al., 

2005). 

Essas características fazem da VAN um elemento promissor para o desenvolvimento 

de novos materiais biomédicos, oferecendo benefícios tanto para a eficácia quanto para a 

sustentabilidade dos produtos. 

       
Figura 7- Estrutura química da VAN e a orquídea Vanilla planifolia. 

   

Fonte: Adaptado no software ChemSketch. (Ortobotanico, 2008). 
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A VAN tem se destacado na área médica devido às suas propriedades terapêuticas. 

Estudos recentes demonstraram que a VAN possui atividades antimicrobianas significativas 

(Mourtzinos et al., 2009; Bezerra et al., 2017; Polo et al., 2018), que a tornam uma alternativa 

promissora para a formulação de conservantes naturais em alimentos e cosméticos, além de 

aplicações em materiais médicos destinados à prevenção de infecções. Além disso, suas 

propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias são de grande interesse para o desenvolvimento 

de biomateriais e terapias farmacológicas (Breilly et al., 2024; Castor, 2013). Adicionalmente, 

a VAN está sendo investigada como um agente terapêutico para condições inflamatórias e 

doenças neurodegenerativas, devido à sua capacidade de reduzir o estresse oxidativo e modular 

a inflamação (Bezerra et al., 2018). 

Essas aplicações não apenas ampliam o uso da VAN além do seu papel tradicional, 

mas também destaca seu potencial como um componente inovador em novas abordagens 

biomédicas. Diante de relatos na literatura, VAN é conhecida como reticulador natural de 

polissacarídeos, porém, já existem alguns estudos que comprovam que o material pode reticular 

proteínas, como o colágeno (Inbasekar, Chandrasekar; Fathima, 2023; Alavarse et al., 2022). 

 

2.4 Curativos para queimaduras e sua evolução 

Curativos para queimaduras desempenham um papel crucial no manejo de feridas, 

proporcionando proteção, umidade e um ambiente adequado para a cicatrização. A evolução 

desses curativos, desde os métodos tradicionais até os avanços tecnológicos mais recentes, têm 

melhorado significativamente os resultados clínicos e a qualidade de vida dos pacientes. 

Os primeiros curativos para queimaduras consistiam em materiais naturais como 

folhas, mel e gordura animal (Shah, 2011; Moues et al., 2009). O mel, conhecido por suas 

propriedades antibacterianas, era amplamente utilizado. Com o tempo, materiais como gaze e 

algodão passaram a ser usados, proporcionando uma barreira física para proteger a ferida de 

infecções e desidratação (Daunton et al., 2012). Com o avanço da medicina e na área de 

biomateriais, os curativos evoluíram para incluir materiais sintéticos e semissintéticos. 

Curativos de hidrocoloides, hidrogel, entre outros, foram desenvolvidos para manter um 

ambiente úmido ideal para a cicatrização, reduzir a dor e minimizar o risco de infecção (Barnea; 

Weiss; Gur, 2010; Pinheiro; Borges; Donoso, 2013). 

Os curativos hidrocoloides são compostos por uma camada adesiva de polímeros 

absorventes que formam um gel quando em contato com o exsudato da ferida. Eles mantêm um 

ambiente úmido e protegem contra contaminação externa, promovendo a cicatrização 
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(Abraham et al., 2022). Os hidrogéis são compostos de uma matriz polimérica tridimensional 

que contém grande quantidade de água (Almeida; Deutsch; Nogueira, 2021). Eles são ideais 

para feridas com exsudato mínimo a moderado, proporcionando alívio da dor e um ambiente 

úmido que facilita a cicatrização (Brito et al., 2013; Silva, 2021). Derivados de algas marinhas, 

os curativos de alginato são altamente absorventes e formam um gel quando em contato com o 

exsudato (Franco; Gonçalves, 2008). Eles são ideais para feridas com exsudato moderado a alto 

e ajudam a desbridar naturalmente a ferida (De Azevedo et al., 2014). Além disso, os curativos 

podem ser impregnados com prata ou outras substâncias antimicrobianas também se tornaram 

comuns, fornecendo proteção adicional contra infecções (Vieirai et al. 2017). 

Os efeitos antimicrobianos dos curativos podem ser alcançados com liberação 

modificada de fármacos, os quais são projetados para liberar substâncias terapêuticas, como 

antimicrobianos, analgésicos ou fatores de crescimento, de maneira controlada e sustentada. A 

liberação controlada ajuda a manter concentrações terapêuticas constantes no local da ferida, 

melhorando a eficácia do tratamento e reduzindo a necessidade de trocas frequentes de curativo 

(Junior; Shiota; Chiavacci, 2014; Rodrigues, 2012). Tais curativos são denominados avançados, 

pois são um avanço na gestão de feridas, monitorando e respondendo às condições da ferida em 

tempo real. 

Os curativos avançados podem ser utilizados também como sensores que detectam 

mudanças de temperatura, umidade e pH, além disso, fornecem informações valiosas sobre o 

estado da ferida e a eficácia do tratamento. Curativos sensores de pH, ou smart wound dressing, 

podem indicar infecção através do aumento do pH (8-10), permitindo detecção precoce e 

intervenções rápidas. Indicadores de pH visualmente mudam de cor, sinalizando o estado da 

ferida, com pH neutro ou ligeiramente ácido favorecendo a cicatrização, enquanto pH alcalino 

indica infecção (Tabela 1). Os smart wound dressing melhoram resultados clínicos com 

monitoramento em tempo real, liberação modificada de medicamentos e respostas rápidas, 

reduzindo o tempo de cicatrização e melhorando a qualidade de vida. Estudos como o de Zepon 

et al. (2019), desenvolveram curativos baseados em κ-carragenina/goma de alfarroba/extrato 

de cranberry para monitorar infecções bacterianas, mostraram que o curativo foi eficaz na 

detecção de infecções bacterianas através de mudanças no pH e alterações visíveis na cor do 

curativo. O estudo de Arafa et al. (2021) preparou curativos terapêuticos avançados sensíveis 

ao pH a partir de extrato de repolho roxo e hidrogel de quitosana, demonstrando que esse 

curativo pode responder às mudanças de pH no ambiente da ferida, mudando de cor conforme 

o nível de acidez ou alcalinidade. 
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2.4.1 Indicador de pH: extrato de repolho roxo (Brassica oleracea var. capitata f. 

rubra) 

O extrato de repolho roxo (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) (ERR) (Figura 8), 

é um indicador sensível às alterações de pH, devido a uma variedade de compostos bioativos 

como flavonoides principalmente pela sua riqueza em antocianinas (Machado et al., 2022; 

Freitas; 2018). Além de sua aplicação na indústria alimentícia, as antocianinas do repolho roxo 

estão sendo estudadas para serem utilizadas em cosméticos, bioindicadores ambientais e 

fármacos, refletindo um crescente interesse em soluções naturais e sustentáveis para diversas 

áreas (Carvalho et al., 2019; Trilokchandran; Vijayakumar; Thippareddy, 2019; Wardana; 

Widyaningsih, 2017; Ha; Lee, 2014). As antocianinas possuem pigmentos naturais que 

conferem a coloração vermelha, roxa e azul em pH’s de 2 a 8 (Machado et al., 2022; Khoo; 

2017). Além disso, possui uma ampla gama de cores e ampla faixa de pH, o que a diferencia de 

outros extratos vegetais indicadores que podem ser mais limitados em termos de faixa de pH e 

mudança de cor. 

 

 

Fonte: Adaptado e traduzido de Rodríguez et al. (2024) e Rea, 2017. 

 

 

As antocianinas são compostos polifenólicos, que consistem em um núcleo flavílico 

ligado a grupos de hidroxila e metoxila, e são geralmente glicosiladas, o que significa que possui 

moléculas de açúcar ligadas. Em ambientes com pH baixo, as antocianinas existem 

predominantemente como cátions flavílio, onde o oxigênio possui uma carga positiva de 

oxônio. Quando o pH é neutro, essas moléculas se transformam em quinonas neutras, sem 

carga. Já em condições alcalinas, todas as antocianinas demonstram uma leve estabilidade, uma 

característica que se intensifica conforme o pH aumenta. Entretanto, mesmo em pH alto, essas 

moléculas podem sofrer diversas vias de degradação, o que leva à perda gradual da coloração, 

como ilustrado na Figura 9 (Mattioli; Francioso; Mosca; Silva, 2020).   

Figura 8- Cianidina-3-diglicosídeo-5-glicosídeo (um dos principais compostos antocianínicos 

encontrados no repolho roxo) e Repolho roxo (B. oleracea var. capitata f. rubra) do qual se obtém o 

extrato que pode ser utilizado como indicador de pH. 
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Fonte: Adaptado de Mattioli; Francioso; Mosca; Silva, 2020. 

 

Além das antocianinas serem potentes antioxidantes, possuem propriedades anti- 

inflamatórias, anticancerígenas, bactericidas, antifúngicas e antivirais (Mattioli et al., 2020; 

Arafa et al., 2021). Seu uso como corante natural vem ganhando destaque devido à sua 

segurança para consumo humano, contrastando com riscos associados aos corantes artificiais, 

como efeitos alergênicos e carcinogênicos (Lopes; Quadri; Quadri, 2006). 

A combinação de COL, ERR e VAN em smart wound dressing representa uma 

abordagem inovadora para o tratamento de queimaduras, unindo as propriedades benéficas de 

cada componente. O COL fornece uma matriz estrutural que apoia a regeneração tecidual, a 

VAN atua como um reticulador natural e agente antimicrobiano, e o ERR oferece tanto 

benefícios bioativos quanto uma funcionalidade de indicação de pH. Este tipo de curativo não 

só auxilia na cicatrização por não afetar o tecido lesionado e por oferecer fonte de fibras 

colágenas, mas também porque oferece a possibilidade de monitoramento contínuo da saúde da 

ferida. Além disso, o material é inteiramente natural, biodegradável, baixo custo e contribui 

para uma solução sustentável e segura no tratamento de feridas. 

 

 

 

Figura 9- Formas moleculares e deslocalização eletrônica da cianidina em variados níveis de pH. 
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2.5 Justificativa 

Infecções hospitalares em queimaduras de pele frequentemente levam a um 

prolongado período de recuperação das feridas e a uma elevada taxa de perda de curativos 

devido a complicações infecciosas. Durante o tratamento de queimaduras de segundo grau, é 

crucial manter a área afetada limpa e protegida para prevenir infecções, que podem complicar 

significativamente o processo de cicatrização. O uso de smart wound dressing, que monitoram 

a saúde da ferida, pode oferecer um ambiente úmido adequado para a cicatrização, além de 

monitorar a condição da ferida de acordo com o pH. A compreensão aprofundada da estrutura 

e função da pele, bem como dos mecanismos de cicatrização, é fundamental para o 

desenvolvimento de novos biomateriais, como membranas de COL/ERR reticulado com VAN, 

que visam otimizar o tratamento de lesões cutâneas e melhorar a qualidade de vida dos 

pacientes, não lesionando ainda mais o tecido. Assim, a motivação para esta pesquisa é o 

desenvolvimento de um smart wound dressing que, por meio do monitoramento das alterações 

de pH, pode identificar a presença de infecções, a colonização por bactérias e avaliar o estado 

de cicatrização da ferida. O uso do COL é funcional devido às suas propriedades naturais de 

promover a cicatrização, enquanto o uso da VAN é fundamental para reticular o COL, 

melhorando a resistência e a integridade da membrana, além de promover propriedades 

antimicrobianas. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

O objetivo geral deste trabalho consiste em desenvolver e caracterizar uma membrana 

composta por COL reticulado com diferentes concentrações de VAN, e ERR atuando como 

indicador natural de pH, visando avaliar o potencial desta membrana para futuras aplicações 

biomédicas em queimaduras. 

 

3.2 Específicos 

● Caracterizar o ERR por meio de Espectroscopia no ultravioleta visível (UV-Vis); 

● Produzir qmembranas de COL contendo ERR (COL/ERR); 

● Reticular as membranas de COL/ERR com diferentes concentrações de vanilina 

(VAN) (0,5%; 1%; 3% e 6%); 

● Avaliar o potencial de indicador de pH das membranas COL/ERR/VAN; 

● Caracterizar o COL por meio de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com 

Dodecil Sulfato de Sódio (SDS-PAGE); 

● Caracterizar físico-quimicamente as membranas por meio de Espectroscopia de 

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), Calorimetria Exploratório 

Diferencial (DSC), Termogravimetria (TG), Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV), intumescimento, ensaio de tração, Ressonância magnética nuclear de prótons 

(1H RMN); 

● Caracterizar biologicamente as membranas por meio de antibiograma. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais 

Para esse projeto, foi utilizado o colágeno nativo (não hidrolisado) tipo I em pó bovino, 

fornecido pela empresa NovaProm (Guaiçara, Brasil), a vanilina Reagentplus 99%, fornecido 

pela Sigma Aldrich - Merck (Brasil), o repolho roxo foi adquirido no Grupo Fartura De 

Hortifrut S.A. (Oba Hortifruti - Sorocaba, Brasil), e a maltodextrina foi adquirida na Cerealista 

Sorocaba Comércio de Condimentos e Especiarias LTDA (Sorocaba, Brasil). Acetato de sódio 

(Synth - Diadema, SP), fosfato de potássio (Synth - Diadema, SP), tetraborato de sódio (Synth 

- Diadema, SP), tampão fosfato salino (pH em torno de 7,4), álcool etílico (PA) (Synth - 

Diadema, SP). 
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4.2 Métodos 

 

4.2.1 Extração e liofilização do extrato de repolho roxo 

Para extração da antocianina obtida do repolho roxo foi utilizada a metodologia 

segundo Almeida et al. (2015), com modificações. Foram separados aproximadamente 150g de 

repolho roxo (B. oleracea var. capitata f. rubra) in natura, limpas, secas e trituradas (Figura 

10-1). Posteriormente, adicionou-se 450 ml de tampão fosfato salino (PBS) (Figura 10-2), que 

foi submetido à fervura até diminuir 50% do volume inicial (Figura 10-3). Em seguida, com o 

líquido em temperatura ambiente, foi filtrado através de bomba a vácuo (Figura 10-4) e 

armazenados em tubos Falcon envoltos com papel alumínio a -18°C (Figura 10-5). O 

rendimento do extrato foi de 300 mL (Figura 10). 

O repolho roxo contém antocianinas glicosiladas, moléculas que possuem açúcares 

ligados. Consequentemente, a liofilização do extrato líquido puro não resulta na formação de 

um pó manipulável, dificultando o manuseio do extrato liofilizado. Com isso, estudos na 

literatura indicam o uso da maltodextrina como agente estabilizante para o ERR (Araújo et al., 

2018; Coutinho et al., 2002; Machado et al., 2022). A liofilização do ERR é um processo 

fundamental, pois intensifica a coloração da membrana, contribuindo para uma visualização 

mais nítida e uniforme. Para liofilização do ERR foram separadas 85 mL para 15% de 

maltodextrina (Figura 10-6). Primeiramente foi vertido 85 mL de ERR em um béquer e 12,75 

g de maltodextrina, o mesmo foi submetido a uma temperatura de 25°C em agitador magnético 

com agitação constante (Figura 10-7). Por fim, o extrato foi separado em tubos Falcon e 

congelados por 24 h (Figura 10-8), o mesmo ficou no equipamento por 48 h (Figura 10-9). A 

liofilização foi realizada para a coloração mais nítida do ERR na membrana. 

Figura 10- Fluxograma do processo de preparação da extração do repolho roxo e a liofilização do ERR. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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4.2.2 Obtenção das membranas 

As membranas de COL, COL/ERR, COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6%) e 

COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6%) foram obtidas de acordo com o fluxograma apresentado 

na Figura 11. A membrana de COL foi obtida dissolvendo-se 2 g de COL em 20 mL de água 

destilada (10%) sob agitação constante a 35°C até a completa solubilização. A membrana de 

COL/ERR foi obtida também dissolvendo 2 g de COL e 3 g de ERR seco em 20 mL de água 

destilada sob agitação constante a 35°C até a completa solubilização. 

Para formular as membranas de COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6%), 2 g de COL foram 

dissolvidos em 20 mL de água destilada a 35°C com agitação constante. Posteriormente, 

diferentes quantidades de VAN (5 mg, 10 mg, 30 mg e 60 mg) foram dissolvidas em 10 mL de 

álcool 70%, também sob agitação constante, para obter soluções de VAN nas concentrações 

desejadas. As soluções de VAN foram adicionadas ao COL sob as mesmas condições de 

temperatura e agitação, garantindo a completa solubilização.  

Para a preparação das membranas de COL/ERR/VAN, foram utilizados 2 g de COL, 

20 mL de água destilada e 3 g de ERR seco, sob agitação constante, mantendo-se a temperatura 

até completa solubilização. Após, foi realizada a dissolução da VAN, empregando 10 mL de 

álcool 70% para 5 mg, 10 mg, 30 mg e 60 mg, com agitação constante até sua completa 

dissolução, para obter soluções de VAN a 0,5%; 1%; 3% e 6%, respectivamente. Em seguida, 

a solução de VAN foi adicionada ao COL com ERR, mantendo-se a temperatura de 35°C e 

agitação constante até completa solubilização. As proporções utilizadas estão sumarizadas na 

tabela 2. 

 

Tabela 2- Proporções utilizadas para obtenção das membranas de COL/ERR, COL/VAN (0,5%; 1%, 3% e 6% 

de vanilina) e COL/ERR/VAN (0,5%; 1%, 3% e 6% de vanilina). 
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As soluções resultantes das diferentes formulações (COL, COL/ERR, COL/VAN e 

COL/ERR/VAN) foram vertidas em placas de Petri, utilizando a técnica de casting, e 

submetidas à secagem em temperatura ambiente (Figura 11). Para verificação da secagem total 

das membranas, foram realizadas pesagens até que não houvesse mais variação na massa. As 

membranas secas apresentaram 4 mm de espessura. Enquanto as membranas formuladas com 

COL/ERR/VAN demonstraram maior flexibilidade, aquelas contendo apenas COL/VAN 

resultaram em membranas mais quebradiças.  

 

Figura 11- Fluxograma do processo de preparação das membranas de COL, COL/ERR, COL/VAN e 

COL/ERR/VAN. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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4.2.3 CARACTERIZAÇÃO 

 

4.2.3.1. Eletroforese em gel SDS (SDS-PAGE) 

A fim de caracterizar o tipo de colágeno que contém nas amostras utilizadas para 

produzir as membranas, foi realizado eletroforese em gel SDS (SDS-PAGE) do colágeno em 

pó (NovaProm). 

A preparação do gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com Laemmli (1970) 

com modificações. Em um sistema de placas de vidro montado em sanduíche. Foram 

preparados o gel de resolução, que forma a base, e o gel de empilhamento, posicionado sobre o 

gel de resolução, com as seguintes composições: (i) gel de resolução com 7,5% de acrilamida-

bisacrilamida, 0,375M de TRIS-HCl (pH 8,8), 0,1% de SDS, 0,05% de persulfato de amônio e 

0,05% de TEMED; (ii) gel de empilhamento com 4% de acrilamida-bisacrilamida, 0,125M de 

TRIS-HCl (pH 6,8), 0,1% de SDS, 0,05% de persulfato de amônio e 0,1% de TEMED. 

Para o preparo das amostras foram separadas as alíquotas de proteínas colágenas foram 

misturadas 1:1 ao tampão de amostra (TRIS-HCl 0,5 M pH 6,8, 20% de glicerol, 40% SDS 

10%, 10% 2-mercapetanol e 2% de bromofenol-blue) e aquecidas a 95°C por 5 minutos no 

termomisturador para que desnaturassem. Posteriormente, as amostras foram congeladas por 

24 h. Os géis foram previamente montados e colocados em uma cuba de eletroforese, imersos 

em tampão de corrida composto por 16,3% de TRIS, 78% de glicina e 5,4% de SDS (pH 8,3). 

A eletroforese foi realizada por 40 minutos sob uma tensão de 130 V. Após a corrida 

eletroforética, os géis foram removidos e imersos em uma solução corante de Coomassie Blue 

durante 60 minutos, sob a mesa agitadora orbital. Em seguida, os géis foram lavados 

repetidamente com água destilada, trocada a cada 20 min, até que as bandas proteicas do 

colágeno ficassem visíveis. 

 

4.2.3.2 Medição dos espectros no UV-vis do ERR 

Para verificar a capacidade de indicador de pH do ERR líquido, antes da produção das 

membranas foram realizadas medições dos espectros na faixa de 200 a 1100 nm utilizando um 

espectrofotômetro ultravioleta-visível (UV-Vis) Femto - Cirrus 80 MB (Femto Indústria e 

Comércio de Instrumentos, Brasil). Para as medições, foram utilizados 3 mL de cada solução 

tampão com pH variando entre 4 a 10, além de uma amostra de ERR puro. 
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4.2.3.3 Resposta colorimétrica da membrana do smart wound dressing 

Para verificar a resposta colorimétrica do smart wound dressing em diferentes pHs, 

amostras da membrana de COL/ERR/6% VAN (por ter apresentado uma coloração roxa mais 

evidente) foram imersas nos seguintes tampões: (i) 76,5 mL de acetato de sódio (0,1M) em 

423,5 mL de ácido acético (0,1M) (pH 4); (ii) 321,5 mL de acetato de sódio (0,1M) em 178,5 

mL de ácido acético (0,1M) (pH 5); (iii) 6,81g de de fosfato de dihidrogênio de potássio em 56 

mL de NaOH (0,10M) (pH 6); (iv) 6,81 g de de fosfato de dihidrogênio de potássio em 291 mL 

de NaOH (0,10M) (pH 7); (v) 6,81 g de fosfato de dihidrogênio de potássio em 467 mL de 

NaOH (0,10M) (pH 8); (vi) 4,77 g de tetraborato de sódio em 46 mL de HCl (pH 9), e (vii) 4,77 

g de tetraborato de sódio em 183 mL de NaOH (pH 10). Todos os tampões foram submetidos a 

agitação constante até a completa solubilização. Realizou-se um registro fotográfico das 

membranas imersas em soluções com pH variando de 4 a 10. 

 

4.2.3.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Para as análises de MEV, as amostras COL, COL/ERR, COL/VAN e COL/ERR/VAN 

(com 0,5%; 1%; 3% e 6% de vanilina) foram previamente fixadas e desidratadas, A fixação e 

desidratação da membrana de colágeno com extrato de repolho roxo e vanilina são essenciais 

para a preparação para a Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). A fixação preserva a 

estrutura da membrana, estabilizando as proteínas e prevenindo a degradação. A desidratação é 

necessária para remover a água e evitar artefatos, além de melhorar a condutividade da amostra, 

permitindo a formação de imagens claras e detalhadas. Para tal, as amostras foram cortadas com 

um punch de 8 mm, adicionadas em placa de 24 poços e nelas foram inseridos 500 µL de 

paraformaldeído a 4% (PFA) por 1 h. Depois, o PFA foi retirado e as amostras foram lavadas 

duas vezes com PBS estéril. Para o processo de desidratação, as amostras foram imersas em 

soluções de água destilada contendo 30%, 50%, 70%, 90% de etanol (1x) e em seguida em 

etanol 100% (2x), cada imersão durou 30 minutos. Após a etapa de desidratação, o etanol foi 

removido. Em seguida, foram adicionados 500 µL de HMDS em um tubo Falcon. Em outro 

tubo Falcon, foi preparada uma solução na proporção 1:1 de HMDS e álcool 70%. 

Posteriormente, a solução foi adicionada sobre as amostras (até cobri-las) e deixada agir por 10 

minutos. Depois, a solução anterior foi substituída por HMDS puro, que agiu por mais 10 

minutos para completar a desidratação das amostras. Após esse período, as amostras foram 

retiradas do HMDS e submetidas à secagem na capela. 
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As amostras foram fraturadas em temperatura ambiente e metalizadas sob plasma de 

ouro e atmosfera de argônio, corrente de 40 mA por 4 min, gerando um recobrimento de 60 nm. 

As imagens foram obtidas por elétrons secundários sob 5kV em spot size de 50 nm, em WD de 

7 a 8 mm, sob alto vácuo no microscópio eletrônico de varredura JEOL JSM 6490LV. 

Para os histogramas, foi utilizado o software Image J. Primeiramente as imagens foram 

calibradas e binarizadas para contagem de tamanho de poros. Posteriormente, os dados obtidos 

foram plotados no software OriginPro 

 

4.2.3.5 Ensaio Mecânico de Tração 

As propriedades mecânicas das amostras de COL, COL/ERR, COL/VAN  e 

COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina, respectivamente) foram avaliadas por meio 

de ensaios de tração. Os testes foram realizados utilizando cinco corpos de prova retangulares, 

com dimensões de 6 cm de comprimento x 1 cm de largura x 4 mm  de espessura, em uma 

máquina de ensaio universal INSTRON EMIC 23−30, equipada com célula de carga de 500 N 

e uma taxa de alongamento de 10 mm/min. Os procedimentos seguiram os padrões 

estabelecidos pela norma ASTM D882. 

 

4.2.3.6 Ensaio de Intumescimento 

As amostras de COL, COL/ERR, COL/VAN e COL/ERR/VAN (com 0,5%; 1%; 3% 

e 6% de vanilina) foram cortadas usando um punch de 7 mm e imersas em 5 mL de PBS que 

teve por objetivo simular os fluidos biológicos e pH fisiológico (7,4). Após imersas, as amostras 

foram retiradas em intervalos de tempos pré-determinados (1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h e 24h), secas 

levemente para retirada do excesso de PBS e posterior pesagem. Foi realizado triplicata de cada 

amostra. O grau de intumescimento (GI) das amostras foi calculado a partir da equação 1 

(Almeida, 2009). 

                                                  𝐼% = (
𝑚𝑓− 𝑚𝑖

𝑚𝑖
) 𝑥 100                                       Equação 1 

Onde I% representa o grau de intumescimento em porcentagem, mf é a massa final em 

gramas e mi é a massa inicial em gramas. Além disso, foi realizada uma simulação de 

intumescimento com PBS na quantidade média equivalente ao exsudato de queimaduras 

(Ousey; Djohan; Dowsett, 2023), para o qual foi pipetado 500 μL de PBS sobre as membranas 

que foram secas levemente para retirada do excesso de PBS e posterior pesagem em intervalos 

de tempos pré-determinados (1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h e 24h). 
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4.2.3.7 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

A análise para as amostras de COL, COL/ERR, COL/VAN e COL/ERR/VAN (com 

0,5%; 1%; 3% e 6% de vanilina) foi realizada em um espectrofotômetro de modelo Spectrum 

65 (Perkin Elmer), em módulo ATR, com número de onda na faixa de 4000 a 500 cm-1 , com 

resolução de 4 cm-1 e 32 scans. 

 

4.2.3.8 Termogravimetria (TG) 

A análise termogravimétrica foi efetuada para avaliar o percentual de perda de massa 

das amostras de COL, COL/ERR, COL/VAN e COL/ERR/VAN (com 0,5%; 1%; 3% e 6% de 

vanilina) e, consequentemente, a estabilidade térmica das membranas. Para a análise das 

propriedades térmicas da membrana, foram realizadas análises termogravimétricas em um 

equipamento TGA 55 (TA Instruments, USA), com intervalo de temperatura de 30 a 600°C, 

sob atmosfera dinâmica de gás nitrogênio com fluxo de 30 mL/min, com taxa de aquecimento 

de 10°C/min, no qual foi utilizado aproximadamente 7 mg das amostras. 

 

4.2.3.9 Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

Aproximadamente 7 mg das amostras de COL, COL/ERR, COL/VAN e 

COL/ERR/VAN (com 0,5%; 1%; 3% e 6% de vanilina) foi submetida à análise de DSC, em 

equipamento Discovery DSC 25 (TA Instruments, USA), com uma temperatura que variou de 

-50 à 250ºC, sob taxa de aquecimento de 10 ºC/min e atmosfera de nitrogênio com fluxo de 30 

mL/min, com o objetivo de avaliar as transições de fases e observar se houve mudanças nas 

propriedades das membranas proporcionadas pela reticulação. 

4.2.3.10 Ressonância Magnética Nuclear de Prótons (1H RMN) 

As amostras de COL, COL/ERR, COL/ERR/6% VAN e COL/6% VAN foram 

analisadas por ¹H RMN para determinar o grau de reticulação. Utilizou-se um espectrômetro de 

ressonância magnética nuclear de hidrogênio Bruker Avance, operando a 600 MHz para ¹H 

RMN. As amostras foram solubilizadas em óxido de deutério a 35°C. Os valores dos 

deslocamentos químicos (δ) foram referidos em ppm. 

 

4.2.3.11 Antibiograma 

O ensaio microbiológico foi realizado pela técnica de difusão com discos (Clinical and 

Laboratory Standards Institute – CLSI 2015) e tem como objetivo avaliar a atividade 

antimicrobiana das membranas frente a bactérias. Primeiramente, uma alça bacteriológica 

devidamente flambada e resfriada foi utilizada para suspender as diferentes colônias recentes 
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(18-24h) na solução salina estéril até se obter uma turvação compatível com o grau 0,5 da escala 

McFarland (1x108 UFC/mL). Após este procedimento, foi molhado um swab estéril na 

suspensão de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e depois de retirado o seu excesso, foi 

aplicado ao longo da superfície do ágar em placa de Petri sem deixar qualquer falha. A esta 

placa, com o auxílio de uma pinça levemente flambada e fria, foi adicionado, com leve 

compressão, um disco com 10 µg de Gentamicina (controle) e as membranas de COL, COL/V 

(0,5% e 6% de vanilina), COL/ERR e COL/ERR/V (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina) (cortadas 

com punch de 7 mm), tratadas previamente com luz UV. O processo de incubação na estufa 

bacteriológica se iniciou depois de dois minutos do acondicionamento dos discos sobre a placa, 

ocorrendo com as placas invertidas sob temperatura de 37°C por 48 h. 

 

4.2.4 Estudo complementar da influência da variação de concentração de ERR 

Para avaliar a influência da variação de ERR nas membranas de COL, foram realizadas 

análises de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), ensaio de 

intumescimento e ensaio mecânico de tração. As membranas produzidas foram caracterizadas 

conforme descrito nos itens supracitados 4.2.3.5; 4.2.3.6 e 4.2.3.7. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Eletroforese por SDS-PAGE 

A eletroforese por SDS-PAGE foi realizada para verificar a presença das proteínas do 

COL em pó em quantidades distintas, sendo uma de 7 mg para caracterização do COL e outra 

de 1 g para comprovação das bandas proteicas. Foi possível observar que o COL apresenta as 

principais cadeias, sendo elas γ, β, α1 e α2 (Figura 12). 
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No gel de SDS-PAGE é possível observar pequenas bandas acima de 200 kDa 

referentes às cadeias γ formadas por heterotrímeros de cadeias α ((α1)2 α2). Próximo à 200 kDa 

é possível observar uma intensa banda referente à cadeia β formada por um dímero de cadeias 

α. Em torno de 116 kDa, o gel apresenta duas bandas relativas às α- hélices: uma mais intensa, 

que corresponde à cadeia α1, e outra menos intensa correspondente à cadeia α2. Tal perfil indica 

que o COL utilizado neste trabalho apresenta as bandas características de COL tipo 1, conforme 

observado por Kuwahara (2021) e Rodrigues (2023). 

 

5.2 APARÊNCIA MICROSCÓPICA DAS MEMBRANAS 

As membranas de COL, COL/ERR, COL/VAN e COL/ERR/VAN (com 0,5%; 1%; 

3% e 6% de vanilina) foram analisadas no microscópio óptico para avaliar a aparência 

microscópica. A análise evidenciou a distribuição homogênea do ERR, conforme a Figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12- Eletroforese em gel do padrão de massa molar. Bandas do (A) marcador-padrão, (B) COL (7 

mg) e (C) COL (1 g). 
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Por meio da microscopia óptica, observou-se que as membranas de COL contendo 

ERR apresentaram uma distribuição homogênea do extrato ao longo da matriz colágena. Esta 

homogeneidade é essencial para garantir a consistência nas propriedades físico- químicas da 

membrana, bem como sua eficácia em possíveis aplicações biomédicas, como smart wound 

dressing (Reddy, Narendra; Reddy, Roopa; Jiang, Qiuran 2015). 

 

5.3 ANÁLISE POR UV-VIS DO EXTRATO DE REPOLHO ROXO (ERR) 

A Figura 14 apresenta as diferentes colorações de amostras de ERR em função dos 

valores de pH e os respectivos espectros de UV-Vis para cada amostra. 

 

 

 

Figura 13- Microscopia óptica das membranas de COL, COL/ERR, COL/VAN e COL/ERR/VAN (lente 

objetiva de 4x). 
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Verifica-se que em meio ácido, nos pHs 4 e 5, a cor mudou de rosa para lilás à medida 

que o pH aumentou (Figura 14A), os quais tiveram absorbância entre 522 nm e 540 nm (Figura 

14B), indicando a presença do cátion flavílio vermelho e base quinoidal do ERR (Arafa et al., 

2021). À medida que o pH aumentou para valores de 6 a 8, e as cores mudaram de violeta para 

azul claro, os picos de absorbância aumentaram para 590 nm, indicando a presença da 

pseudobase do carbinol incolor e também das chalconas amarelas das antocianinas (Saveski et 

al., 2015). Quando o pH atinge valores de 9 e 10 são observados o aparecimento de picos em 

368 nm e 400 nm, além do pico em 560 nm, que está associado com a instabilidade natural das 

antocianinas em meio alcalino (Arafa et al., 2021). 

Figura 14- Indicação de pH pelo ERR. (A) ERR em tampões na faixa de pH de 4-10. (B) Espectros de UV-

vis do ERR. 
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5.4 RESPOSTA COLORIMÉTRICA DO SMART WOUND DRESSING 

A Figura 15 apresenta a fotografia das membranas compostas por COL/ERR/VAN 

evidenciando a mudança de cor em função da variação do pH. 

 

 

 

A avaliação do potencial indicador de pH da membrana evidenciou que o COL e a 

VAN mesmo tendo a cor amarelada não interferiram na capacidade de mudança colorimétrica 

do ERR. Em pH ácido (4 e 5) a membrana passou de rosa para lilás. Em pH neutro (6 e 7) a 

membrana passou de roxo escuro para azul escuro. Por fim, quando o pH foi tornando-se 

alcalino (8 a 10) a membrana adquiriu colorações esverdeadas. Dessa forma, a membrana 

COL/ERR/VAN possui potencial para ser utilizada como curativo para monitorar o estado de 

feridas como queimaduras, inclusive alertar quando há infecção presente na ferida. 

 

5.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

A Figura 16 apresenta eletromicrografias da superfície de fratura das membranas de 

COL e COL/ERR. 

A membrana de COL (Figura 16A) apresenta fibras compactadas com morfologia 

alinhada e densa, evidenciando uma organização homogênea da matriz colágena. Da mesma 

forma, a membrana de COL/ERR (Figura 16B) apresenta semelhança nas fibras alinhadas e 

compactadas do COL, além de partículas de maltodextrina impregnadas com antocianinas de 

ERR na forma de microesferas como reportado no estudo de Machado (2022), sugerindo uma 

distribuição homogênea do ERR no COL. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Resposta colorimétrica das membranas de COL/ERR/VAN em diferentes pHs (4 a 10). 
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A Figura 17 apresenta as micrografias de MEV da superfície da fratura das membranas 

de COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina) e COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de 

vanilina). Nas Figuras 17A, 17C, 17E e 17G pode-se observar as micrografias das membranas 

de COL/VAN que exibem uma morfologia semelhante entre si e em comparação ao COL 

(Figura 17A), conforme também foi encontrado na caracterização do COL não reticulado 

realizada por Fan et al. (2024). À medida que a concentração de VAN aumenta, pode-se notar 

um aumento na densidade das fibras colágenas de acordo com o trabalho de reticulação de COL 

com genipina de Zhang et al. (2014), podendo-se, portanto, atribuir a alteração da densidade 

das fibras alinhadas à reticulação do COL. 

  

Figura 16- Micrografias de MEV da superfície da fratura das membranas. (A) COL e (B) COL/ERR 

(Aumento: x1000, x3000 na área ampliada). 
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Figura 17- Micrografias de MEV da fratura das membranas. (A), (C), (E) e (G) COL/VAN (0,5%, 1%, 3%, 6% 

de vanilina, respectivamente) e (B), (D), (F) e (H) COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3%, 6% de vanilina, 

respectivamente). (Aumento: x1000, x3000 na área ampliada). 
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Para a membrana de COL/ERR/0,5% VAN, as fibras de COL apresentaram uma 

densidade menor em relação ao COL puro. Contudo, é possível observar a incidência de alguns 

poros, bem como identificar estruturas porosas tridimensionais (Scaffold). Nas membranas de 

COL/ERR/VAN (1% e 6%), a porosidade do COL aumentou conforme a concentração de VAN 

aumentou, formando fibras interconectadas. Embora a membrana de COL/ERR/3% VAN tenha 

apresentado alguma incidência de poros, apresentou também um rompimento das fibras 

colágenas, dificultando sua análise. 

Diferentemente do que foi observado na membrana de COL/ERR (Figura 16B), nas 

membranas de COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3%, 6% de vanilina) não há microesferas de ERR, 

embora as membranas tenham a coloração do ERR (Figura 13). Isso foi atribuído a adição de 

VAN dissolvida no etanol, uma vez que o etanol como um solvente fenólico aumenta a 

solubilização de compostos fenólicos (VAN e a antocianina do ERR) (Ghareaghajlou; Hallaj-

Nezhadi; Ghasempour, 2022). 

A presença de VAN nas membranas de COL/VAN (0,5%, 1% e 6% de vanilina) 

(Figuras 18A, 18C e 18G) e COL/ERR/VAN (1% e 6% de vanilina) (Figuras 17D e 17H) 

favoreceu maior frequência na formação de poros, conforme aumentou a concentração de VAN, 

exceto nas membranas com COL/3%VAN (Figura 17E) e COL/ERR/0,5%VAN e 

COL/ERR/3%VAN (Figuras 18B e 18F, respectivamente). Possivelmente a concentração de 

0,5% VAN não é suficiente para a reticulação do COL como observado por Zhang et al. (2015) 

em seu estudo de melhoramento das propriedades mecânicas da quitosana por meio da 

reticulação com VAN. Já as membranas de 3%VAN apresentaram rompimento das fibras 

colágenas, como pode ser observado na Figura 16E, influenciando consideravelmente na sua 

estrutura. 

Na análise quantitativa de poros, as membranas de COL/ERR/VAN apresentaram 

maior frequência de poros comparadas às membranas de COL/VAN (Figura 18). 
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Figura 18- Histogramas das membranas de COL/VAN e COL/ERR/VAN. (A), (C), (E) e (G) COL/VAN 

(0,5%, 1%, 3%, 6% de vanilina, respectivamente) e (B), (D), (F) e (H) COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3%, 6% 

de vanilina, respectivamente). 
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Levando em consideração a possibilidade de reticulação das membranas de COL/VAN 

e COL/ERR/VAN (1%VAN e 6%VAN das respectivas membranas) é possível observar a partir 

dos histogramas que o tamanho dos poros das membranas de COL/ERR/VAN foram mais 

homogêneos em comparação com o COL/VAN, sendo 0,5μ2 para ambas COL/ERR/1%VAN 

e COL/ERR/6%VAN enquanto que para COL/1%VAN e COL/6%VAN foram 0,25μ2 e 

0,13μ2, respectivamente, sugerindo que o ERR também teve um papel importante na 

reticulação do COL. Segundo Musso; Salgado; Mauri (2019) em seu estudo de preparos de 

filmes de gelatina, o ERR favoreceu a reticulação das proteínas. Com relação à heterogeneidade 

dos poros, quanto maior a heterogeneidade dos poros menor o grau de reticulação (Martins, 

Talita., 2017). 

Para que se tenha mais evidências sobre a eficiência da reticulação é necessária a 

correlação do resultado com mais técnicas que forneçam informações sobre o grau de 

reticulação por meio das propriedades mecânicas, capacidade de intumescimento e 

características químicas das membranas. 

 

5.6 ENSAIO MECÂNICO DE TRAÇÃO 

O ensaio mecânico de tração foi realizado nas membranas de COL, COL/VAN (0,5%; 

1%; 3% e 6% de vanilina, respectivamente), COL/ERR, COL/ERR/VAN (0,5%; 1%; 3% e 6% 

de vanilina, respectivamente) para avaliar as propriedades mecânicas das membranas, como 

resistência à tração. A Figura 19 e a tabela 3 apresentam os resultados obtidos para o ensaio de 

tração. 

 

 
 

 

Figura 19- Gráficos de ensaio mecânico de tração das membranas de COL, COL/ERR, COL/VAN (0,5%; 1%; 3% 

e 6% de vanilina, respectivamente) e COL/ERR/VAN (0,5%; 1%; 3% e 6% de vanilina, respectivamente). (A) 

Alongamento (%), (B) Módulo de Young (MPa) e (C) Tensão Má Máxima (MPa). 
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Tabela 3- Valores médios e respectivos desvios padrão do alongamento (%), módulo de Young e tensão máxima 

das membranas de COL, COL/ERR, COL/VAN e COL/ERR/VAN (0,5%; 1%; 3% e 6% de vanilina). 

 

Amostras Alongamento (%) 
Módulo de Young 

(MPa) 

Tensão Máxima 

(MPa) 

COL 17,09 ± 5,41 677,2 ± 46,92 39,33 ± 8,59 

COL/0,5% VAN 23,67 ± 5,04 715,6 ± 21,74 48,61 ± 6,25 

COL/1% VAN 45,77 ± 7,94 572,02 ± 29,01 45,28 ± 6,59 

COL/3 % VAN 22,24 ± 2,3 685,84 ± 32,55 47,83 ± 3,01 

COL/6%VAN 24,13 ± 2,92 557,11 ± 29,86 41,49 ± 3,63 

COL/ERR 24,8 ± 2,14 464,35 ± 24,35 32,52 ± 2,12 

COL/ERR/0,5% 

VAN 
18,44 ± 1,8 404,14 ± 18,84 25,55 ± 2,9 

COL/ERR/1% VAN 19,64 ± 3,03 415,35 ± 27,53 25,03 ± 2,36 

COL/ERR/3% VAN 17,24 ± 3,67 421,17 ± 5,57 21,65 ± 3,2 

COL/ERR/6% VAN 17,3 ± 2,14 397,39 ± 36,4 22,82 ± 3,8 

 

O ensaio mecânico realizado demonstrou o impacto significativo da adição de ERR e 

VAN nas propriedades mecânicas das membranas de COL. Observou-se que o COL apresentou 

um alongamento de 17,09 ± 5,41%, módulo de Young de 677,2 ± 46,92 MPa e tensão máxima 

de 39,33 ± 8,59 MPa (Figura 19A, 19B e 19C e tabela 3), valores que refletem sua elasticidade 

e resistência intrínsecas. Nas membranas composta por COL/0,5% VAN, a adição da VAN 

aumentou o alongamento para 23,67 ± 5,04% (Figura 19A), enquanto que o módulo de Young 

foi levemente elevado para 715,6 ± 21,74 MPa (Figura 19B) e a tensão máxima para 48,61 ± 

6,25 MPa (Figura 19C). Esses resultados indicam que a reticulação inicial causada pela VAN 

fortalece a matriz de COL sem comprometer sua elasticidade. 

Por outro lado, a concentração de 1% de VAN (COL/1% VAN), resultou em um 

aumento expressivo no alongamento (45,77 ± 7,94%), acompanhado por uma redução no 

módulo de Young (572,02 ± 29,01 MPa) (Figura 19A e 19B e tabela 3). Esses resultados 

sugerem que, em concentrações moderadas, a VAN favorece a mobilidade molecular, 

promovendo maior deformação antes do rompimento. No entanto, concentrações superiores 

(3% e 6% de VAN) resultaram em redução tanto do alongamento (22,24 ± 2,3% e 24,13 ± 

2,92%, respectivamente) quanto da tensão máxima (47,83 ± 3,01 MPa e 41,49 ± 3,63 MPa, 

respectivamente) (Figura 19A e 19C e tabela 3), possivelmente devido a uma reticulação 

excessiva que limita a deformabilidade da matriz (Kamml, Julia; Acevedo, Claire; Kammer, 

David S., 2024). 

As membranas contendo ERR apresentaram um resultado distinto. A membrana de 

COL/ERR exibiu alongamento máximo superior ao COL (24,8 ± 2,14%) (Figura 19A e tabela 
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3), mas o módulo de Young foi limitado a 464,35 ± 24,35 MPa (Figura 19B e tabela 3). Além 

disso, a tensão máxima (32,52 ± 2,12 MPa) também foi inferior em comparação ao COL, 

indicando que o ERR introduz fragilidade à membrana. Esse efeito foi ainda mais evidente nas 

membranas contendo ERR e VAN (COL/ERR/VAN), nas quais os valores de módulo de Young 

e tensão máxima diminuíram progressivamente com o aumento da concentração de VAN, 

atingindo mínimos na COL/ERR/6% VAN de 17,3 ± 2,14% de alongamento, 397,39 ± 36,4 

MPa de módulo de Young e 22,82 ± 3,8 MPa de tensão máxima (Figura 19A, 19B e 19C e 

tabela 3). 

Contudo, a redução do alongamento, módulo de Young e tensão máxima nas 

membranas de COL/ERR e COL/ERR/VAN está relacionado à alteração na organização e 

estruturação da matriz colágena durante o processo de reticulação. Embora a VAN tenha sido 

utilizada como agente reticulante, a interação química entre os grupos fenólicos das 

antocianinas do repolho roxo e as moléculas de COL gerou uma rede menos ordenada (Kamml, 

J.; Acevedo, C.; Kammer, D. S., 2024). Estudos indicam que reticulações desorganizadas 

podem surgir devido à competição entre agentes reticulantes ou à distribuição heterogênea dos 

grupos reativos. Esse processo leva à formação de redes densas, que enrijecem as fibrilas de 

COL durante a reticulação, reduzindo a capacidade do material de se deformar e tornando a 

membrana mais quebradiça (Martins, Talita., 2017; Kamml, J.; Acevedo, C.; Kammer, D. S., 

2024). É importante ressaltar que a diminuição das propriedades mecânicas não significa 

ausência de reticulação. O processo de reticulação ocorreu, mas de forma menos eficiente no 

que diz respeito à formação de uma rede tridimensional homogênea. A redução das 

propriedades mecânicas no ensaio de tração indica reticulação com cadeias desorganizadas e 

densas, mas não interferem na utilização da membrana para o fim previsto. 

 

5.7 ENSAIO DE INTUMESCIMENTO 

O ensaio de intumescimento tem por finalidade avaliar a capacidade do material de 

absorver o solvente no qual ele está imerso. A Figura 20 apresenta o gráfico de intumescimento 

das membranas de COL, COL/ERR, COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina) e 

COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina), imersas em PBS (5 mL).  
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Figura 20- Dados de intumescimento das membranas de COL, COL/ERR, COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de 

vanilina) e COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina) imersas em 5 mL de PBS. 

 

As membranas apresentaram uma capacidade de intumescimento nas primeiras 6h e 

estabilizaram nas horas seguintes. A membrana de COL obteve cerca de 78% de 

intumescimento, enquanto as membranas de COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina) 

obtiveram cerca de 83% de intumescimento. Já as membranas de COL/ERR/VAN variaram de 

73% a 78% de intumescimento. 

A Figura 21 apresenta o ensaio de intumescimento simulando o contato das 

membranas com o exsudato (500 μL de PBS – pH 7,2). 

 

Figura 21- Intumescimento com a média de exsudato (PBS) das membranas de COL, COL/ERR, COL/VAN 

(0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina) e COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina). 
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O intumescimento das membranas da simulação foi semelhante ao das membranas 

imersas. A membrana de COL obteve cerca de 80% de intumescimento, enquanto as 

membranas de COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina) obtiveram cerca de 82% de 

intumescimento. Já as membranas de COL/ERR/VAN apresentaram menor intumescimento, 

variando de 74% a 77%, atribuído à reticulação do COL o que corrobora com os resultados de 

MEV no qual foi possível observar maior grau de organização das fibras colágenas nas 

membranas de COL contendo VAN e ERR (Castro et al., 2017). 

O menor intumescimento observado nas membranas contendo o ERR (COL/ERR e 

COL/ERR/VAN) está relacionado à reticulação das fibras colágenas mas também com o 

aumento do ambiente hidrofóbico ocasionados pela presença das antocianinas do ERR (Shi, S. 

et al., 2023), o que explicaria o menor intumescimento da membrana COL/ERR. Por outro lado, 

a VAN juntamente com o ERR fornecem características distintas à membrana quando 

associadas, uma vez que as membranas de COL/ERR/VAN têm uma taxa de intumescimento 

média, evidenciando o efeito da reticulação que ambos, VAN e ERR, conferem à membrana, e 

não somente devido ao aumento do ambiente hidrofóbico na membrana. 

No estudo de Rekulapally et al. (2021) as amostras de COL reticuladas com goma 

arábica obtiveram menor grau de intumescimento conforme aumentou o grau de reticulação 

proporcional ao aumento de goma arábica. De fato, o grau de intumescimento é inversamente 

proporcional ao grau de reticulação, uma vez que a reticulação melhora as propriedades físicas 

do COL. O moderado grau de intumescimento obtido está em consonância com o esperado para 

membrana desenvolvida neste trabalho, dado que a membrana de COL/ERR/VAN 

concomitantemente precisa ser estruturada e capaz de absorver exsudato. 

 

5.8 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE 

FOURIER (FTIR) 

A Figuras 22A, 22B e 22C apresentam os espectros obtidos por FTIR, os quais 

mostraram bandas características das amostras de COL, ERR e VAN. Além disso, a Figura 22A 

mostra as estruturas moleculares destes compostos e também da maltodextrina que foi utilizada 

para liofilização do ERR, sendo ela um polissacarídeo rico em dextrose (Kong et al., 2018). O 

COL tipo I é composto por duas cadeias α1 e α2 formadas por cadeias polipeptídicas ricas em 

prolina (Mecham, 2012). Para a reticulação do COL foi utilizada a VAN, um composto do 

grupo dos fenóis, grupo este ao qual também pertencem as antocianinas presentes no ERR 

(Machado et al., 2022). 
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Na Figura 22B referente a amostra de COL, a banda observada em 3298 cm⁻¹ é 

atribuída à amida A, que está relacionada às vibrações de estiramento da ligação N-H. Em 2920 

cm⁻¹, encontra-se a banda referente à amida B, que reflete as vibrações de estiramento 

assimétrico e simétrico das ligações CH₃ e CH₂, conforme descrito por Riaz (2018) e 

Shanmugasundaram et al. (2001). A banda observada em 1630 cm⁻¹, é atribuída à amida I e 

está associada ao estiramento da carbonila (C=O). Em 1538 cm⁻¹, a banda é correspondente à 

amida II, relacionada às vibrações de deformação da ligação N-H e estiramento da ligação C-

N (Riaz et al., 2018; Stani et al., 2020). As vibrações dos anéis pirrolidínicos foram detectadas 

na banda de 1448 cm⁻¹ (deformação angular assimétrico de CH3), que corresponde à 

estereoquímica desses anéis presentes na hidroxiprolina e prolina do COL (Júnior et al., 2015). 

A banda em 1235 cm⁻¹ corresponde à amida III, associada às vibrações combinadas do 

estiramento C-N e deformação N-H. Além disso, a banda em 1029 cm⁻¹ é indicativa das 

deformações da ligação N-H e de absorções C-O-C na estrutura do COL (Stani et al., 2020). A 

Figura 22- Estruturas moleculares e espectros de FTIR. (A) Estruturas moleculares do colágeno, 

vanilina, Cianidina-3-diglicosídeo-5-glicosídeo (repolho roxo) e maltodextrina. Espectros de FTIR de 

(B) COL, (C) ERR e (D) VAN (* e ** Ar-H de compostos aromáticos 1, 2, 4-trissubstituídos). 
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presença dessas bandas no espectro confirma que a estrutura peptídica do COL tipo I foi 

preservada, evidenciando a manutenção da integridade das cadeias peptídicas. 

Esses resultados são consistentes com os achados na literatura. Por exemplo, Gelse et 

al. (2003) relatam bandas similares para COL tipo I, destacando a importância das bandas em 

torno de 3300 cm⁻¹ e 1630 cm⁻¹ para a identificação das estruturas amídicas. A preservação das 

bandas das amidas I, II e III é indicativa da estabilidade estrutural das cadeias peptídicas (Gil, 

2013). 

No espectro do ERR (Figura 22C) foi observada uma banda em 3295 cm⁻¹ que está 

associada ao estiramento dos grupos OH que foi atribuído à presença de água livre, bem como 

aos grupos fenólicos e alcoólicos presentes nos extratos vegetais. A largura e a intensidade desta 

banda são indicativas da quantidade de água e dos compostos fenólicos, refletindo a umidade 

do extrato e a concentração de polifenóis, como as antocianinas. A banda em 2926 cm⁻¹ é 

referente ao estiramento das ligações C-H alifáticas, associadas aos grupos CH₂ e CH₃. A banda 

em 1641 cm⁻¹ é atribuída ao estiramento C-C dos compostos aromáticos. Esta banda está 

associada aos anéis aromáticos das antocianinas, que são um dos principais componentes 

bioativos do repolho roxo (Machado et al., 2022). As bandas encontradas em 1411 cm-1 e 1240 

cm⁻¹ estão associadas à deformação angular C=O de compostos fenólicos. A banda em 1363 

cm-1 se refere a deformação no plano de OH que ocorre em polifenóis presentes nas antocianinas 

(Seke et al., 2022). Essas bandas são indicativas da presença de grupos fenólicos conhecidos 

por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias (Machado et al., 2022). A banda na 

região de 994 cm⁻¹ está associada ao estiramento da ligação C-O dos grupos C-O-C presentes 

nos anéis anidroglicose da maltodextrina (Wu et al., 2018; Machado et al., 2022). 

No espectro da VAN (Figura 22D), a banda em 3176 cm⁻¹, corresponde ao estiramento 

axial OH do grupo fenólico, essencial para a reatividade e formação de ligações de hidrogênio, 

o que possibilita a reticulação do COL (Sapula; Bialik-Wąs; Malarz, 2023). A banda em 3020 

cm⁻¹ é atribuída ao estiramento axial C-H dos compostos aromáticos, confirmando a presença 

do anel benzênico da estrutura da VAN. A banda em 2858 cm⁻¹ refere-se ao estiramento C-H 

do grupo aldeído. A banda intensa em 1666 cm⁻¹, característica do estiramento C=O do grupo 

aldeído. As bandas em 1588 cm-1 e 1508 cm⁻¹ são indicativas do estiramento C-C aromático no 

anel benzênico. A banda em 1428 cm⁻¹ está associada ao estiramento assimétrico CH3 do grupo 

metóxi (O-CH3). Banda em 1300 cm-1 associada à deformação angular assimétrica CCH do 

anel (Medeiros, 2014). A banda em 1266 cm-1 corresponde ao estiramento C-CHO do grupo 

aldeído presente na VAN (Medeiros, 2014; Da Silva et al., 2022). Em 1172 cm-1 está associada 

à deformação angular CH3 do grupo metóxido (Medeiros, 2014). 
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A banda em 1155 cm⁻¹ é característica do estiramento da ligação C-OH do grupo fenol 

da VAN responsável por suas propriedades antioxidantes (Silva et al., 2023; Medeiros, 2014). 

Banda em 1123 cm-1 associada à deformação angular C-H no plano, a banda em 1028 cm-1 é 

referente ao grupo metóxi (O-CH3) presente na VAN (Medeiros, 2014; Da Silva et al., 2022). 

Bandas em 859 cm-1 e 813 cm⁻¹ referem-se ao estiramento Ar-H de compostos aromáticos 1, 2, 

4-trissubstituídos, confirmando a substituição específica no anel benzênico (Karakurt et al., 

2021; Medeiros, 2014). A banda em 732 cm-1 é referente à deformação angular C-C(CHO) fora 

do plano, pertinente ao grupo aldeído. Esses resultados são consistentes com a literatura 

existente sobre a análise de FTIR da VAN (Da Silva et al., 2022; Medeiros, 2014; Karakurt et 

al., 2021). As bandas descritas estão apresentadas na Figura 23. 

A Figura 23 apresenta os espectros de FTIR das membranas de COL/VAN (0,5%, 1%, 

3% e 6% de vanilina). O efeito da adição de VAN pode ser observado nos espectros das 

membranas de COL/1%VAN e COL/6%VAN, nos quais há um aumento da intensidade na 

banda em 1155 cm-1, que está relacionada ao fenol (C-OH) presente na VAN. Além disso, há 

aumento nas bandas das membranas de COL/0,5%VAN, COL/1%VAN e COL/6%VAN em 

1030 cm-1 que está associada à sobreposição das bandas referentes tanto ao N-H do COL, como 

ao grupo metóxi (O-CH3) presente na VAN (Medeiros, 2014). Levando em consideração os 

grupos fenol e metóxi, o aumento na intensidade destas bandas sugere que a VAN esteja 

contribuindo ao perfil espectral das membranas. Isso não foi observado na membrana de 

COL/3%VAN, visto que a mesma apresentou um rompimento das fibras colágenas, que pode 

ser observado no MEV (Figura 17E).  
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Analisando as bandas das membranas de COL/0,5%VAN, COL/1%VAN e 

COL/6%VAN é possível observar que as principais bandas relacionadas às amidas do COL 

(Amida A, I, II e III) (Kudo; Nakashima, 2020; Riaz et al., 2018) (em 3290 cm-1, 1635 cm-1, 

1540 cm-1 e 1240 cm-1, respectivamente) e grupo metil (CH3) (em 1450 cm-1), que é 

correspondente aos anéis presentes na hidroxiprolina e prolina do COL (Júnior et al., 2015), 

permaneceram inalteradas com relação ao desaparecimento ou deslocamentos de bandas. Já na 

banda da amida B em 2930 cm-1 pode-se observar um deslocamento com relação a amida B do 

COL (puro), o que indica alterações na estrutura do COL ou ainda formação de imina (C=N) a 

partir da interação do COL com a VAN (Knöpke et al., 2010). É importante ressaltar que 

algumas bandas apresentam aumento em sua intensidade conforme aumenta a concentração de 

VAN. A banda em 1240 cm-1 apresentou um aumento em sua intensidade, correspondendo à 

sobreposição das bandas referentes à amida III e grupo metóxi (Nastasiienko et al., 2021; Kudo; 

Nakashima, 2020).  

 

Figura 23- Espectros de FTIR das membranas de COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina). 
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Além disso, este aumento da intensidade está relacionado com a possível formação de 

éster fenólico (C-O-C) a partir da ligação entre a OH fenol da VAN e grupo COOH do COL, 

indicando reticulação do COL pela VAN, o que pode ser confirmado mais adiante com a técnica 

de 1H RMN. 

Ao comparar os espectros de COL/VAN (0,5%, 1% e 6%) com o espectro da VAN 

(pura) também é possível observar que esta banda está sobreposta a banda 1266 cm-1 (C- CHO 

do grupo aldeído). Também é possível observar um aumento na intensidade das bandas em 

3290 cm-1 da amida A e 1540 cm-1 da amida II relacionado a uma sobreposição das bandas das 

amidas com as bandas de ligações de hidrogênio provenientes da interação química entre o 

grupo hidroxila do fenol da VAN e a amina do COL (Hidayati et al., 2021; Nandiyanto; Oktiani; 

Ragadhita, 2019). Já na banda em 1635 cm-1 pode-se observar um aumento gradual referindo-

se a sobreposição da banda da amida I com a banda da imina (C=N) formada pela base de Schiff 

na modificação química que ocorre da ligação entre o aldeído da VAN e a amina do COL 

(Hidayati et al., 2021; Al-Shuja’a et al., 2017). Segundo Hidayati et al. (2021), a reticulação de 

proteínas pela VAN pode acontecer por meio de interações e modificações químicas como 

ocorrem nas ligações de hidrogênio e formação do grupo imina, respectivamente, corroborando 

com os resultados obtidos neste trabalho na reticulação do COL com a VAN. 

A Figura 24 apresenta os espectros das membranas de COL/ERR e COL/ERR/VAN 

(0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina). 
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Figura 24- Espectros de FTIR das membranas de COL/ERR e COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de 

vanilina). 

 

Nas membranas com ERR, as bandas em 3290 cm-1, 2920 cm-1, 1635 cm-1, 1452 cm-1 

e 1240 cm-1 foram mantidas nos espectros, embora não seja possível observar um aumento 

gradual com adição da VAN como foi observado na Figura 16. Entretanto, a banda em 3290 

cm-1, relacionada tanto a amida A do COL, quanto às ligações de hidrogênio (Hidayati et al., 

2021), se mostra mais intensa em todos os espectros em comparação com a Figura 24, indicando 

novas ligações de hidrogênio, provindas da interação do COL com a cianidina-3-diglicosídeo-

5-glicosídeo, evidenciando que o ERR também possa estar atuando como reticulador natural 

(Kossyvaki, D. et al. C, 2022), confirmando a análise de MEV (Figura 17). A semelhança na 

alta intensidade da banda em 3290 cm-1 em todos os espectros (Figura 18), relacionada ao fato 

de não ter sido variada a concentração de ERR, uma vez que este teria neste trabalho apenas a 

função de indicador de pH e não de reticulador, embora com essas análises há evidências da 

função do ERR também como reticulador. 

A banda em 1550 cm-1 está relacionada ao deslocamento da banda referente à amida 

II (na região de 1540 cm-1) e ligações de hidrogênio observadas nas membranas de COL e 

COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina), respectivamente. O deslocamento está 

relacionado a novas ligações de hidrogênio (Ryu et al., 2018) resultantes do processo de 
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reticulação causado pelo ERR. 

O aparecimento da banda em 1024 cm-1 em todos os espectros das membranas com 

ERR está relacionado à formação de fenol glicosilado (Kim et al., 2023), formada da interação 

entre o grupo fenol da VAN e os açúcares presentes na maltodextrina e cianidina-3-

diglicosídeo-5-glicosídeo, ambos presentes no ERR. 

Dessa forma, o ERR e concentrações mais altas de VAN sugerem maior reticulação do COL, 

podendo melhorar significativamente a estabilidade estrutural e as propriedades mecânicas da 

membrana (Indrani; Lukitowati; Yulizar, 2020; Ramasamy; Shanmugam, 2015), corroborando 

com os resultados de MEV. 

 

5.9 TERMOGRAVIMETRIA (TG) 

A análise termogravimétrica das membranas de COL, ERR, VAN e COL/ERR são 

apresentadas na Figura 25. 

Figura 25 - Termogravimetria das amostras de COL, ERR, VAN e COL/ERR A) TG; B) DTG. 

 

Verifica-se que a VAN (pura) apresentou um único e acentuado evento de perda de 

massa (100%), em 164°C. O início de perda de massa (Tonset) foi em 111°C, associada à 

evaporação da VAN, a qual teve sua temperatura máxima de perda de massa (Tmax) em 160°C 

associada à sua degradação (Thyriyalakshmi; Radha, 2019; Milanovic et al., 2010). Por sua 

vez, a amostra de ERR exibiu dois eventos de perda de massa, sendo o primeiro associado à 

evaporação de moléculas de água em até 100°C e o segundo evento, com Tmax de 279°C (78%), 

está relacionado à degradação de glicosídeos, antocianinas e os componentes fenólicos 

presentes tanto no repolho roxo quanto na maltodextrina (Machado et al., 2022). 

 

Figura 25- Termogravimetria das amostras de COL, ERR, VAN e COL/ERR A) TG; B) DTG. 
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A amostra pura de COL exibiu três eventos de perda de massa, sendo o primeiro 

associado à evaporação de moléculas de água em até 100°C. O segundo e o terceiro eventos de 

perda de massa do COL, uma em Tmax de 160°C (9%) e outra em Tmax 312°C (61%), são 

atribuídos à perda de água estrutural ligada às moléculas do COL e à decomposição da estrutura 

macromolecular do COL, respectivamente (Mekonnen; Ragothanman; Palamisamy, 2017; 

Lakra; Kiran; Sai, 2015). Diferente do observado nos termogramas de COL e ERR, a curva de 

TG da membrana composta por ambos (COL/ERR) resultou em quatro eventos distintos de 

perda de massa. O primeiro evento com Tmax em 59°C (3% de perda de massa) está associado 

à evaporação de água. O segundo com Tmax em 142°C (18%), não observado no COL nem no 

ERR (puros), é atribuído à reticulação do COL pelo ERR, conforme evidenciado pelas análises 

de MEV e FTIR. De acordo com Lakra, Kiran e Sai (2015), o processo de reticulação pode 

influenciar na capacidade de absorção de água, bem como no tipo de interação dessas moléculas 

de água com o COL, o que pode resultar em uma diminuição da temperatura de perda de massa. 

O terceiro evento, por sua vez, teve uma evidente perda de massa na Tmax de 322°C (36%), que 

está associado à decomposição térmica de COL. Por fim, o último evento ocorreu em uma Tmax 

de 516°C (12%) e é atribuído à uma provável decomposição pirolítica, ou seja, decomposição 

das moléculas remanescentes do COL (Wu et al., 2019). Os resultados obtidos das análises de 

TG e DTG estão resumidos na tabela 4. 

 
Tabela 4– Propriedades térmicas determinadas por TG e DTG associadas à temperatura de início (Tonset), 

máxima (Tmax) e final (Tendset) de perda de massa dos materiais puros (COL; ERR; VAN e COL/ERR). 
 

Amostras Eventos Tonset (°C) Tmax (°C) Tendset (°C) Perda de massa (%) 

COL 
1 - 160 - 9 

2 279 312 392 61 

ERR 1 257 279 311 78 

VAN 1 111 160 164 100 

 1 127 142 162 18 

COL/ERR 2 268 322 376 36 

 3 503 516 567 12 

 

A análise termogravimétrica das membranas de COL/VAN (0,5%; 1%; 3% e 6% de 

vanilina) estão apresentadas na Figura 26 e tabela 5. Para todas as amostras houve dois eventos 

de perda de massa, sendo o primeiro, abaixo de 100°C, relacionado à evaporação de água. O 

segundo evento com Tmax variando de 318°C a 324°C (77-80% de perda de massa) está 

associado à decomposição do COL. A supressão do pico de decomposição da VAN está 



62 

 

 

relacionada à sua interação com o COL em um processo de reticulação, o que pode ser também 

evidenciado pelo deslocamento da Tmax de decomposição do COL (de 312°C para 324°C), uma 

vez que materiais reticulados tendem a ser termicamente mais estáveis do que materiais não 

reticulados (Wu et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 5- Propriedades térmicas determinadas por TG e DTG associadas à temperatura de início (Tonset), 
máxima (Tmax) e final (Tendset) de perda de massa das membranas de COL/VAN (0,5%; 1%; 3% e 6% de 

vanilina). 
 

Amostras Eventos Tonset (°C) Tmax (°C) Tendset (°C) Perda de massa (%) 

COL/0,5%VAN 1 293 324 375 78 

COL/1%VAN 1 288 322 376 78 

COL/3%VAN 1 292 322 370 77 

COL/6%VAN 1 283 318 375 80 

A termogravimetria das membranas de COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de 

vanilina)  são  apresentadas  pela  Figura  27.  Todas  as  membranas  exceto  a  de 

COL/ERR/3%VAN apresentaram o mesmo padrão de perda de massa. O fato do padrão de 

perda de massa dessa membrana ter sido diferente pode estar relacionada ao possível 

rompimento das fibras colágenas, como foi observado nas análises de MEV. Outra evidência 

deste rompimento das fibras de COL pode ser observada na sua perda de massa que ocorre na 

Tmax de 314°C, temperatura próxima à perda de massa do COL não reticulado. 

Figura 26- Termogravimetria das membranas de COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina). (A) TG e (B) DTG 
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As membranas de COL/ERR incorporadas com 0,5%, 1% e 6% de VAN 

(COL/ERR/VAN) exibiram dois eventos principais de perda de massa. O primeiro evento, com 

DTG exibindo consecutivos estágios de decomposição térmica (Figura 22B), teve Tmax variando 

de 127°C a 133°C (18 a 21% de perda de massa), estão associadas à perda de massa de COL 

reticulado pelo ERR, uma vez que a reticulação causada pelo ERR resultou em uma rede 

colágena com maior número de poros e poros maiores em comparação as membranas sem ERR, 

conforme pode ser observado nos histogramas do MEV (Figuras 17 e 18). Além disso, essa 

Tmax só foi observada nas membranas de COL/ERR/VAN. 

 

 

 

O segundo evento para todas as membranas também apresentou deslocamento na Tmax 

em comparação ao COL puro, com valores entre 321°C e 322°C (46 a 49% de perda de massa), 

associado à decomposição do COL reticulado pela VAN, como já observado nas membranas 

de COL/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina). 

Na tabela 6 estão sumarizados os dados obtidos pela termogravimetria das membranas 

de COL/ERR/VAN (0,5%; 1%; 3% e 6% de vanilina).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27- Termogravimetria das membranas de COL/ERR e COL/ERR/VAN (0,5%, 1%, 3% e 6% de vanilina). 

(A) TG e (B) DTG. 
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Tabela 6- Propriedades térmicas determinadas por TG e DTG associadas à temperatura de início (Tonset), 

máxima (Tmax) e final (Tendset) de perda de massa das membranas de COL/ERR/VAN (0,5%; 1%; 3% e 6% de 

vanilina). 

Amostras Eventos Tonset (°C)  Tmax (°C) Tendset (°C) Perda de massa (%) 

COL/ERR/0,5%VAN 
1 125 133 164 20 

2 254 321 369 47 

COL/ERR/1%VAN 
1 116 131 162 21 

2 251 321 383 46 

COL/ERR/3%VAN 
1 134 150 178 16 

2 276 314 377 54 

COL/ERR/6%VAN 
1 121 127 162 18 

2 262 322 367 49 

 

 

5.10  CALORIMETRIA EXPLORATÓRIA DIFERENCIAL (DSC) 

A Figura 28 apresenta os termogramas de DSC para as amostras de COL, ERR, VAN 

e COL/ERR. A curva de DSC do COL (Figura 28A) apresenta quatro eventos endotérmicos. O 

primeiro pico em 57°C corresponde à temperatura de transição vítrea (Tg) do COL, que segundo 

Ocak (2018) e Ocak (2021) pode variar em temperaturas entre 43°C a 58°C. O segundo e o 

terceiro eventos endotérmicos em 87°C e 147°C, respectivamente, estão associados à 

temperatura de desnaturação do COL (Lakra; Kiran; Sai, 2015). Após o processo de 

desnaturação térmica, as fibrilas de COL podem sofrer várias mudanças conformacionais 

resultantes da quebra de ligações cruzadas e liberação de água ligada. (Perkasa; Erizal; Abbas, 

2013). Por fim, o quarto evento endotérmico ocorreu em 196°C que foi atribuído a temperatura 

de fusão (Tf) do COL (Lizarazo et al., 2019).  
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Por sua vez, a curva de DSC de ERR (Figura 28B) exibiu dois eventos endotérmicos 

amplos em 85°C e 213°C. O primeiro pico endotérmico (85°C) foi atribuído à evaporação de 

água fracamente ligada, enquanto o segundo (213°C) está associado à carbonização da 

maltodextrina presente no ERR (Elnaggar et al., 2010). A VAN (Figura 28C) exibiu um único 

evento endotérmico em 82°C que corresponde à sua Tf (Zheng et al., 2020). Por sua vez, o 

COL/ERR (Figura 28D) exibiu três eventos endotérmicos, sendo o primeiro em 63°C 

correspondente à Tg do COL, o segundo em 147°C associado à desnaturação do COL e o 

terceiro em 183°C está associado à fusão do COL reticulado pelo ERR, sofrendo influência da 

maltodextrina na estrutura da fibra colágena, tornando a membrana de COL/ERR mais flexível 

do que a membrana de COL (pura) (Pacheco et al., 2021), o que pode ser observado no 

manuseio das membranas. 

Os termogramas de DSC das membranas de COL/VAN (0,5%; 1%; 3% e 6% de 

vanilina) são apresentados pela Figura 29.  

Figura 28- Termogramas de DSC das membranas. (A) COL, (B) ERR, (C) VAN e (D) COL/ERR. 
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O primeiro pico endotérmico apresentado por todas as membranas de COL/VAN de 

48°C a 51°C está associado à Tg do COL. Os dois seguintes picos endotérmicos, um entre 85°C 

e 87°C e o outro entre 146°C e 148°C, estão associados à desnaturação do COL, como foi 

possível observar no termograma do COL puro (Figura 28A). O seguinte pico endotérmico mais 

pronunciado observado nos termogramas está em 180°C que está relacionado à Tf do COL 

sofrendo provavelmente influência da reticulação pela VAN, uma vez que a temperatura tende 

a ser menor do que à Tf do COL não reticulado. Os demais picos adjacentes à 190°C estão 

associados à desnaturação das moléculas de COL não ligadas no processo de reticulação. 

A Figura 30 apresenta os termogramas de DSC das membranas de COL/ERR/VAN 

(0,5%; 1%; 3% e 6% de vanilina).  

 

 

 

Figura 29- Termogramas de DSC das membranas de COL/VAN. (A) 0,5%, (B) 1%, (C) 3% e (D) 6%. 
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O primeiro pico endotérmico apresentado por todas as membranas de COL/ERR/VAN 

de 54°C a 65°C está associado à Tg do COL. O aumento na Tg do COL está associado à 

reticulação do COL pelo ERR, como observado no estudo de reticulação do COL realizado por 

Thongchai et al. (2020). A membrana de COL/ERR/0,5%VAN apresentou picos endotérmicos 

em 129°C e 140°C que estão associados à Tf da maltodextrina e à desnaturação do COL, 

respectivamente (Machado et al., 2022; Lakra; Kiran; Sai, 2015). As membranas de 

COL/ERR/VAN (1%, 3% e 6%) apresentam picos endotérmicos entre 146°C a 151°C que estão 

associados à desnaturação do COL. Os picos endotérmicos entre 184°C a 190°C possivelmente 

são referentes à Tf do COL reticulado, como pode ser observado nas membranas de COL/VAN 

(Figura 29). 

 

 

Figura 30- Termogramas de DSC das membranas de COL/ERR/VAN. (A) 0,5%, (B) 1%, (C) 3% e (D) 6% de 

vanilina. 



68 

 

 

A análise de DSC evidenciou as características térmicas próprias dos materiais 

utilizados para compor as membranas e, além disso, evidenciou a reticulação do COL tanto pela 

VAN quanto pelo ERR, como pode ser observado pelos deslocamentos das Tf.  

 

5.11 RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE PRÓTONS (1H RMN) 

A espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de Prótons (1H RMN) foi 

realizada para investigar as características estruturais da membrana de COL e das membranas 

de COL/ERR, COL/6% VAN e COL/ERR/6% VAN. Essas membranas foram selecionadas 

com base nos resultados obtidos aqui por meio das análises de MEV, FTIR, TG e DSC, que 

demonstraram que a membrana COL/ERR/6% VAN apresentou maior eficiência da 

reticulação. Para efeito de comparação, também foram utilizadas as membranas COL, 

COL/ERR e COL/6% VAN. A Figura 31 apresenta o espectro de 1H RMN da membrana COL. 

 
 

 

A análise do espectro de 1H RMN da membrana de COL permitiu identificar os 

principais picos de aminoácidos presentes na proteína. Os sinais observados em δ 1,06 ppm e δ 

1,44 ppm foram atribuídos aos grupos metil (CH3) da alanina, que aparecem como dupletos 

devido ao acoplamento spin-spin com o próton vinculado ao α-carbono (CH). A alanina 

também apresenta sinais em δ 4,00 ppm e δ 4,13 ppm, relacionados a multipletos provenientes 

do ambiente químico dos prótons vinculados ao α-carbono (Riemer, T. et al., 2012; Ahmad, T. 

et al., 2021; Voron’ko, N. G. et al., 2017). 

 

Figura 31- Espectro 1H RMN da membrana de COL. 
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A prolina, um aminoácido abundante no COL, foi identificada com diversos sinais no 

espectro. Os picos em δ 1,49 ppm, δ 1,80 ppm e δ 2,07 ppm envolvem os prótons das cadeias 

laterais da prolina, enquanto os sinais em δ 2,22 ppm, δ 3,12 ppm, δ 3,33 ppm e δ 3,51 ppm 

estão associados aos prótons metilênicos e metínicos de sua estrutura cíclica. O sinal em δ 4,45 

ppm, distribuído como um múltiplo, é atribuído ao próton α da prolina (Ahmad, T. et al., 2021; 

Riemer, T. et al., 2012; Voron’ko, N. G. et al., 2017). 

A hidroxiprolina, um derivado da prolina e componente essencial para a estabilidade 

estrutural do COL, foi identificada por picos específicos: o sinal em δ 2,47 ppm é atribuído ao 

próton do grupo hidroxila, enquanto o tripleto observado em δ 3,77 ppm relacionado ao próton 

β e os sinais em δ 4,79 ppm e δ 5,51 ppm estão relacionados ao próton α, cujas posições refletem 

a interação do grupo hidroxila com a matriz proteica. Esses resultados confirmaram a presença 

predominante de prolina, hidroxiprolina e alanina no COL tipo I, corroborando sua composição 

típica (Riemer, T. et al., 2012; Ahmad, T. et al., 2021; Voron’ko, N. G. et al., 2017). 

A Figura 32 apresenta o espectro da membrana composta por COL/ERR. No espectro 

da membrana de COL/ERR, observou-se que os picos específicos do COL se mantiveram, 

garantindo a preservação da estrutura proteica na membrana após a incorporação do ERR. 

 

 

 

Além disso, picos específicos foram atribuídos ao composto cianidina-3- glicosídeo-

5-glicosídeo, principais antocianinas presentes no extrato. Os sinais em δ 3,40 ppm, δ 3,53 ppm 

e um novo pico em δ 3,70 ppm estão associados aos prótons dos grupos glicosídicos, enquanto 

os picos em δ 5,09 ppm e δ 5,35 ppm tiveram um aumento na intensidade do pico e estão 

Figura 32- Espectro 1H RMN da membrana de COL/ERR. 
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associados aos prótons anoméricos do açúcar conjugado à cianidina (Moloney, Micheal et al., 

2018). Esses resultados confirmaram a integração do ERR à matriz de COL, preservando os 

picos espectrais de ambos os componentes. Os picos em δ 3,53 ppm e δ 5,09 ppm característicos 

da maltodextrina coincidem com os picos de cianidina-3-glicosídeo-5-glicosídeo, presentes no 

ERR (Gurturz, Z. et al., 2017). Os picos em δ 4,00 ppm e δ 5,51 ppm também tiveram um 

aumento de intensidade no pico, que está relacionado à interação entre os compostos presentes 

no ERR e o COL. Essa região no espectro é tipicamente associada a hidrogênios em ligações 

com grupos hidroxila (-OH) ou duplas ligações em sistemas conjugados, como os encontrados 

em antocianinas, que são os principais compostos bioativos presentes no ERR (Machado et al., 

2022). Essas interações ocorrem por meio de ligações hidrogênio, formação de complexos ou 

outras alterações químicas que aumentam a densidade eletrônica local, resultando em um 

aumento na intensidade do pico (Souza, RD de., 2013). 

A intensidade do pico em δ 2,07 ppm diminuiu em relação à membrana de COL puro, 

atribuída a interações químicas e estruturais entre o ERR e o COL. O pico δ 2,07 ppm está 

associado a prótons do grupo metil (CH3) e metileno (CH2) em um ambiente específico da 

estrutura colágena (Peixoto, Paulo De Sa et al., 2013). Essas interações alteram o ambiente 

químico dos prótons pelo sinal δ 2,07 ppm, reduzindo assim, a intensidade no pico. 

Na membrana de COL/6% VAN, o espectro de 1H RMN também revelou alterações 

significativas nos sinais característicos do COL, assim como o surgimento de novos picos 

atribuídos à VAN (Figura 33). 

 

 

 

Figura 33- Espectro 1H RMN da membrana de COL/6% VAN. 
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Os picos característicos do COL se mantiveram, mas com intensidades reduzidas em 

relação ao COL puro para os sinais em δ 1,44 ppm e δ 2,07 ppm, indicando possíveis interações 

entre a VAN e os aminoácidos da proteína (glicina, prolina e hidroxiprolina) (Bogdan, M.; 

Floare, C. G.; Pirnau, A., 2009). O pico em δ 2,07 ppm diminuiu devido a formação de ligações 

covalentes entre o grupo aldeído da VAN e os grupos amina livres do COL (Bogdan, M.; Floare, 

C. G.; Pirnau, A., 2009). 

O sinal em δ 4,13 ppm apresentou maior intensidade do pico em comparação com o 

COL puro, sugerindo modificações no ambiente químico dos prótons vinculados ao carbono de 

alguns aminoácidos. O pico em δ 5,51 ppm diminuiu em relação a membrana de COL puro, 

devido à interação do grupo aldeído da VAN com aminas primárias do COL, formando bases 

de Schiff (iminas) (Wilharm, N. et al., 2022). Essa reação altera o ambiente químico dos prótons 

envolvidos, reduzindo o sinal (Hidayati et al., 2021; Al- Shuja’a et al., 2017). Além disso, novos 

sinais atribuídos à VAN foram observados em δ 3,95 ppm (metóxi), novos picos em δ 7,08 

ppm, δ 7,61 ppm, δ 7,66 ppm (prótons aromáticos do anel benzênico) e singleto δ 9,75 ppm 

correspondendo aos prótons dos grupos aldeídos presentes na VAN (Lu, W.; Jin, Z., 2022). 

As mudanças observadas no espectro indicam que a VAN interagiu com a estrutura 

colágena através de ligações covalentes, como a formação de iminas por meio das quais 

ocorrem a reticulação, como pode ser verificado também nos resultados de FTIR. Essas 

alterações reforçam o papel da VAN no melhoramento das propriedades da membrana, 

conferindo-lhe características diferenciadas e potencial funcional aprimorado. 

A Figura 34 apresenta os resultados de ¹H RMN da membrana de COL/ERR/6% VAN. 

Foram observados sinais em δ 3,70 ppm, δ 5,09 ppm e δ 5,35 ppm atribuídos às antocianinas 

presentes no ERR. Esses sinais no espectro correspondem aos prótons aromáticos das 

antocianinas e indicam a presença do ERR na matriz colágena.  
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O gráfico apresenta também novos multipletos em aproximadamente δ 1,25 ppm 

relacionados tanto à formação de ligações cruzadas covalentes com grupos alifáticos (CH2 e 

CH3) que são formados durante o processo de reticulação (Wilharm, N. et al., 2022; Olde, L. 

H. H. et al., 1995), quanto à presença de compostos alifáticos de ERR. O ERR contém uma 

variedade de compostos orgânicos, incluindo os flavonoides, açúcares e outras moléculas 

alifáticas. Após a reação, os açúcares e compostos relacionados podem sofrer transformações 

que levam ao aumento de sinais de prótons metílicos ou metilênicos (CH3 ou CH2) nesta região 

(Wilharm, N. et al., 2022; Peixoto, Paulo De Sa et al., 2013). Por sua vez, o surgimento do pico 

em δ 1,70 ppm foi atribuído a prótons alifáticos, como os de grupos metil e metileno, presentes 

na prolina do COL (Shoulders & Raines, 2009). Além disso, a presença de antocianinas no 

ERR, formam interações de ligações cruzadas com o COL, alterando o ambiente químico dos 

prótons alifáticos e contribuindo para o aumento do sinal (Mondal, Bijoy Kumar; Guha, 

Falguni; Abser, Md Nurul., 2021). A VAN intensificou essa interação, criando novos ambientes 

moleculares que deslocam os sinais alifáticos para essa região. Essas alterações refletem a 

formação de uma matriz mais reticulada. 

 O pico em δ 2,55 ppm teve uma redução em sua intensidade relacionado à formação 

de bases de Schiff (C=N) entre os grupos aldeídos da VAN e os grupos aminos do COL, além 

de reações de compostos fenólicos do ERR com as cadeias laterais do COL (Wilharm, N. et al., 

2022). É visível que a intensidade dos picos em δ 4,25 ppm, δ 5,35 ppm e δ 6,7 ppm 

aumentaram. No pico em δ 4,25 ppm o aumento da intensidade foi atribuído a formação de 

ligações cruzadas covalentes entre os aldeídos da VAN e os grupos amina do COL (formando 

Figura 34- Espectro 1H RMN da membrana de COL/ ERR/ 6% VAN. 
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bases de Schiff) pode deslocar os prótons de cadeias laterais para essa região (Wilharm, N. et 

al., 2022). Esse aumento também resulta das reações envolvendo os compostos fenólicos do 

ERR formando éteres e outros derivados oxigenados que contribuem para o desenvolvimento 

de uma rede densa, que atraem prótons adjacentes para essa região (Issa, Raafat M.; Khedr, 

Abdalla M.; Rizk, Helen., 2008).  

O pico em δ 5,51 ppm teve um aumento na intensidade, atribuída à interação do ERR 

com o COL que está relacionado a ligações cruzadas insaturadas que deslocam os prótons para 

essa região, assim como está também relacionado a alterações dos prótons nos resíduos das 

cadeias laterais da prolina ou hidroxiprolina dos aminoácidos do COL, formando radicais 

vinílicos (C=C) (Silverstein, Robert M.; Bassler, G., 1962). Já o aumento do pico em δ 6,7 ppm 

é atribuído à formação do composto aromático 1, 2, 4- trissubstituídos uma vez que essa região 

é típica de prótons em anéis aromáticos com substituintes (Lima, Daniel Inácio de et al., 2013). 

A VAN e compostos fenólicos do ERR podem participar de reações de reticulação que 

alteram o ambiente químico dos prótons aromáticos, deslocando-os para essa região de δ 6,7 

ppm. A reticulação cria novos compostos aromáticos funcionalizados, como fenóis conjugados 

ou quinonas (Mattioli; Francioso; Mosca; Silva, 2020), além de modificações estruturais no 

ERR. As antocianinas e compostos fenólicos do ERR durante a reticulação sofrem oxidação e 

polimerização, gerando espécies aromáticas conjugadas (Frinhani, 1998). 

A região em δ 7,08 ppm, δ 7,61 ppm, δ 7,66 ppm e δ 9,75 ppm foram deslocadas em 

comparação ao espectro do COL. Esse deslocamento dos picos em δ 7,08 ppm, δ 7,61 ppm e δ 

7,66 ppm estão relacionadas aos prótons aromáticos substituídos, pois essa região é 

característica de prótons aromáticos ligados a anéis benzeno, especialmente em compostos 

substituídos (Lima, Daniel Inácio de et al., 2013; Karakurt et al., 2021; Medeiros, 2014). A 

região entre δ 7,5 - 9 ppm também é atribuída à formação de base de Schiff que ocorre quando 

a VAN reage com os grupos amina do COL, Além disso, prótons podem surgir entre δ 7,5 - 8,5 

ppm, devido à interação com o ERR (Issa, Y. M.; Hassib, H. B.; Abdelaal, H. E., 2009). Por 

sua vez, o pico em δ 9,75 ppm refere-se aos prótons aldeídicos da VAN na interação com aminas 

do COL (base de Schiff) formados durante a reticulação, deslocando o sinal aldeídico para essa 

região (Issa, Y. M.; Hassib, H. B.; Abdelaal, H. E., 2009; Dos Santos, J. E.; Dockal, E. R.; 

Cavalheiro, É. T. G., 2005; Wilharm, N. et al., 2022). 

Embora houve dúvida na eficiência de reticulação por meio dos resultados do ensaio 

mecânico de tração, há evidências de reticulação por meio dos resultados de MEV, 

intumescimento, FTIR, DSC, TG e 1H RMN. A diminuição das propriedades mecânicas da 
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membranas não significa que não houve reticulação, podendo então estar relacionada com a 

heterogeneidade da reticulação e com a formação de redes densas que enrijecem as fibrilas do 

COL durante a reticulação e diminuem assim a capacidade do material em se deformar, 

tornando a membrana mais quebradiça (Martins, Talita., 2017; Kamml, J.; Acevedo, C.; 

Kammer, D. S., 2024). 

O estudo de Martins (2017) investigou o desenvolvimento de matrizes compósitas 

tridimensionais de quitosana e vidro bioativo, destacando a formação de uma estrutura porosa 

heterogênea durante o processo de reticulação. No trabalho presente, análise de MEV, conforme 

observado nas Figuras 17C e 17H, evidenciaram a presença de poros com tamanhos e 

distribuições variáveis. Essa heterogeneidade, por sua vez, é atribuída a fatores relacionados à 

metodologia, às condições específicas de reticulação, como a concentração do agente 

reticulante, temperatura, pH, fatores estes que interferem no modo como ocorre a interação 

entre os componentes da matriz. 

 

5.12 ANTIBIOGRAMA 

Devido ao objetivo do curativo ser uma proteção contra infecção bacteriana é 

importante avaliar suas propriedades antimicrobianas ou bacteriostáticas. A Figura 35 apresenta 

o antibiograma das membranas de COL, COL/0,5%VAN, COL/6%VAN, COL/ERR, 

COL/ERR/0,5%VAN, COL/ERR/1%VAN, COL/ERR/3%VAN e COL/ERR/6%VAN.  

 
 

 

Figura 35- Antibiograma das membranas. (A) 3h, (B) 7h e (C) 31h de exposição do disco de gentamicina (G), 

das membranas COL/ERR (1), COL/ERR/0,5%VAN (2), COL/ERR/1%VAN (3), COL/ERR/3%VAN (4), 

COL/ERR/6%VAN (5), COL (6), COL/0,5%VAN (7) e COL/6%VAN (8). 
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Na análise do antibiograma das amostras, foram observados eventos que elucidam o 

comportamento antimicrobiano da VAN em combinação com COL (COL/VAN) e a influência 

do ERR no ambiente de cultivo com Staphylococcus aureus (Figura 35). Após 3h de contato 

das membranas com as bactérias não foram observadas alterações importantes. Após 7h, é 

possível notar que a amostra de COL/6%VAN (Figura 35B - 8) apresentou um halo de inibição 

de 14 mm, valor próximo ao halo de inibição formado pelo disco controle de gentamicina. Este 

aparecimento do halo é um indicativo claro da atividade antimicrobiana da VAN. De fato, a 

VAN, utilizada aqui como reticulante, é um composto fenólico derivado da baunilha e possui 

propriedades antimicrobianas documentadas contra uma variedade de bactérias gram-positivas 

e gram-negativas (Amir et al., 2024). 

Após 31h, apesar do maior crescimento bacteriano na placa, é possível notar que o 

halo em volta da membrana de COL/6%VAN (Figura 35C - 8) manteve-se com 14 mm de 

diâmetro, confirmando o efeito antimicrobiano da VAN na proporção de 6%. 

Com este ensaio não foi possível avaliar com precisão o efeito bacteriostático das 

membranas, embora nas membranas com ERR (Figura 35B - 1 a 5) é possível notar um fraco 

halo em sua volta, o que poderia indicar um possível efeito bacteriostático, uma vez que o ERR, 

utilizado neste estudo como um indicador natural de pH, é composto por bioativos com 

atividades antioxidante, anti-inflamatória, anticarcinogênica, antifúngica, antiviral e, inclusive, 

antimicrobiano (Arafa et al., 2021). 

O efeito antimicrobiano só foi possível ser observado na membrana de COL/6%VAN, 

atribuído à VAN. No entanto, na membrana de COL/ERR/6%VAN não foi possível observar 

halo de inibição. O que não significa que a membrana não possua efeito bacteriostático. Desta 

forma, o potencial bacteriostático do ERR poderá ser avaliado futuramente por MEV. 

É interessante ressaltar que na última hora do experimento, todas as membranas com 

ERR apresentaram uma mudança de cor roxa para verde, o que indica a detecção da alteração 

no pH do meio. Esta mudança de pH é devido à presença da bactéria, que altera o pH do meio 

onde ela está para alcalino. Portanto, no antibiograma a membrana com ERR foi eficaz como 

indicador natural de pH, comprovando a alteração de cor dependente do pH do meio, como foi 

observado pelo teste de UV-Vis. 
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5.13 ESTUDO COMPLEMENTAR DA INFLUÊNCIA DA VARIAÇÃO DE 

CONCENTRAÇÃO DE ERR 

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da variação na concentração de ERR 

no processo de reticulação do COL, uma vez que as análises anteriores neste trabalho indicaram 

que o ERR contribui de maneira significativa para a reticulação do COL, justificando a 

necessidade de aprofundar a investigação sobre o efeito de diferentes concentrações. Para isso, 

foram utilizadas três quantidades distintas de ERR, sendo 4g, 5g e 8g, a fim de analisar como 

essa variação pode influenciar nas amostras. 

 

5.13.1 ENSAIO MECÂNICO DE TRAÇÃO 

O ensaio mecânico de tração foi realizado para avaliar as propriedades mecânicas das 

amostras com diferentes quantidades de ERR (4g e 5g). É importante destacar aqui que a 

amostra contendo 8g de ERR não foi submetida ao ensaio de tração devido à sua alta fragilidade 

ainda no manuseio. A Figura 36 e a tabela 7 apresentam os resultados obtidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36- Gráficos do Módulo de Young (MPa), tensão máxima (MPa) e alongamento (%) por ensaio 

mecânico de tração das amostras de COL e COL/ERR (4g e 5g de ERR). (*) p<0,05. 
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Tabela 7- Valores médios e respectivos desvios padrão do alongamento (%), módulo de Young e tensão máxima 

de ruptura das membranas de COL/ERR (4g, 5g e 8g de ERR). 

 

Amostras Alongamento (%) Módulo de Young (MPa) Tensão Máxima (MPa) 

COL/ERR 4g 5,6 ± 0,55 367,99 ± 7,40 13,5 ±1,95 

COL/ERR 5g 6,36 ± 0,70 286,86 ± 22,50 9,55 ± 3,93 

 

Os resultados obtidos no ensaio mecânico de tração apresentaram que a adição de ERR 

impactou significativamente as propriedades mecânicas do COL. A membrana de COL/ERR 

4g apresentou desempenho mecânico superior em termos de módulo de Young em comparação 

à membrana de COL/ERR 5g. O módulo de Young de 367,99 ± 7,40 MPa (Figura 36 e tabela 

6) indica maior rigidez na membrana de COL/ERR 4g, enquanto a membrana de COL/ERR 5g, 

com módulo de 286,86 ± 22,50 MPa (Figura 36 e tabela 6), demonstra ser significativamente 

menos rígida (p<0,05), devido à maior quantidade de ERR, que causou alterações na estrutura 

do COL. 

Contudo, tanto a tensão máxima quanto o alongamento na ruptura diminuíram após a 

incorporação do ERR, independentemente da quantidade utilizada (4g e 5g). A tensão máxima 

da membrana e o alongamento de COL/ERR 4g foram de 13,5 ± 1,95 MPa e 5,6 ± 0,55%, 

respectivamente, e da membrana de COL/ERR 5g foi de 9,55 ± 3,93 MPa e 6,36 ± 0,70% 

(Figura 36 e tabela 7). Esses resultados sugerem que a presença de ERR, reduziu a resistência 

e capacidade de deformação da membrana de COL. Esses resultados comparados ao ensaio 

mecânico de tração das amostras reticuladas (Figura 19 e Tabela 6) demonstraram que à medida 

que aumenta a quantidade de ERR, menos resistente é a membrana. Wang (2019) e seus 

colaboradores, com o estudo de filmes para embalagens formulados com nanocomplexos de 

gelatina e antocianinas, observaram que as amostras contendo as antocianinas juntamente com 

quitosana e carboximetil quitosana melhoraram a resistência mecânica e o alongamento dos 

filmes à base de gelatina.  

Com base nesse estudo e nos resultados obtidos no presente trabalho fica evidente que 

as antocianinas do ERR colaboram para a reticulação por meio de interações e ligações 

químicas com o COL, no entanto, apenas o ERR não é suficiente se fazendo necessário a 

associação do ERR com a VAN para que o processo de reticulação seja eficaz. 
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5.13.2 GRAU DE INTUMESCIMENTO 

A Figura 37 apresenta o gráfico de intumescimento das membranas de COL, 

COL/ERR 4g, COL/ERR 5g e COL/ERR 8 g imersas em PBS. 

 
Figura 37- Dados de intumescimento das membranas de COL, COL/ERR 4g, COL/ERR 5g e COL/ERR 8g. 

 

A membrana de COL, conforme demonstrado aqui anteriormente (Figuras 20 e 21), 

demonstrou uma capacidade de intumescimento nas primeiras 6h de ensaio, atingindo cerca de 

80% de sua capacidade de intumescimento. Após esse período inicial, o comportamento da 

amostra estabilizou, mantendo essa taxa de absorção de fluido. 

As membranas de COL/ERR (4g, 5g e 8g de ERR), apresentaram comportamentos 

distintos. A amostra COL/ERR 4g alcançou 0% de intumescimento, enquanto a membrana 

COL/ERR 5g apresentou 59% e a de COL/ERR 8g alcançou 18% de intumescimento. No 

entanto, todas as amostras exibiram rápida deterioração. A membrana de COL/ERR 4g não 

resistiu ao ensaio de intumescimento e as membranas de COL/ERR 5g e 8g não resistiram à 

primeira hora de ensaio, sugerindo que o ERR compromete a estabilidade estrutural da matriz 

de COL. 

Esses resultados mostram que para o desenvolvimento do smart wound dressing 

utilizando o ERR como indicador de pH, a presença de VAN nas membranas mostrou-se crucial 

pois confere à membrana estabilidade estrutural e funcional. Atuando como agente reticulador, 

a VAN promove ligações cruzadas no COL, fortalecendo a matriz, aumentando sua resistência 

à degradação e garantindo a manutenção de suas propriedades ao longo do tempo. 
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5.13.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE 

FOURIER (FTIR) 

A análise de FTIR para este estudo teve como objetivo avaliar os picos tanto do COL 

quanto do ERR e a associação dos dois componentes. A Figura 38 apresenta os espectros das 

amostras com diferentes quantidades de ERR, sendo 4g, 5g e 8g. 

 

  
 

A análise de FTIR das amostras contendo COL/ERR (4g, 5g e 8g de ERR demonstrou 

que as bandas características de COL permaneceram inalteradas em 3290 cm⁻¹, 2928 cm⁻¹, 1635 

cm⁻¹, 1550 cm⁻¹, 1452 cm⁻¹ e 1240 cm⁻¹, correspondendo à amida A, amida B, amida I, amida 

II, CH₃ e amida III do COL, respectivamente. O pico em 3290 cm⁻¹ está associado tanto à amida 

A do COL quanto às ligações de hidrogênio (Hidayati et al., 2021), sugerindo novas interações 

de hidrogênio entre o COL e a cianidina-3- diglicosídeo-5-glicosídeo. O aumento da quantidade 

de ERR resultou em maior intensidade das bandas observadas. 

Na amostra COL/ERR 4g, foi identificado um deslocamento da banda em 1024 cm⁻¹ 

(Figura 24) para 1016 cm⁻¹, atribuído à formação de fenol glicosilado (Kim et al., 2023), 

decorrente da interação entre os açúcares da maltodextrina e a cianidina-3- diglicosídeo-5-

glicosídeo presentes no ERR. Houve um deslocamento do pico em 1411 cm⁻¹ (Figura 22C) para 

1400 cm⁻¹, relacionado à deformação angular C=O de compostos fenólicos (Seke et al., 2022), 

Figura 38- Espectros de FTIR das membranas de COL com diferentes concentrações de ERR (4g; 5g e 8g de 

ERR). 
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sendo este pico mais intenso na membrana COL/ERR 8g. O pico em 997 cm⁻¹ nas amostras 

COL/ERR (5g e 8g) foi associado ao estiramento da ligação C-O dos grupos C-O-C presentes 

nos anéis de anidroglicose da maltodextrina (Wu et al., 2018; Machado et al., 2022). 

Observou-se que, na membrana COL/ERR 8g, a quantidade de ERR excedeu a de COL 

(2g), resultando em maior conteúdo de glicosídeos e impactando as interações intermoleculares 

entre as cadeias de COL, consequência disso pode ser observado no manuseio da amostra, a 

qual se mostrou mais quebradiça. Portanto, a utilização de 3g de ERR em combinação com 

VAN, mostrou-se mais adequada para preservar a integridade da membrana e suas propriedades 

mecânicas e funcionais. 

O estudo complementar da influência da variação de ERR mostra que para o 

desenvolvimento do smart wound dressing utilizando o ERR como indicador de pH, a presença 

de VAN nas membranas é fundamental, pois confere à membrana estabilidade estrutural e 

funcional. Atuando como agente reticulador, a VAN promove ligações cruzadas no COL, 

fortalecendo a matriz, aumentando sua resistência à degradação e garantindo a manutenção de 

suas propriedades ao longo do tempo. O ERR, por sua vez, atua na reticulação quando associado 

à VAN, conforme os resultados aqui apresentados. 

 

6. RESUMO GRÁFICO 
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7. CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho foi desenvolvido um smart wound dressing, a base de COL/ERR/VAN, 

capaz de intumescer quando em contato com o exsudato da ferida e indicar o estado desta por 

meio da mudança de cor pH-dependente. A caracterização do COL por gel de eletroforese por 

SDS-PAGE revelou ser do tipo 1. Os espectros de UV- Vis confirmaram as bandas de absorção 

típicas dos componentes do ERR, enquanto a resposta colorimétrica das membranas indicou 

que o ERR mantém sua capacidade de indicador de pH, mesmo após associado ao COL e à 

VAN. A reticulação do COL, com formação de uma rede tridimensional, especialmente após a 

adição de VAN e ERR pode ser observada na análise de MEV e nos histogramas de tamanho e 

quantidade de poros. A diminuição das propriedades mecânicas observadas por meio do ensaio 

de tração não reflete ausência de reticulação, mas sim uma reticulação formada por cadeias 

desorganizadas e densas. A reticulação deve ser otimizada para uma rede mais homogênea. A 

reticulação do COL teve mais evidências nas análises de FTIR e TGA que mostraram que o 

ERR e maiores concentrações de VAN resultam em maior reticulação. A análise de DSC 

evidenciou características térmicas próprias dos materiais utilizados para compor as membranas 

e, além disso, também evidenciou a reticulação do COL tanto pela VAN quanto pelo ERR, 

observado pelos deslocamentos das Tg e Tf. O smart wound dressing apresentou um menor grau 

de intumescimento das membranas com ERR, corroborando a reticulação observada no MEV 

e no FTIR. A análise de 1H RMN confirmou os sinais características estruturais do COL, a 

integração do ERR e a presença de VAN nas membranas e a reticulação da membrana de 

COL/ERR/6% VAN. O antibiograma evidenciou que a COL/6% VAN possui efeito 

antimicrobiano. Além disso, foi possível observar que as membranas são eficazes na detecção 

de bactérias. O estudo preliminar sobre a variação do ERR mostrou que a presença de VAN é 

fundamental para a estabilidade estrutural e funcional das membranas, promovendo a 

reticulação do COL, fortalecendo a matriz e aumentando sua resistência à degradação. O smart 

wound dressing formado por COL/ERR/6%VAN se destacou como a melhor opção para ser 

utilizada como curativo para monitorar o estado de feridas como queimaduras, sinalizar 

infecções microbianas e baixo custo. 

 

 

 

 

 



82 

 

 

8. DESAFIOS TÉCNICOS ENFRENTADOS 

 

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, alguns desafios foram enfrentados, 

como: 

● Durante a liofilização do ERR líquido, a presença de antocianinas glicosiladas, 

compostos com açúcares ligados, comprometeu a formação de um pó manipulável, 

resultando na obtenção de uma matriz pegajosa e instável. Com base em relatos da 

literatura, foi identificado o uso da maltodextrina como agente estabilizante, uma 

estratégia eficaz para superar essa limitação, possibilitando a obtenção de um pó 

estável e funcional; 

● Durante o ensaio de tração, as amostras apresentaram deslizamento, sendo 

necessário utilizar uma lixa para garantir a fixação adequada; 

● No estudo preliminar de concentrações mais elevadas de ERR na membrana de 

COL comprometem sua integridade, resultando em rachaduras e forte adesão à placa 

de secagem. 

 

8.1 PERSPECTIVA E SUGESTÃO DE CONTINUIDADE DESSE ESTUDO 

● Estudar e otimizar um novo protocolo de reticulação para formação de cadeias 

organizadas e uma rede de poros homogêneos, melhorando assim, as propriedades 

mecânicas da membrana; 

● Realizar dentre as caracterizações a análise por XPS; 

● Realizar ensaio de cicatrização in vitro; 

● Verificar o potencial bacteriostático do ERR por meio da avaliação de formação de 

biofilme por MEV e/ou ensaio de cristal violeta visto que a membrana contendo ERR 

não teve propriedade antimicrobiana; 

● Avaliar o efeito analgésico da VAN; 

● Avaliar in vivo o efeito do smart wound dressing. 
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