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Resumo geral

Neste trabalho de Tese, filmes comestiveis bioativos foram produzidos a partir
da blenda galactomanana-amido-nisina. A galactomanana do endosperma de sementes
de Adenanthera pavonina foi extraida e sua estrutura fina foi estudada através de
técnicas de RMN. Sua razdo M/G (=1,46) determinada e sua estrutura estdo de acordo
com o que foi relatado na literatura para galactomananas. Estudo de IR corroboram os
dados de RMN obtidos nesse trabalho. Essa galactomanana apresentou comportamento
reologico tipico de gomas de sementes. Amido de milho gelatinizado foi empregado
para produzir blendas com a galactomanana. Nos testes reologicos, o esforco aplicado
para curvas de escoamento da dispersdo de amido de milho gelatinizado e das misturas
de galactomanana-amido ndo permitiu caracterizar adequadamente esses sistemas de
polimeros em solugdo. Os ensaios oscilatérios, por sua vez, foram mais sensiveis para
detectar as diferencas entre os distintos sistemas avaliados permitindo uma
caracterizacdo de maneira mais adequada. A constru¢do de isotermas de sor¢ao foi
numa abordagem interessante para caracterizar filmes comestiveis produzidos a partir
dos sistemas de blendas de polissacarideos e do complexo galactomanana-amido-nisina.
Diferencgas significativas foram detectadas nesses filmes e permitiram relacionar o
comportamento da 4gua ao arranjo estrutural dos diferentes filmes comestiveis
produzidos. A umidade foi observada como dependente de importantes pardmetros
avaliados nos filmes, tais como a temperatura e o contetido de glicerol. O fendmeno da
histerese foi evidenciado para os filmes comestiveis da blenda galactomanana-amido.
Finalmente, o modelo matematico de sor¢ao descrito pela equagdao G.A.B. ¢ sugerido
como aquele que melhor representa os dados obtidos nas condigdes experimentais
testadas aqui. As curvas de estabilidade térmica obtidas por DSCI para a galactomanana
e os filmes comestiveis, produzidos sem o antimicrobiano e contendo a nisina,
permitiram associar os dados de DSC aos obtidos pelas medias de ay, corroborando, no
caso do filme contendo nisina, que o antimicrobiano contribui para uma maior
hidratacdo do filme comestivel. A presenca de nisina nos filmes comestiveis produzidos
com a blenda galactomanana-amido e glicerol reduziu o crescimento de L.
monocitogenes, diminuindo o numero de unidades formadoras de colonias e atuando

como barreira para a contaminagdo. O estudo da acdo da nisina através do teste do halo



de inibigdo e do bioensaio permitiu caracterizar os filmes comestiveis através do uso de
técnicas satisfatorias. Finalmente, mais estudos devem ser conduzidos a fim de
determinar se mudangas adicionais na composi¢do ou na estrutura dos filmes poderiam
modificar a atividade antimicrobiana devido a inativacdo da nisina ou alterando sua

liberacao.

Palavras-chaves: galactomananas, filmes comestiveis, atividade de 4gua, amido, nisina,

bioensaio



Abstract

In this thesis work, bioactive edible films were produced by using a
galactomannan-starch-nisi blend. The galactomannan from the endosperm of seeds of
Adenanthera pavonina was extracted and the fine structure of the gum endospermic was
studied by NMR techniques. The reason M / G (= 1.46) was determined and its structure
is in agreement with those reported in the literature for galactomannans. Study of IR
data supported the NMR data obtained in this work. This galactomannan showed
rheological behavior typical of seed gums. Gelatinized corn starch was used to produce
blends with the galactomannans. In rheological tests, the force applied to the flow
curves to the dispersion of gelatinized corn starch and mixtures of starch-galactomannan
did not adequately characterize these polymer systems in solution. The oscillatory tests,
in turn, were more sensitive to detect differences between the different systems
evaluated allowing for a more appropriate characterization. The construction of the
sorption isotherms was an interesting approach to characterize edible films produced
from blends of systems of polysaccharides and starch-galactomannan-nisin blend.
Significant differences were detected in these films and have to relate the behavior of
water to the structural arrangement of various edible films produced. The humidity was
as dependent on key parameters measured in films such as temperature and content of
glycerol. The hysteresis phenomenon was shown to the edible films of starch-
galactomannan blend. Finally, the mathematical model of sorption described by the
G.A.B. equation is suggested as one that best represents the data obtained in
experimental conditions tested here. Thermal stability curves obtained by DSC for
galactomannan and edible films which produced without and with the antimicrobial
agent nisin, led to associate the data with those obtained by aw, corroborating, in the
case of the film containing nisin, the antimicrobial contributes to an increased hydration
of the edible film. The presence of nisin in edible films produced with the starch-
galactomannan blend and glycerol reduced the growth of L. monocitogenes, reducing
the number of colony-forming units and acting as a barrier to contamination. The study
of action of nisin through the test of the inhibition zone and the bioassay enabled
characterization of the edible films through the using of good techniques. Finally, more

studies should be conducted to determine whether additional changes in the composition



or the structure of the films could modify the antimicrobial activity due to inactivation

of nisin or altering its release.

Keywords: galactomannans, edible films, water activity, starch, nisin, bioassay



Résumé

Dans ce travail de thése, bio-films comestibles ont été produites a partir de
mélanges d'amidon galactomananes-nisine. Les galactomananes de l'endosperme de
graines d’Adenanthera pavonina ont été extraite et sa fine structure a ét¢ étudiée par des
techniques RMN. La raison M / G (= 1,46) est déterminé et sa structure est en accord
avec ce qui a été rapporté dans la littérature pour galactomananes. Etude de I'R a
corroboré lesquelles données de RMN obtenus dans ce travail. Ce comportement
rhéologique a montré typique comportement de solution des galactomananes. Amidon
gélatinisé de mais a ¢té utilisé pour produire des mélanges avec les galactomananes.
Dans les essais rhéologiques, a cause de la force appliquée aux courbes de flux de la
dispersion d’amidon gélatinisé et de mélanges d'amidon-galactomannanes, les courbes
n’ont pas représenté correctement les systémes des polymeéres en solution. L’essai
oscillatoire, a leur tour, ont été plus sensible pour détecter les différences entre les
différents systémes et il a permis une caractérisation plus approprié. La construction des
sorption isothermes a ¢ét€¢ une approche intéressante pour caractériser les films
comestibles produits a partir de mélanges de polysaccharides et d'amidon
galactomananes-nisine. Des différences significatives ont été détectées dans ces films et
ils sont rapportées le comportement de 1'eau a la structure des différents films produits.
L'humidité est aussi dépendante de parameétres clés (la température et la teneur de
glycérol) mesurés dans des films. Le phénomene d'hystérésis est détecté dans les fims
comestibles produit avec de la mélange d'amidon galactomananes. Enfin, le modéle
mathématique de sorption décrite par 1'équation de G.A.B. est proposé que celui qui
représente les données obtenues dans des conditions expérimentales testées ici. Les
courbes de la stabilité thermique obtenu par DSC des galactomananes et des films
comestibles, sans et avec 1’agent antimicrobien nisine, a conduit a associer les données
avec celles obtenues par ay, en corroborant, dans le cas du film contenant de la nisine
que les antimicrobiens contribue a une augmentation de l'hydratation des films
comestibles. La présence de la nisine dans les films comestibles produits avec la
mélange d’amidon galactomananes et du glycérol réduit la croissance de L.
monocitogenes, en réduisant le nombre d'unités formant des colonies et en agissant

comme une barriere a la contamination. L'é¢tude de 1'action de la nisine par le test de



l'auréole d'inhibition et de l'essai biologique a permis la caractérisation des films
comestibles par l'utilisation de bonnes techniques. Enfin, d'autres études devraient étre
menées pour déterminer si d'autres changements dans la composition ou la structure des
films pourrait modifier l'activité antimicrobienne due a l'inactivation de la nisine ou de

modifier sa libération.

Mots clés: galactomananes, films comestibles, activité de 1’eau, amidon, nisine, bio-

essais



Resumen

En este trabajo cientifico e Tesis, La estructura del polisacarido galactomanana
del endospermo de semillas de Adenanthera pavonina fue estudiada a través de técnicas
de RMN. Su razon M/G (=1,46) fue determinada y su estructura estan en conformidad
con lo que fue relatado en la literatura para galactomananas. El espectro de IR He
confirmado los datos de RMN obtenidos en este trabajo. La galactomanana he
presentado comportamiento reoldgico tipico de gomas de semillas. Almidon de maiz
gelatinizado fue empleado para producir blendas con la galactomanana. En las pruebas
reologicas, El esfuerzo aplicado para curvas de flujo de la dispersion de almidon de
maiz gelatinizado y de las mezclas de galactomanana-almidon non permitid caracterizar
adecuadamente las mezclas en solucion. Las pruebas oscilatorias, por su vez, fueron
mas sensibles para detectar las diferencias entre los distintos sistemas evaluados
permitiendo una caracterizacion mas adecuada. La construccion de isotermas de sorcion
represento una estrategia interesante para caracterizar los filmes comestibles producidos
a partir de los sistemas de blendas de polisacaridos y del complejo galactomanana-
almidon-nisina. Diferencias significativas fueron detectadas en estos films y permitieron
relacionar el comportamiento del agua a la organizacidon estructural de los diferentes
films comestibles producidos. La humidad fue observada como dependiente de
importantes pardmetros evaluados en los films, tales como la temperatura y el contenido
de glicerol. El fenomeno de la histéresis fue observado en los films comestibles de la
blenda galactomanana-almidon. Finalmente, el modelo matematico de sorcion descrito
por la ecuacion G.A.B. es sugerido como aquel que mejor ajusta los datos obtenidos en
las condiciones experimentales probadas aqui. Las curvas de estabilidad térmica
obtenidas por DSC para la galactomanana y los films comestibles, producidos sin el
antimicrobiano y con la nisina, permitieron asociar los datos de DSC a los obtenidos por
las mediciones de ay, comprobando, en el caso del film con la nisina, que el
antimicrobiano contribuye para una, mas grande hidratacion del film comestible. La
presencia de la nisina en los filmes comestibles producidos con la blenda
galactomanana-almidon y glicerol he reducido el crecimiento de L. monocitogenes,
disminuyendo el nimero de las unidades formadoras de colonias y actuando como

barrera para la contaminacion. El estudio de la accion de la nisina a través de la prueba



del halo de inhibicion y del bioensayo permitid caracterizar los films comestibles a
través del uso de técnicas satisfactorias. Finalmente, mas estudios deben ser conducidos
para determinar se mudanzas adicionales en la composicion o en la estructura de los
films podrian modificar la actividad antimicrobiana debido a la inactivacion de la nisina

o alterando su liberacion.

Palabras clave: galactomananas, films comestibles, actividad del agua, almidon, nisina,

bioensayo
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Capitulo 1

Filmes comestiveis e Polissacarideos de Reserva de Parede

Celular (PRPC) de Adenanthera pavonina L.
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1. Introducio

A escolha e a elaboracdo dos materiais empregados para formar filmes
comestiveis dependem, além do custo e da disponibilidade, de pardmetros como
propriedades mecanicas (resisténcia e flexibilidade), propriedades Opticas (cor e
opacidade), espessura, permeabilidade ao vapor d’4dgua e gases como o CO, e O,,
solubilidade em 4gua e propriedades sensoriais (GENNADIOS, 2002;
NUSSINOVITCH, 2003; STEPHEN; PHILLIPS; WILLIAMS, 2006). Estas
propriedades dependem do biopolimero utilizado (conformagdo, peso molecular,
distribuicdo das cargas, polaridade), das condi¢des de producao (pH, concentragio
do polimero, tratamento térmico da solugdo, tipo e teor de aditivos como
plastificantes), bem como das condigdes ambientais, temperatura e umidade
relativa, que sao importantes devido a natureza higroscépica de biopolimero e do
plastificante  utilizados (GENNADIOS, 2002; AHVENAINEN, 2003;
NUSSINOVITCH, 2003).

O uso de plastificantes ¢ essencial para a produgdo de filmes comestiveis.
Esses aditivos reduzem as interagdes intermoleculares das cadeias adjacentes do
biopolimero, resultando no aumento da mobilidade destas cadeias e,
conseqiientemente, um material flexivel (GENNADIOS, 2002; AHVENAINEN,
2003). A diminui¢do da for¢a e aumento da deformacdo na ruptura com o
aumento da concentracdo do plastificante s3o comportamentos tipicos desses tipos
de filmes (NUSSINOVITCH, 2003). A presenca de plastificantes diminui a
intensidade das interagcdes polimero-polimero com uma maior mobilidade de
cadeias poliméricas e fazendo os filmes menos resistentes e mais deforméveis.

Os polissacarideos consistem de longas cadeias contendo centenas e
milhares de unidades de monossacarideos. Os polissacarideos mais abundantes,
sintetizados pelas plantas sdo amido e celulose. Estes polissacarideos consistem de
recorrentes unidades de p-glucose, mas diferem entre si no tipo de ligagdo
glicosidica. Outros polissacarideos muito importantes sdo as hemiceluloses,
componentes da parede celular de plantas que, além da funcdo estrutural, podem
também desempenhar um papel na defesa contra estresse hidrico (BUCKERIDGE
et al.,2000).
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Alguns dos polissacarideos ja utilizados na produgdo de filmes comestiveis
sao os amidos (FIGURA 1.1), especialmente os ricos em amilose, (PHAN ef al.,
2005; BERTUZZI et al., 2007a e 2007b; FLORES et al., 2007a e 2007b;
BOURTOOM; CHINNAN, 2008), quitosana (FIGURA 1.2, SIONKOWSKA et
al., 2004; BOURTOOM; CHINNAN, 2008; CASARIEGO ef al:, 2008) e, mais
recentemente as galactomananas (FIGURA 1.3, MIKKONEN et al, 2007,
CERQUEIRA ef al. 2009a e 2009b).

1.1.Amido

O amido ¢ uma matéria-prima existente em abundancia, de baixo custo e
facil manuseio, apresentando-se como uma alternativa na preparagao de
revestimentos comestiveis. Os granulos de amido variam muito em sua forma e
tamanho, dependendo do local da planta onde sdo obtidos (VANDAMME; DE
BAETS; STEINBUCHEL, 2002; STEPHEN; PHILLIPS; WILLIAMS, 2006). Na
célula vegetal, o amido ¢ armazenado em particulas sub-celulares chamadas graos
de amido. Os graos de amido sdo compostos por duas estruturas polimericas de o-
glucose, amilose e amilopectina, contendo ainda 4gua, lipidios, proteinas e ions
minerais.

O filme desenvolvido a partir de amilose ¢ descrito como isotropico,
inodoro, sem sabor, sem cor, e ndo tdéxico podendo ser absorvido biologicamente.
Exibe resisténcia fisica e propriedades mecanicas semelhantes ao filme plastico
(STEPHEN; PHILLIPS; WILLIAMS, 2006; BERTUZZI et al., 2007a).

Procedimentos para a producao de revestimentos e filmes, com um
elevado teor de amilose ja foram desenvolvidos (RYU et al., 2002; BERTUZZI et
al., 2007a; FLORES et al., 2007a ¢ 2007b). Entretanto, estes filmes tém baixa
permeabilidade ao oxigénio (RYU ef al., 2002), em um intervalo de temperaturas
de 5 a 45 ° C e uma umidade relativa com valores de até 50% (BERTUZZI et al.,
2007a). Com a adicdo de plastificantes aumenta a mobilidade da cadeia
polimérica, a resisténcia a tensdo, a flexibilidade e a permeabilidade ao vapor de
agua foram aumentadas (BERTUZZI et al., 2007a). O revestimento baseado em
amilose, quando aplicado as batatas e produtos derivados, melhora a aparéncia,

textura, sabor ¢ estabilidade (STEPHEN; PHILLIPS; WILLIAMS, 2006).
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A producdo de ésteres como acetatos e fosfatos, e éteres, como os
derivados do éter hidroxipropil pode ser induzida pela reagdo de grupos hidroxila
do amido. Com ¢ésteres foram produzidos filmes soltiveis em dgua do amido de
milho, com um teor de amilose hidroxipropilados em 1,1%, com um teor de
amilose aparente em 71%. Este derivado hidroxipropil pode ser combinado com
outros ingredientes para melhorar a sua flexibilidade e ajustar a taxa de
resfriamento e/ou secagem, entre outros efeitos (AHVENAINEN, 2003;
STEPHEN; PHILLIPS; WILLIAMS, 2006).

1.2.Polissacarideos de Reserva de Parede Celular: o grupo das

Galactomananas vegetais

Dentre os principais produtos de reserva sintetizados pelas plantas, sem duvida
alguma os polimeros constituidos de unidades monossacaridicas sdo a estratégia
evolutiva de maior sucesso. O amido ¢ o mais amplamente distribuido, seguido pelos
frutanos e depois pelos polissacarideos de parede celular (PPC). Esses compostos de
reserva apresentam caracteristicas que os tornam mais convenientes para as células

vegetais em determinadas situagcdes (BUCKERIDGE et al., 2000).

Os polissacarideos de parede celular sdo quimicamente inertes e sua solubilidade
em agua ¢ bastante diferenciada. Por um lado, essas caracteristicas representam uma
vantagem quando comparados ao amido e aos frutanos, pois sugerem a existéncia de um
compartimento celular especializado, ou seja, a propria parede celular, para o
armazenamento daqueles polimeros. Por outro lado, isso implica num alto custo
energético para sua sintese, secrecado ¢ montagem quando de sua deposi¢do na parede
celular. Esses polissacarideos apresentam também outras fungdes tais como a dureza das
sementes, participacdo em relagdes hidricas e expansao celular. Cabe aqui considerar
que apenas para as galactomananas um carater multifuncional foi demonstrado e do
ponto de vista evolutivo ¢ provavel que essa segunda fungdo tenha surgido e, ao longo

do tempo, permanecido (BUCKERIDGE et al., 2000).

Com base em aspectos estruturais, os polissacarideos de reserva de parede
celular (PRPC) sdo agrupados em trés grandes classes: as mananas, xiloglucanas e

galactanas (REID et al., 1979; BUCKERIDGE et al., 2000). O grupo das mananas por
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sua vez, ¢ subdividido em mananas puras, glucomananas e galactomananas. As

principais caracteristicas dos PRPCs estdo resumidas na Tabela 1.1.

Um recente modelo para a arquitetura da parede celular foi proposto (Figura 1.4)
e com base nesse modelo, imagina-se que existam trés matrizes basicas
(celulose/hemicelulose, pectina e proteina). Os PRPCs sdo observados como as
hemiceluloses constituintes da parede celular. Os diferentes componentes
macromoleculares ndo celuldsicos da parede celular se adaptaram, ao longo da evolugao,
ao papel de reserva nas sementes de diversas espécies. Ainda nao se sabe por que tais
adaptagdes surgiram, pois os polissacarideos complexos da parede celular ndo oferecem
qualquer vantagem aparente sobre amido, Oleos ou proteinas estocadas
intracelularmente como fontes de nutrientes para o desenvolvimento de plantulas
(STEPHEN, 1995). Talvez a razdo para a adaptagcdo e permanéncia dos PRPCs tenha
pouco a ver como material nutritivo, mas de fato seja mais relacionada as suas
propriedades enquanto materiais. As atuais aplicagcdes industriais dos PRPCs estdo
baseadas na exploragdo de suas propriedades reolégicas. E razoavel supor que essas
mesmas propriedades sejam importantes nas estratégias de germinacao de sementes e

evidéncia favoravel acumula-se corroborando essa hipotese (STEPHEN, 1995).

Embora a funcionalidade comercial esteja ligada ao contetdo e distribuigdo de
galactose, nenhuma relacao foi estabelecida entre o conteudo de galactose e a fungdo
biologica. Pode ser considerado significativo que alguns grupos taxondmicos de
leguminosas que sdo considerados mais primitivos tém galactomananas com os mais
baixos graus de substitui¢do e aquelas espécies nas tribos mais avangadas de Faboideae
que sdo endospérmicas, possuem galactomananas com o mais alto grau de substituicao.
Polissacarideos hemicelulésicos do tipo manana de parede celular sdo galactose
substituidos, mas em pequenos percentuais. Isto talvez module sua interagdo com a
celulose ou outros componentes da parede celular. Na parede celular de reserva da
semente, que contem pouca ou nenhuma celulose ou outros polissacarideos, interagdes
moleculares mistas ndo sdo relevantes uma vez que as propriedades hidrofilicas das
moléculas de galactomananas sdo importantes. Isto pode explicar aparentemente a
tendéncia evolutiva através dos altos graus de substituicdo de galactose (STEPHEN,

1995).
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Tabela 1.1 — Principais caracteristicas dos polissacarideos de reserva de parede celular

(PRPC)".

) , Cadeia ) N .
Polissacarideo .. Ramificagao Localizagdo na planta
principal
Mananas D-Manose Nenhuma ou Sementes
raramente D-
Galactose
Glucomananas p-Manose e b-  D-Galactose Sementes e orgaos
Glucose subterraneos
Galactomananas D-Manose p-Galactose Sementes
Xiloglucanas p-Glucose p-Xilose, p- Sementes
Galactose € p-
Arabinose
Galactanas p-Galactose D-Arabinose Sementes

*Adaptada de Buckeridge et al. (2000).
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Figura 1.1 — Estrutura da molécula de amido. Sao mostrados os polimeros constituintes,

amilose e amilopectina.
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Figura 1.2 — Estrutura fundamental do biopolimero quitosana. A quitosana ¢ obtida a

partir da deacetilagdo parcial da quitina.
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Gomade Guar

Figura 1.3 — Estrutura molecular da galactomanana de guar (Cyamopsis tetragonoloba).
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Figura 1.4 — Modelo proposto para a arquitetura da parede celular vegetal mostrando a
distribuicao das matrizes e a organizacao dos distintos polissacarideos que a constituem.

(Fonte: http://micro.magnet.fsu.edu/cells/plants/cellwall.html, acesso em 31/03/2009).
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As galactomananas sdo consideradas polissacarideos de reserva, normalmente
presentes em endosperma de sementes da familia Fabaceae (Leguminosae), (REID,
1985) e em menores quantidades das familias Palmae, Annonaceae, Convolvulaceae,
Ebenaceae e Loganiaceae (DEA; MORRISON, 1975; BUCKERIDGE et al. 2000). Sao
ainda encontradas em fungos (DEA; MORRISON; 1975), liquens (RANOVICZ, 1997).
Seu papel na planta também est4 relacionado com a manutencdo e regulagcdo da agua
durante a germinacao além de protecao contra predadores (BUCKERIDGE et al., 2000).
Durante a germinagao, esses polissacarideos sdo catabolisados para fornecer energia e

esqueletos de carbono para o crescimento da planta (SINGHA et al. 1987).

A maioria dos estudos desenvolvidos com galactomananas visa, principalmente,
o interesse comercial, com aplicacdes em diversas areas da industria (AZERO &
ANDRADE, 2002). Estas aplicagdes sdo decorrentes das propriedades reologicas de
solucdes aquosas, formando solucdes de alta viscosidade em baixas concentragdes. As
galactomananas sdo agentes amplamente utilizados como espessantes, estabilizantes,
espessantes, encapsuladores, em uma variedade de aplicagdes industriais. Por que ndo
serem digeriveis, podem ser utilizados para aumentar o teor de fibras nos alimentos
(VANDAMME, DE BAETS; STEINBUCHEL, 2002).

As galactomananas consistem de cadeias lineares de p-manose em ligacdo [3-
(1->4), com substituicdes de galactose unidas por ligacdes glicosidicas a-(1->6) as
unidades de n-manose na cadeia linear (BUCKERIDGE et al., 2000) como mostrado na
Figura 1.2. As propriedades fisico-quimicas e conformagdo de galactomananas sdo
estritamente relacionadas com a relacdo M/G e a distribui¢do de galactose ao longo da
principal cadeia. A solubilidade em &agua ¢ afectada pelo grau de substituicdo de
galactose na cadeia de manana. Apesar da relagdo M/G das galactomananas fornecer
informagdes importantes, muitas vezes galactomananas com mesma relagdo podem
apresentar propriedades muito distintas (BUCKERIDGE et al. 2000; AZERO;
ANDRADE, 2002). Este fato pode ser explicado quando se observa a estrutura fina de
cada um desses polissacarideos. Esta distribuicdo de galactose ao longo da cadeia
principal de manose pode se apresentar de forma aleatdria, alternada ou em blocos
(STEPHEN, PHILLIPS; WILLIAMS, 2006)

A galactomanana da goma de alfarroba (Ceratonia siliqua) apresenta razao M/G

de 3,5 e menor solubilidade em temperatura ambiente, quando comparado com a goma
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Guar (Cyamopsis tetragonolobus L.), cuja relacdo M/G ¢ de, aproximadamente, de 1,8
(VANDAMME, DE BAETS & STEINBUCHEL, 2002). A Tabela 1.2 mostra a relagiio
manose/galactose para galactomananas extraidas de diferentes espécies de leguminosas.

A relagdo M/G afeta as propriedades das galactomananas como solubilidade,
susceptibilidade a degradagdo enzimadtica e interagdo molecular (PAI et al., 2002;
MAHAMMAD et al., 2006; MAHAMMAD et al., 2007). O teor de galactose no
polissacarideo também produz um efeito pronunciado sobre as suas propriedades
reologicas. As galactomananas em agua sdao solucdes altamente viscosas, € as
propriedades do polimero em solucdo, sdo controladas por caracteristicas moleculares
como o peso molecular e a estrutura quimica (MAHAMMAD et al., 2007).

A investigagdo de novas fontes de galactomananas ¢ da maior importancia, tanto
na area académica e quanto na industrial. Paises tropicais como o Brasil tém grande
potencial como produtores de recursos renovaveis, ainda ndo suficientemente
explorados. O Brasil tem vastas areas adequadas para o cultivo de leguminosas, uma
importante fonte de galactomananas, como tém demonstrado as pesquisas que
identificaram esses polissacarideos em varias espécies desta familia (AZERO &
ANDRADE, 2002; EGOROV et al., 2003; EGOROV et al., 2004; VIEIRA et al.,
2007). Embora muitas galactomananas tenham sido isoladas nos ultimos anos, apenas as
galactomananas de guar e de alfarroba sdo utilizados comercialmente. A goma alfarroba
¢ a mais conhecida e uma das mais antigas gomas extraidas de sementes (STEPHEN,
PHILLIPS; WILLIAMS, 2006).

As galactomananas também podem ser encontradas em fontes microbianas,
leveduras e fungos, assim como p-manose € p-galactose sdo encontrados em outras
plantas polissacarideos, como glucomananas, mananas e galactanos (VANDAMME,

DE BAETS & STEINBUCHEL, 2002; STEPHEN, PHILLIPS & WILLIAMS, 2006).

A obten¢do de galactomananas que possam substituir em parte ou totalmente as
gomas tradicionais pode trazer muitos beneficios econdmicos e sociais, levando-se em
conta que estes polimeros nao possuem nenhum valor agregado no momento. A
demanda no Brasil por hidrocoloides e por polimeros biocompativeis estd crescendo,
mas ndo obstante as condi¢des favoraveis para a sua produgdo, as empresas nacionais
dependem da importacao de tais produtos. Pelo fato das galactomananas produzirem
solugdes aquosas de alta viscosidade, mesmo em baixas concentragdes (0,5 a 1%) as

tornam comercialmente Uteis, especialmente como agentes espessantes). Suas
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aplicacdes sao multiplas e encontram utilizagdo em diversas areas da industria

(MAHAMMAD et al., 2007).

A galactomanana de Adenanthera pavonina (Carolina) foi usada como matriz de
afinidade para o isolamento de lectinas ligantes de galactoses de sementes Artocarpus
incisa, Vaitarea macrocarpa, Abrus precatorius, Abrus pulchellus. Sua estrutura é
tipica das galactomananas de leguminosas, uma cadeia linear de D-manose com
ligacdes glicosidicas do tipo B-(1->4), e ramificagcdes de galactose ligadas a unidades de
D-manosil da cadeia principal por ligagdes glicosidicas a-(1->6). A propor¢ao M/G
para Adenanthera pavonina ¢ de 1,8:1 (TAVARES, 1998; MOREIRA et al. 2002).

Outras galactomananas, isoladas de sementes de Caesalpinia pulcherrima,
Sophora japonica, Delonix regia, Schizolobium parahybae, Parkinsonia aculeata
(GARROS-ROSA, 2000; MATOS, 2000, BRAGA, 2002), também se mostraram
capazes de se ligar a lectinas a-D-galactose ligantes e servirem de matrizes para

isolamento das mesmas.

Estudos para caracterizagdo estrutural de galactomananas também tém sido
conduzidos por meio de RMN (EGOROV et al., 2003; EGOROV et al., 2004; VIEIRA
et al., 2007, CUNHA et al., 2009). Através dessa técnica, esses polissacarideos podem
ser melhor caracterizados quanto a distribui¢do e variagdes nos padrdes de ramificagdo
dos residuos a-D-galactopiranosil ao longo do esqueleto linear das unidades de B-D-
manopiranosil. Vale destacar a natureza nao destrutiva da espectroscopia de RMN o que
possibilita a determinacao da razdo M/G de forma mais confiavel. Esta razao pode ser
facilmente obtida pelas areas relativas dos sinais anoméricos dos residuos de galactose e

manose (VIEIRA, 2003).

Uma abordagem muito interessante da RMN consiste no estudo do
comportamento de materiais em condi¢des de fluxo, ou seja, caracterizar as mudancas
de estrutura obtidas pela reologia tradicional por meio da analise dos espectros de RMN.
Essa combinacdo de métodos de andlise permite obter informagdes relevantes sobre
mudangas estruturais induzidas pela dinamica do fluxo (CALLAGAN & GIL, 1999;
GABRIELE et al., 2009).
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p-manosil B(1->4) manopiranose

Figura 1.5 — Estrutura parcial das galactomananas.
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Tabela 1.2 — Razdo manose/galactose para galactomananas de sementes de leguminosas.

Espécie M/G Referéncia
Adenanthera pavonina 1,35 Cerqueira et al. 2009a
Caesalpinea pulcherrima 2,88 Cerqueira et al. 2009a
Cassia fastuosa 4,00 Reid, 1995
Ceratonia siliqua 3,50 Van Damme et al. 2002
Cyamopsis tetragonolobus 1,80 Van Damme et al. 2002
Dimorphandra gardneriana 1,84 Cunha et al. 2009
Dimorphandra mollis 2,20- Panagassi et al. 2000

2,70

Gledtisia triacanthos
Mimosa scabrella 1,10 Ganter ef al. 1995
Schizolobium parahybum 3,00 Ganter et al. 1995

Senna multijuga 2,30 Reid, 1995
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1.3.Dindmica da agua em alimentos

O conceito sobre a atividade da adgua foi utilizado pela primeira vez para mostrar
que microrganismos tém uma limitacao quanto ao de nivel de atividade da agua para seu
crescimento e desenvolvimento. Atualmente este conceito ganhou grande importancia
de forma que, geral e intimamente, relacionam-se com propriedades microbianas,
propriedades fisicas e quimicas dos géneros alimenticios e/ou outros produtos dos quais
a dgua faz parte estruturalmente (BARBOSA-CANOVAS et al., 2007).

O papel da atividade de agua (ay,) nos alimentos se relaciona com a estabilidade
desses ultimos e pode ser descrito de forma significativa, porque a agua contribui de
forma fisica e quimica nas reacdes deteriorativas. Este conceito ¢ importante, Util e
comumente utilizado para relacionar a seguranga ¢ a qualidade alimentar. Um dos
métodos mais eficazes para preservagdo de alimentos ¢ controlar o crescimento da
deterioracdo microbiana e quimica por meio do controle da a,, (FENEMA, 2000).

A relagdo entre o teor de umidade de alimentos/agua e alimento/atividade de
agua associa-se com o equilibrio entre a atmosfera ao redor do alimento/amostra ¢ uma
solucdo saturada de sal. Assim, ¢ possivel a representagdo deste equilibrio com a
umidade neste relacionamento por meio de isotermas de sor¢do. Para compreender as
relagdes da agua em um sistema alimentar, ¢ importante determinar a, em niveis
correspondentes a gama do conteido de dgua para o qual o produto alimentar pode ser
objeto (FENEMA, 2000; BARBOSA-CANOVAS e al., 2007).

O intervalo de 0,2 a 0,3 de a, em que a umidade da monocamada (Mo)
representa o teor de umidade ideal corresponde a regido onde os alimentos desidratados
tém um prazo de validade maximo ¢ critico para muitas reagdes quimicas e fisicas.
Acima da monocamada, muitas reagdes quimicas requerem agua livre para ocorrer,
enquanto que abaixo dessa regido, a taxa de oxidagdo de lipideos aumenta o que pode
comprometer o tempo de vida util. Outra faixa em que mudancas de estado fisico
comegam ¢ de 0,35 para 0,45. Tais mudancas consistem basicamente de pegajosidade,
dureza de textura e perda de crispiness, alteragdo para o estado amorfo que causa
fendmenos irreversiveis como a recristalizacdo de acucares (BARBOSA-CANOVAS et

al., 2007). Essas alteracdes de estado fisico também sdo controladas pela a, que pode
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definir com mais precisdo os valores criticos de umidade, quando estas alteracdes
comecam (LABUZA et al., 2004a).

Para se estudar a dindmica da agua em sistemas complexos como alimentos, a
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) desponta também como ferramenta
indispensavel. Trata-se de uma técnica termo analitica na qual a diferenca da quantidade
de calor requerida para aumentar a temperatura de uma amostra e um padrdo sdo
medidas como fung¢do da temperatura (GALLAGHER, 2002). Mudancas na distribui¢ao
da 4gua podem ser correlacionadas com mudancas na textura do alimento. Assim, a
transicdo de fase e a transicdo ao estado vitreo correspondem a duas abordagens que
permitem melhor compreender as propriedades de textura de alimentos e ajudam a
explicar mudancas que ocorrem durante o processamento € o armazenamento
(LABUZA et al., 2004b).

Morris e colaboradores (2009) estudaram os perfis de aquecimento e
resfriamento de géis de gelatina e glucomanana Konjac por meio de DSC. Seus
experimentos comparativos da gelatina (1 — 5 %) com uma blenda de Konjac e gelatina
(0,2 e 5,0 %, respectivamente) utilizando calorimetria mostraram que existe interacao
entre os componentes da mistura o qual € consistente com a promogao de hélices triplas
pela presenca da glucomanana. Outros estudos envolvendo o uso da calorimetria na
analise de misturas também mostraram que essa abordagem pode ser muito util na
elucidacdo de mecanismos do fendmeno da gelificacio (ROGERS et al, 2006;

VITURAWONG et al., 2008).

1.4.Bacteriocinas: Nisina

As bacteriocinas sd3o pequenos peptideos metabolicamente ativos sintetizados
pelas bactérias do 4cido lactico (LABs) que incluem os géneros Lactococcus,
Streptococcus, Lactobacillus e Pediococcus, entre outros. A producao de bacteriocinas
se constitui em vantagem ao microrganismo produtor porque em quantidades suficientes
podem inibir ou até mesmo matar outras bactérias competidoras pelo mesmo nicho
ecoldgico ou pela mesma fonte de alimento (DEEGAN et al., 2006).

Esses pequenos peptideos antimicrobianos sao sintetizados tanto por espécies de
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas, embora somente aqueles produzidos

pelas LABs sejam de interesse da industria alimenticia. Dessa maneira, bacteriocinas
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podem ser exploradas como ferramentas naturais para controle de bactérias indesejadas
em alimentos, o que provavelmente ¢ mais aceitavel para consumidores (NAIDU, 2000).

A maioria das bacteriocinas sao agrupadas em duas classes, as bacteriocinas da
classe I e as da classe II. As bacteriocinas da classe I sdo pequenos peptideos, em geral
menores que 5 kDa, termo-estaveis e extensivamente modificados apos a traducdo e que
resulta na formagao dos aminoacidos tioéter caracteristicos lantionina e metilantionina.
Baseado em sua similaridade estrutural, bacteriocinas da classe I sdo agrupadas em duas
subclasses, as subclasses Ia (a nisina pertence a este grupo) e a subclasse Ib. Por outro
lado, as bacteriocinas da classe II também sdo pequenos peptideos, menores que 10
kDa, termo-estaveis, mas sem residuos de lantionina. Sua natureza heterogénea faz
qualquer subclassificagao muito dificil (NAIDU, 2000).

Dentre as bacteriocinas disponiveis comercialmente, a Nisina, (ou group N
inhibitory substance) produzida pela bactéria Lactoccocus lactis e comercializada pelo
nome Nisaplin™ (descri¢io do produto-PD45003-7EN; Danisco, Copenhague,
Dinamarca), tem sido efetiva em numerosos sistemas alimenticios, inibindo o
crescimento de amplo espectro de bactérias Gram-positivas, tais como o importante
patégeno de alimentos Listeria monocytogenes, bem como de esporos bacterianos
(TAGG et al., 1976).

Nisina ¢ usada em mais de 48 paises, sendo aprovada pela Food and Drug
Administration dos Estados Unidos e vendida como protetor natural de alimentos
enlatados e laticinios e pelo Codex na Unido Européia (CODEX, 2008). Ela ¢
especialmente efetiva quando usada no preparo de queijo processado e pasta de queijo
onde protege contra organismos formadores de esporos, particularmente Clostridium
botulinum (DEEGAN et al., 2006).

Seu modo de a¢do envolve um mecanismo duplo: atua na formagdo de poros na
membrana plasmatica em espécies de bactérias alvo e na biosintese de parede celular
através da ligacdo ao lipideo II, um passo que precede a formacdo do poro. O
mecanismo duplo de acdo confere a nisina uma atividade efetiva apenas com nM de
concentracdo (BREUKINK et al., 1999).

O uso de bacteriocinas na producdo de embalagens bioativas de alimentos
constitui uma aplicacdo potencial (LI et al, 2006). Esse sistema combina as
propriedades protetoras das bacteriocinas com materiais de embalagens convencionais

as quais protegem o alimento de contaminacdo externa. Tais embalagens bioativas sdo
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produzidas pela imobilizagdo direta das bacteriocinas na embalagem do alimento ou
pela introducdo de um saché contendo bacteriocina dentro da embalagem do alimento
(NAIDU, 2000). Estudos envolvendo filmes bioativos feitos de amido de tapioca
gelatinizado e nisina considerando a liberagdo gradual do antimicrobiano foram
promissores (SANJURIJO et al., 2006). Um ponto muito importante a ser destacado diz
respeito a estabilidade e habilidade de preservar a atividade da bacteriocina enquanto

imobilizada no filme (SANJURJO et al., 2006).

1.5.Caracterizacio botinica da planta Adenanthera pavonina

O género Adenanthera pertence a familia Fabaeae (Leguminosae), subfamilia
Mimosoideae, tribo Mimoseae. Compreende mais de 10 espécies tropicais da Asia,
Australia e ilhas do Pacifico (HEGNAUER, 1996). Na Asia, ¢ conhecida como olho de
dragdo. Nao existe qualquer registro oficial de quando essa planta foi introduzida no

Brasil, mas ele encontrou um clima favoravel para desenvolver-se e proliferar-se.

Apresenta crescimento rapido (alcangando de 15 a 20 metros de altura) e serve
como bom dossel para plantas herbaceas, arbustivas e trepadeiras que nao toleram altas
intensidades luminosas. O cerne vermelho de 4. pavonina ¢ usado como um substituto
da madeira do sandalo vermelho (Pterocarpus sandalinus L.), sendo assim, importante
fonte fornecedora de madeira de boa qualidade para construcoes (BASU
&CHAKRAVERTY, 1986). E utilizada em reflorestamentos, como planta ornamental e
como forrageira na Tailandia, o cozimento das sementes e da madeira permite o seu uso
no tratamento de infec¢des pulmonares, podendo também o produto ser aplicado
externamente no tratamento da oftalmia cronica (BABURAJ & GUNASEKARAN,
1993).

1.6. Potencial biotecnoldgico de A. pavonina

Dois tipos de proteinas foram isoladas de semntes de A. pavonina: um inibidor

de protease (RICHARDSON et al., 1986; SILVA et al, 1995) e uma quitinase
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(SANTOS et al., 2004). Esterois glucosilados (MISRA et al., 1973 e 1975), flavonodides
(amelopsina, buteina, diidrorobinetina e robinetina; GENNARO et al, 1972;
HEGNAUER, 1996), triterpenoides (CHANDRA et al., 1982) ja foram isolados das

sementes e da raiz desta planta, respectivamente.

Estudos de caracterizagao da goma de sementes de A. pavonina sao escassos €
nenhum estudo estrutural ndo foi relatado ainda. Somente Monteiro et al. (1997) e
Moreira et al. (1998) relataram o uso da galactomanana como matriz de afinidade para
purificar lectinas galactose ligantes. Embora esta planta mostre amplo potencial
biotecnoldgico, seu potencial ainda ¢ subexplorado, sobretudo, como fonte de

polissacarideos hemicelulosicos.
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Capitulo 2

Aspectos estruturais da galactomanana do endosperma de
sementes Adenanthera pavonina L.
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Resumo

No presente capitulo deste trabalho de tese, uma galactomanana de sementes de
Adenanthera pavonina foi extraida, purificada e caracterizada por meio de técnicas de
RMN e de espectroscopia de absor¢ao na regido de IR. Esta goma esta localizada no
endosperma de sementes de Leguminoseae. O rendimento obtido foi de 13% e esta de
acordo com o relatado na literatura para galactomananas vegetais. Foram empregados
dois métodos de extra¢do sendo que apenas um deles possibilitou obter uma goma livre
de contaminagio. O espectro RMN 'H foi bem resolvido e a razdo M/G (1,46) foi
calculada pela integragdo das areas relativas dos sinais da regido anomérica. Os
espectros °C-BB, DEPT 135° ¢ HSQC da solucio de galactomanana de 4. pavonina em
solucdo de D,O também foram registrados. A cadeia principal desta galactomanana
consiste de unidades P(1—4)-p-manose ligadas com ramificacdes em o1—6)-p-
galactose. O espectro IR mostrou bandas comuns a polissacarideos vegetais
corroborando os dados obtidos com os experimentos de RMN. Concluindo, os
resultados aqui apresentados sugerem a galactomanana de sementes de 4. pavonina
como uma nova fonte de gomas vegetais e com potencial para aplica¢cdes na industria de

alimentos.

Palavras-chaves: galactomananas, RMN, FT-IR, Adenanthera pavonina



61

Abstract

In the present study, a galactomannan from Adenanthera pavonina seeds was
extracted, purified and characterized by NMR techniques and IR spectroscopy. This
gum is located in endosperm of Leguminoseae seeds. The yield obtained was 13% and
it is in agreement with that reported for plant galactomannans. Our procedure of
extraction allows obtaining a gum without contamination. The "H-NMR spectrum was
well resolved and the M/G ratio (1.46) was calculated by the relative area from signals
of the anomeric region. The 3C-BB, DEPT 135°, HSQC spectra of A. pavonina gum
solution in D,O were also recorded. The main chain of this galactomannan consists of
B(1—4)-p-mannose units and a(l—6)-p-galactose linked. IR spectrum showed
absorption bands common to plant polysaccharides and it corroborated the NMR data.
In conclusion, our results suggest galactomannan from 4. pavonina seeds as a new

source of plant gum and with potential for food industry applications.

Keywords: galactomannans, NMR, FT-IR, Adenanthera pavonina
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2.1. Introducao

Os hidrocoldides sdo materiais amplamente utilizados como agentes espessantes
e estabilizantes na industria de alimentos. Suas aplicagdes também se estendem a outros
setores industriais tais como o farmacéutico, o de cosméticos, a producdo de papel,
explosivos e at¢ mesmo a extracdo de petroleo. As propriedades dos hidrocoloides
exploradas por esses diferentes setores industriais se fundamentam no comportamento
daquelas substancias quando em contato com 4gua ou em produtos que possuem agua

em sua constitui¢do/preparagao.

Uma importante fonte de hidrocoldides sdo as sementes de algumas espécies
vegetais, sobretudo as Leguminoseae (DIERCKX; DEWETTINCK, 2002). Algumas
dessas espécies produtoras de gomas sao bem conhecidas e tém sido plantadas e
exploradas desde centenas até mesmo milhares de anos. Um dos exemplos melhor
conhecidos ¢ a goma de locust bean (GLB) extraida de sementes da planta Ceratonia
siliqua L. que € originalmente nativa da drea do Mediterraneo e do Oriente Médio, mas

que foi transportada para muitas outras partes do globo, incluindo Australia e EUA.

De fato, o uso da GLB constitui uma pratica bem antiga. Muito antes da Era
Cristd, a pasta de carob ja era utilizada pelos egipcios para embalsamar suas mumias,
pelos gregos como laxativo e pelos drabes como padrdo de pesagem. Nas Américas do
Norte e Latina, a introdu¢do da arvore carob se deu através de missiondrios espanhois
que a levaram e a introduziram na Califérnia e no México, respectivamente. Em 1856
mudas de C. siligua foram trazidas da Espanha para os EUA e em 1859 de Israel.
Naquele periodo, muitas arvores carob foram plantadas como ornamentais (DIERCKX;
DEWETTINCK, 2002). Um fato interessante ocorreu durante a Segunda Guerra
Mundial quando o fornecimento de locust bean dos paises do Mediterraneo para os
EUA sofreu uma acentuada redugdo. Diante de tal acontecimento, a busca por um
substituto adequado para a GLB foi iniciada. A planta que eventualmente surgiu como

uma rival da locust bean foi o guar (Cyamopsis tetragonolobus).

Como o locust bean, as sementes de guar rendem um alto nivel de

galactomanana do endosperma (locust bean 48%, guar 42%) e o rendimento de
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galactomanana solavel é cerca de 80%. A planta de guar é nativa do Nordeste da india e
do Paquistdao onde ¢ de consideravel importancia. Guar significa “comida de vaca” em
Hindi e na regido asiatica ¢ histdorico seu uso. Essa planta foi introduzida nos EUA no
inicio do século XX (1903) e passou a ser explorada comercialmente em 1940. A
tecnologia de extragcdo do guar foi comercializada em 1953 nos EUA e dez anos mais

tarde na India (DIERCKX; DEWETTINCK, 2002).

Dessa maneira, a grande importancia das galactomananas para a industria as
torna um interessante tema sob aspectos estruturais o que justificaria as diferencas

observadas nas distintas propriedades exploradas.
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2.1.1. O uso de galactomananas vegetais em alimentos

Os Polissacarideos de Reserva de Parede Celular (PRPCs) sdo conhecidos como
polissacarideos comestiveis porque eles contribuem significativamente no incremento
de fibras na dieta humana, além do fato de que sdo obtidos facilmente de sementes
numa forma relativamente pura e sdo utilizados na induastria de alimentos como
ingredientes, geralmente como espessantes ou estabilizantes ou devido as suas
propriedades reoldgicas que sdo exploradas em produtos alimenticios. Dentre os
principais PRPCs utilizados na industria de alimentos estdo as galactomananas
desempenhando aquelas fungdes (STEPHEN, 1995). Galactomananas de Cyamopsis
tetragonolobus (goma de guar), Ceratonia siliqgua (goma carob ou locust bean) e
Caesalpinia spinosa (goma tara) tém sido bem exploradas comercialmente. Suas

principais aplicagdes estdo listadas na tabela 1.

A goma de locust bean (GLB) ¢ totalmente soluvel quando aquecida a 80 °C em
agua, dessa maneira ¢ utilizada como espessante pseudoplastico, mas também apresenta
uma importante propriedade de sinergismo com a K-carragenana (polissacarideo de alga
mainha) e xantana (polissacarideo microbiano), formando géis que sdo elasticos, muito
coesivos e relativamente livres de sinerese. Como estabilizante para sorvetes, as
galactomananas sdo excelentes em conjunto com carragenana ou xantana. Em sorvetes,
a auséncia de gorduras ¢ compensada pelo uso desses hidrocoldides conferindo textura
adequada pela combinagao dos polissacarideos escolhidos. Misturas similares contendo
GLB sao utilizadas em géis que uma vez aquecidos formam solu¢des que sdo altamente
recomendadas para molhos que acompanham preparados de carne, peixe ou mariscos

(STEPHEN, 1995).

A goma de guar, que ndo forma géis com a xantana, ¢ usada em preparagdes
alimenticias similares. Quando na forma de pd, o guar apresenta coloragdo branca e
propriedades de rapida hidratagdo e desenvolvimento de alta viscosidade. Um aspecto
interessante é que a estabilidade do guar é fungdo do tamanho de particula (KROGER et
al., 1993). Por interagdes numa reagdo tipo Maillard, as galactomananas também podem
ser usadas para melhorar a qualidade de proteinas de varias formas, tais como

emulsificante, antioxidante ou como agente bactericida quando um antimicrobiano ¢é
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adicionado (lisozima, por exemplo), (NAKAMURA et al., 1992a; NAKAMURA et al.,
1992b).

De modo particular, o grau de substitui¢do de galactose do esqueleto de manana
na goma de guar (que possui uma razao M/G=1,6) ¢ consideravelmente mais alto que na
GLB (M/G=3,5). Nenhuma delas ¢ equivalente em suas funcionalidades comerciais.
Ambas sdo efetivos espessantes (contudo o guar seja superior nesse aspecto), embora a
GLB interaja mais com outros polissacarideos que a goma de guar. As propriedades
superiores de interacdo da GLB sdo relacionadas ao baixo grau de substituicdo de
galactose e em geral gomas de galactomananas com baixo grau de substituicdo possuem
propriedades interativas mais fortes que as gomas com alto grau de substitui¢do. Essas
diferengas tém sido observadas em galactomananas com idéntico grau de substituicao.
Isto tem sido atribuido a diferencas na estrutura fina envolvendo diferencas estatisticas
na distribuicdo dos residuos de galactose ao longo do esqueleto da molécula, interagdes
sinergisticas sendo favorecidas pela alta freqiiéncia de regides contiguas de residuos de

p-manose nao substituidos (DEA et al., 1986).

O uso de galactomananas em preparagoes de filmes e coberturas comestiveis
para alimentos ¢ incipiente e poucos trabalhos na literatura podem ser encontrados
(MIKKONEN et al., 2007; CERQUEIRA et al., 2009 in press). Mikkonen et al. (2007)
utilizaram galactomananas de guar e locust bean para produzir filmes. Nesse trabalho
foi verificado que galactomananas com diferente razdo M/G mostraram diferentes
comportamentos das propriedades mecanica e térmica dos filmes produzidos. Cerqueira
et al. (2009) trabalhando com galactomanana de Gleditsia triacanthos em distintas
formulacdes (polissacarideo, glicerol e 0Oleo) produziram coberturas para queijo e
verificaram que visualmente amostras de queijo cobertas com a preparagao contendo
galactomanana apresentaram menos contaminagdo por fungos que as amostras nio
cobertas. Desse modo, o resultado indica que coberturas baseadas em galactomananas

constituem uma alternativa em relagdo as embalagens sintéticas.
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Tabela 2.1 — Aplicagdes alimenticias das galactomananas de sementes™.

Uso alimenticio Funcio e aplicacao

Produtos lacteos Espessante para cremes e sobremesas lateas; sorvetes e
queijo processado; retencdo de umidade e aumento do

flavour; substituto de gorduras.

Produtos diabéticos Branqueador de café e formulagdes de comida infantil

Panificagao Misturas para sorvete ¢ bolo; melhora a qualidade dos
paes

Produtos em po Sobremesas e pudins de leite

Geléias e sobremesas Soluveis em dgua quente, géis de frutas

Condimentados Molhos e xaropes

Carne curada Carne congelada enlatada (incluindo comida animal)

Bebidas Espessante

* Adaptada de Stephen (1995).
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Figura 2.1 — Parede celular vegetal mostrando a area de localizagdo das hemiceluloses e
da celulose (Fontes: http://www.ceres.net/ AboutUs/AboutUs-Biofuels-Carbo.html,
acesso em 31/03/2009).
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2.1.2. Métodos de extracao de galactomananas vegetais

Nas sementes de fenugreek e guar, o endosperma nao ¢ vivo e suas células sao
praticamente preenchidas com galactomananas (McCLEDON et al., 1976; REID, 1971).
Em outras sementes como as de C. siliqgua (goma locust bean), as células do
endosperma sdo vivas e as galactomananas podem ser vistas como espessamento da

parede celular (BUCKERIDGE et al., 2000).

Em alguns protocolos, a extracdo de galactomananas envolve primeiramente a
moagem das sementes (STEPHEN, 1995; FRANCO et al., 1996; CHAUBEY;
KAPOOR, 2001; JOSHI; KAPOOR, 2003; ISHURD et al., 2004; CERQUEIRA et al.,
2009). Em alguns casos, a farinha de sementes ¢ delipidada (ISHURD et al., 2004)
antes que a galactomanana seja extraida. Embora Zawadki-Baggio et al. (1992) e
Petkowicz et al. (1998b) recomendem que para a obtencdo de uma galactomanana mais
pura a pelicula, tegumento e o embrido devam ser separados, esse procedimento ndo ¢

uma abordagem facil de se realizar para fins industriais.

A extragdo propriamente dita ¢ feita com dgua quente (IKUTA et al., 1997;
ISHURD et al., 2004; VIEIRA, 2003; VIEIRA et al., 2007) ou fria (STEPHEN, 1995)
seguida de precipitagdo com alcool (para propositos de pesquisa cientifica com etanol e
para fins industriais com 2-propanol). Estes processos ndo diferem muito daqueles para
outros PRPCs, tais como a maioria das xiloglucanas de parede celular primaria que
podem ser extraidas por solugdes concentradas de hidroxido de so6dio ou de potéssio.
Acredita-se que existe uma estreita ligagdo desta xiloglucana com a celulose. Alguns
protocolos de extracdo de galactomananas também se baseiam em extragdes com
solucdes basicas. Contrariamente, outra xiloglucana, a de reserva de parede celular de
sementes, que contém pouca celulose, pode ser facilmente extraida com agua quente
(STEPHEN, 1995). A purificagdo das gomas pode ser realizada pela formacao de
2

, +2 +
complexos com ions Cu ~ ou Ba

(CHAUBEY; KAPOOR, 2001; ISHURD et al.,, 2004; EGOROV et al., 2003;

e o fracionamento desses complexos ¢ possivel

EGOROV et al., 2004). Quanto aos métodos de secado para galactomananas purificadas,
as amostras podem ser liofilizadas (JOSHI; KAPOOR, 2003; VIEIRA et al., 2007;
CERQUEIRA et al., 2009) ou desidratadas com acetona (ANDRADE et al., 1999).
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2.1.3. Aspectos estruturais de galactomananas

Estudos sobre a estrutura de PRPCs como as galactomananas de sementes
vegetais t€ém sido conduzidos pelo emprego de muitas técnicas, sobretudo, para estimar
a composicdo monossacaridica e, conseqlientemente, sua razdo M/G. Técnicas
cromatograficas como CLAE e CGL (esta ultima através do método dos derivados
alditois acetatos) requerem hidrdlise de amostras, em geral acida, anterior a analise para
determinagdo das quantidades relativas dos monossacarideos constituintes (CHAUBEY;
KAPOOR, 2001; ISHURD et al., 2004; DAKIA et al., 2008). Através de CG-MS, a
composi¢ao dos agucares constituintes ¢ estimada por meio da razdo m/z (DAAS et al.,
2000; CHAUBEY; KAPOOR, 2001). Vale ressaltar que uma etapa de derivatizagdo dos

monomeros liberados ¢ fundamental no sucesso dessas técnicas.

Associadas as técnicas cromatograficas, a utilizacdo de métodos enzimaticos
permite caracterizar a distribui¢do dos padrdes de ramificagdo da cadeia principal.
Endomananases, a-galactosidases ¢ f-mananases, enzimas participantes dos processos
de mobilizacao desses polimeros durante a germinacao de plantulas (BUCKERIDGE et
al., 2000), sao comumente usadas para gerar fragmentos oligossacaridicos que depois
sdo analisados por meio de cromatografia em coluna de troca idnica (DAAS et al.,

2000).

Outras técnicas tais como analise de metilacao e oxidagdo com periodato podem
ser empregadas. No caso da anélise de metilacdo, os derivados metila produzidos podem
ser separados em propor¢des equimolares por métodos cromatograficos e, assim, as

ligagdes glicosidicas que unem os residuos monossacaridicos podem ser determinadas.

Para investigar a estrutura fina desses polissacarideos a espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) desponta como ferramenta promissora.
Espectros de RMN do proton (RMN 'H) e do carbono (RMN °C) tém sido utilizados
com sucesso para estudos estruturais de galactomananas (PETKOWICZ et al., 1998a;
JOSHI; KAPOOR, 2003; VIEIRA, 2003; RAKHMANBERDYEVA; SHASHKOV,
2005; CUNHA et al., 2009).
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Petkowicz ef al. (1998a) num estudo de modelagem molecular com fragmentos
de galactomananas estimaram teoricamente as constantes de acoplamento de
espectroscopia de RMN bidimensional e as conformag¢des minimas de energia que sao
mais favoraveis (Figura 2). Tais conformagdes minimas de energia foram observadas
quando um ou ambos os residuos de p-manosil da cadeia principal sdo substituidos por

unidades de p-galactopiranosil.

Srivastava e Kapoor (2005) subdividiram as galactomananas de acordo com os
padrdes de ramificacdo e distribuicao dos residuos p-galactosil em: (a) galactomananas
classicas pouco ramificadas, (b) galactomananas cldssicas altamente ramificadas e (c)

galactomananas de estruturas nao classicas.

No primeiro grupo, as galactomananas cldssicas pouco ramificadas abrigam a
goma de guar, um material comercialmente importante e que foi o primeiro estudado
sobre analise estrutural de manopiranos de sementes vegetais. Outras gomas como a de
Gleditsia amorphoides ¢ a goma carob também sdo encontradas nesse grupo. Sua

estrutura geral ¢ dada pela formula abaixo:

B L 4 Man'l

1

Mans

T ¥
o

Gal' i
(1)

Onde os valores de x variam de 1 a 10 e os de y de 1 a 33 residuos.
Por sua vez o grupo das galactomananas classicas altamente ramificadas alberga
a goma de fenugreek e os polimeros a ela relacionados. Neste tipo de galactomanana,

85% da cadeia principal sdo ramificadas e sua formula geral ¢:

1 1.5 |4 1 4 .
fffff 4Mr:ms L4MansL Man' | -f+ MEHSL Man g |-~
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X z

2)
Para esta galactomanana os valores de x + z variamde 0 a9 eosdeyde 1 e 2
residuos.
Poucas galactomananas que desviam da estrutura basica foram relatadas na

literatura, diferindo principalmente na cadeia principal € no arranjo de ramificacao.
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Unrau e Choy (1970 e 1971) relataram variacdo estrutural em Crotalaria mucronata e
Caesalpinia pulcherrima. Na primeira espécie, metilagdo e hidrdlise da galactomanana
indicou presenca de p-manose em ligagao (1—3) na cadeia principal. Esse fato foi
suportado por um posterior experimento de oxidagdo com periodato onde foi observado
que um em cada seis residuos de manose foi resistente a essa reacdao. Os resultados da
metilagdo também indicaram que cerca de 6% dos residuos do esqueleto de manose
estao em ligacao (1—2).

Num experimento semelhante, Unrau e Choy (1971) mostraram que a estrutura
da galactomanana isolada de Caesalpinia pulcherrima também difere do tipo classico,
mas em menor extensdo, 4% das unidades de manose estdo em ligagdo (1—3) e apenas
2% em ligagdo (1—2).

Em algumas espécies tais como Cassia absus (estrutura 3), Gleditsia ferox, G.
amorphoides, Trifolium repens, (estrutura 4), Cassia grandis (estrutura 5), C.
corymbosa (estrutura 6), C. laviegata (estrutura 7), Indigofera tinctoria € Parkinsonia
aculeata foi verificada a existéncia de residuos de galactose na cadeia principal
(SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005). Particularmente, nas estruturas das galactomananas
de C. laviegata e Parkinsonia aculeata além da presenca de manose e galactose na
cadeia principal unidas em liga¢do (1—4) e (1—3) também foi verificada a presenga de
ambos residuos como unidades de ramificacdo em ligacdo (1—6), (SRIVASTAVA;
KAPOOR, 2005).
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Considerando a evidéncia estrutural apenas, ¢ racional inferir que existe uma

relacdo evolutiva entre os PRPCs de sementes e outros polissacarideos nao celulosicos
individuais de parede celular primaria ou secundaria (STEPHEN, 1995). Ao longo do
tempo, esses materiais preservaram suas fungdes ecoldgicas e divergiram pouco do

padrao basico observado (presenca de residuos de manose e galactose). Por outro lado,

embora a maioria das galactomananas seja proveniente de sementes de leguminosas, por

exemplo, goma de guar e a GLB que sdo de grande importancia econdmica,

estruturalmente nenhuma dessas gomas ¢ idéntica (STEPHEN, 1995).
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Figura 2.2. — Diagramas adiabaticos de fragmentos oligoméricos de galactomananas
resultantes dos angulos de rotacdo @ e WV para a ligagdo glicosidica e suas respectivas
representacdes moleculares nas conformacdes de mais baixa energia. (I) residuos de
MAN-MAN-, (II) MAN(GAL)-MAN-, (II) MAN-MAN(GAL)- e (III) MAN(GAL)-
MAN(GAL)-, respectivamente. (Adaptada de Petkowicz et al., 1998a).
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2.2. Hipotese e objetivos

2.2.1. Hipotese: a galactomanana de Adenanthera pavonina ¢ estruturalmente similar as

galactomananas obtidas de fontes tradicionais?

2.2.2. Objetivo geral

Extrair, purificar e caracterizar estruturalmente a galactomanana do endosperma

de sementes de 4. pavonina.

2.2.3. Objetivos especificos:

Extrair o endosperma de sementes de Adenanthera pavonina;

e Purificar a galactomanana do endosperma de sementes de 4. pavonina por um
processo de extragdo com agua quente;

e Caracterizar estruturalmente a galactomanana de 4. pavonina utilizando técnicas
de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear do Proton (RMN 'H) e do
Carbono (RMN "C);

e Determinar o espectro de absor¢do na regido do infravermelho da goma de 4.

pavonina.
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2.3. Materiais e métodos

2.3.1. Material vegetal

Sementes maduras de Adenanthera pavonina L. foram coletadas no campo
experimental do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Campus do Pici,
Universidade Federal do Ceard, Fortaleza-CE, durante os meses de julho a setembro de

2006.

2.3.2. Reagentes

Oxido de deutério (D,0) foi adquirido junto a empresa Merck, EUA. Etanol
absoluto PRS e acetona PA foram adquiridos junto a empresa Panreac, Barcelona,

Espanha. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.3.3. Extracio de galactomananas

Para realizar a extracdo dos polissacarideos foram empregados dois métodos de
extragdo cujas principais diferencas sdo exibidas nos fluxogramas das figuras 3 e 4.
Ambos os métodos tem como passo inicial a fervura das sementes e posterior
intumescimento durante 24 horas. O primeiro método (Mtl) foi empregado para
obtencdo de galactomananas puras (livres de contaminagdo com pentoses ou outros
monossacarideos) para serem utilizadas nos experimentos de RMN. Este método
consistiu na liofilizacdo dos endospermas removidos para se determinar o rendimento
da massa de endospermas em relacdo a massa total de semente. Em seguida, as
galactomananas foram extraidas utilizando adgua destilada aquecida a temperatura de 80-
85 °C. A medida que a viscosidade da solugo se modificava visualmente, o material era
removido, filtrado em telas de nailon e estocado a 4 °C até que todo o gel fosse
completamente desfeito. Ao final do processo de extracdo, o material foi filtrado

novamente (em celite), liofilizado e armazenado para uso posterior.
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O segundo método (Mt2) consistiu em triturar os endospermas obtidos com
volume minimo de agua destilada (2:1, m/v) para isso utilizando um blender.
Posteriormente, esse material foi centrifugado a 2.000 rpms por 15 minutos, precipitado
em etanol (1:2, v/v) e o precipitado recuperado foi lavado com acetona. A
galactomanana (designada por GLMAp) foi desidratada em dessecador até evaporar o

solvente organico completamente e armazenada para uso em experimentos posteriores.

2.3.4. Caracterizacao da goma obtida

2.3.4.1. Conteudo de Proteinas

Amostras de galactomananas (GLMAp) foram dissolvidas em 4gua destilada e o
conteido de proteinas foi determinado pelo método espectrofotométrico de Hartree-
Lowry (HARTREE, 1972) utilizando um aparelho Spectronic Genesys 5 (Milton Roy
Company, NY, EUA) . O ensaio foi realizado em triplicata.

2.3.4.2. Rendimento da extracao

Amostras de acgucares soluveis foram coletadas durante a extracdo de
galactomananas, logo apos a etapa de centrifugagdo do método 2, com o intuito de
determinar o rendimento de polissacarideo extraido por aquele método. O conteudo de
acucares foi determinado pelo método colorimétrico fenol-sulfurico (DUBOIS et al.,
1956) em triplicata. Igualmente, o rendimento total do peso seco da galactomanana em

relacdo a massa de sementes foi calculado para ambos os métodos (Mtl e Mt2).

2.3.4.3. Cinzas e conteudo de umidade

Umidade foi determinada através do aquecimento de 1 g de amostra de GLMAp

(em triplicata) a 105 °C por 31 horas. Apds isso, as amostras foram devidamente
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acondicionadas em dessecador, pesadas e calcinadas a 550 °C em cadinhos de porcelana

para determinagdo de cinzas.

2.3.5. Espectroscopia de Ressonancia Magnética do Proton (RMN 'H)

Amostras de galatomananas (20 mg.mL™") foram dissolvidas em dioxido de
deutério (a4gua pesada, D,0) de alta qualidade em tubos de RMN de 5 mm a temperatura
de 80 — 85 °C sob agitagdo continua durante algumas horas. Os espectros de ressonancia
do proton foram determinados em um equipamento Avance DRX-500 Bruker
Spectrometers operando na freqiiéncia do hidrogénio a 500 MHz, utilizando sonda dual
de 5 mm. Os espectros foram registrados a temperatura de 85 °C e para as aquisi¢des foi
utilizado periodo de relaxagdo de 5 s e seqiiéncia de pulso zg30. Os deslocamentos

quimicos (0) foram expressos em parte por milhao (ppm).

2.3.6. Espectroscopia de Ressonancia Magnética do Carbono (RMN BC-BB)

As condi¢des de preparo de amostra de galactomanana foram as mesmas
descritas no topico acima. Os espectros de ressondncia do carbono foram igualmente
obtidos em um espectrometro Avance DRX-500 sob a mesma temperatura de aquisi¢ao
do proton (85 °C), operando na freqiiéncia do carbono a 125 MHz e também utilizando
sonda dual de 5 mm. Nesses experimentos foram utilizados periodo de relaxagdo de 1,0
s, seqiiéncia de pulso zgpg e desacoplamento por CPD (Composite Pulse Decoupling)

utilizando a seqiiéncia waltz16.

2.3.7. Espectro DEPT 135° (Distortionless Enhacement by Polarization Transfer)

O padrdo de hidrogenacio dos carbonos no experimento de *C-RMN foi obtido
a partir do uso da técnica DEPT (Distortionless Enhacement by Polarization Transfer)
com variacdo do angulo de nutacdo de 135° uso de seqiiéncias de pulso deptl35 e

desacoplamento por CPD com seqiiéncia waltz16.
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Figura 2.3. — Fluxograma do método 1 (Mtl) de extracdo da galactomanana do
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Figura 2.4 — Fluxograma do método 2 (Mt2) de extracdo da galactomanana do

endosperma de sementes de A. pavonina.
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2.3.8. Espectro Bidimensional de Correlacio Heteronuclear HSQC

O espectro bidimensional HSQC foi obtido utilizando-se uma sonda inversa
multinuclear de 5 mm, com gradiente no eixo z, seqiiéncia de pulso hsqcgpph e

desacoplamento por CPD com seqiiéncia garp.

2.3.9. Espectroscopia de Absorcao na regiio do Infra Vermelho (IR)

Os espectros na regido do Infra Vermelho (IR) foram obtidos em um
equipamento Perkin-Elmer 1320 com intervalo de comprimentos de onda entre 400 cm’
e 4000 cm™. As amostras da galactomanana foram analisadas em pastilhas de KBr. O

experimento foi repetido duas vezes por amostra.
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2.4. Resultados e discussao

2.4.1. Isolamento e purificacido da galactomanana

O endosperma de sementes de 4. pavonina contém uma galactomanana soluvel
em agua. Este endosperma foi submetido a extracdo de galactomananas por meio de
dois métodos. O primeiro deles (Mtl) consistiu em extrair com agua quente (85 °C) a
galactomanana do endosperma removido e liofilizado, desse modo, as principais
substancias presentes na casca € no embrido que poderiam contaminar o polissacarideo
foram separadas do endosperma antes do procedimento de extragdo da galactomanana.
Existem muitos métodos que empregam solventes organicos, etanol ou quebra mecanica
de toda a semente. Dessa maneira compostos de baixo peso molecular podem ser co-
extraidos e contaminar a amostra, por exemplo, com outros monossacarideos (xilose,
arabinose, glucose, etc). Temperaturas mais baixas que 85 °C foram usadas para evitar
hidrélise da galactomanana no procedimento de extragdo aquosa quente. ApoOs esse
procedimento, o produto filtrado foi liofilizado e uma galactomanana muito pura foi

obtida.

Por esse método (Mtl), o rendimento da galactomanana obtida em relagao a
massa de sementes foi de 13 %. Este valor ¢ similar aos rendimentos relatados na
literatura para A. pavonina (17,1%) no trabalho de Cerqueira et al. (2009) e outras
sementes tais como Caesalpinia pulcherrima (25%, ANDRADE et al., 1999), Gleditsia
triacanthos (15,4%, EGOROV et al., 2003), Gleditsia ferox (18,9%, EGOROV et al.,
2004) e Prosopis juliflora (16%, AZERO; ANDRADE, 2000; 10-14%, VIEIRA ef al.,
2007).

Na tabela 2, as principais caracteristicas (cinzas, umidade, conteudo de proteinas
e rendimento) das amostras de GLMAp (obtida pelo método 2) sdo apresentadas. Os
valores obtidos também estdo de acordo com a literatura para outras galactomananas
(SITTIKIDYOTHIN et al., 2005; AZERO; ANDRADE, 2000; ANDRADE et al., 1999;
DEA; MORRISON, 1975; CUNHA et al., 2005). Por exemplo, de acordo com Stephen
(1995) em preparagdes comerciais, o conteido de umidade ndo deve exceder 13%. O

rendimento para GLMAp purificada (33%) ¢ similar aos valores reportados para outras
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espécies brasileiras (VENDRUSCOLO, 2005) e para aquele da goma guar (DEA;
MORRISON, 1975).

Na preparagdo de amostras para andlise através do uso de técnicas de
espectroscopia de RMN ¢ fundamental a obtengdo de um material isento de
contaminantes (outros monossacarideos, sais, tampoes, solventes organicos, etc), mas
com boa solubilidade. Isso faz com que os espectros obtidos sejam livres de ou possuam
menor ruido, o que propicia uma melhor interpretagdo dos dados obtidos. Técnicas
cromatograficas (GPC) ou de precipitagdo costumam ser empregadas a fim de purificar
a galactomanana antes de submeté-la a estudos mais refinados tais como aqueles por
RMN (ABEYGUNAWARDANA; BUSH, 1990; IKUTA et al., 1997). Ademais, com
algumas galactomananas se faz necessaria uma etapa de despolimerizagao parcial a fim
de diminuir sua viscosidade nas solugdes. Métodos quimicos (hidrolise acida) ou

enzimaticos (uso de glicosidases) sao requeridos nessa etapa de despolimerizacao.

Pelas razdes acima expostas, dois métodos de extracdo do polissacarideo
hemicelulésico (galactomanana) foram empregados. O primeiro (Mtl) com o intuito de
produzir um material adequado para a analise de RMN e o segundo (Mt2) a fim de ser
empregado na produgdo de filmes comestiveis bioativos, ou seja, filmes contendo o
antimicrobiano nisina para realizar bioensaios contra microorganismos patogénicos

comumente encontrados em alimentos.

A galactomanana obtida com o método 1 se mostrou de dificil solubilizagdo
quando do procedimento de sua extragdo. Tal fato observado pode ser reflexo da
interagcdo da galactomanana com outras fibras de natureza insoluvel que sdo encontradas
no endosperma. Dessa maneira, a remog¢ao da goma endospérmica foi lenta e dificil. Por
outro lado, o produto final desse método (filtrado e liofilizado) consistiu de um material
isento de fibras insoluveis. Esse produto ndo exibiu a mesma dificuldade em dissolver-
se na dgua e sua viscosidade também ndo representou um inconveniente quando do
preparo de solugdes para analises de RMN. As solucdes preparadas nesses experimentos

apresentaram-se limpidas e ausentes de precipitado.
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Tabela 2.2 — Comparagdo de composi¢ao elementar para amostras de galactomanana de

A.pavonina (GLMAp), locust bean (LB) goma guar (GG) e goma tara (GT).

Amostras Cinzas (%) Umidade (%) Proteinas (%) Rendimento (%)
GLMAp 0,24° 13,82° nd.? 332
LB 0,28%-0,80° 6,41°-7,50  0,64¢ -
GG 0,35°-0,65"  8,90°13,00"  0,64°-3,60" 24°.35¢
GT 0,07° 7,81° - -

n.d. ndo determinado.

* No presente trabalho

® Sittikijyothin et al., (2005)
¢ Azero; Andrade, (2000)

4 Andrade et al., (1999)

¢ Dea; Morrison, (1975)

" Cunha et al., (2005)
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2.4.2. Interpretacio do espectro de RMN '"H

A estrutura da galactomanana de Adenanthera pavonina foi estudada usando
espectroscopia de RMN. O espectro de RMN 'H (500 MHz) é mostrado na figura 5. A
ressonancia do préton foi relacionada com base nos dados reportados na literatura para
galactomananas (GRASDALEN; PAINTER, 1980; CHAUBEY; KAPOOR, 2001;
RAMESH et al., 2001; EGOROV et al., 2003; EGOROV et al., 2004; VIEIRA et al.,
2007; CUNHA et al., 2009).

A regiio anomérica no espectro de RMN 'H ¢ mostrada na figura 5. O espectro
de RMN 'H é complexo e os sinais dos protons da regido anomérica com os
deslocamentos quimicos de 6 5,02 e 4,74 ppm foram atribuidos aos protons H-1 dos
residuos de a-p-galactose (G) e B-p-mannose (M), respectivamente. O singleto em o
5,02 ppm surge do H-1(G) e é compativel com a conformacdo esperada do anel a-p-
galactopiranose. O sinal vizinho o qual surge do H-1(M) foi observado em 6 4,74 ppm e

corresponde a0 mondmero -pD-manopiranose.

A razdo M/G pode ser obtida diretamente das areas relativas dos sinais para H-
1(G) e H-1(M), (figura 5), e desse modo resultou num valor de 1,46 (tabela 3). Este
valor difere daquele obtido em outro trabalho com a goma de 4. pavonina, no qual um
valor de M/G=1,80 foi obtido (TAVARES, 1998). Por outro lado, os resultados aqui
apresentados estdo de acordo com o trabalho de Cerqueira et al. (2009) cujo valor

obtido foi de 1,35, similar ao apresentado aqui.

Para as amostras analisadas nas condi¢des experimentais deste trabalho de tese,
o valor M/G (1,46) ¢ diferente daquele reportado por Tavares (1998), mas estd de
acordo com o valor obtido por Cerqueira et al., (2009) o qual foi determinado por
Cromatografia Gas Liquida (CGL), (tabela 4). Os distintos valores detectados nas
razoes M/G determinados no trabalho de Tavares (1,80) e a presente tese (1,46)
poderiam ser explicados provavelmente por diferencas no procedimento de extragcdo da
galactomanana. Durante a extracdo e purifica¢do do polissacarideo, através do protocolo
utilizado por Tavares, parte da amostra pode ser perdida. Esse protocolo fundamenta-se
nos passos expostos no fluxograma da figura 4 (Mt2). Além disso, a trituragdo do

endosperma favorece a co-extracdo e, conseqlientemente, presenca de residuos
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insoliiveis no produto final. E importante enfatizar que a RMN trata-se de uma técnica
de natureza nao destrutiva e a analise por meio desta técnica para qualquer molécula
organica nao necessitaria de uma prévia hidrolise da amostra, a ndo ser que outros
fatores interfiram com a solubilidade da amostra. Assim, aquelas diferengas encontradas

na razdo M/G podem ser fruto dos distintos métodos de obtengado do polissacarideo.

2.4.3. Interpretac¢io dos espectros de RMN BC-BB

Aos 125 MHz, o espectro de RMN "*C-BB da galactomanana de A. pavonina é
ilustrado na figura 6. A analise '>’C-BB deu um espectro bem resolvido pelos quais os
atributos dos carbonos foram facilmente identificados. A regido anomérica (95-110 ppm,
figura 7) mostra trés sinais (100,78; 100,62 e 99,48 ppm) os quais foram atribuidos ao
C-1 da a-p-galactose em 6 99,48, C-1 do residuo de B-p-manopiranosil ramificado na
HO-6 em 6 100,62 ¢ C-1 da B-p-manose em & 100,78. O sinal do C-1(G) indica que os
residuos de galactose estdo na forma piranose, porque os sinais tipicos da forma

furanosidica ndo foram detectados.

Uma conclusdo similar pode ser feita para a manose (figura 8). C-6(M) tem um
segundo sinal, deslocado em +5,86 ppm, indicando substituicdo no C-6. Todas as
diferentes linhagens de carbono e seus deslocamentos quimicos sdo mostrados na tabela
5. As ressonancias associadas com os residuos de p-galactose € p-manose foram
diferenciadas pelo uso das distintas composi¢des monoméricas das amostras, como
determinado pelo experimento de RMN 'H. A regido dos carbonos metileno (61,80 e
61,36 ppm) foi igualmente bem determinada. No presente trabalho, o experimento de
RMN "C-BB da goma de 4. pavonina, forneceu um espectro onde todas as linhagens
do carbono foram bem resolvidas e seus deslocamentos quimicos estdo de acordo com
aqueles relatados na literatura (GRASDALEN; PAINTER, 1980; CHAUBEY;
KAPOOR, 2001; RAMESH et al., 2001; EGOROV et al., 2003, EGOROV et al., 2004).

A expansio do espectro de RMN *C-BB mostrando a regido do carbono 4 do
residuo de manose (M4) ¢ mostrada na figura 9. Essa expansdo ¢ meramente ilustrativa
e serve como orientacdo para sugerir o padrdo de substitui¢do da cadeia principal de

unidades de B-p-manose. Esse padrdo ¢ muito similar ao relatado por Grasdalen e
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Painter (1980) para a galactomanana de Clover seed. O pico I € o mais intenso, o pico II
de intensidade intermedidria e o pico III o de menor intensidade. Essas intensidades
observadas para esses picos refletem uma provavel configuracdo com maior presenca de
regides completamente substituidas e com substituicao simples de p-galactose entre dois

residuos de p-manose vizinhos (figura 10).

2.4.4. Interpretacio do espectro DEPT 135°

Para investigar a presenga de substituicdo O-6 nos residuos de p-manose, um
experimento DEPT 135° foi realizado (figura 11). Os sinais dos carbonos metileno
mostraram amplitude oposta aquela dos carbonos metila. Uma regido mais desprotegida,
aproximadamente 6,12 ppm, foi observada para os valores de 6 da p-manose O-6-
substituida em relacdo aqueles atribuidos ao residuo de p-manose ndo substituido. O
espectro DEPT 135° apresentou cinco sinais CH;. Os sinais em 6 60,60 e 61,31 ppm
foram atribuidos aos carbonos primarios C-6 dos residuos de p-galactose e p-manose,

respectivamente.

2.4.5. Interpretacio do diagrama de contorno do espectro HSQC

O diagrama de contorno do espectro HSQC da goma de A. pavonina ¢ mostrado
na figura 12. Esse diagrama mostra a correlagdo entre os protons e seus respectivos
carbonos. A correlagdo entre H-1/C-1 para a a-p-galactose ¢ mostrada em & 5,02/99,52
ppm. Para o residuo de p-manose, a correlacdo H-1/C-1 foi bem resolvida e um sinal em
0 4,74/100,83 ppm foi detectado. Os trés atomos de carbono C-6, os quais mostram
amplitude oposta no experimento DEPT 135° e foram relacionados aos residuos de p-
manose, p-manose substituida e p-galactose no diagrama, exibiram correlagcdes com
seus protons em o 3,90/61,23; 3,96/67,14 e 3,76/61,60 ppm, respectivamente. Todas as
demais correlagdes detectadas entre os carbonos e seus protons sdo apresentadas na

tabela 6.
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Tabela 2.3 — Composi¢do monossacaridica da galactomanana de sementes de A.

pavonina estimada pela integragao das areas relativas da regido anomérica no espectro

de RMN 'H.

Monossacarideo RMN 'H (4rea relativa dos picos)

p-Galactose 1,00

D-Mannose 1,46
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Tabela 2.4 — Composi¢do monossacaridica da galactomanana de A. pavonina estimada

por diferentes métodos.

Método Monossacarideos Razio M/G
D-Manose p-Galactose
RMN 'H? 1,46 1,00 1,46
CGL® 52,8 39,2 1,35
RMN C¢ 1,80 1,00 1,80

* No presente trabalho.
® Cerqueira et al. (2009).

¢ Tavares (1998).
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Figura 2.6 — Espectro de RMN BC-BB (125 MHz) da solugdo (20 mg.mL'l) de

galactomanana de Adenanthera pavonina (L.) em D,0.
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Tabela 2.5 — Deslocamentos quimicos (em ppm) dos picos no espectro RMN *C-BB

da galactomanana de sementes de 4. pavonina.

Tipo de unidade C-1 C-2 C3 C-4 C-5 C-6

a-p-Galactopiranosil 99,48 68,55 70,10 69,96 71,42 61,80

B-p-Manopiranosil, ndo
100,78 70,59 71,83 77,36 75,67 61,36
ramificado em HO-6

-p-Manopiranosil,
100,62 70,59 71,83 77,36 74,05 67,22
ramificado em HO-6
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Figura 2.7 — Expansdo do Espectro de RMN "“C-BB (125 MHz) da solugdo (20
mg.mL") de galactomanana de Adenanthera pavonina (L.) em D,O, mostrando o

desdobramento da regido anomérica do carbono 1 de residuos de p-manose e D-

galactose.
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Figura 2.11 — Espectro de RMN "*C-DEPT (135°) da solucio (20 mg.mL™) de

galactomanana de Adenanthera pavonina (L.) em D,0.
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Tabela 2.6 — Correlacdo entre os deslocamentos quimicos obtidos do diagrama de

contorno HSQC (RMN 'H X RMN "*C-BB, ppm) para a galactomanana de 4. pavonina.

Tipo de unidade H-1/C-1 H-2/C-2 H-3/C-3 H-4/C-4 H-5/C-5 H-6/C-6

a-p-Galactopiranosil 5,02/99,52  3,80/67,14 3,92/69,90 4,00/69,92 3,89/71,80 3,76/61,60

B-p-Manopiranosil, ndo
4,74/100,83  4,12/70,53  3,79/72,03 3,86/77,57 3,54/75,62 3,90/61,23
substituida em HO-6

-p-Manopiranosil,
4,74/100,83  4,12/70,53 3,79/72,03 3,86/77,57 3,64/73,58 3,96/67,14
substituida em HO-6
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2.4.6. Espectro de absorc¢ao na regiio do IR

A analise dos dados de IR ¢ mostrada na figura 13. O espectro de IR da goma de
A. pavonina mostra uma banda de absor¢do em 3298 cm’ indicando a vibracdo de
grupos hidroxila. Outra banda detectada foi em 2921 cm™ indicando o estiramento do
grupo —CH,. De acordo com um estudo de Shobha et al. (2005) sobre a goma guar, a
regidio compreendida entre 3000 e 2800 cm™ representa 0 modo de estiramento de
grupos —C-H. A regifio em aproximadamente 3300 cm™ representa a vibragio de grupos

—OH de polissacarideos e também dgua envolvida na formagao de pontes de hidrogénio.

As outras principais caracteristicas foram observadas na regido espectral
compreendida entre 1600 e 800 cm™. Nesta regidio, outras bandas comuns para
polissacarideos (KACURAKOVA et al., 2000), tais como os valores em 1631, 1377,
1016, 870 e 810 cm™” foram detectadas. Esta regido exibe modos de estiramento
altamente acoplados C—C-0O, C—-O—C e C—OH do esqueleto do polimero. Viera (2003)
trabalhando com galactomananas de Dimorphandra gardneriana detectou bandas de
absorcdo em 810 e 870 cm’, caracteristicas de deformacdo de ligacdo equatorial de
mano-oligossacarideo e de residuo p-manopiranosil. Figueiré et al. (2004), num
trabalho com filmes de galactomanana de A. pavonina detectaram duas bandas de
absor¢do em 812 e 871 cm™ sugerindo a presenca de unidades de p-galactopiranose em

ligacdo a e unidades p-manopiranose em ligagao 3, respectivamente.
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2.5. Conclusoes

Galactomananas de alto grau pureza podem ser facilmente obtidas do
endosperma de sementes de Adenanthera pavonina através de um processo de extracao
com agua quente. Este procedimento permitiu um rendimento de 13%. A estrutura fina
dessa goma endospérmica foi estudada através de técnicas de RMN. A razio M/G
(=1,46) foi determinada e o valor obtido foi similar aquele reportado na literatura. O
estudo de RMN sugere que o polissacarideo possui uma estrutura que esta de acordo
com outras estruturas de galactomananas descritas. Os resultados de IR corroboram os
dados de RMN obtidos nesse trabalho. Finalmente, os resultados mostraram que essa
galactomanana extraida e purificada exibe caracteristicas que podem ser exploradas em

escala comercial e numa série de aplicagdes da industria de alimentos.
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Capitulo 3

Caracterizacdo  fisico-quimica de filmes  bioativos

produzidos a partir da blenda galactomanana-amido-nisina.
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Resumo

No presente capitulo, técnicas de reologia, medida de a, e DSC foram
empregadas para caracterizar a galactomanana de A.pavonina, dispersdes de amido de
milho gelatinizado e filmes comestiveis produzidos a partir da blenda galactomanan-
amido e galactomanana-amido-nisina. O comportamento reologico da goma exibiu
perfil similar aqueles reportados na literatura para galactomananas. Os ensaios
oscilatorios detectaram diferencas significativas entre as distintas blendas avaliadas. A
medida da a, e a constru¢do de isotermas de sor¢do permitiram caracterizar filmes
comestiveis produzidos a partir de blendas de polissacarideos ¢ do complexo
galactomanana-amido-nisina. Diferengas significativas foram detectadas nesses filmes e
permitiram relacionar o comportamento da dgua ao arranjo estrutural dos diferentes
filmes comestiveis produzidos. A umidade foi observada como dependente de
importantes parametros avaliados nos filmes, tais como a temperatura e o conteudo de
glicerol. O fendmeno da histerese foi evidenciado para os filmes comestiveis da blenda
galactomanana-amido. O modelo de sor¢ao descrito pela equacao G.A.B. ¢ sugerido
como o que melhor representa os dados obtidos nas condi¢des experimentais testadas
aqui. As curvas de estabilidade térmica obtidas por DSC para a galactomanana e para os
filmes comestiveis produzidos com galactomanana-amido e galactomanana-amido-
nisina permitiram associar esses dados aos obtidos pelas medidas de a,,, corroborando,
no caso do filme contendo nisina, que o antimicrobiano colabora com uma maior

hidratacdo do filme comestivel.

Palavras-chave: galactomananas, reologia, atividade de agua, DSC



111

Abstract

In this chapter, rheological, water activity measurement and DSC techniques
were employed to characterize 4. pavonina gum, corn starch dispersion gelatinized and
edible films made of complex galactomannan-starch and galactomannan-starch-nisin.
The rheological behavior of the gum exhibited a similar pattern reported before for
gums in the literature. Frequency assays detected significant differences among the
blends produced. The a, measurement and sorption isotherms plots helped to
characterized edible films made of polysaccharide blends and the complex
galactomannan-starch-nisin. Significant differences were detected among the evaluated
films and these differences could relate the water behavior to structural arrangements
from the distinct films. The sorption was observed as dependent of the important
parameters analyzed in the films, such as temperature and glycerol content. Hysteresis
phenomenon was observed on the edible films made of galactomannan-stach. The
G.A.B. equation is suggested to represent the experimental data. Thermal curves of the
galactomannan and of the edible films made of galactomannan-starch and
galactomannan-starch-nisin permitted relate these data to a, measurement,

corroborating the influence of the nisin on increasing the water content in edible film.

Keywords: galactomannans, rheology, water activity, DSC
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3.1. Introducao

Atualmente a demanda por alimentos seguros, praticos e acessiveis ao
consumidor impulsiona as pesquisas sobre métodos de preservagdo e/ou aumento do
tempo de prateleira daqueles. Hoje a area de alimentos também busca focar pesquisas
em métodos de preservacao e diariamente sdo publicados trabalhos relacionados a essa

tematica.

Mudancas de natureza quimica e bioquimica estdo associadas a deterioragdo de
alimentos. Dessa forma, entender como esses processos ocorrem, como podemos evita-
los ou até mesmo diminuir sua intensidade ¢ de fundamental importancia para o
desenvolvimento de novas embalagens ou de técnicas para a modificacdo da atmosfera
que circunda o alimento. Outro aspecto relevante a ser considerado consiste na

aplicacdo dessa tecnologia para melhorar os alimentos.

Aspectos fisicos, quimicos e estruturais permitem compreender melhor as
diversas interacdes que ocorrem entre os diferentes materiais utilizados no preparo de
alimentos. Vale salientar que o aumento do tempo de preservagdo estd intimamente

relacionado ao conhecimento dessas multiplas interagdes.
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3.1.1. Reologia: galactomananas e misturas destas com outros polimeros

A Reologia ¢ utilizada no estudo dos alimentos para definir a consisténcia de
diferentes produtos. Reologicamente, a consisténcia ¢ definida em termos de duas
componentes, a viscosidade e a elasticidade. Na pratica, a Reologia dedica-se as
medidas de viscosidade, caracterizacdo do comportamento de fluxo e determinacdo da

estrutura do material (BYLUND, 2003).

Uma das maneiras de classificar os materiais reologicamente ¢ através dos
termos viscoso, eldstico ou viscoelastico. Gases e liquidos sdo normalmente descritos
como fluidos viscosos. Um fluido ideal ¢ incapaz de armazenar qualquer energia de
deformacao. Assim, ele ¢ deformado de forma irreversivel quando submetido a um
esforco. Ele flui e a energia de deformagdo ¢ dissipada como calor, o que resulta num
aumento de temperatura. Os so6lidos, contrariamente, sdo descritos como materiais
elasticos. Um material sdlido ideal armazena toda a energia de deformacao imposta e se
recuperard conseqiientemente através da interrup¢do do esfor¢co. Numerosos materiais
sd0 viscosos bem como exibem propriedades elasticas, ou seja, eles armazenam alguma
energia de deformacdo em sua estrutura enquanto parte dessa energia ¢ perdida pelo
fluxo. Esses materiais sdo denominados de viscoelasticos e muitos alimentos se

enquadram nesse grupo (FENNEMA, 2001).

O conhecimento dos parametros reologicos de um material ¢ fundamental na
escolha do equipamento de medicao, no controle de qualidade e no desenvolvimento de
novos produtos (DOYLE et al. 2006; LUCYSZYN et al. 2006). No mercado existem
muitos equipamentos disponiveis, contudo, apenas alguns redmetros cilindricos e
rotacionais com geometrias bem definidas podem determinar a taxa de deformacao do
material medido (STEFFE, 1992). Nos redometros rotacionais, a velocidade nao varia em
funcdo do tempo no cisalhamento e as tensdes geradas pelo escoamento podem atuar
tanto na direcdo paralela (tens@o de cisalhamento) como na direcdo perpendicular
(tensdo normal) a cisalha. Assim os dados obtidos em estado estaciondrio sdo uteis para
elaborar curvas de escoamento e modelos de escoamento. Permitem também avaliar a

influéncia de fatores tais como temperatura, concentragdo, presenga € tamanho de
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particulas em suspensdo sobre as propriedades reologicas (BARONI et al. 1999; SATO;
CUNHA, 2007).

O comportamento viscoelastico dos fluidos também pode ser determinado por
meio de um teste dindmico (espectro mecanico) onde as amostras sdo submetidas a um
movimento oscilatorio. Tipicamente uma deformagdo sinuosa ¢ aplicada a amostra
causando algum nivel de estresse que ¢ transmitido por todo o material. Nos materiais
viscosos muito desse estresse ¢ dissipado em perdas friccionais € em materiais

altamente elasticos é mais transmitido.

Uma solucao diluida, uma solu¢do concentrada e um gel apresentam distintos
comportamentos quando submetidos a um ensaio de espectro mecanico. Na solugdo
diluida (Figura 3.1), G’ ¢ maior que G’ através de todo o intervalo de freqliéncia. Numa
solugdo concentrada (Figura 3.2), o ponto de cruzamento entre os méddulos G’ ¢ G’
localizado no meio do intervalo de freqiiéncia mostra uma tendéncia para
comportamento tipo s6lido nas altas freqii€ncias. A freqiiéncia do ponto de cruzamento
¢ um critério bem 1til para avaliar um determinado material. Por outro lado, nos géis
(Figura 3.3), G’ ¢ significativamente maior que G’ por todo o intervalo de freqiiéncia.
Vale salientar que nas solugdes diluidas e nas concentradas os modulos sdo fortemente
dependentes da freqiiéncia enquanto que nos g€is seus valores sdo praticamente

constantes (STEFFE, 1992; PAI; KHAN, 2002).

A tangente do angulo de fase, tan (9), ¢ uma fun¢do bem utilizada para descrever
o comportamento viscoeldstico (STEFFE, 1992). Trata-se de um pardmetro que esta
diretamente relacionado a razdo entre a perda de energia por ciclo e energia armazenada
por ciclo (G”’/G’). De acordo com Steffe (1992), em solucdes diluidas, o valor da tan
(0) ¢ bem elevado, em solugdes de polimeros amorfos varia de 0,2 a 0,3 e nos géis ¢

muito baixa (préxima de 0,01), (Figura 4).

Técnicas reoldgicas despontam como ferramentas muito uteis na caracterizagao
de alimentos, pois determinadas mudangas estruturais estdo relacionadas ao
processamento de alimentos (RINAUDO, 2001; FERITAS et al. 2004). Por exemplo, a
goma de guar e seus derivados sdo extensivamente utilizados em muitas aplica¢des na
industria alimenticia. Em muitas dessas aplicagdes, a despolimerizacdo dessa

galactomanana ¢ requerida para alcangar as propriedades reoldgicas e microestruturais
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de produtos especificos. Métodos quimicos, térmicos, mecanicos € enzimaticos
(TAYAL; SAAD, 2000; MAHAMMAD et al., 2006; MAHAMMAD et al., 2007) sdo

empregados para promover a despolimerizacao.

Monteiro et al. (2005) estudaram blendas de galactomanana de locust bean com
proteinas do soro de leite (whey protein). Os resultados obtidos mostraram que

diferengas de massa molecular do polissacarideo influenciam a microestrutura do gel.

Lubbers et al. (2004) estudaram o comportamento reoldgico de iogurte
desnatado ao longo de 7, 14 e 28 dias armazenados a 10 °C. Mudancgas nos parametros
reologicos associadas ao tempo de armazenamento do iogurte influenciaram a liberagao
do flavour e aumento da viscosidade aparente. Além disso, a composicao do iogurte
com flavorizante (e contendo proteinas, polissacarideos, etc) pareceu ter grande impacto

na liberagdo dos componentes relacionados ao aroma.

A maioria dos estudos reologicos com amido ¢ feitos em temperaturas abaixo de
95 °C e o intervalo das taxas de deformagdo, nesses casos, ¢ irrelevante
(LAGARRIGUE; ALVAREZ, 2001; FUNAMI et al. 2005). A caracterizacao de amido
gelatinizado por meio de um redmetro € dificil de ser feita por causa de dois fatores: a
sedimentacdo e a evaporagdo da 4agua da amostra. Esses problemas podem ser
resolvidos por meio do aumento da temperatura gradativamente e do uso de 6leo de
silicone para evitar a evaporacao. Taxas de deformagdo baixas, ou seja, situadas dentro
do intervalo linear de deformagdo, quase ndo modificam a estrutura do amido
gelatinizado. De fato, em aplica¢des industriais praticas, altas taxas de deformagao sao
submetidas nessas dispersdes, muito embora os testes dindmicos como o ensaio
oscilatério fornecam importante conhecimento sobre a formagao da estrutura, ¢ dificil
assegurar que esta abordagem leva em consideracao o rompimento da estrutura devido a

alta deformacao aplicada (LAGARRIGUE; ALVAREZ, 2001).

Um problema freqiiente em blendas de polimeros, sejam estes de baixa ou alta
massa molecular, ¢ a separacdo de fase. Ela dificulta a deteccdo das propriedades
viscoelasticas associadas ao material, sobretudo nas regides de baixa freqiiéncia (AJJI;
CHOPLIN, 1991). Por outro lado, os sistemas de misturas de polissacarideos sao
interessantes, pois sdo usados num rango bem amplo de aplicagdes por causa da sua

habilidade de interagir de modo sinérgico e render materiais com propriedades
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controladas (PAI et al. 2002). Particularmente, blendas de galactomananas, tais como as
gomas de guar e de locust bean ou em combinagdo com xantana, sdo utilizadas num
leque de aplicagdes que incluem coberturas ou ingredientes de alimentos em certos
produtos como molhos, sobremesas geladas ou congeladas e produtos de confeitaria.
Nesses casos, a goma de locust bean induz gelificagdo sinérgica em misturas com
xantana uma vez que o guar produz somente sinergismo pelo aumento da viscosidade.
Tais diferencas quimicas podem ser atribuidas a variagao na estrutura quimica das

gomas de guar e de locust bean.
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Figura 3.1 — Espectro mecanico de uma solu¢do diluida de dextrana 5% (Fonte:

STEFFE, 1992).
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3.1.2. Atividade de agua em alimentos

O conceito de atividade de agua (ay) originalmente foi introduzido para estudar
os niveis de dgua eram criticos para promover o crescimento microbiano. Em alimentos
ou outros produtos naturais, esse conceito estd mais intimamente relacionado as
propriedades microbianas, quimicas e fisicas que ao conteudo de umidade total
(BARBOSA-CANOVAS et al., 2007). Mudangas especificas na cor, aroma, flavour,
textura, estabilidade e aceitagdo de produtos alimenticios in natura ou processados sao
associadas a um intervalo relativamente estreito de ay. Ao lado da temperatura, a
atividade de agua ¢ considerada como um dos parametros mais importantes associados
ao processamento e preservacao de alimentos (CASTILLO et al. 2003; LABUZA et al.,
2004; BELLAGHA et al. 2005).

A compreensdo e o controle da a, contribuem para condi¢des seguras de
armazenamento de alimentos e formam as bases da preparacdo moderna de alimentos,
especialmente aqueles de teor de umidade intermediaria. Na literatura existem diversos
trabalhos que determinaram os niveis minimos de a,, para o crescimento de patdégenos
baterianos, leveduras, mofos e a produgdo de toxinas microbianas (PRIOR et al., 1987;

ROSSO; ROBINSON, 2001; SINIGAGLIA et al., 2002).

A atividade de 4gua em um alimento descreve um status de energia da agua
naquele alimento e dai sua disponibilidade para atuar como solvente e participar de
reacdes quimicas e bioquimicas (LABUZA, 1980). A atividade de agua influencia o
escurecimento nao enzimatico, oxidagdo lipidica, degradacdao de vitaminas e outras

reacdes degradativas (LABUZA, 1971), (Figura 3.5).
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Dada a importancia do relacionamento entre o conteudo de umidade e a,, em um
alimento, o comportamento de sor¢do de um produto alimenticio ¢ descrito
graficamente por meio da representagdo do ganho de umidade em funcao do valor de
pressao parcial de vapor de agua (ay) ao qual o material ¢ submetido. Esta relacdo ¢

chamada de isoterma de sor¢do e pode ser visualizada na Figura 3.5.

Uma isoterma de sorcdo de um alimento ¢ obtida do equilibrio de um
determinado conteudo de umidade em diversos niveis de a,, a temperatura constante. A
isoterma de sor¢ao pode ser obtida de duas formas: (a) ou através de uma amostra que
foi seca (adsor¢do), hidratada (desor¢ao) ou nativa que ¢ colocada em uma camara de
umidade controlada a temperatura constante e a massa ¢ medida até o equilibrio ou (b)
grupos de amostras com conteudos de umidades variadas sdo estabelecidas pela adigdo

ou remoc¢ao de umidade, entdo, a a,, € o conteudo de umidade sdo medidos.

As isotermas de sor¢do da maioria dos alimentos sdo de formato nao linear, e
geralmente sigmoidal, mas podem diferir com base na composi¢ao quimica ou o estado
fisico-quimico dos constituintes do alimento. Na Figura 3.6 sdo mostrados os tipos de
isotermas mais comumente observados em alimentos. A isoterma tipo I (Figura 3.6 A) ¢é
tipica de materiais que retém &agua em baixas atividades de 4gua. Este tipo de
ingrediente absorve dgua através de quimiosor¢ao em sitios especificos o que resulta
num calor de sorcdo elevado (Qs). A isoterma tipo II (Figura 3.6 B) tem forma
sigmoidal em conseqiiéncia do efeito aditivo da lei de Raoult, efeito de capilaridade e
interagdo da agua em superficie. Sistemas alimenticios compostos principalmente de
componentes cristalinos tais como agucares ¢ sais sdo representados pela isoterma tipo
IIT (Figura 3.6 C). O ganho de agua para agucar cristalino puro, por exemplo, ¢ pequeno

quando a a,, esta acima de 0,80 (BARBOSA-CANOVAS et al. 2007).

E imprescindivel ter um conhecimento acerca de isotermas de sor¢io para
estabelecer conteudos criticos de umidade em materiais bioldgicos bem como prever
potenciais mudangas na estabilidade de alimentos. Para prever o comportamento de
sor¢ao, modelos matematicos com dois ou mais parametros tem sido utilizados e mais
de 270 equacdes tem sido propostas para ajustar os dados experimentais de isotermas de

sor¢ao aos materiais biologicos.
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Sudhamani et al. (2005) determinaram as isotermas de sor¢do de blendas do
polissacarideo microbiano de Pseudomonas caryophilli e PVA. Buonocore et al. (2003)
modelaram o comportamento de sor¢cdo de coberturas comestiveis feitas de caseina.
Nesses € em muitos outros trabalhos a modelagem matematica ¢ uma abordagem
freqiiente para que o comportamento de sor¢do de um material seja descrito

quantitativamente pelos pardmetros de uma equacao (AZANHA; FARIA, 2005).
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Figura 3.6 — Tipos de isotermas de adsor¢do. Em (A) isoterma tipo I, em (B) isoterma

tipo IT e em (C) isoterma tipo III. (Adaptada de BARBOSA-CANOVAS et al., 2007).
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A isoterma Langmuir foi desenvolvida por Irving Langmuir em 1916 para
descrever a dependéncia da cobertura de superficie de um gas adsorvente sobre a
pressio do gas acima da superficie e a temperatura constante. E um dos mais simples
modelos cinéticos, ainda fornecendo uteis insights na dependéncia de pressao da
extensdo da superficie de adsor¢do para materiais biologicos. O modelo fornece
predi¢des muito boas dentro de um intervalo de 0 a 0,3 dependendo do numero de
suposicoes (BELL; LABUZA, 2000). O modelo também assume que a adsor¢dao ¢
limitada a cobertura da monocamada enquanto todos os sitios da superficie sao
equivalentes os quais podem acomodar a maioria dos atomos adsorvidos. Também, a
habilidade de uma molécula adsorver moléculas de dgua num dado sitio ¢ admitida
independente da ocupagdo dos sitios vizinhos. Em teoria, se um géas esta em contato
com um soélido, o equilibrio se estabelecerd entre as moléculas na fase gasosa e as
correspondentes espécies adsorvidas (atomos ou moléculas) ligadas a superficie do
solido. O processo de adsorcdo entre as moléculas de vapor na fase gasosa imagina-se
que existem alguns bolsos de dgua causados pela condensagao em capilares de diametro
muito pequeno. A isoterma Langmuir ignora isto, o que pode levar ao erro (BELL;

LABUZA, 2000).

A equagdo de Langmuir pode ser derivada termodinamicamente ou baseada na
cinética de adsorcdo. Para ambos os casos, a fragdo de sitios ocupados na superficie €

representada pela equagao:
(1) 1 +K.ay=C.K.ay
Onde ay, ¢ a atividade de dgua e K e C sdo constantes.

Um dos modelos mais populares para ajustar dados experimentais de isotermas
de sor¢ao ¢ dado pela equacao proposta por Brunauer-Emmet-Teller (modelo B.E.T.).

Sua equacao ¢ dada pela férmula:
(2) ay/(1 — ay).m = 1/(m(.C) + (C — 1/my.C)ay,

Onde ay, ¢ atividade de 4gua, m ¢ ganho de 4gua ou conteudo de umidade, my € o
conteudo da monocamada e C a constante associada ao calor de adsor¢ao da primeira

camada.

O valor da monocamada pode ser determinado através da equacao:
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1
my= ——

3) I+S

Onde I corresponde ao coeficiente linear (intercepto) e S o coeficiente angular

quando ay/ [(1 — ay)m].

A principal caracteristica da isoterma B.E.T. ¢ o conceito de monocamada
(Figura 3.7) e que o processo de sorcao ¢ regulado por dois mecanismos. Um deles
envolve a cinética de Langmuir no qual as moléculas do géas sao diretamente absorvidas
em locais selecionados na superficie solida ate que a ultima camada seja coberta por
uma fina camada de gias e o outro mecanismo ¢ a condensagdo em camadas
subseqiientes enquanto todos os sitios da superficie sdo admitidos como tendo a mesma
energia sem nenhuma interacdo cruzada na superficie. Esse modelo nao prediz a

adsor¢do na regido de capilaridade (Figura 3.7).
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Figura 3.7 — Modelo proposto para caracterizar a dindmica da agua na superficie da

monocamada dos materiais (Adaptada de BARBOSA-CANOVAS et al., 2007).
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O modelo B.E.T. falha quando niveis superiores de a,, sdo considerados. Isso
leva ao desenvolvimento do modelo proposto por Guggenheim, Anderson e de Boer
(modelo G.A.B.). Essa equacdo da isoterma possui trés parametros e ¢ amplamente

usada para descrever o comportamento de sor¢do em alimentos. E dada pela férmula:
(4) m =m(.K.C.a,/[(1 — K.ay).(1 — K.ay, + C.K.ay)]
Onde C ¢ a constante de Guggenheim e K o fator de correcao.

O modelo G.A.B. foi desenvolvido por Guggenheim, Anderson e de Boer como
uma versao melhorada do modelo B.E.T. para adsor¢do multicamada. Com um ntimero
razoavel de parametros, a equagdo G.A.B. representa adequadamente os dados
experimentais no intervalo de 0 a 0,95 para a maioria dos alimentos de interesse pratico.
A equacdo GAB tem sido amplamente recomendada pelo European Project Group

COST 90 on Physical Properties of Food.

Ambos os modelos B.E.T. e G.A.B. sdo baseados nos mesmos principios da
monocamada, entretanto o modelo G.A.B. introduz um grau de liberdade adicional em
outras palavras, uma constante adicional, que confere ao modelo uma maior
versatilidade. O modelo G.A.B. ¢ basicamente similar a equacdo B.E.T. no qual
reconhece a adsorcao fisica em multicamadas sem qualquer interagdo lateral

(TIMMERMANN et al. 2001).

As maiores vantagens do modelo G.A.B. sdo: um background teorico viavel,
pois descreve o comportamento de sor¢do para a maioria dos alimentos num intervalo
de 0 a 0,95 de aw, possui uma formula matematica com apenas trés pardmetros o que a
torna mais pratica para calculos (TIMMERMANN et al. 2001), além disso, seus
parametros tém significado fisico que em termos de processos de sor¢dao ¢ capaz de

descrever alguns efeitos da temperatura sobre as isotermas através de equacdes do tipo

Arrhenius (BERTUZZI et al. 2007a).

Na literatura, inimeros trabalhos foram reportados apresentando o modelo
G.A.B. como aquele que melhor ajustou os dados experimentais. Azanha; Faria, (2005)
estudaram cereais de flocos de milho (cornflakes) para prever sua estabilidade. O
modelo G.A.B. foi o de melhor ajuste. Phan et al. (2005) estudaram filmes comestiveis

feitos com diferentes tipos de amido e agar. O modelo G.A.B. foi utilizado para
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descrever o comportamento de sorcdo desses filmes. Counpland et al (2000)
determinaram isotermas de adsor¢do de filmes comestiveis de proteina do soro de leite
(whey protein) contendo diferentes concentragdes de glicerol. O modelo G.A.B. foi o de
melhor ajuste e o contetido de umidade variou linearmente com a quantidade de glicerol

presente nos fimes.

Embora os modelos B.E.T. e G.A.B. e o conceito da monocamada no qual eles
sdo baseados eles sdo aparentemente uteis para explicar varios mecanismos de
estabilidade, esses modelos nem sempre sdo compativeis com outros aspectos do
fendmeno de sor¢do de umidade o qual suporta o uso de equacdes empiricas para

modelar a sor¢ao de umidade (LAGOUDAKI; DEMERTZIS, 1993).

O modelo proposto por Freundlich ¢ importante para explicar o comportamento
de sor¢ao de superficies heterogéneas tais como aqueles da maioria dos alimentos
(SMITH et al. 1981; DEMERTZIS; KONTOMINAS, 1988). Ele tem sido aplicado com

sucesso a varios alimentos e ¢ expresso pela equacao:
G)m=K.a, "

Onde K e n s3o constantes relacionadas a eficiéncia de sor¢ao do adsorvente. K ¢é
conhecida como a capacidade de sor¢ao do material. O plot de log m em fun¢ao de log
ay permite o célculo das constantes K e n. A capacidade de sor¢do pode ser encarada

como uma constante analoga a constante my da equagao B.E.T.

Halsey desenvolveu uma expressdo para condensar as multicamadas numa
distancia relativamente grande da superficie (HALSEY, 1948). Essa expressdo ¢ dada

por:
(6)In m = [InA — In ( — Inay, )]/B

Onde A e B sdo constantes que podem ser calculadas através do plof de In m em

funcdo de In ( — Inay).

Essa equagdo desenvolvida por Halsey tem um fundamento critico da teoria
proposta pelo modelo B.E.T. Halsey estabeleceu que a magnitude do parametro B
caracteriza o tipo de interagdo entre o vapor e o solido. Se B ¢ grande, a atracdo do

solido pelo vapor ¢ muito especifica e ndo se estende além da superficie. Quando B ¢
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pequeno as forcas que sdo mais tipicas sdo as de van der Waals e ndo atuam a grandes
distancias. Esta equagdo, como provado por Halsey, apresenta um bom ajuste para
dados de adsor¢ao que sao representados pelas isotermas dos tipos I, 11 e IIT (Figura 3.6).
Por exemplo, num trabalho realizado por Lemus et al. (2008) para as isotermas de
adsorcdo da alga marinha Gracilaria sp o modelo Halsey foi o que melhor representou

o comportamento de sor¢ao.

Um dos modelos mais amplamente utilizados que relaciona a atividade de agua e
a dgua adsorvida ¢ o da equacdao de Henderson (1952). Esta equagdo empirica ¢ dada

pela formula:
(7)Y Inm= {In[-In (1 —ay)] —In A}/B

Onde A e B sdo constantes que podem ser calculadas através do plof de In m em
funcdo de In[— In (1 — ay,)]. Herderson reconheceu que a teoria da adsor¢do de Gibbs a
qual ¢ utilizada na derivacao desta equagdo, ndo foi completamente substanciada pelos
experimentos de sor¢do com amido. Ele também percebeu que ndo havia relacdo entre a

magnitude das constantes de sua equagao e as propriedades do material analisado.

Baseada diretamente na premissa de que a mudanga na energia livre para a
sor¢ao ¢ relacionada ao conteudo de umidade, Chung e Pfost (1967) apresentaram um

modelo expresso por:
B)m=[InA—In(—1Inay)]/B

Onde A e B sao constantes que podem ser calculadas pelo plot de m em fungao
de In (— In ay). As constantes A e B da equagdo de Chung e Pfost sdo dependentes da
temperatura e do tipo de adsorvente. Boki e Ohno (1991) propuseram que a magnitude
das constantes nas equagdes de Henderson e Chung-Pfost estdo relacionadas a

estabilidade da estrutura microporosa do amido durante o ganho de umidade.

O efeito da temperatura sobre isotermas de sor¢ao ¢ de grande importancia dado
que os alimentos sdo expostos a variacoes amplas de temperatura durante o
processamento e o armazenamento e q a, muda com a temperatura (SANDOVAL et al.
2002). Para uma isoterma de sor¢do de um alimento qualquer, a temperatura deve ser
mantida constante porque a temperatura afeta a mobilidade das moléculas de agua e o

equilibrio dinamico entre as fases de vapor e adsorvente. Entretanto, isotermas de
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sorcdo de umidade sdo esbogadas com uma temperatura especifica e constante. Em
geral, o efeito da temperatura sobre o aumento da a, num conteido de umidade
constante ¢ maior nas atividades de agua baixas ou intermediarias (BELL; LABUZA,
2000). A atividade de agua aumenta quando a temperatura aumenta para um contetido
de umidade constante. Nos alimentos que apresentam um comportamento de sor¢ao
descrito por isotermas do tipo I, por exemplo, por causa da natureza de ligagdo da agua,
numa a,, constante, esses materiais retém menos agua em altas temperaturas que em

baixas temperaturas (BARBOSA-CANOVAS et al., 2007).

De um modo geral, a temperatura permite o calculo da entalpia de sor¢ao (Qs)

pode ser calculada pela equagdo de Chirife et al.(1986):
(9)Qs=R.T.InC

Onde R ¢ a constante universal dos gases (kcal/K.mol). Essa equagao relaciona a

constante C (do calor de sor¢do) e a temperatura absoluta (T).

Quando se trabalha com sistemas alimenticios complexos consistindo sistemas
multidominio de ingredientes, o efeito da composicdo desempenha um dos mais
importantes papéis afetando o comportamento de sorcdo (CHENG et al. 2008). Por
exemplo, os grupos — OH do glicerol também contribuem para adsorver umidade, mas
as interagdes hidrofobicas entre moléculas individuais bloqueiam aqueles grupos e a
por¢do do glicerol tem muito menos massa que a cadeia do 4cido graxo. Cho e Rhee
(2002) estudaram caracteristicas de sor¢ao e propriedades mecanicas de filmes
comestiveis de proteina de soja. Efeito dos plastificantes glicerol e sorbitol foram
avaliados. Filmes com mais plastificante absorveram mais umidade. A umidade retida
por agdo do plastificante interferiu nas propriedades mecanicas resultando em filmes

mais elongacdo e menor forga ténsil.

Nos carboidratos, tais como amido ou as gomas poliméricas, existem mais
pontes de hidrogénio quando os comparamos com as proteinas. Entretanto, o uso de
plastificante ndo ¢ tarefa facil devido as ligagdes em sua estrutura interna. Com o amido
bruto, sdo necessarias altas temperatura e umidade para gelatinizar e abrir a estrutura
para a adsor¢cdo (BERTUZZI et al., 2007). Somente a adsor¢do de superficie ¢

observada em polimeros como a celulose (CHENG et al., 2008), a qual possui estrutura
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de natureza cristalina uma vez que as gomas possuem mais pontes de hidrogénio e mais

cadeias abertas o que resulta em uma maior capacidade de retengdo de dgua.
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3.1.3. Calorimetria

Na pesquisa cientifica de alimentos, a Calorimetria Exploratoria Diferencial
(DSC), ao lado de outras técnicas termo-analiticas, permite estudar a dindmica da agua.
Mudangas na distribuicdo da dgua podem ser relacionadas a textura de um alimento

(DEAN, 1995; VITURAWONG et al. 2008; ZHOU et al. 2008).

O resultado de um experimento de DSC ¢ uma curva de fluxo de calor em
funcdo da temperatura ou em fun¢ao do tempo. Nessas curvas, duas convengdes sao
utilizadas, reagdes exotérmicas na amostra sdo mostradas como picos negativos ou
positivos. Esta curva pode ser utilizada para calcular entalpias de transi¢do. Isto ¢ feita
pela integragdo de um pico que corresponde a uma dada transicdo. A entalpia de

transi¢do pode ser expressa pela equagao:
(10) AH=K.A

Onde AH ¢ entalpia de transicdo, K ¢ a constante calorimétrica e A ¢ area

embaixo da curva. A constante calorimétrica varia de um instrumento para outro.

Na literatura existem muitos trabalhos que exploram as técnicas calorimétricas
para estudar alimentos/ingredientes de alimentos tais como: o fendmeno da
gelatinizagdo do amido (AHMED et al. 2008), mudangas nas propriedades do polvilho
azedo (GOMES et al. 2005), agregacao térmica de metilcelulose com diferentes massas
moleculares (FUNAMI et al. 2007), misturas misciveis/imisciveis de carboidratos
através da temperatura de transicao vitrea (ICOZ; KOKINI, 2007), separagao de fase de
misturas de glucomananas, galactomananas e gelatina (ROGERS et al. 2006;
HARRINGTON; MORRIS, 2009), ponto do estado de transicdo sol-gel em «-
carragenana (NUNEZ-SANTIAGO; TECANTE, 2007), amostras de amido de trigo
processado e ndo processado em fungao da quantidade de agua (RODER et al. 2009).
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3.2. Hipotese e objetivos

3.2.1. Hipétese: filmes produzidos a partir da blenda galactomanana de Adenanthera
pavonina e amido de milho gelatinizado apresentam sinergismo de propriedades quando

esses polimeros sao utilizados?

3.2.2. Objetivo geral

Caracterizar por meio de reologia, atividade de 4gua e DSC a galactomanana de
A. pavonina, amido de milho gelatinizado e filmes comestiveis produzidos a partir das

blendas com ambos os polimeros e contendo o antimicrobiano nisina.

3.2.3. Objetivos especificos:

e (aracterizar distintas solugdes da galactomanana de A. pavonina , dispersdes de
amido gelatinizado e blendas galactomanana-amido por meio de reologia;

e Estudar o efeito do glicerol nas propriedades reologicas dessas blendas;

e (aracterizar o comportamento da atividade de agua (ay) em filmes comestiveis
produzidos a partir da galactomanana de A4. pavonina, dispersdes de amido
gelatinizado e blendas galactomanana-amido;

e Estudar o efeito da temperatura, do glicerol e da presenca de nisina nos distintos
filmes comestiveis produzidos por meio de medidas da ay;

e Determinar termogramas por meio de DSC da goma de 4. pavonina e de filmes
comestiveis produzidos a partir de blendas galactomanana-amido e

galactomanana-amido-nisina.



136

3.3. Materiais e métodos

3.3.1. Reagentes

Glicerol, acido citrico, citrato de s6dio, e etanol PA foram adquiridos junto a
empresa Panreac, Barcelona, Espanha. Amido de milho rico em amilose (high amilose

corn starch) foi comprado junto a empresa Sigma Corporation nos EUA.

Nisina (nisin NP, bath 148/149) foi preparada em estoques de 1 mg.mL'1 em
agua ultra pura (grau Milliq; pH=2,0; ajustado com HCI), filtrados (0,2 pum) e

armazenada a —20 °C.
Agar bacteriologico foi comprado junto a empresa Liofilchem s.r.1., Italia.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.3.2. Material vegetal e extracdo de galactomananas

Sementes de Adenanthera pavonina foram coletadas no campo experimental do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Centro de Ciéncias, Universidade
Federal do Ceara, durante os meses de julho a setembro de 2006. Galactomananas do
endosperma de sementes quiescentes foram isoladas através dos métodos 1 e 2 descritos

anteriormente no capitulo 2 desta Tese.

3.3.3. Preparo das dispersoes para estudos reolégicos

Para determinar o comportamento reoldgico da galactomanana isolada de A.

pavonina através de ensaio do espectro mecanico, solu¢des do polissacarideo extraido
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pelo Método 1 foram preparadas em agua destilada e em distintas concentracdes (0,3,
0,6, 0,8, 1,0 e 1,4%)).

A fim de avaliar o efeito das condi¢des de secado sobre a galactomanana, o
M¢étodo 2 de extragdo foi realizado e ao final do protocolo, a secagem das amostras foi
realizada de duas maneiras, com acetona e por liofilizagdo. Dispersdes de
galactomananas (1%) foram preparadas em 4gua destilada com amostras obtidas pelos
dois métodos de secado e sem adicionar o agente plastificante.

Amido de milho foi gelatinizado de acordo com o protocolo de Bertuzzi et al.
(2007a e b). Glicerol (30%, 30 g/100 g de polissacarideos) foi utilizado como
plastificante naquela dispersdo e outra foi preparada sem glicerol. Para estudo reoldgico
das propriedades da blenda galactomanana-amido, dispersdoes de ambos os
polissacarideos foram preparadas e misturadas na proporcao de 7,0-3,0 (7 partes de
dispersao de galactomanana e 3 partes de dispersdo de amido). Essa combinagdo foi
escolhida de acordo com o resultado do experimento gravimétrico de filmes descrito
adiante. Essa blenda foi preparada com glicerol (30%) e também sem o agente

plastificante.

3.3.4. Comportamento reologico

Dispersoes de polissacarideos e de blendas de polissacarideos foram analisadas
quanto ao comportamento reologico. As medidas reoldgicas foram conduzidas em um
reometro HAAKE Rheostress 600 (Newark, Alemanha) equipado com geometria cone-
placa e as temperaturas constantes de 20 e 25 °C. O rotor utilizado foi um C35/2° Ti.
Todas as curvas reologicas foram obtidas apds tempo de estabilizagdo de cinco minutos.

O estudo da interagdo do glicerol com os polimeros foi avaliado nas distintas
dispersdes. Para tanto, essas foram preparadas com o plastificante (30%) e sem ele. As
medidas de curvas de escoamento e de ensaio oscilatorio foram realizadas em intervalos
de freqiiéncia de 0,05 a 0,5 s' e 0,01 a 0,1 s'l, com deformagdes de 1 ¢ 2 %,
respectivamente. O comportamento reologico foi relacionado a lei de poténcia (modelo
de Ostwald-de-Waele, STEFFE (1992)) de acordo com a equacao:

(1) =—«D"
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onde t & o esforco (Pa), k é o indice de consisténcia (Pa.s"), D ¢ a deformagdo (s') e n é
o indice de fluxo. Para liquidos ndo-Newtonianos, a viscosidade aparente ¢ altamente
dependente da deformacdo no qual o esfor¢co ¢ medido (STEFFE, 1992). Dessa forma, a

viscosidade aparente (n,) pode ser calculada pelo modelo da lei de poténcia:

(12) ngy= D"’

3.3.5. Preparo de filmes comestiveis

As dispersdes formadoras de filmes consistiram de galactomanana (1%), amido
de milho (5%) e mistura das dispersdes dos polimeros preparadas em proporcdes
definidas de acordo com uma matriz experimental (Quadro 1). Glicerol (30%) foi
utilizado como plastificante. Essas dispersdes (3 mL) foram colocadas em placas de
Petri plésticas de trés cm de didmetro e deixadas secar em estufa a 35 °C com circulagao
de ar por 24 horas. Esses filmes foram avaliados por meio do teste gravimétrico descrito

no item seguinte (Item 3.3.6).

Para determinacdo da atividade de dgua, filmes comestiveis foram produzidos
utilizando quantidades pré-estabelecidas de dispersdes dos polimeros também de acordo
com a matriz experimental de fatorial 2 (Quadro 1). A concentracdo de plastificante
(glicerol) foi fixada em 30% para todas as combinacdes dessa matriz. Para o centro da
matriz foi estabelecida a combinagdo 7,0-3,0 de acordo com o resultado do experimento

gravimétrico.

Filmes contendo o antimicrobiano nisina também foram avaliados quanto a
atividade de agua. As dispersdes formadoras desses filmes foram preparadas com
tampao citrato (50 mM, pH 5,0) substituindo agua destilada como solvente da
galactomanana. Esse tampao foi selecionado com base no resultado do bioensaio
utilizando nisina contra distintos microorganismos patogénicos descrito adiante no
Capitulo 4 desta Tese. Trés mililitros desse preparado foram colocados em placas de
Petri plasticas (3 cm de diametro) e deixadas secar em estufa a 35 °C com circulagdo de

ar (por aproximadamente 24 horas).
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3.3.6. Teste gravimétrico em placas de agar

Placas de Petri com agar microbioldgico (0,6%) foram preparadas e o gel foi
preparado de acordo com as instrugdes do fabricante. Somente os filmes produzidos nas
proporgdes definidas de acordo com a matriz experimental foram avaliados através
deste teste. Trés filmes de cada tratamento foram colocados por placa e a resisténcia
desses filmes foi mensurada ao longo de 0, 24 e 48 horas através da remogao dos filmes

das placas, quando possivel, seguida de pesagem desses filmes.

3.3.7. Atividade de agua (a,)

Para realizar as medidas de atividade de agua, amostras em triplicata de
polissacarideo e dos filmes produzidos de acordo com as proporgdes estabelecidas por
uma matriz experimental foram secas em dessecador até peso constante. Um
equipamento de medida de atividade de agua, LabMaster — aw (Novasina, Sui¢a) foi
utilizado de acordo com as instrugdes do fabricante.

As amostras foram acondicionadas em um recipiente metalico e este recipiente
foi colocado dentro de um bote de cristal. Ambos recipientes foram fornecidos com o
equipamento. O conjunto foi pesado antes do inicio do experimento em uma balanga
digital Sartorius, modelo 2462 (£0,0001 g). Em seguida, as amostras foram expostas a
atmosfera de vapor de agua criada dentro da cdmara de medi¢ao do aparelho a partir de
solugdes salinas saturadas fornecidas com o equipamento. Toda a obtencdo dos dados
foi realizada a temperatura constante de 25 °C, exceto quando foi estudado o efeito da
temperatura (medidas realizadas a 15°C, 25 °C e 35 °C). Decorrido o tempo de
equilibrio das amostras com a atmosfera da cadmara, o ganho de umidade foi
determinado pela pesagem das amostras. Para estudo do efeito do glicerol nos filmes da
blenda 7,0-3,0, medidas de atividade de agua de filmes produzidos com distintas
concentragdes do plastificante (20, 30 e 40%, g.100 g de polimero) foram realizadas.

Os dados de sorcdo foram ajustados a oito modelos matematicos: B.E.T.

(BRUNAUER et al., 1938), G.A.B. (BIZOT, 1984), Langmuir (LANGMUIR, 1916),
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Chung-Pfost (CHUNG; PFOST, 1967), Freundlich (FREUNDLICH, 1926), Halsey
(HALSEY, 1948), Henderson (HENDERSON, 1952) e Smith (SMITH, 1947).

3.3.8. Analise térmica

A estabilidade térmica das amostras de polissacarideo isolado de sementes de 4.
pavonina e dos filmes comestiveis produzidos (preparados com tampao fosfato e
também contendo nisina) foi estudada por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC),
utilizando um analisador térmico Shimadzu DSC-50. As amostras (5 mg) foram
acondicionadas e precisamente pesadas em células de aluminio, com programa de
aquecimento de 22 °C a 110 °C, numa taxa de 1,7 °C.min'1, para amostras de
polissacarideo, e de 20 a 320 °C, em igual taxa, para amostras de filmes, sob uma

atmosfera inerte de argonio.
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Quadro 3.1 — Matriz experimental desenhada para preparo das blendas de

galactomanana-amido. O volume final para todos os tratamentos ¢ igual a 10 mL.

Tratamentos Valores codificados | Volume de GLM | Volume de amido
GLM Amido (em mL) (em mL)
9,0-0,9 1,000 —-1,000 9,0 0,9
8,7-1,3 -1,267 0,000 8,7 1,3
8,0-2,0 —-1,000 —-1,000 8,0 2,0
7,0-3,0 0,000 0,000 7,0 3,0
6,7-3,3 1,000 1,000 6,7 3,3
6,6-3,4 1,267 0,000 6,6 3,4
4,4-5,6 —-1,000 1,000 4,4 5,6
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3.4. Resultados e discussao

3.4.1. Comportamento reologico

O comportamento reoldgico de solucdes aquosas de galactomanana isolada de
sementes de Adenanthera pavonina foi avaliado. A concentragdo das solugdes variou de
0,3% a 1,4 %. Na Figura 3.8 ¢ mostrado o espectro mecanico das solugdes de
galactomananas em distintas concentragdes com os modulos de armazenamento (G’) e
dissipagao (G’’) em funcdo da freqiiéncia. Um comportamento pseudopléstico ¢
claramente observado na concentragdo de 1,4%. Esta pseudoplasticidade diminui e se
aproxima de um comportamento Newtoniano nas mais baixas concentragdes (0,3 e
0,6%). Particularmente na solucdo 0,3%, um comportamento Newtoniano foi bem
marcado. E evidente a transi¢io de comportamento das solugdes (variando de solugdo
diluida até solu¢ao concentrada) observando-se o aumento nos valores dos médulos G’

e G”

Na Tabela 3.1 sdo mostrados os parametros reologicos para o espectro mecanico
das solugdes de galactomanana de A. pavonina em distintas concentragcdes. Pode-se
observar um bom ajuste para as concentracdes de 0,6 a 1,4% de acordo com os valores
dos coeficientes de determinacdo obtidos (R* > 0,90). Nessas concentracdes (0,6 a
1,4%) fica clara a transicdo de comportamento, observada na Figura 3.8, quando sdo
considerados apenas os valores dos modulos na Tabela 3.1. Por outro lado, com a
diminui¢do dos valores da tangente de & (Figura 3.9A) e com o ponto de cruzamento
entre os modulos G’ e G’ observado na concentragao de 1,4% (mostrado na Figura 3.9
B) ¢ possivel constatar que essa solu¢do comporta-se realmente como uma solucao

concentrada.
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Figura 3.8 — Modulos de armazenamento (G’, em A) e de dissipagdo de energia (G’
em B) em fungdo da freqliéncia para solugdes de galactomanana de Adenanthera

pavonina em distintas concentragoes.
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Tabela 3.1 — Efeito da concentracdo de galactomanana de A. pavonina sobre as propriedades do espectro mecanico medido a 25 °C.*

Concentragéo (%) G’/o (Pa.s)” R*(G) G’ /o (Pa.s)" R*(G”) 8 y*
0,3 0,5309 = 0,0405 0,8149 0,3633 +£0,0332 0,7550 53,564 +£0,8936  —0,1020 +£0,0162
0,6 0,0255 +£0,0012 0,9162 0,7044 £ 0,0152 0,9822 70,789 + 11,2362 —0,0460 £0,0176
0,8 0,0472 £0,0016 0,9557 0,9011 +0,0202 0,9807 86,747 + 1,3464 —0,0706+ 0,0156
1,0 0,0946 +0,0012 0,9939 0,8408 +0,0111 0,9933 86,967 + 0,7494 —0,0906+ 0,0087
1,4 0,2494 + 0,0040 0,9921 0,7183 £0,0140 0,9854 82,606 + 0,3896 —0,1216=+ 0,0047

*Os dados experimentais foram ajustados a lei de poténcia, exceto G’ para as amostras 0,3, 0,6 e 1,0% que foram ajustadas linearmente.

*Os valores dos expoentes dos médulos G” € G*” sdo expressos como média + erro padréo.

b . ~ O T ~
Os valores dos coeficientes de 6 sdo expressos como média + erro padrao.

¢ Os valores do expoente de 8 (y) sdo expressos como média + erro padrio.
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Para a galactomanana aqui estudada, foi observado que aquela se comporta
como um tipico biopolimero macromolecular entrecruzado em solu¢ao, com o mddulo
elastico G* dominando o modulo viscoso G’’ nas altas freqiiéncias. O ponto de
cruzamento dos moddulos foi observado nas freqiiéncias intermedidrias e nas baixas
freqiiéncias ou em longos intervalos de relaxamento o modulo viscoso predomina. Nas
baixas concentragdes, a solugdo de galactomanana apresenta o modulo viscoso G’
maior que o modulo elastico G’ por todo o intervalo de freqiiéncia testado. Os mddulos
sdo altamente dependentes da freqiiéncia e nenhum ponto de cruzamento entre eles foi
observado, sugerindo que nessas concentragdes a galactomanana comporta-se

meramente como uma solucao de polimero diluido.

Tais comportamentos reoldgicos evidenciados provavelmente devem estar
relacionados a massa molecular, ao grau de ramificagdo e a distribui¢do dos residuos de
galactose na cadeia principal da goma endospérmica, dai requerendo altas
concentragdes para alcancar um grau significativo de interagdo/sobreposicao entre as
macromoléculas. Isto ¢ consistente com o fato de que a massa molecular, o grau de
ramificacdo e a distribuicdo das unidades de galactose afetam o raio hidrodindmico nas
moléculas das galactomananas o que poderia causar essas mudangas na viscosidade

(PAL; KHAN, 2002).

Cabe aqui destacar que essa amostra de galactomanana estudada foi extraida
pelo Método 1 descrito anteriormente no Capitulo 2 desta Tese. Esse polimero foi
liofilizado ao final do protocolo de extragdo e provavelmente esse método de secagem
da amostra faz com que as propriedades reologicas avaliadas neste ensaio sejam
distintas daquelas que serdo determinadas nos ensaios posteriores discutidos ao longo
deste capitulo, uma vez que a goma utilizada nesses ensaios foi extraida pelo Método 2
e sua secagem se deu através de desidratagdo com acetona. Para comprovar esse fato,
foi realizado um experimento de comparagdo entre amostras obtidas pelo Método 2,

mas que foram submetidas a distintos procedimentos finais de secagem.

Na Figura 3.10 s3o mostrados os espectros mecanicos da galactomanana extraida
pelo Método 2, diferindo apenas no procedimento final de secagem. A concentragdo de
goma utilizada nos ensaios foi de 1% e ¢ notdria a diferenca entre os espectros quando

se observa a localizacdo do ponto de cruzamento entre os modulos G ¢ G’’. No
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espectro da amostra seca com acetona (Figura 3.10A) o ponto de cruzamento foi
localizado precisamente em 6,28 rad.s” (1,0 Hz) de freqiiéncia. Essa amostra muito
provavelmente esta mais compactada em sua estrutura o que deve ter sido resultado da
remocao completa da dgua pelo solvente organico utilizado (acetona). Contrariamente, a
amostra liofilizada apresentou seu ponto de cruzamento em 8,11 rad.s’ (1,29 Hz),
sugerindo que tal amostra possua um grau menor de compactacdo e as cadeias do
polimero estejam mais frouxamente distribuidas o que resulta em acentuado decréscimo

de viscosidade e menos rigidez.

A Figura 3.11 mostra as curvas de escoamento obtidas para dispersdes de amido
de milho gelatinizado. Seu comportamento reoldgico pode ser adequadamente descrito
pelo modelo de Ostwald-de-Waele (Tabela 3.2). Todas as amostras apresentaram
comportamento pseudoplastico ou shear-thinning (n < 1) conforme foi anteriormente
relatado na literatura sobre dispersdes de amido gelatinizado (NURUL et al. 1999;
LAGARRIGUE; ALVAREZ, 2001; BERTUZZI et al. 2007).

Como pode ser visualizada na Figura 3.11, a suspensdo de amido gelatinizado
comporta-se como um fluido ndo Newtoniano. Para a dispersdo preparada sem glicerol
(Figuras 3.11 A e 3.11 B), o escoamento ascendente (Figura 3.11 A) ¢ debilmente
pseudoplastico e nenhuma tixotropia foi evidenciada, pois os valores da aceleragio (Y)
ndo sdo distinguiveis (Tabela 3.2). O escoamento descendente (Figura 3.11 B) ¢ um
pouco mais pseudoplastico que o escoamento ascendente, porque o indice de
comportamento (n) diminui (de 0,8110 para 0,7590) e o indice de consisténcia (k)
aumenta cerca de 1,3 vezes, talvez devido a fragmentagao parcial do biopolimero

(predominantemente amilose) durante o escoamento ascendente.

No caso da dispersdo contendo glicerol (Figura 3.11 C e 3.11 D), o escoamento
ascendente ¢ menos pseudoplastico que o inicial (mais Newtoniano) embora da
diminuicdo da aceleragio Y (0,8110 para 0,8050), pode-se sugerir que o polidlcool
(glicerina) permitiria a formagdo de uma rede de pontes de hidrogénio o que reduziria o
ritmo com que varia a velocidade de deformagdo. Vale ressaltar que muito
provavelmente essa rede de pontes de hidrogénio estabelecida entre polissacarideo-
agua-polialcool poderia reduzir o nimero de interagdes cruzadas (entaglements) entre as

moléculas de amilose o que justificaria um menor coeficiente de consisténcia x e k’.



148

Ambas as amostras, com e sem glicerol, ndo exibiram (ou foi muito pequeno
para ser detectado) o loop tipico de histerese em sistemas de suspensdes de
macromoléculas. Assim a area das curvas nao pode ser utilizada para avaliacdo das
amostras. Isto representa um comportamento totalmente distinto para o que foi
recentemente relatado na literatura sobre misturas de amido e galactomananas, pois
Achayuthakan e Suphantharika (2008), trabalhando com misturas de amido de milho
waxy e galactomanana de guar e esse mesmo amido com goma Xantana em baixa

concentragdo (0,35%), detectaram tais loops de histerese.

Dois resultados interessantes foram verificados no estudo de Achayuthakan e
Suphantharika (2008). O primeiro deles mostrou que a mistura de amido e goma guar
exibiu histerese de maneira similar a observada na dispersao de amido sozinho, quando
submetida a altas taxas de deformacéo (D > 50 s™). O segundo mostrou que a tixotropia
parece ser menos pronunciada na presenca da goma xantana o que foi evidenciado pela
area do loop entre os escoamentos ascendentes e descendentes. Com uma concentragao
de 0,35%, da goma xantana, a area do loop tixotroépico diminuiu marcadamente quando
comparado a dispersdao de amido sozinho e quase desapareceu completamente em 0,7%
de xantana. Quando uma suspensdo uniforme ¢ submetida a um aumento no efeito da
deformagdo, uma resisténcia a deformagdo pode ser evidenciada no primeiro estagio

(escoamento ascendente).

As viscosidades aparentes das distintas dispersdes de amido de milho
gelatinizado sao mostradas nas Figuras 3.12 A, 3.12 B, 3.12 C ¢ 3.12 D. Quando baixos
valores de cisalhamento sdo aplicados, o tempo necessario para o relaxamento da
estrutura e sua reorganiza¢do sdo maiores que as taxas de mudanca de cisalhamento.
Como essa taxa aumenta, os granulos hidratados de amido se desfazem, o arranjo
molecular se desintegra e a molécula adota uma conformacdo estendida. A estrutura
interna sofre um rearranjo que pode suportar aquele esfor¢o diminuindo sua viscosidade

aparente. Isso € caracteristico de comportamento pseudoplastico.
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energia (G’’) em fungdo da freqliéncia para solugdo de galactomanana de Adenanthera
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no Capitulo 2, diferindo apenas no procedimento final de secagem.
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Tabela 3.2 — Efeito do glicerol sobre as propriedades da curva de escoamento a 20 °C da suspensao de amido de milho gelatinizado.*

Indice de consisténcia Indice de

Tratamentos K’ (Pa.s"") n-1 Y (s7)
K (Pa.s") comportamento 7

Sem glicerol

Ascendente 0,1360 £ 0,0020 0,1840 +0,0050  0,8110+0,0050 —0,2460 +0,0130  0,8050 = 0,0070
Descendente 0,1819 £ 0,0008 0,1935£0,0001 0,7590 £0,0020  —0,2500 = 0,0020  0,8110 + 0,0070
Com glicerol

Ascendente 0,1291 £ 0,0007 0,1445+0,0016  0,8360 + 0,0030 —0,1850 + 0,0050  0,7110 £+ 0,0050
Descendente 0,1973 £ 0,0008 0,2140+0,0010  0,7600 + 0,0020  —0,2540 + 0,0030  0,7210 = 0,0060

*Os valores dados correspondem a média + desvio padrdo para experimentos em triplicata.
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Blendas de galactomanana-amido de milho gelatinizado foram caracterizadas
reologicamente. As curvas de escoamento podem ser vistas na Figura 3.13. Os
parametros reologicos das curvas de escoamento das blendas sao mostrados na Tabela

3.3.

A blenda sem glicerol (Figuras 3.13 A e 3.13 B) apresenta um carater
pseudoplastico mais notério na curva de escoamento ascendente. Os valores dos
parametros sao mais elevados na curva ascendente que na descendente. Por exemplo, ¢
notério que o indice de consisténcia k (Tabela 3.3) ¢ maior no escoamento ascendente
quando comparado com aquele do escoamento descendente. Tal fato observado deveria
ser fruto de que a galactomanana de A pavonina adicionada a dispersdo de amido
provavelmente incrementaria a densidade de grupos hidroxila disponiveis para
estabelecer interagdes com as cadeias de amilose (através do aumento de x e da
diminuicdo de n). Contudo, tal interacdo entre os polimeros ndo tem um carater estavel,
pois a razdo M/G calculada (1,46) através de espectroscopia de RMN sugere que os
residuos de galactose dispostos em ramificagcdo 1—6 impedem uma maior interacao

entre as cadeias principais dos biopolimeros.

A blenda com glicerol (Figuras 3.13 C e 3.13 D) possui um comportamento
debilmente pseudoplastico. A estrutura que ¢ criada na mistura por meio das pontes de
hidrogénio diminui notadamente a drea de contato de superficie entre as cadeias de
galactomanana e amido pela interferéncia do agente plastificante. Conforme visualizado
na Tabela 3.3, essa perturbacdo do sistema pode ser mais bem evidenciada pela
diminui¢do de k e o forte aumento de n que aproxima essa blenda de um fluido
Newtoniano. Tal perda de consisténcia resultante do aumento da densidade de grupos
disponiveis para estabelecer pontes de hidrogénio pode ser traduzida como um forte
aumento da aceleracdo de 0,11 para 0,85 s™. A rigidez inicialmente observada na blenda
sem glicerol diminuiu nesse sistema contendo o plastificante € houve um aumento de
flexibilidade. Assim, verifica-se que a velocidade em que ocorrem as mudangas € os

reordenamentos moleculares nos constituintes da blenda ¢ muito maior.

As curvas de viscosidade aparente (Figuras 3.14 A, 3.14 B, 3.14 C ¢ 3.14 D)

exibem de uma maneira mais clara tais comportamentos reoldgicos observados nas
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curvas de escoamento. A diminui¢do da viscosidade deve ser fruto de que o glicerol

perturba uma maior interagdo entre os polimeros.
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Figura 3.13 — Curvas de escoamento de blendas de galactomanana-amido gelatinizado
sem glicerol (A e B) e contendo o agente plastificante (C e D). Em A e C temos o

escoamento ascendente € em B e D temos o escoamento descendente.
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galactomanana-amido gelatinizado sem glicerol (A e B) e contendo o agente
plastificante (C e D). Em A e C temos o escoamento ascendente e em B e D temos o

escoamento descendente.
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Tabela 3.3 — Efeito do glicerol sobre as propriedades da curva de escoamento medida a 20 °C de suspensdes da blenda galactomanana-amido.*

Indice de consisténcia Indice de

Tratamentos K’ (Pa.s"") n-1 Y (s7)
K (Pa.s") comportamento 7

Sem glicerol

Ascendente 1,1540 £ 0,0130 1,1700 £0,0130  0,6560 + 0,0080  —0,3440 + 0,0080  0,1100 = 0,0010
Descendente 0,8570 £ 0,0040 0,8990 +£0,0040  0,7560 + 0,0030  —0,2530 +0,0030  0,1060 = 0,0010
Com glicerol

Ascendente 0,1035 £ 0,0009 0,0906 + 0,0003  0,8450 +0,0040  —0,1290 + 0,0020  0,8490 + 0,0050
Descendente 0,1094 £ 0,0060 0,1121 £0,0006  0,8400 + 0,0020 —0,1630 +0,0030  0,8380 = 0,0070

*Os valores dados correspondem a média + desvio padrao para medidas em triplicata.
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Os espectros mecanicos das dispersdes de amido de milho gelatinizado sem e
contendo glicerol sdo mostrados nas Figuras 3.15 e 3.16. Por meio deste ensaio foi
avaliado se alguma interacdo poderia ser estabelecida entre os polimeros utilizados. A
concentragdo de galactomanana foi estabelecida em 1% e a concentragdo de amido
gelatinizado de 5% em solucdes utilizadas para o preparo da blenda. Contudo, a
concentracdo final dos polimeros na blenda em virtude da mistura de partes de
solugdes/dispersdes foi estimada em 1,5% de amido e aproximadamente 0,5% de
galactomanana (ou seja, blenda 7-3). Dessa maneira, a concentragdo de polissacarideo
total foi de 2%. Tal fato poderia implicar na producdo de uma blenda com propriedades

de solugao concentrada.

Na dispersao sem glicerol (mostrada na Figura 3.15), os valores obtidos dos
modulos G” e G’ indicam que a dispersdo apresenta comportamento de solugdo de
polimero diluido. Um fato importante observado foi que o valor da inclinacdo G*’/® da
viscosidade dindmica (p) coincide com o valor da viscosidade aparente (n) obtido pela

curva de escoamento na deformacio D > 150 s (Tabela 3.4).

Por outro lado, na dispersdo de amido com glicerol (Figura 3.16) o aumento do
numero de pontes de hidrogénio pode ser traduzido na diminuicdo do expoente de
relaxamento |n] e um significativo aumento da resisténcia viscosa (o dobro, de 0,04 para
0,08 Pa.s) e elastica (quase 10 vezes mais que a dispersdo sem glicerol). Este resultado ¢
um indicativo da diminui¢do da acelerag@o na dispersdo de amido com glicerol (Tabela

4).

Na blenda galactomanana-amido (Figura 3.17), o papel desempenhado pelo
glicerol ¢ contrario ao do amido porque ao se interpor entre as cadeias de ambos o0s
polissacarideos reduz a densidade dos contatos polimero-polimero e o indice |n|
aumenta a0 mesmo tempo em que a viscosidade dindmica diminui porque o sistema
contendo glicerol ¢ mais fluido (se origina de uma dissolugdo com menor resisténcia ao
escoamento, Tabela 3.4). O espectro da blenda sem glicerol ndo ¢ mostrado, pois os

pontos medidos para os mdédulos G’ e G’ apresentaram elevado erro experimental.
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Figura 3.15 — Modulos de armazenamento (G’) e dissipacao (G’’) em funcdo da
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Figura 3.16 — Modulos de armazenamento (G’) e dissipacdo (G’’) em funcdo da

freqiiéncia de dispersdao de amido de milho (5%) gelatinizado com glicerol (A) e (B).
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Figura 3.17 — Modulos de armazenamento (G’) e dissipacdo (G’’) em funcdo da

freqiiéncia de blenda de galactomanana-amido gelatinizado com glicerol (A) e (B).
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As curvas de viscosidade dindmica e a os valores da tangente de o para as
dispersoes de amido de milho gelatinizado sdo mostradas nas Figuras 3.18 € 3.19. Como
evidenciado pela perda do valor da tan (6) na Figura 3.18 B e 3.19 B, as dispersoes
apresentam pequeno comportamento pseudopldstico, mas notadamente podem ser

interpretadas como solugdes diluidas.

Os graficos da viscosidade dinamica e da perda de tangente de blendas de
galactomanana-amido sao mostrados nas Figuras 3.20 e 3.21. O comportamento
evidenciado no estudo das blendas ¢ caracteristico de solu¢des contendo polimeros
amorfos e solucdes diluidas, porque os valores para tan (d) sdo maiores que 0,2. Esse
intervalo numérico ¢ indicativo dos comportamentos anteriormente sugeridos para essas
blendas. Ademais essas misturas ndo formam complexos estaveis o que ¢ evidenciado

pela variacao dos valores detectados para a relagao G*’/G’.

O Me¢étodo 2 de extracdo contribui para a obtengdo de um material de baixa
qualidade, sobretudo para medidas reologicas. Triturar o endosperma permite co-
extragdo de material insoluvel, por exemplo, a celulose de parede celular. Isso foi
comprovado quando do preparo da solu¢do de galactomanana obtida pelo Método 2.
Um precipitado visivel se formava e somente através de centrifugacdo esse material era
eliminado. Submetendo a solugdo do polissacarideo sem tratamento por centrifugagao
aos ensaios reoldgicos, observava-se que as medidas apresentavam elevado erro
experimental e nenhuma reprodutibilidade. Os valores da tan (8) e da viscosidade
dinamica evidenciam que o material analisado possui ampla variagdo de comportamento,
indo de solu¢do diluida até polimero amorfo e em alguns pontos comportando-se como

polimero cristalino quebradigo tan () < 0,01.

O ensaio oscilatdrio ¢ um método dinamico comumente utilizado para estudar o
comportamento viscoeldstico em alimentos. Os resultados sdo muito sensiveis a
composi¢ao quimica e a estrutura fisica do material testado e por essa razao ¢ um
método bastante util numa gama de aplicacdes, incluindo andlise da forca de gel
(KHOURYIEH et al. 2006; VITURAWONG et al. 2008), monitoramento da
gelatinizagdo de amido (KHONDKAR et al. 2007), estudo do fendmeno da transi¢do

vitrea, interacao de gomas com proteinas (SOZER, 2009), estudo da textura de produtos
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alimenticios e ainda correlagdo entre propriedades reoldgicas e percepgdo sensorial

(CHUN; YOO, 2006).
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Figura 3.18 — Viscosidade dinamica (A) e perda da tangente de 6 (B) em fungdo da

freqiiéncia de dispersdao de amido de milho (5%) gelatinizado sem glicerol.
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freqiiéncia de dispersdao de amido de milho (5%) gelatinizado com glicerol.



166

A
0.8 -
) o
2
=)
% o
< 04 <& <o
2 o <&
S
o
72}
S o © o
0.0 T T . , . , —
0.0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7
Omega (rad.s™)
B
4 A
A
%=}
= 2 A
B A
AA A A
N A A
—1 T T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Omega (rad.s)

Figura 3.20 — Viscosidade dinamica (A) e perda da tangente de 6 (B) em fun¢do da

freqiiéncia de blenda de galactomanana-amido gelatinizado sem glicerol.
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Figura 3.21 — Viscosidade dinamica (A) e perda da tangente de 6 (B) em fungdo da

freqiiéncia de blenda de galactomanana-amido gelatinizado com glicerol.



Tabela 3.4 — Efeito do glicerol sobre as propriedades do espectro mecanico medido a 20 °C de suspensdes de amido de milho gelatinizado e da

blenda galactomanana-amido.’

Tratamento G”’/w (Pa.s) G’/o (Pa.s)* In)° W oo X y
Amido
Sem glicerol ~ 0,0436 +0,0003  0,0035+0,0003  0,9500+0,0220  0,05580 ™' 0,0558 +0,0004 —0,1720 + 0,0120
Com glicerol ~ 0,0870 +0,0009  0,02110 +0,0021  0,8790+0,0190  0,17700 ***  0,1770 £ 0,0030  —0,4540 + 0,0310
Blenda
Sem glicerol ~ 0,0740 + 0,0020 n.d. 0,8700 £ 0,0300  0,14660 **'%  0,1466 +0,0043  —0,4106 + 0,046
Com glicerol ~ 0,0501 +0,0002  0,00267 = 0,0002  0,9510+0,0230  0,06140 "  0,0614 +0,0009 —0,1850 + 0,0230

%0s dados experimentais foram ajustados por regressdo linear e pela lei de poténcia (modelo de Ostwald-de-Waele).

*Os valores dos ajustes de G**/ » € G’/ ® sdo expressos como média =+ erro padrio.

®Os valores do expoente de relaxamento |n| sdo expressos como média + desvio padrao x 1,96.

O valor da viscosidade complexa (u*/m) é dado por: u* = x o ¥ de acordo com a lei de poténcia.

n.d. ndo determinado.
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3.4.2. Analise gravimétrica

O resultado obtido no teste gravimétrico para filmes comestiveis, que foram
produzidos a partir da blenda galactomanana-amido de acordo com a matriz
experimental, ¢ mostrado na Tabela 3.5. Vale destacar que foi evidenciada uma
diferenca na massa inicial dos filmes que foi aproximadamente proporcional a
quantidade de galactomanana adicionada. Filmes com mais galactomanana eram mais

leves em relagao aos filmes contendo mais amido.

Apenas as amostras dos filmes 9,1-0,9, 8,0-2,0 e 7,0-3,0 resistiram ao longo de
24 horas em contato com agar das placas de Petri. Os demais filmes produzidos se
desfizeram em contato com o gel. E interessante observar que a massa de filmes
aumentou de forma quase proporcional a quantidade de galactomanana presente nos
filmes. Para o filme 9,1-0,9, por exemplo, o aumento de massa detectado foi de
aproximadamente 7,14 vezes, enquanto que para o filme 8,0-2,0 esse aumento foi de
1,51 vezes. Por outro lado, com o filme 7,0-3,0 o aumento detectado foi cerca de 2
vezes a massa inicial. Decorridas 48 horas de exposi¢ao dos filmes ao dgar, apenas o
filme produzido a partir da blenda 7,0-3,0 resistiu e seu aumento de massa foi de 5,70

vezes em relacao a massa inicial (Tabela 3.5).

Esse teste permitiu realizar uma caracterizagao inicial da dinamica da agua nos
filmes produzidos com a mistura galactomanana-amido. Bertuzzi et al. (2007a)
realizaram um pré-tratamento alcalino com a dispersdo de amido. Isso fez com que os
filmes produzidos com esse amido apresentassem menor solubilidade em 4agua a
temperatura de 30 °C. Um platd em relacao a diminui¢ao de solubilidade dos filmes foi
verificado em fung¢do do tempo de duragdo desse tratamento alcalino. Assim a
solubilidade dos filmes de amido ¢ dependente do tempo de pré-tratamento com solugao

de NaOH antes da gelatinizacao.

Pode-se sugerir entdo que a galactomanana adicionada em diferentes
quantidades a dispersao de amido alterou de maneira quase proporcional a solubilidade
dos filmes produzidos. Dessa maneira, o aumento de massa dos filmes ao longo de 48
horas de exposi¢do ao agar mostrou que a galactomanana contribuiu para hidratar esses

filmes em até 5 vezes quando comparada a massa inicial.
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Tabela 3.5 — Teste gravimétrico de filmes comestiveis produzidos a partir da blenda

galactomanana-amido. As quantidades foram definidas de acordo com uma matriz

experimental de fatorial 2.*

Tempo (h)
Tratamento
0 24 48

9,1-0,9 0,1140 £0,011 0,8141 £0,012 n.d.

8,7-1,3 0,3104 £ 0,005 n.d. n.d.

8,0-2,0 0,2880 + 0,002 0,4369 + 0,003 n.d.

7,0-3,0 0,1980 + 0,030 0,3987 +£ 0,019 1,1304 + 0,005
6,7-3,3 0,3252 + 0,009 n.d. n.d.

6,6-3,4 0,3012 + 0,003 n.d. n.d.

4,4-5,6 0,5697 + 0,020 n.d. n.d.

*Qs valores das massas sdo expressos como médias + erro-padrao.

n.d. — ndo determinado.
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3.4.3. Atividade de agua

A Figura 3.22 mostra o resultado de um experimento piloto para determinar as
condi¢des de secagem das amostras para determinagdo da atividade de dgua. Isotermas
de adsor¢ao medidas a 25 °C foram construidas e cada ponto experimental representa o
valor médio de trés determinagdes. Foram testados dois métodos: (1) secagem em estufa

a 100 °C até peso constante ou no maximo por duas horas e (2) secagem em dessecador.

Com base nos resultados preliminares do teste gravimétrico para filmes
comestiveis feitos com blendas de galactomanana-amido, amostras de filmes da blenda
7,0-3,0 foram escolhidas para os experimentos iniciais de medida da atividade de agua.
Para que as medidas de a,, fossem realizadas com reprodutibilidade, o estabelecimento
de um método de secagem foi de grande importancia. O método ideal ndo deve alterar
drasticamente a estrutura do material analisado. Assim, de acordo com perfil das

isotermas obtidas, os dois métodos de secagem apresentam nitida diferenca.

A secagem através do uso de estufa até peso constante constituiu uma rapida
alternativa, mas modificou visivelmente as amostras de filmes. Os filmes apresentaram
escurecimento superficial e significativo ganho de dgua nos valores de umidade mais
altos da curva de adsor¢do (0,75 a 0,97). Através da secagem com uso do dessecador, o
filme obtido manteve suas caracteristicas visuais e a isoterma de adsor¢ao das amostras
exibiu boa reprodutibilidade. Por outro lado, o tempo necessario para desidratar as
amostras completamente foi demasiado (em média de 15 a 20 dias). De fato, o filme
7,0-3,0 foi escolhido com dupla finalidade: (a) para padronizar o método de secagem
para medicdes de a,, e (b) iniciar a caracterizacdo dos filmes obtidos das misturas de
galactomanana e amido. Desse modo, a despeito do longo tempo necessario, o0 método
de secagem com uso do dessecador foi escolhido para secar amostras usadas nas

posteriores medi¢des de ay,.

A Tabela 3.6 mostra os parametros das equagdes B.E.T., G.A.B. e Langmuir
calculados para filmes comestiveis produzidos a partir de galactomanana de 4. pavonina
e glicerol como plastificante (30%). Os trés modelos matematicos foram ajustados
adequadamente (R? > 0,90) e sendo que os modelos G.A.B. e Langmuir apresentaram os

valores mais altos de R* (R? = 0,999).
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Figura 3.22 — Isotermas de adsorcdo (a 25 °C) de filmes comestiveis feitos a partir da
blenda galactomanana-amido (7,0-3,0) secas por dois métodos de secagem. A diferenca
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Tabela 3.6 — Andlise de dados experimentais de sorcdo para filmes comestiveis de

galactomanana de A. pavonina. *

Modelos
Constantes
B.E.T. G.A.B. Langmuir
K 4,7930 + 0,0574 0,2082 +£0,0113 19,1322 £2.4201
C 0,2951 £0,0014 2,0432 + 0,0887 0,0579 £ 0,1432
Xm — 2,2345 + 0,1099 —
Intervalo de a,, 0,11 -0,53 0,11 -0,97 0,11 -0,97
R’ 0,996 0,999 0,999

*QOs valores sdao expressos como média + erro-padrao para amostras em triplicata.
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A Figura 3.23 mostra o plot da equagdo B.E.T. para amostras de filmes de
galactomanana. Os valores do coeficiente angular e do linear foram determinados e
correspondem a 2,6819 e 0,7071, respectivamente. O conteitdo da monocamada foi

calculado a partir desses dados e seu valor ¢ 0,2951g/ 100 g de sélidos secos.

Embora os dados experimentais tenham sido bem ajustados ao modelo B.E.T.
(R* = 0,996), o intervalo de a, considerado ndo suficientemente amplo (0,11 < a,, <
0,53). O modelo de Langmuir também apresentou elevado coeficiente de correlagio (R?
=0,999), contudo, o valor do erro estimado para esse modelo ¢ maior que o erro para os
outros dois modelos mostrados na Tabela 3.6. Dessa maneira, o0 modelo G.A.B., que
leva em consideracdo todo o intervalo de a, experimental e seu coeficiente de
correlagdo ¢ de um valor bem elevado, ¢ sugerido como o que melhor representa os
dados obtidos para os filmes comestiveis feitos a partir de galactomanana de A.
pavonina. A isoterma de adsor¢do descrita pelo modelo matematico G.A.B. ¢ mostrada

na Figura 3.24.

Na Tabela 3.7 sdo mostrados os valores dos parametros bem como dos valores
dos coeficientes de correlagdo para os demais modelos matematicos (Halsey, Smith,
Chung-Pfost, Henderson e Freundlich). Os valores de R? variaram de 0,970 a2 0,999 e o
intervalo experimental de ay, para todos os modelos foi o0 mesmo (0,11 < a,, < 0,97).
Depois do modelo G.A.B., o outro modelo que melhor representaria 0 comportamento
de sor¢do da isoterma dos filmes comestiveis feitos de galactomanana e ¢ sugerido € o
modelo Henderson. O erro estimado para as constantes nesse modelo ¢ muito pequeno
(+ 0,0000 e + 4,12 x 10”) e isso o torna bem interessante sob o ponto de vista de que
também pode representar o comportamento de sorcdo para filmes de galactomanana

adequadamente.
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Figura 3.23 — Plot da isoterma B.E.T. para filmes comestiveis produzidos a partir da

galactomanana de 4. pavonina.
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predita pela equacdo G.A.B.
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Tabela 3.7 — Andlise de dados experimentais de sor¢do para filmes comestiveis feitos de galactomanana de 4. pavonina.*

Modelos
Constantes
Halsey Smith Chung-Pfost Henderson Freundlich
K —-0,1603 +0,0242  6607,89 +£3,2099  —-3,7022 + 0,0830 0,0898 + 0,000 0,9794 + 0,0355
C 2,1020 £0,3462  -956,58 £1,2213  —-3,5602 + 0,0722 0,3497 + 0,000 1,0144 £ 0,0565
Intervalo de ay, 0,11-0,97 0,11-0,97 0,11-0,97 0,11-0,97 0,11-0,97
R’ 0,970 0,999 0,986 0,999 0,999

*Os valores sdo expressos como média + erro-padrdo para amostras em triplicata.
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Na Tabela 3.8 sdo mostrados os valores dos parametros estimados para os
modelos B.E.T., G.A.B. e Langmuir de filmes comestiveis produzidos com amido de
milho gelatinizado e glicerol (30%) como plastificante. Os valores de R* ajustados

foram de 0,993 (B.E.T.), 0,926 (G.A.B.) ¢ 0,999 (Langmuir).

Na Figura 3.25 ¢ mostrado o plot do modelo B.E.T. Os valores dos coeficientes
angular (5,4213) e linear (0,8851) foram determinados. O conteido da monocamada

também foi calculado e seu valor também ¢ de 0,1586 g/ 100 g de sdlidos secos.

Contrariamente ao que foi observado no ajuste dos filmes de galactomanana, o
modelo sugerido para representar o comportamento de sor¢ao com os filmes feitos de
amido ¢ o proposto por Langmuir. Seu R? ajustado foi o mais alto (R* = 0,999), além
disso, o erro calculado foi pequeno para as constantes (+ 0,0361 e = 0,8403). Na Figura
3.26 ¢ mostrada a isoterma predita pelo modelo de Langmuir para os dados

experimentais.

Os demais modelos matematicos (Tabela 3.9) apresentaram valores de R’
variando de 0,927 a 0,950 com erro estimado para as constantes K e C variando de
0,0412 (Henderson) a 14,91 (Smith) e de 0,0467 (Henderson) a 5,67 (Smith),

respectivamente.
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Tabela 3.8 — Analise de dados experimentais de sor¢do para filmes comestiveis feitos

de amido de milho gelatinizado.*

Modelos
Constantes
B.E.T. G.A.B. Langmuir
K 36,9342 + 3,8329 0,0699 + 0,0535 24,2707 £ 0,8403
C 0,1239 + 0,0982 2,4411 £ 0,2637 0,0427 +0,0361
Xm — 4,3394 4+ 0,4797 —
Intervalo de a,, 0,11 -0,53 0,11 -0,97 0,11 -0,97
R’ 0,993 0,926 0,999

*QOs valores sdao expressos como média + erro-padrao para amostras em triplicata.
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Figura 3.25 — Plot da isoterma B.E.T. para filmes comestiveis produzidos a partir de
amido de milho gelatinizado.
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Figura 3.26 — Isoterma de adsor¢ao (a 25 °C) de filme comestivel de amido de milho
gelatinizado. Na figura sdo mostrados os dados experimentais e a curva predita pela

equagdo de Langmuir.
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Tabela 3.9 — Analise de dados experimentais de sor¢ao para filmes comestiveis feitos de amido de milho gelatinizado.*

Modelos
Constantes
Halsey Smith Chung-Pfost Henderson Freundlich
K -0,3177+£0,1407  5311,30+ 14,91 —4,2321 +0,6776 0,2463 £0,0412 0,7709 £ 0,1624
C 1,9162 +0,2988 —768,89 + 5,67 —2,6317 +0,4574 0,2127 £0,0467 0,7802 + 0,1853
Intervalo de ay, 0,11-0,97 0,11-0,97 0,11-0,97 0,11-0,97 0,11-0,97
R’ 0,947 0,927 0,950 0,927 0,943

*Os valores sdo expressos como média + erro-padrdo para amostras em triplicata.
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O comportamento da a,, dos distintos filmes comestiveis produzidos a partir de
variadas quantidades dos polissacarideos foi avaliado. Os diferentes filmes foram
produzidos de acordo com quantidades determinadas por uma matriz experimental com
fatorial 2 e isotermas de adsorcdo foram construidas para esses filmes (Figura 3.27).
Cada um dos distintos filmes apresentou isotermas de adsorcdo com curvas
diferenciadas. Na Figura 3.27 pode-se observar que o conteido de umidade aumenta de

forma diretamente proporcional a quantidade de galactomanana presente.

Andlise de regressdao multipla foi utilizada para desenvolver as equagdes
relacionando os valores experimentais da umidade (H%) e da atividade de 4gua (ay) as
quantidades (em mL) dos polimeros utilizados na produ¢do dos filmes comestiveis
(Tabela 3.10). Os valores do coeficiente de correlagdo variaram de 0,731 a 0,966. Em
todas as equagdes pode-se verificar que ambos os parametros analisados (H% e ay)
dependem da quantidade de cada polimero usado bem como da intera¢do entre essas
quantidades. Pode-se concluir que a quantidade dos polissacarideos possui grande

influéncia sobre os parametros testados.

Para os valores de umidade (Figura 3.28), observa-se que estes aumentam
quando se diminui a quantidade de amido no preparo dos filmes comestiveis ou quando
se aumenta a quantidade de galactomanana. O inverso ¢ observado quando aumentamos
a quantidade de amido, ou seja, os valores da umidade diminuem de forma significativa.
A umidade, dessa forma, parece ser um pardmetro dependente da quantidade de

galactomanana, embora o amido possua alguma contribuicao.

Quando consideramos os valores de ay, (Figuras 3.29 e 3.30), essa tendéncia de
comportamento também ¢ evidenciada, pois esses valores aumentam quando se diminui
a quantidade de amido, ou quando aumentamos a quantidade de galactomanana. E
interessante observar que o comportamento de atividade de 4gua estimado pela
regressao multipla confirma a tendéncia das curvas de isotermas de adsor¢ao mostradas
na Figura 3.27. Dessa maneira, foi verificado estatisticamente que nos altos valores de
atividade de 4gua (0,75 e 0,90) existem diferencas entre os distintos filmes comestiveis.
Conclui-se, portanto, que essa tendéncia, facilmente detectada pela isoterma de

adsor¢do, pode ser utilizada como ferramenta para caracterizar os distintos filmes
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comestiveis produzidos pela mistura de galactomanana e amido através dos parametros

avaliados (H% e ay,).



185

120 -
S o filme9.1-0.9
N
3 A filme8.7-1.3
-'g O filme8.0-2.0
S A filme6.7-33
S 60 1
S B filme6.6-3.4
o
‘3 O filme4.4-5.6
2
o)
o
Q

o -

Figura 3.27 — Isotermas de adsor¢do (a 25 °C) de filmes comestiveis produzidos a partir
da blenda galactomanana-amido. Os filmes foram produzidos com quantidades

definidas de acordo com uma matriz experimental.
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Tabela 3.10 — Equacdes da umidade (H%) e da ay, relacionadas as quantidades de

amido e de galactomanana (GLMAp) adicionada aos filmes comestiveis estudados.

Parametro ay Equacao R’

Umidade (H%) da

0,11 H% 11 = 86G+86A+5495GA+2757G*2738A2 0,731
amostra

Valor experimental 5 5
q 0,75 ay (0,75) = 8G+8A+525GA+260G +266A 0,966
e ay

Valor experimental 5 5
q 0,90  ay (0,90) =13G+13A+791GA+394G"+397A 0,919
e ay
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Figura 3.28 — Evolucdo da umidade (%) estimada na a, de 0,11 em relagdo as

quantidades de dispersao de amido (mL) e de solucao de galactomanana de A. pavonina

(mL) adicionadas aos filmes comestiveis.
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Figura 3.29 — Evolucdo dos valores experimentais da a,=0,75 em relagdo as

quantidades de dispersdo de amido (mL) e de solucdo de galactomanana de A. pavonina
(mL) adicionadas em filmes comestiveis.
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Figura 3.30 — Evolu¢do dos valores experimentais da a,=0,90 em relagdo as

quantidades de dispersdo de amido (mL) e de solucdo de galactomanana de A. pavonina

(mL) adicionadas em filmes comestiveis.
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O efeito da temperatura sobre a capacidade de retencdo de umidade de filmes
produzidos com a blenda galactomanana-amido 7,0-3,0 foi estudado. A Figura 3.31
mostra as isotermas de adsorcdo obtidas para amostras desses filmes em distintas

temperaturas.

E marcante a baixa retengdo de umidade nos filmes submetidos a temperatura de
15 °C quando comparada as temperaturas de 25 °C e 35 °C. Essa diferen¢a no contetido
de umidade chega a aproximadamente 3 vezes o valor obtido na mais alta temperatura
experimental (35 °C). Por outro lado, ndo foram detectadas diferengas significativas

entre os valores do conteudo de umidade entre os as temperaturas de 25 °C e 35 °C.

Em relacdo aos valores experimentais de a, também ¢ possivel observar que
para a isoterma determinada a 15 °C a diferenca foi na ordem de 1,25 vezes (Figura
3.31). Novamente ndo foram detectadas diferencas significativas entre os valores

experimentais de ay, para as isotermas obtidas a 25 °C e 35 °C.

Na Tabela 3.11 sdo mostrados os parametros ajustados das isotermas de
adsor¢ao obtidas em distintas temperaturas aos modelos B.E.T., G.A.B. e Langmuir.
Todos os modelos foram ajustados adequadamente (R* > 0,90) sendo o intervalo do
coeficiente de correlagao indo desde 0,958 até 0,999 (ambos obtidos com o modelo
B.E.T.). Embora a equacdo B.E.T. tenha apresentado o maior valor de R%, seu intervalo
de ay considerado (0,11 < ay, < 0,53) ¢ pequeno o que ndo permite representar todo o
intervalo experimental de estudo. O modelo de Langmuir também apresentou
adequados valores de R? (0,982, 0,990 e 0,997), no entanto, igualmente apresentou os

maiores valores de erro associados as constantes ajustadas (Tabela 3.11).

O valor médio de umidade associado a monocamada foi determinado a partir da
equagdo B.E.T. Os valores para os filmes comestiveis avaliados nas distintas
temperaturas foram 0,0096 (15 °C), 0,2939 (25 °C) e 0,2749 (35 °C) g/ 100 g de so6lidos

SCCOS.

A entalpia de sor¢do (Qs) foi determinada pela equagdo apresentada por Chirife
et al. (1986). Os valores da entalpia de sor¢do para os filmes comestiveis avaliados nas
distintas temperaturas foram —0,9083 (15 °C), 0,8473 (25 °C) e 1,0226 (35 °C) kcal/mol.

Observa-se que seus valores aumentam a medida que se aumenta a temperatura. Seu
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valor médio obtido foi 0,3205 + 0,0326 kcal/mol para o intervalo de temperatura

estudado.

Pode-se concluir que o comportamento da atividade de agua mostrado pelas
isotermas de adsorcdo das amostras de filmes comestiveis produzidos a partir da blenda
galactomanana-amido 7,0-3,0 apresentou diferencas nos parametros estudados na

temperatura de 15 °C quando comparada as demais temperaturas.
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Figura 3.31 — Isotermas de adsor¢dao de filmes comestiveis baseados na blenda

galactomanana-amido 7,0-3,0 medidas em temperaturas distintas.
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Tabela 3.11 — Valores das constantes (K, Xm e C) e do coeficiente de ajuste (R?) para medida da atividade de agua em filmes produzidos a partir

da blenda galactomanana-amido (7,0-3,0) em distintas temperaturas (15 °C, 25 °C e 35 °C).

Temperatura Modelos
(°C) B.E.T.* G.A.B. Langmuir
C Xm K Xm C K C
15 8,948 £0,959 0,215+0,104 0,086 + 0,059 2,804 +0,292  3,251+0,288 0,238 +0,330 4,118+ 1,172
25 4,185+0,668 0,294+0,074 0,104 £ 0,020 3,864+ 0,180  3,230+0,192 0,148 +0,286 11,391 £ 3,458
35 5,629+ 0,836 0,274 +£0,045 0,105+ 0,055 3,072+ 0,614 3,058 +0,557 0,133 +0,299 10,090 +2,431
0,958 (15) 0,991 (15) 0,989 (15)
R? ** 0,999 (25) 0,992 (25) 0,990 (25)
0,993 (35) 0,997 (35) 0,997 (35)

*Neste modelo, o intervalo de atividade de 4gua considerado foi 0,11 < ay, <0,53.

**Qs valores entre paréntesis correspondem as diferentes temperaturas de medigao.
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A Figura 3.32 mostra isotermas de adsor¢do dos filmes comestiveis produzidos
com a blenda 7,0-3,0 e contendo distintas concentra¢des de glicerol. A concentracdo do
plastificante variou de 10 a 40 %. O perfil das isotermas mostrou-se dependente da
concentragdo de glicerol, pois o conteido de umidade e os valores medidos de ay,

apresentaram diferencas.

Com os valores 10 e 20 % ¢ possivel observar que possuem aproximadamente o
mesmo perfil em suas isotermas o que ¢ indicativo de a umidade retida nos filmes
desses tratamentos estd relacionada, provavelmente, a contribuicido do agente
plastificante. Um padrdo similar também ¢ verificado nos filmes dos tratamentos 30 e

40%, porque suas isotermas comportam-se de forma semelhante.

Na Tabela 3.12 s3o mostrados os valores estimados para as constantes dos
modelos B.E.T., G.A.B. e Langmuir dos filmes comestiveis produzidos. Os dados foram
ajustados adequadamente a todos os modelos (R*> > 0,90) e o modelo sugerido que
melhor representa os dados experimentais para os distintos tratamentos € o proposto

pela equacdo G.A.B. (seu coeficiente de correlagdo variou de 0,978 a 0,996).

A tendéncia de comportamento das isotermas de adsor¢@o para os filmes com as
diferentes concentra¢des de glicerol mostrada na Figura 3.32 ¢ corroborada pelo ajuste
da Tabela 12. Os valores das constantes exibiram semelhangas quando comparados

entre si.

Bertuzzi et al. (2007a) trabalhando com filmes de amido de milho gelatinizado e
com distintas concentragdes de glicerol(0, 10, 20, 40 e 60 %) ajustaram os dados
experimentais ao modelo G.A.B.. Os pardmetros ajustados variaram de forma

proporcional ao conteudo de glicerol.

O carater hidrofilico do plastificante provavelmente cria modificagdes
estruturais na rede das cadeias de amido (amilose e amilopectina). Essa mudanga
estrutural resulta em um ganho de agua diferenciado em funcdo do percentual de
glicerol. Dessa forma, os niveis do plastificante testados nas condi¢des experimentais
aqui descritas alteram de forma significativa a hidratacdo dos filmes comestiveis

produzidos com a blenda galactomanana-amido.
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Figura 3.32 — Isotermas de adsor¢do (a 25 °C) de filmes comestiveis obtidos a partir da

blenda galactomanana-amido 7,0-3,0 preparados com distintas concentragdes de glicerol.



Tabela 3.12 — Ajustes de filmes comestiveis obtidos a partir da blenda galactomanana-amido 7,0-3,0 com distintas concentra¢des de glicerol.

Concentragao de Modelos
glzﬁ/eoi‘)l B.E.T.* G.A.B. Langmuir
C Xm K Xm C K C
10 8,468 £1,959 0,233+£0,220 0,097 0,075 2,772+0,634 3,398+0,717 0,182+0,378 7,085 + 1,895
20 7,689+ 1,744 0,237+0,222 0,097+0,109 2,844+0,927 3,568 +1,021 0,198 +0,413 9,796 +£3,142
30 4,185+ 0,668 0,294 +0,074 0,104 £0,020 3,864 +0,180 3,230+0,192 0,148+0,286 11,391 + 3,458
40 4,771 £ 0,507 0,289 +0,022 0,103 +0,032  2,754+0,093 3,332+0,093 0,354+ 0,092 3,192 £0,228
0,981 (10) 0,978 (10) 0,979 (10)
R? *x 0,991 (20) 0,983 (20) 0,984 (20)
0,999 (30) 0,996 (30) 0,990 (30)
0,998 (40) 0,989 (40) 0,994 (40)

*Neste modelo, o intervalo de atividade de 4gua considerado foi 0,11 < ay, <0,53.

**Qs valores entre paréntesis correspondem as diferentes concentragdes de glicerol.



197

O fenomeno da histerese foi estudado nos filmes comestiveis da blenda
galactomanana-amido 7,0-3,0. Na Figura 3.33 sdo mostradas as isotermas de adsor¢do e
desor¢ao de amostras desses filmes. A histerese foi observada pelo padrdo das isotermas
obtidas. O ganho de 4gua dos filmes obedece a um comportamento diferenciado quando
comparado a perda de agua. Termodinamicamente isso ¢ explicado pelo fato de que a
maneira como a agua se associa a superficie do material ¢ dada pela distribuicao dessa
agua livre nas camadas de hidratacdo desse material. Isso faz com que ndo exista uma

sobreposi¢do das isotermas.

Na Tabela 3.13 os dados experimentais de adsor¢ao e desor¢cdo foram ajustados
aos modelos B.E.T., G.A.B. e Langmuir. A adsor¢do apresentou os melhores
coeficientes de correlagdo (0,990 a 0,994) enquanto que a desorcdo valores de R®
menores (0,841 a 0,966). Embora nos testes anteriormente descritos o modelo de
Langmuir tenha exibido ajustes pouco significativos em virtude do erro experimental
elevado quando comparado aos outros modelos, aqui esse modelo foi o que apresentou
os valores de coeficientes de R* para ambas as isotermas (0,991 para adsor¢do e 0,966

para desor¢ao).
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Figura 3.33 — Isotermas de adsor¢ao/desorcao (a 25 °C) do filme comestivel feito a

partir da blenda galactomanana-amido 7,0-3,0. O fenomeno da histerese ¢ evidenciado.
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Tabela 3.13 — Valores das constantes (K, Xm e C) e do coeficiente de ajuste (R?) para curvas de adsorcdo/desor¢ao de filmes da blenda

galactomanana-amido (7,0-3,0).

Modelos
Curva de sor¢do B.E.T.* G.A.B. Langmuir
C Xm K Xm C K C
Adsorgao 5343 +1,383 0,272+0,186  0,102+0,060 2,876+0,170 3,222+0,203 0,180+0,148 5,645 £ 0,662
Desor¢ao 3,895+1,000 0,355+0,196 0,239+0,073 1,645+0,527 2954+0947 1,348+0,784 1,701 + 0,683
R2 0,994 (A) 0,990 (A) 0,991 (A)
0,841 (D) 0,891 (D) 0,966 (D)

* Neste modelo, o intervalo de atividade de dgua considerado foi 0,11 < ay, <0,53.

**As letras entre paréntesis representam: A — adsor¢ao e D — desorcao.



A Figura 3.34 mostra o padrao das isotermas de adsor¢ao de filmes comestiveis
preparados a partir de tampao citrato e contendo o tampao e o antimicrobiano nisina. As
diferengas observadas foram evidenciadas nos altos valores de ay, (0,75, 0,90 ¢ 0,97). A
presenca do antimicrobiano permitiu um maior grau de hidratagdo do filme comestivel

em virtude dos valores de umidade determinados.

A molécula de nisina ¢ um peptideo antibacteriano de 13 a 34 residuos de
aminoacidos modificados pos-traducionalmente a residuos deiidro e que apresenta
ligagcdes cruzadas tioéter. Dados seu pequeno tamanho e massa molecular, esse peptideo
pode facilmente intercalar-se entre as cadeias dos polissacarideos utilizados para
produzir os filmes comestiveis. Quando da hidratagdo desses filmes, a nisina pode
provavelmente contribuir retendo dgua o que justificaria os valores diferenciados de

conteudo de umidade e de a,, determinados.

Nas Tabelas 3.14 e 3.15 sdo mostrados os ajustes dos dados experimentais para
as isotermas de adsor¢do dos filmes produzidos sem a nisina e contendo o
antimicrobiano. Os valores dos coeficientes de correlagdo variaram de 0,998 (modelo
B.E.T.) a 0,999 (modelos G.A.B. e Langmuir) para ambos os grupos de dados (filmes

sem nenhuma nisina e contendo 0,25 mg/mL).

O conteudo da umidade associada a monocamada para a superficie dos dois
tipos de filmes foi calculado. Para os filmes que ndo possuiam qualquer nisina em sua
preparagdo apresentaram valor de 0,0155 g/100 g de sélidos secos e para os filmes

contendo nisina seu valor foi de 0,0160 g/100 g de solidos secos.

Na Figura 3.35 sdo mostrados os plots da isoterma B.E.T. para os filmes
comestiveis preparados sem nisina (Figura 3.35 A) e contendo nisina (Figura 3.35 B).
Os valores dos coeficientes angulares calculados para ambos os plots foram 64,0074 e
62,4493, respectivamente. Esses valores refletem um padrdo semelhante para as
isotermas no intervalo de ay, ajustado ao modelo aqui descrito uma vez que as retas
obtidas a partir dos dados experimentais mostram aproximadamente uma mesma

inclinagao.
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Figuras 3.34 — Isotermas de adsorcdo (a 25 °C) dos filmes comestiveis baseados nos
complexos galactomanana-amido 7,0-3,0 (simbolos abertos) e galactomanana-amido-
nisina 7,0-3,0 (simbolos cheios). A solucdao de galactomanana em ambos os sistemas foi

preparada com tampao citrato 50 mM, pH = 5,0.
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Tabela 3.14 — Valores das constantes (K, Xm e C) e do coeficiente de ajuste (R*) para
curvas de adsor¢do de filmes da blenda galactomanana-amido 7,0-3,0. A solucdo de

galactomanana foi preparada com tampao citrato 50 mM, pH = 5,0.

Modelos
Constantes
B.E.T.* G.A.B. Langmuir
K 5,4135+0,4510 0,0984 + 0,0612 16,8976 £2,6110
C 0,2626 +0,0617 2,7638 £ 00,4964 0,0609 + 0,1440
Xm — 3,4652 + 0,6426 —
Intervalo de a,, 0,11 -0,53 0,11 -0,97 0,11 -0,97
R’ 0,998 0,999 0,999

*Neste modelo, o intervalo de atividade de 4gua considerado foi 0,11 < ay, <0,53.
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Tabela 3.15 — Valores das constantes (K, Xm e C) e do coeficiente de ajuste (R*) para
curvas de adsor¢do de filmes da blenda galactomanana-amido-nisina 7,0-3,0. A solucao

de galactomanana foi preparada com tampao citrato 50 mM, pH = 5,0.

Modelos
Constantes
B.E.T.* G.A.B. Langmuir
K 5,3991 £ 0,4859 0,1005 £+ 0,0396 15,2832 £ 1,9699
C 0,2654 + 00,0586 2,7866 + 0,3952 0,0649 +0,1278
Xm - 3,3995 +0,4777 —
Intervalo de a,, 0,11 -0,53 0,11 -0,97 0,11 -0,97
R’ 0,998 0,999 0,999

*Neste modelo, o intervalo de atividade de 4gua considerado foi 0,11 < ay, <0,53.
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Figura 3.35 — Plots das isotermas B.E.T. para filmes comestiveis baseados nos
complexos galactomanana-amido 7,0-3,0 (A) e galactomanana-amido-nisina 7,0-3,0 (B).

A solugado de galactomanana em ambos os sistemas foi preparada com tampao citrato 50

mM, pH =5,0.
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3.4.4. Analise térmica

Anadlise térmica através de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foi
realizada para amostras de galactomanana de A. pavonina, filmes comestiveis
produzidos a partir da blenda galactomanana-amido em tampao citrato pH = 5,0, 50 mM

sem o antimicrobiano e contendo a nisina (0,25 mg/mL).

Na Figura 3.36 ¢ mostrada a curva de estabilidade térmica por DSC para
amostras do polissacarideo de Adenanthera pavonina. Apenas uma transi¢ao térmica foi
detectada, uma endotérmica a 57,2 °C. Essa transicdo provavelmente esta associada a

perda de dgua da estrutura do material.

A curva de estabilidade térmica de filmes comestiveis feitos com blenda
galactomanana-amido (7,0-3,0) em tampao citrato apresenta trés transicdes térmicas
(Figura 3.37). As transi¢oes detectadas foram todas de natureza endotérmica aos 72, 211
e 296 °C. Esse fato ¢ consistente com uma separacdo de fase entre os materiais

utilizados no preparo desse filme.

Na Figura 3.38 ¢ mostrado o termograma por DSC para filmes comestiveis da
blenda galactomanana-amido-nisina preparada a partir de tampao citrato. Nessa curva
de estabilidade foram detectadas trés transi¢des térmicas, todas endotérmicas, aos 91,3,
247 e 287 °C. A presenga do antimicrobiano deslocou os valores das transigdes. Quando
esses valores s3o comparados com aqueles obtidos para o filme sem o antimicrobiano,
as diferencas observadas correspondem a 19,3, 36 e — 9 °C. Esses resultados indicam
que houve interacao da nisina com os polimeros da blenda, pois uma maior quantidade
de agua estrutural do filme foi perdida. Essa maior quantidade de agua provavelmente
esta associada a presenga nisina no filme o que foi corroborado pelo comportamento da

isoterma de adsor¢@o dos filmes contendo nisina (Figura 3.34).
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Figura 3.38 — Termograma por DSC do filme feito a partir da blenda galactomanana-
amido de milho contendo o antimicrobiano nisina (0,25 mg.mL™). A solu¢io de

galactomanana foi preparada com tampao citrato 50 mM, pH = 5,0.
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3.5. Conclusoes

A galactomanana de 4.pavonina apresentou comportamento reologico tipico de
gomas de sementes uma vez que solucdes aquosas do polissacarideo exibiram perfis
similares aqueles reportados na literatura para galactomananas. Por outro lado, o esfor¢o
aplicado nos testes de curvas de escoamento da dispersdo de amido de milho
gelatinizado e das misturas de galactomanana-amido ndo permitiu caracterizar
adequadamente esses sistemas de polimeros em solucdo. Os ensaios oscilatdrios, por
sua vez, foram mais sensiveis para detectar as diferencas entre os distintos sistemas

avaliados permitindo sua caracterizacdo de maneira mais adequada.

A medida da ay ¢ a construcao de isotermas de sor¢do consistiram em numa
abordagem interessante para caracterizar filmes comestiveis produzidos a partir dos
sistemas de blendas de polissacarideos e do complexo galactomanana-amido-nisina.
Diferencas significativas foram detectadas nesses filmes e permitiram relacionar o
comportamento da 4gua ao arranjo estrutural dos diferentes filmes comestiveis
produzidos. A umidade foi observada como dependente de importantes parametros
avaliados nos filmes, tais como a temperatura e o contetido de glicerol. O fendmeno da
histerese foi evidenciado para os filmes comestiveis da blenda galactomanana-amido.
Finalmente, o modelo matematico de sor¢ao descrito pela equagdao G.A.B. ¢ sugerido
como aquele que melhor representa os dados obtidos nas condi¢des experimentais

testadas aqui.

Finalmente, as curvas de estabilidade térmica obtidas por Calorimetria
Exploratdria Diferencial para a galactomanana e os filmes comestiveis, produzidos sem
0 antimicrobiano e contendo a nisina, permitiram associar os dados de DSC aos obtidos
pelas medias de ay, corroborando, no caso do filme contendo nisina, que o

antimicrobiano colabora com uma maior hidrata¢ao do filme comestivel.
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Capitulo 4

Bioensaios de filmes produzidos a partir de blenda

galactomanana-amido-nisina contra microorganismos modelos.
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Resumo

Neste capitulo foi avaliada a agdo antimicrobiana de filmes comestiveis
produzidos a partir da blenda galactomanana-amido-nisina. Foram empregados o teste
do halo de inibi¢do em placas de agar e o bioensaio. A ac¢do da nisina analisada através
do teste do halo de inibi¢do mostrou que o antimicrobiano foi efetivo contra
microorganismos Gram-positivos (Staphylococcus aureus e Lysteria monocitogenes). A
presenca de nisina nos filmes comestiveis testados no bioensaio reduziu
significativamente o crescimento de L. monocitogenes de maneira dose dependente e em
funcdo do tempo (p < 0,05). O teste do halo de inibi¢do e o bioensaio permitiram
caracterizar os filmes comestiveis através do uso de técnicas satisfatorias. Além disso,
pode-se afirmar que o antimicrobiano atuou como barreira efetiva contra a proliferagao

do patdgeno de alimentos L. monocitogenes nas condi¢des experimentais testadas.

Palavras-chave: galactomananas, amido de milho, nisina, Lysteria monocitogenes
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Abstract

In this chapter, the antimicrobial action of edible films made of galactomannan-
starch-nisin blend was evaluated. Two strategies were employed: inhibition based on
diffusion in agar and bioassay. The nisin action analyzed through the agar diffusion
showed that the antimicrobial was effective against Gram positive microorganisms
(Staphylococcus aureus and Lysteria monocitogenes). On the bioassay, the presence of
nisin in edible films reduced L. monocitogenes growth. Statistical differences (p < 0,05)
were found among the treatments and the effect was doses-dependent. The inhibition
detected on agar diffusion and the bioassay permitted characterize the edible films using
satisfactory techniques. In fact, the nisin added to edible films acted as an efficient

barrier against the pathogen growth.

Keywords: galactomannans, corn starch, nisin, Lysteria monocitogenes
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4.1. Introducao

A qualidade dos alimentos depende de mudangas fisicas, quimicas e bioldgicas
que ocorrem naturalmente. Dentre as abordagens utilizadas para minimizar esses efeitos,
o uso de embalagens ativas tem grande impacto (AYDINLI; TUTAS, 2000). Entretanto,
o excessivo emprego de materiais plasticos ndo biodegraddveis para confeccionar
embalagens dos produtos disponibilizados nos modernos supermercados cria problemas

associados ao desperdicio e danos ao meio ambiente.

Recentemente, o desenvolvimento de filmes comestiveis tem contribuido para
aumentar o tempo de preservacdo de produtos alimenticios. Essa tecnologia de novos
materiais permite que sejam incorporados aditivos ou preservativos que sao funcionais
de varias formas (BILIADERIS et al. 1999; BARRETO et al. 2003). A demanda por
alimentos que apresentam suas propriedades naturais preservadas instiga a pesquisa € 0
desenvolvimento de bio-preservativos que possam ser adicionados aos alimentos e

consumidos sem qualquer risco aos consumidores.

A necessidade por materiais para confeccdo de embalagens ecologicamente
sustentaveis aumentou de forma impressionante. A disponibilidade desses biomateriais,
especialmente por biopolimeros para producdo de filmes e coberturas comestiveis ¢
intensivamente estudada (ANN BALL, 1997; ARVANITOYANNIS; BILIADERIS,
1999; ALBERT; MITTAL, 2002). Polimeros naturais tipicos utilizados na produgdo de
filmes comestiveis sdao proteinas e polissacarideos (ARVANITOYANNIS et al. 1997;
ARVANITOYANNIS et al. 1998a; ARVANITOYANNIS et al. 1998b; KAYA; KAYA,
2000; BATISTA et al. 2005). A principal vantagem do uso de polimeros naturais ¢ que
eles em geral sdo biodegradaveis e também sdo fontes renovaveis, o que poderia reduzir
os danos ambientais. Contudo, as embalagens sintéticas ndo serdo completamente
substituidas pelos biomateriais, porque aquelas apresentam as melhores propriedades

mecanicas.

A fungdo de uma embalagem de alimentos € preservar o produto ao longo do
transporte desde a colheita ao mercado e o consumidor. Para cumprir essa finalidade

uma embalagem deve proteger seu conteudo do efeito ambiental exterior. Os produtos
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alimenticios podem ser danificados por acdo dos efeitos da dgua, gases, luz, odor ou
proliferagdo de microorganismos a menos que uma embalagem apropriada seja utilizada

(AYRANCI; TUNC, 2003).

Os filmes comestiveis podem ser usados como agentes transportadores de
antimicrobianos ou substancias funcionais tais como aditivos, componentes do aroma
ou corantes (SECOUARD et al. 2007, OMS-OLIU et al. 2008). Filmes comestiveis
com substincias antimicrobianas encapsuladas podem retardar o crescimento de

microorganismos sobre a superficie do alimento.
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4.1.1. Filmes comestiveis bioativos

Um filme comestivel pode ser definido como uma fina camada de material que ¢
aplicada sobre ou dentro de um alimento, pode ser consumida e atua como barreira
contra transmissdo de gases, vapores, solutos e ainda fornece protecdo mecénica

(THUMULA, 2006; TALJA, 2007; CASARIEGO et al. 2008).

A aplicagao de filmes comestiveis ¢ uma estratégia que permite aumentar o
tempo de prateleira de alimentos através da reducdo de seus processos metabolicos
(BRIGATO-FONTES, 2005). Com o advento de novos materiais para uso como filmes
ou coberturas comestiveis € a demanda do consumidor por produtos mais frescos,
pesquisas sobre atmosfera modificada pelos biofilmes vem se popularizando (GROSS;

KALRA, 2002; CERQUEIRA et al. 2007; CERQUEIRA ef al. 2009).

A tecnologia de embalagens ativas (Figura 4.1) ¢ um conceito relativamente
novo criado para relacionar a interacdo do alimento com o material da embalagem,
enquanto sustenta o microambiente em seu interior (FLORES et al. 2007a). O objetivo €
estender o tempo de prateleira de um produto alimenticio, preservando suas
propriedades nutricionais e qualidades sensoriais, bem como mantendo sua seguranga

microbiologica (DURANGO et al. 2006).

Sem duvida que a principal causa da deterioracao de alimentos € o crescimento
microbiano sobre a superficie do produto (HAMMOND, 2001). A aplicagdo de agentes
antimicrobianos numa embalagem pode criar um ambiente em seu interior que pode
reduzir ou prevenir o crescimento microbiano sobre a superficie do produto (Figura 4.1),
desse modo, levando a extensdo do tempo de prateleira ou melhorando a seguranca

alimentar (AVHENAINEN, 2003).

Muitos fatores devem ser considerados no desenvolvimento de um sistema de
embalagem contendo antimicrobiano tais como natureza do agente antimicrobiano,
métodos de incorporagdo, permeabilidade e evaporacdo (QUINTAVALLA; VINCINI,
2002). Fatores extras incluem atividade especifica, resisténcia do microorganismo,
liberacdo controlada, mecanismo de liberagdo, natureza quimica do alimento e do

antimicrobiano, condigdes de distribuicdo e de armazenamento, condi¢des do processo
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de elaboracdo do filme, propriedades mecanicas e fisicas dos materiais utilizados no
preparo dos filmes, caracteristicas organolépticas, toxicidade do antimicrobiano e as

normas vigentes de satde publica (AVHENAINEN, 2003; THUMULA, 2006).

Um agente antimicrobiano possui atividade inibitéria especifica contra um
microorganismo. Entretanto, a selecao desse agente depende de sua atividade contra o
microorganismo alvo. Devido as caracteristicas proprias do alimento, pH, atividade de
agua, composi¢do e temperatura de armazenamento, o crescimento de microorganismos
que podem estragar produtos alimenticios € previsivel. O agente antimicrobiano deve
ser selecionado pela atividade de inibicdo do agente contra o microorganismo nas

condi¢des ambientais da embalagem que envolve o alimento (KRISTO et al. 2008).

O desenvolvimento do sistema de embalagem ativa requer tecnologia de
liberagdo e a cinética de crescimento do patdégeno. Quando a taxa de migracao do agente
microbiano ¢ mais rapida que a taxa de crescimento do microorganismo alvo, o agente
microbiano se esgotara antes que se complete o periodo esperado de armazenamento ¢ a
embalagem perderd a atividade antimicrobiana, porque o alimento possui um volume
maior quando comparado ao volume ocupado pela embalagem e a quantidade de agente
antimicrobiano incorporado (OUATTARA et al. 2000; FLORES et al. 2007b). Como
estratégia de sobrevivéncia, o microorganismo iniciard seu crescimento apos o
esgotamento do agente antimicrobiano. Por outro lado, quando a taxa de liberacao ¢
extremamente lenta para controlar a proliferagdo do patdogeno, o microorganismo podera

crescer antes de o agente antimicrobiano ser liberado e atingir uma concentragao efetiva.



232

Microorganismos

Alimento

Embalagem

e 5

Alimento

Cobertura

Figura 4.1 — Embalagem bioativa (A) contendo antimicrobiano incorporado e sistema

de cobertura comestivel (B) (Adaptada de HAN, 2003).
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4.1.2. Bioensaios

4

O ensaio de difusdao em agar ¢ provavelmente o método mais comumente
empregado para deteccdo de atividade de bacteriocinas. Neste método um
microorganismo sensivel ¢ inoculado no 4gar ou plaqueado na superficie e a
bacteriocina ¢ colocada em pogos perfurados no agar (OUWEHAND; VESTERLUND,
2004). Como podem ser visualizados na Figura 4.2, os resultados positivos do ensaio de
difusdo sdo detectados pela presenca de zonas claras ao redor dos pogos ap6s incubagao

por 24 horas.

Métodos de determinagdao de atividade de bacteriocinas baseados em meio
liquido tém sido propostos (CABO et al. 1999). Dessa maneira, a cepa indicadora
também pode ser cultivada com a bacteriocina (ou com o filme bioativo contendo
bacteriocina) em meio liquido. Métodos espectrofotométricos podem ser empregados e
o resultado ¢ medido através da leitura da absorbancia ou ainda esse resultado pode ser
expresso pela contagem de unidades formadoras de colonias apds a incubacgdo
(OUWEHAND; VESTERLUND, 2004). Contudo, essa metodologia também nao
reflete uma situacdo pratica para os alimentos que sdo solidos ou semi-s6lidos. Um
filme contendo bacteriocina, vantajosamente, poderia moldar-se a superficie desse tipo

de alimento.

Técnicas de difusdo de bacteriocinas em dgar para detec¢do de zonas de inibigdo
do crescimento possuem como principal vantagem a simplicidade do protocolo, pois seu
principio ¢ similar ao de um antibiograma tipico. Além disso, os custos associados a
implantacdo da técnica e seu uso rotineiro sdo baixos quando comparados a outros
métodos. Como desvantagens existem os problemas associados a difusdo da
bacteriocina em agar (HIRSCH, 1950) e o uso de um critério de quantificacdo que na

maioria das vezes ¢ apenas semi-quantitativo e condicionado a interpretacdes subjetivas.

Como solugdes para esses problemas do ensaio baseado em d&gar, temos:
melhoria da difusdo através da adicdo de detergentes tais como o Tween ao meio de
cultura (WOLF; GIBBONS, 1996) ou por meio da armazenagem das placas a 4 °C por
um periodo variavel de tempo antes da incubag¢do do microorganismo sensivel. Wolf e

Gibbons (1996) provaram que a reducao da proporcao de agar do nivel convencional de
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1,5 % para 0,75% poderia aumentar a sensibilidade em 21 %. Para minimizar o erro da
quantificagdo das zonas de inibicdo, o uso de tratamento de imagem por meio de

programa de computador permite padronizar essa medigao.

Quando se trabalha com filmes comestiveis contendo bacteriocinas, diferentes
estratégias de inoculacdo do microorganismo podem ser empregadas a fim de avaliar a
difusdo do antimicrobiano do filme para o meio. Recentemente, a difusdo da nisina em
géis de agarose foi estudada e o comportamento foi modelado de acordo com a segunda

Lei de Fick (SEBTI et al. 2004).

A 1nibicao do crescimento pela liberacao de bacteriocinas de filmes bioativos €
avaliada pela contagem de ufcs apos incubagdo. O indculo pode ser plaqueado
diretamente sobre o 4gar e o filme ¢ entdo colocado sobre o dgar (SEBTL; COMA, 2002;
KRISTO et al. 2008), o indculo pode ser plaqueado sobre o filme comestivel ou ainda o
in6culo pode ser filtrado e retido em membranas e os filmes podem ser dispostos sobre
essas membranas. Essa tltima foi a estratégia empregada neste capitulo 'para avaliar a

a¢ao da nisina liberada dos filmes bioativos.
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Poco
(controle)

Halo de
inibicao
(dose 1)

O,

Halo de
inibicao
(dose 2)

Meio sélido contendo microorganismo
sensivel ao antimicrobiano

Figura 4.2 — Representacao do teste do halo de inibi¢do em placa de Petri para estudo
da a¢do de bacteriocinas. Em a temos o pogo controle, em b temos a dose 1 que ¢ maior

que a dose 2 (em c¢). O halo formado ¢ proporcional a concentragao da dose.
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4.2. Hipotese e objetivos

4.2.1. Hipotese: filmes comestiveis produzidos com a blenda galactomanana-amido-
nisina apresentam efeito antimicrobiano contra a bactéria patogénica de alimentos

Lysteria monocitogenes?

4.2.2. Objetivo geral

Produzir filmes comestiveis bioativos a partir da blenda galactomanana-amido-

nisina e realizar bioensaios contra L. monocitogenes.

4.2.3. Objetivos especificos:

Definir a(s) concentracdo(des) de nisina a ser(em) utilizada(s) nos filmes
comestiveis;

e Realizar o teste do halo de inibigdo em placas;

e Produzir filmes comestiveis a partir da blenda galactomanana-amido contendo
nisina;

e Realizar bioensaios dos filmes comestiveis contra L. monocitogenes.
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4.3. Materiais e métodos

4.3.1. Reagentes

Glicerol, acido citrico, citrato de sodio, fosfato de s6dio monobasico e fosfato
acido de sodio foram adquiridos junto a empresa Panreac, Barcelona, Espanha. Amido
de milho rico em amilose (high amylose corn starch) foi comprado junto a empresa

Sigma Corporation nos E.U.A.

Nisina (nisin NP, bath 148/149) e Nisaplin™™ foram preparados em estoques de 1
mg.mL" em 4agua ultra pura (grau Milliq; pH=2.0; ajustado com HCI), filtrados (0.2

um) e estocados a —20 °C.

Meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) e éagar bacteriologico foram

comprados junto a empresa Liofilchem s.r.1., Italia.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.3.2. Preparo das solucdes de antimicrobianos e formadoras de filmes bioativos

Nisina nas concentragdes de 0,08, 0,25 ¢ 0,5 mg.mL'1 foi preparada em distintos
diluentes (H,O pH = 2,0; tampao citrato 50mM, pH = 5,0, ajustado com HCI e tampao
fosfato, 50 mM, pH = 7,0). Nisaplin™ (preparado em H,O pH = 2,0) foi utilizado como
controle positivo e na concentra¢io de 1,0 mg.mL™"'. Agua ultrapura (grau Milli-Q, pH =
2,0) foi utilizada como controle negativo.

As misturas formadoras de filmes foram preparadas para os experimentos do
bioensaio contra microrganismos de acordo com o protocolo descrito no capitulo 3
desta Tese. Agua destilada usada para dissolver as galactomananas foi substituida por
tampao. Quando da realizacdo dos bioensaios, os filmes comestiveis contendo tampao
citrato e o antimicrobiano nisina nas concentragdoes de 0,1 ¢ 0,25 mg.mL'1 foram

utilizados em virtude do resultado do teste do halo de inibicao.
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4.3.3. Preparo dos meios de cultura e condicoes de crescimento das células dos

microorganismos

Para o teste do halo de inibi¢do, culturas estoques (todas em glicerol, 1:1, v/v,
armazenadas —20 °C) de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella
typhimurium foram crescidas em meio liquido TSY enquanto Lysteria monocitogenes
em meio BHI. As culturas foram mantidas sob agitacdo continua (200 rpm) e
temperatura controlada (37 °C) por 12 — 14 horas. Decorrido o tempo de incubagdo, 3—4
mL da cultura foram transferidos para Erlenmeyer’s contendo 150-200 mL de meio
novo e estéril. As culturas foram mantidas sob as mesmas condi¢des citadas acima até
alcangar a densidade de células desejada (OD = 1,0).

Para o bioensaio, células de L. monocitogenes (estoques em glicerol, 1:1, v/v,
armazenadas —20 °C) cresceram em meio liquido BHI sob agitagdo continua (200 rpm)
e temperatura controlada (37 °C) por cerca de 14 horas. Transcorrido o tempo de
incubagdo, 10-12 mL da cultura foram transferidos para um Erlenmeyer contendo 500—
600 mL de meio novo e estéril e a nova cultura foi mantida sob as mesmas condigdes

citadas acima até alcangar a densidade de células desejada.

4.3.4. Teste do halo de inibi¢do de microorganismos

Decorrido o tempo de incubacdo das culturas em meio liquido, 10 a 25 mL
dessas culturas foram transferidos para os meios TSA e BHA antes de solidificarem,
respectivamente, a fim de incorporar os microrganismos aos meios. O meio (20 mL) foi
distribuido em placas de Petri descartdveis. As placas foram mantidas em estufa a 37 °C
até o crescimento das células (24 horas).

Em atmosfera estéril (sobre um bico chama), seis pogos de 0,5 cm de didmetro
foram perfurados no 4gar das placas de modo eqiiidistante a fim de abrigar distintos
tratamentos para se determinar a concentracdo do antimicrobiano a ser incorporada aos
filmes bem como comparar com os devidos controles negativo (agua ultra pura, pH=2,0

ajustada com HCI e tampdes S0mM citrato pH=5,0 e fosfato pH=7,0) e positivo
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(nisaplin™ 1 mg.mL™"). As placas foram mantidas a 4 °C por duas horas a fim de
assegurar a difusdo do antimicrobiano e posteriormente foram transferidas para e
mantidas em estufa a 37 °C por 24 horas. A inibi¢cdo do crescimento foi mensurada por
meio da medida precisa do halo formado ao redor do pogo (em cm), considerando o

diametro do pogo.

4.3.5. Bioensaios dos filmes comestiveis contra Lysteria monocitogenes

Dez mililitros de cultura de L. monocitogenes foram filtrados através de
membranas de nitrato de celulose com didmetro de 47 mm e poro de 0,2 um (Sartorius
AG 37070 Goetting, Alemanha) para reter as células. Essas membranas foram
colocadas em placas de Petri e divididas em grupos de tratamentos. Os tratamentos
consistiram de: membranas sem filmes, filmes comestiveis da blenda galactomanana-
amido 7,0-3,0, filmes preparados com tampao citrato (50mM, pH 5,0) e filmes contendo
nisina em distintas concentragdes (0,1 e 0,25 mg/mL). Os filmes foram colocados em
contato com essas membranas e os tratamentos foram mantidos a 25 °C durante 0, 24 ¢
48 horas. Decorrido o tempo de exposi¢do aos filmes, as membranas foram removidas e
acondicionadas em bolsas de estomaquer contendo 10 mL de solucdo salina 0,8 %
estéril. Essas bolsas foram esmagadas por 1 minuto para remover as cé€lulas que
permaneceram nas membranas decorrido o tempo de exposicdo aos filmes. Cem
microlitros dessa solucdo salina serviram de indculo para placas com meio de cultura
BHA. O efeito da nisina foi quantificado através da inibicdo do numero de unidades

formadoras de coldnias (ufc) do microrganismo modelo ao longo do tempo.

4.3.6. Analise estatistica

Andlise de variancia (ANOVA) foi empregada para determinar diferengas
significativas entre os tratamentos. Anova e o teste de comparacdo de médias foram

empregados (Teste de Tukey, p < 0,05) utilizando o pacote estatistico Sigma Stat™.
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4.4. Resultados e discussao

4.4.1. Teste do halo de inibi¢cao de microorganismos

O teste do halo de inibig¢ao foi empregado visando dois objetivos. O primeiro foi
estabelecer a concentracdo de trabalho com o antimicrobiano (nisina) para produzir
filmes comestiveis bioativos. O segundo objetivo foi realizar um comparativo com
distintos tampdes para avaliar a efetividade e especificidade do lote de nisina

empregado nos testes.

Na Tabela 4.1 sdao mostrados os valores medidos para o halo de inibig¢ao
formado ao redor dos pogos em placas de agar contendo microorganismos. Foi possivel
observar que a nisina testada em todas as concentragdes e com distintos solventes foi
efetiva especificamente contra os microorganismos Gram-positivos (L. monocitogenes €
Staphylococcus aureus), inibindo a formacao de coldnias ao redor dos pocos. Para L.
monocitogenes o efeito observado foi de forma dose dependente (Tabela 1). A agdo do
antimicrobiano puro evidentemente foi melhor que aquela do preparado comercial

utilizado como controle positivo (nisaplin™).

Artefatos foram observados nesse experimento com a presenca de halos para o
tratamento da dgua ultrapura apenas (visualizados em Lysteria e Salmonella). A agua
utilizada para diluir a nisina era de elevada concentragdo de H;O" (pH = 2,0) o que
poderia explicar essa mortalidade das células. Contudo, isso ndo interferiu de maneira
significativa nos resultados com outros tratamentos, pois a presenca de halos ndo foi
verificada para os tampdes. Ademais, os tamanhos dos halos medidos para Lysteria e
Staphylococcus foram similares entre todos os tratamentos o que ¢ indicativo da acdo da

nisina apenas sem sofrer intensificagcdo de efeito pela dgua de baixo pH.

A mais baixa dose do antimicrobiano (0,08 mg/mL) sem qualquer solvente ndo
foi efetiva contra células de Staphylococcus aureus. Por outro lado, nas maiores doses
(0,25 € 0,50 mg/mL), a nisina testada foi efetiva contra S. aureus de forma praticamente

idéntica ao controle positivo.
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Foi relado na literatura que as bacteriocinas inibem o crescimento de um grande
numero de microorganismos Gram-positivos e neste grupo inclui-se L. monocitogenes,
um importante patogeno de alimentos (DEEGAN et al. 2006). A nisina, por exemplo, ¢
utilizada predominantemente em comida enlatada e laticinios, além disso, ¢
especialmente efetiva quando utilizada na produgdo de queijo processado e requeijao

onde os protege contra microorganismos produtores de esporos resistentes ao calor tais

como aqueles que pertencem aos géneros Bacillus e Clostridium.

Com as células Gram-negativas (E. coli e Salmonella) o antimicrobiano nao
apresentou qualquer efeito. A excecdo foram os halos medidos para os tratamentos da
nisina em agua com células de Salmonella que provavelmente consistiram de artefatos.
A inibi¢do provavelmente pode ser atribuida a acdo da agua ultrapura de baixo pH e ndo

da bacteriocina.

O teste do halo de inibicdo ¢ também uma das técnicas mais amplamente
utilizadas para determinagdo de bacteriocinas. O principio desse teste ¢ semelhante
aquele do antibiograma uma vez que zonas de inibi¢ao de crescimento em placas sdao o
indicativo da acdo da bacteriocina. Duas das principais razdes para sua popularidade sdo,

sem duvida, o baixo custo aliado a simplicidade da técnica.

Alguns inconvenientes do método estdo associados a difusdo das bacteriocinas
em agar. Para resolver esse problema, alguns detergentes tais como Tween sdo
freqiientemente adicionados ao meio de cultura. Outra alternativa para melhorar a
difusdo ¢ armazenar as placas a 4 °C por um varidvel periodo de tempo antes da

incuba¢do dos microorganismos sensiveis (CABO et al. 1999).

Os efeitos do pH sobre a solubilidade, estabilidade e atividade bioldgica das
bacteriocinas sdao peculiares a molécula em questdo. No caso da nisina, sua inativacao ¢
verificada em pH alcalino o que provoca reagdes intramoleculares envolvendo grupos
hidroxil (ROSE et al. 2003). Contudo, os valores de pH criticos sdo incertos. Hurst
(1981) sustenta que a inativacdo ocorre em pH = 7,0, enquanto que Liu e Hansen (1990)
verificararam que os valores estdo situados acima de 8,0. Além disso, a solubilidade da
nisina em agua (um fator que provavelmente afeta seu modo de acdo) diminui
exponencialmente de 57 para 1,5 g/L com um aumento do pH de 2,0 para 6,0 (LIU;
HANSEN; 1990).
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Tabela 4.1 — Diametro da zona de inibi¢do de crescimento (em cm) determinado no bioensaio com diferentes microorganismos em distintas

condig¢des de preparo do antimicrobiano nisina.

Tratamentos

Microorganismos modelos

Lysteria Staphylococcus E.coli Salmonella
Nisina (mg/mL) (-) 0,5 0,25 0,08] () 0,5 025 0,08 ) 05 025 008] () 05 025 0,08
H,O 0,6 1,2 1,0 0,6 - 0,8 0,8 - - - - - 08 08 0,6
Fosfato - 1,1 1,0 0,9 - 0,8 0,7 - - - - - - - -
Citrato - 1,2 1,0 0,8 - 0,8 0,8 - - - - - - - -
Nisaplin™ (1 mg/mL) 0,6 0,8 - -




4.4.2. Bioensaio dos filmes produzidos contra Lysteria monocitogenes

Os resultados do bioensaio contra o microorganismo Lysteria monocitogenes sao
mostrados nas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5. As propriedades antimicrobianas dos filmes
comestiveis foram analisadas pela observacdo da inibigdo de crescimento bacteriano na
interface filme/superficie apos o tempo de incubacao. Os resultados desse experimento
mostraram que o filme da blenda galactomanana-amido 7,0-3,0 (controle) nao
apresentou qualquer efeito inibitério de crescimento sobre a interface filme/filtro
(Figuras 4.3 e 4.4, tempos 0, 24 e 48 horas). A diminui¢do do logaritmo do niimero de
colonias mostrou-se de forma linear em funcdo do tempo (R? = 0,950), entretanto, nio
mostrou ser significativa quando comparada, de maneira geral, aos demais tratamentos
controles (filtros e filmes com tampao citrato). Isso mostra que nem a galactomanana
muito menos o amido gelatinizado possuem qualquer propriedade bactericida ou

bacteriostatica sobre L. monocitogenes.

Os filtros de acetato de celulose ndo constituem um meio adequado para
propiciar o desenvolvimento dos microorganismos o que foi obviamente comprovado
pelo niumero de coldnias contadas ao longo do tempo (Figuras 4.3 e 4.4). O logaritmo
desse numero decresceu de 2,30 para 1,26 depois de 24 horas e de 1,26 para 0,74
decorridas 48 horas. Essa diminui¢@o foi significativa, decorridas 24 horas, e pode ser
ajustada igualmente como de forma linear quando o logaritmo do numero de ufcs dos
filtros de acetato ¢ comparado aos dos filmes controles e demais tratamentos. O ajuste
linear desses dados apresentou um adequado valor de coeficiente de correlagio (R* =
0,963). As poucas células que resistiram fizeram uso de suas proprias reservas

metabolicas e muito provavelmente de resquicios de meio de cultura retidos nos filtros.

O logaritmo do numero de ufcs dos filmes comestiveis contendo citrato e
nenhuma nisina também diminuiu em funcfo do tempo e de forma linear (R* = 0,998,
Figuras 4.3 e 4.4). A diminuig¢do observada foi aproximadamente 1,5 vezes, decorridas
24 horas (de 2,31 para 1,53), e 3,6 vezes ao longo de 48 horas (de 2,31 para 0,65).
Igualmente ao ocorrido com os tratamentos dos filmes controle e dos filtros, a
diminui¢do do log ufc dos filmes contendo tampao citrato observada variou em fungao
do tempo de exposi¢ao, mas isso nao reflete qualquer propriedade antimicrobiana desses

tratamentos.
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Por outro lado, os filmes contendo nisina em ambas as concentracdes testadas
(0,1 e 0,25 mg/mL) diminuiram significativamente a densidade de células na interface
filme/superficie (p < 0,05). O niumero de ufcs contadas para esses tratamentos mostrou

clara inibi¢ao decorridas 24 e 48 horas (Figuras 4.3 ¢ 4.4).

Comparando os filmes contendo tampao citrato e nisina 0,1 mg/mL em relagao
aos filmes controles depois de 24 horas de exposi¢do (Figura 4.3), foi observado que a
diferenga no log ufc entre esses tratamentos foi 2,1 vezes (1,91 no controle e 0,92 no
filme bioativo, Figura 4.3). Passadas 48 horas essa diferenga foi da ordem de 5 vezes
(1,01 no controle e 0,18 no filme). Para a concentracao de 0,25 mg/mL (Figura 4.5) essa
diferenga foi marcante ao final de 48 horas com diminuicdo observada de 33 vezes
quando comparados filmes controle e contendo nisina (log ufc igual a 1,01 no controle e
0,03 no filme, Figura 4.4). Vale salientar que o efeito bactericida da nisina foi linear e
dose dependente o que pode ser evidenciado pelo nimero de ufcs ao longo de 24 e 48
quando comparamos os tratamentos das doses 0,1 e 0,25 mg/mL (R2 = 0,970 ¢ 0,997,
respectivamente). Esse efeito ¢ mais bem visualizado decorrido 48 horas de tempo de
exposicdao, pois o numero de col6nias contadas para o tratamento 0,25 mg/mL ¢

significativamente menor que o numero contado para o tratamento 0,1 mg/mL.

A incorporagdo de aditivos aos filmes comestiveis ndo ¢ estratégia recente.
Antioxidantes, antimicrobianos, corantes, flavorizantes, etc contribuem para modificar e
melhorar filmes e coberturas comestiveis, conseqiientemente, mantendo a qualidade dos
alimentos. Inumeros sdo os exemplos dessas aplicagdes na literatura (OUATTARA et
al., 2000; LI et al. 2006; SANJURIJO et al. 2006, FLORES et al., 2007a). Sanjurjo et al.
(2006) estudaram o efeito da nisina adicionada a filmes comestiveis feitos de amido de
tapioca contendo glicerol como agente plastificante. O antimicrobiano foi efetivo contra
Lysteria innocua sendo liberado de forma gradativa. O pH dos sistemas foi ajustado a

4,0 com solugdo de acido citrico (50 %, p/p).

Li et al. (2006) avaliaram o efeito do filme produzido com o complexo
glucomanana-quitosana-nisina. A incorporacdo do antimicrobiano diminuiu o
crescimento de Staphylococccus aureus, Lysteria monocitogenes € Bacillus cereus, no
entanto, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos do filme de glucomanana

contendo nisina, do filme de quitosana ou do filme produzido com a blenda nisina-
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quitosana-glucomanana. A nisina incorporada ndo somente melhorou a atividade

antimicrobiana, mas também as propriedades fisicas dos filmes glucomanana-quitosana.
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Figura 4.3 — Bioensaio de filmes comestiveis produzidos a partir da blenda

galactomanana-amido-nisina contra Lysteria monocitogenes. A concentra¢do de nisina
utilizada foi de 0,1 mg/mL. Os tratamentos do grupo de barras com a mesma letra

indicam que ndo diferem estatisticamente entre si (p < 0,05, Teste de Tukey).



247

257 aaaa @ Controle

O Filtros
@ Citrato

B Citrato nisina 0,25

0.0 -

0 24 48
Tempo (h)

Figura 4.4 — Bioensaio de filmes comestiveis produzidos a partir da blenda
galactomanana-amido-nisina contra Lysteria monocitogenes. A concentracao de nisina
utilizada foi de 0,25 mg/mL. Os tratamentos do grupo de barras com a mesma letra

indicam que ndo diferem estatisticamente entre si (p < 0,05, Teste de Tukey).
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Figura 4.5 — Numero de unidades formadoras de coldnias visualizadas em placas de
bioensaio dos filmes comestiveis produzidos a partir da blenda galactomanana-amido-
nisina contra Lysteria monocitogenes. Em A ¢ mostrada a placa do filme controle no
tempo inicial (TO), em B a placa do filme contendo tampao citrato decorridas 24 horas
de exposicao (T24), em C a placa do filme contendo nisina 0,25 mg/mL (em tampao
citrato) apds 24 horas de exposi¢ao (TN24) e em D a placa do filme contendo nisina

(em tampao citrato) na mesma concentracao decorridas 48 horas (TN48).
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4.5. Conclusoes

A presenca de nisina nos filmes comestiveis produzidos com a blenda
galactomanana-amido e glicerol reduziu o crescimento de L. monocitogenes,
diminuindo o niimero de unidades formadoras de colonias e atuando como barreira a

contaminagdo para as condi¢des experimentais testadas aqui.

O estudo da a¢ao da nisina através do teste do halo de inibicdo ¢ do bioensaio
permitiu caracterizar os filmes comestiveis através do uso de técnicas satisfatorias.
Finalmente, mais estudos devem ser conduzidos a fim de determinar se mudangas
adicionais na composi¢ao ou na estrutura dos filmes (por exemplo, adicdo de dleo
vegetal ou mistura de galactomanana ao amido antes da etapa de gelatinizagdo)
poderiam modificar a atividade antimicrobiana devido a inativagdo da nisina ou

alterando sua liberagao.
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5.1. Sintese geral acerca do trabalho

Neste trabalho de Tese, filmes comestiveis foram produzidos a partir de blendas
de galactomanana, amido de milho gelatinizado e nisina. Esses materiais foram
caracterizados através de RMN, espectroscopia de IR, reologia, medida de atividade de

agua (ay), DSC e analises microbiologicas.

No primeiro capitulo uma revisao de literatura sobre os materiais utilizados para
produzir os filmes comestiveis foi apresentada. Além disso, igualmente foi apresentada
revisdo sobre as técnicas trabalhadas ao longo dos demais capitulos. A escolha e a
elaboragdo dos materiais empregados para formar filmes comestiveis dependem de
muitos pardmetros. Alguns destes sdo os custos, a disponibilidade das matérias-primas,
as propriedades mecanicas (resisténcia e flexibilidade), as propriedades Opticas (cor e
opacidade), a espessura, a permeabilidade ao vapor d’agua e gases como o CO; e O, a
solubilidade em 4agua e as propriedades sensoriais (GENNADIOS, 2002;
NUSSINOVITCH, 2003; STEPHEN, PHILLIPS ; WILLIAMS, 2006). Estas
propriedades possuem dependéncia em relagdo a natureza do biopolimero (sua
conformagdo, massa molecular, distribuicao das cargas, polaridade, etc).

Vale destacar que as condi¢des de producdo dos filmes (pH, a concentracdo do
polimero, tratamento térmico da solugdo, tipo e teor de aditivos, tais como plastificantes
e antimicrobianos), bem como as condi¢des ambientais ( temperatura e umidade
relativa), que sdo importantes devido a natureza higroscopica dos biopolimeros e dos
aditivos utilizados, também influenciam as propriedades citadas acima (GENNADIOS,
2002; AHVENAINEN, 2003; NUSSINOVITCH, 2003).

As galactomananas consistem, em geral, de cadeias lineares de p-manose unidas
em ligacdo B-(1-4), com substituigdes de residuos de p-galactose unidas por ligacdes
glicosidicas a-(1-6) as unidades de p-manose na cadeia linear (BUCKERIDGE et al.,
2000). As propriedades fisico-quimicas e conformag¢ao de galactomananas sao
estritamente relacionadas com a relacdo M/G e a distribui¢do de galactose ao longo da
principal cadeia. A solubilidade em &4gua ¢ afetada pelo grau de substituigdo de
galactose na principal cadeia (VANDAMME, DE BAETS; STEINBUCHEL, 2002). Por

exemplo, a galactomanana da goma de alfarroba (Ceratonia siliqua) apresenta razao
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M/G de 3,5 e baixa solubilidade em temperatura ambiente, quando comparado com a
goma Guar (Cyamopsis tetragonolobus L.), cuja relacdo M/G ¢ de, aproximadamente,

de 1,8 (VANDAMME, DE BAETS ; STEINBUCHEL, 2002).

No capitulo 2, galactomananas de alto grau pureza foram facilmente obtidas do
endosperma de sementes de Adenanthera pavonina através de um processo de extracao
com agua quente. Este procedimento permitiu um rendimento de 13%. A estrutura fina
dessa goma endospérmica foi estudada através de técnicas de RMN. Sua razao M/G
(=1,46) foi determinada e o valor obtido foi similar aquele reportado na literatura para
galactomananas (ANDRADE et al, 1999; EGOROV et al., 2003; EGOROV et al.,
2004; AZERO; ANDRADE, 2002; VIEIRA et al., 2007; CERQUEIRA et al. 2009a). O
estudo de RMN sugere que o polissacarideo possui uma estrutura que esta de acordo
com outras estruturas de galactomananas descritas. Os resultados de IR corroboram os
dados de RMN obtidos nesse trabalho. Finalmente, os resultados mostraram que essa
galactomanana extraida e purificada exibe caracteristicas que podem ser exploradas em

escala comercial e numa série de aplicagdes da industria de alimentos.

A galactomanana de 4.pavonina apresentou comportamento reologico tipico de
gomas de sementes uma vez que solucdes aquosas do polissacarideo exibiram perfis
similares aqueles reportados na literatura para galactomananas. Para a galactomanana
aqui estudada, foi observado que aquela se comporta como um tipico biopolimero
macromolecular entrecruzado em solu¢do. Foi observado que o moddulo eldstico G’
dominou o mddulo viscoso G’’ nas altas freqiiéncias. Um ponto de cruzamento dos
modulos foi observado nas freqiiéncias intermediarias e nas baixas freqiiéncias ou em
longos intervalos de relaxamento o modulo viscoso predominou. Em baixas
concentragdes, a solu¢do de galactomanana apresentou o mddulo viscoso G’ maior que
o modulo eléstico G’ por todo o intervalo de freqiiéncia testado. Como esses modulos
sao altamente dependentes da freqiiéncia e nenhum ponto de cruzamento entre eles foi
observado, ¢ sugerido que nessas concentragdes (0,3 a 0,8) a galactomanana comporta-

se meramente como uma solucao de polimero diluido.

Tais comportamentos reoldgicos observados provavelmente devem estar

relacionados a massa molecular, ao grau de ramificagdo e a distribui¢do dos residuos de
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galactose na cadeia principal da goma endospérmica, dai requerendo altas
concentragdes para alcancar um grau significativo de interacao/sobreposicdo entre as
macromoléculas. Isto ¢ consistente com o fato de esses fatores afetam o raio
hidrodinamico nas moléculas das galactomananas o que poderia causar essas mudancas

na viscosidade (PAI; KHAN, 2002).

Por outro lado, o esfor¢o aplicado nos testes de curvas de escoamento da
dispersao de amido de milho gelatinizado e das misturas de galactomanana-amido ndo
permitiu caracterizar adequadamente esses sistemas de polimeros em solucao. Ambas as
amostras, com e sem glicerol, ndo exibiram (ou foi muito pequeno para ser detectado) o
loop tipico de histerese em sistemas de suspensdes de macromoléculas. Assim a area
das curvas ndo pode ser utilizada para avaliagdo das amostras. Isto representa um
comportamento totalmente distinto para o que foi recentemente relatado na literatura
sobre misturas de amido e galactomananas, pois Achayuthakan e Suphantharika (2008),
trabalhando com misturas de amido de milho waxy e galactomanana de guar e esse
mesmo amido com goma xantana em baixa concentracao (0,35%), detectaram tais loops

de histerese.

Os ensaios oscilatorios, por sua vez, foram mais sensiveis para detectar as
diferencas entre os distintos sistemas avaliados permitindo sua caracterizacdo de
maneira mais adequada. Na dispersao sem glicerol, os valores obtidos dos mddulos G’ e
G’ indicam que a dispersdo apresenta comportamento de solucdo de polimero diluido.
Um fato importante observado foi que o valor da inclinagdo G’/ da viscosidade
dinamica (p) coincide com o valor da viscosidade aparente (n) obtido pela curva de
escoamento na deformagdo D > 150 s™'. Por outro lado, na dispersio de amido com
glicerol o aumento do nimero de pontes de hidrogénio pode ser traduzido na
diminuicdo do expoente de relaxamento |n| e um significativo aumento da resisténcia
viscosa (o dobro, de 0,04 para 0,08 Pa.s) e elastica (quase 10 vezes mais que a dispersao
sem glicerol). Este resultado ¢ um indicativo da diminui¢do da aceleracao na dispersao

de amido com glicerol.

Na blenda galactomanana-amido, o papel desempenhado pelo glicerol ¢
contrario a0 do amido porque ao se interpor entre as cadeias de ambos os

polissacarideos reduz a densidade dos contatos polimero-polimero e o indice |n|
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aumenta a0 mesmo tempo em que a viscosidade dindmica diminui porque o sistema
contendo glicerol ¢ mais fluido (se origina de uma dissolu¢do com menor resisténcia ao
escoamento). O espectro da blenda sem glicerol ndo foi mostrado, pois os pontos

medidos para os modulos G’ e G’ apresentaram elevado erro experimental.

A medida da ay ¢ a construcao de isotermas de sor¢do consistiram em numa
abordagem interessante para caracterizar filmes comestiveis produzidos a partir dos
sistemas de blendas de polissacarideos e do complexo galactomanana-amido-nisina.
Diferencgas significativas foram detectadas nesses filmes e permitiram relacionar o
comportamento da 4gua ao arranjo estrutural dos diferentes filmes comestiveis
produzidos. A umidade foi observada como dependente de importantes pardmetros
avaliados nos filmes, tais como a temperatura e o contetido de glicerol. O fendmeno da
histerese foi evidenciado para os filmes comestiveis da blenda galactomanana-amido.
Finalmente, o modelo matematico de sor¢ao descrito pela equagao G.A.B. ¢ sugerido
como aquele que melhor representa os dados obtidos nas condigdes experimentais

testadas aqui.

Propriedades fisicas dos filmes de galactomanana de A. pavonina foram
determinadas tais como opacidade, medida do angulo de contato, permeabilidade ao
vapor de agua, ao CO, e ao O,, for¢a ténsil e elongagdo (CERQUEIRA et al. 2009b;
CERQUEIRA et al. 2009, no prelo). Os filmes comestiveis de galactomanana foram
produzidos com a finalidade de recobrir queijos e foi observado que a presenca do
recobrimento reduziu o crescimento extensivo de fungos quando comparado ao queijo

nao recoberto (CERQUEIRA et al. 2009b).

As curvas de estabilidade térmica obtidas por DSCI para a galactomanana e os
filmes comestiveis, produzidos sem o antimicrobiano e contendo a nisina, permitiram
associar os dados de DSC aos obtidos pelas medias de ay, corroborando, no caso do
filme contendo nisina, que o antimicrobiano, de fato, colabora com uma maior

hidrata¢ao do filme comestivel.

No capitulo 4, a presenca de nisina nos filmes comestiveis produzidos com a

blenda galactomanana-amido e glicerol reduziu o crescimento de L. monocitogenes,
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diminuindo o nimero de unidades formadoras de colonias e atuando como barreira a

contaminagdo para as condi¢des experimentais testadas aqui.

O estudo da acdo da nisina através do teste do halo de inibicdo e do bioensaio
permitiu caracterizar os filmes comestiveis através do uso de técnicas satisfatorias.
Finalmente, mais estudos devem ser conduzidos a fim de determinar se mudangas
adicionais na composi¢ao ou na estrutura dos filmes (por exemplo, adicdo de dleo
vegetal ou mistura de galactomanana ao amido antes da etapa de gelatinizagdo)
poderiam modificar a atividade antimicrobiana devido a inativagdo da nisina ou

alterando sua liberagao.

No Quadro 5.1 sdo apresentados os resultados gerais obtidos para as

caracteristicas estudadas dos filmes comestiveis bioativos.
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Quadro 5.1 — Resumo geral dos resultados obtidos nesta Tese para as matérias-primas e

os filmes comestiveis produzidos a partir da blenda galactomanana-amido-nisina.

Caracteristicas Resultados obtidos

Extragdo do polissacarideo (%)

Rendimento Extra¢ao (Método 1) 13
RMN da Galactomanana (ppm)

Razao M/G 1,46

IR da galactomanana (em cm™)

Bandas detectadas 3298, 2921, 1631, 1377,
1016 e 870

Reologia

Comportamento da galactomanana, do amido e das blendas Pseudoplastico

galactomanana-amido

Isotermas de sor¢do (filmes comestiveis da blenda
galactomanana-amido)

Modelo matematico sugerido para intervalo 0,11 < a; < G.A.B.

0,97.

Histerese Detectada
Parametros que influenciam a umidade Temperatura e conteudo

de glicerol

Bandas detectadas por DSC (endotérmicas, °C)

Galactomanana 57,2
Filme galactomanana-amido 72,211 ¢ 296
Filme galactomanana-amido-nisina 91,3; 247 ¢ 287

Testes microbiologicos (log ufc)

Filme galactomanana-amido-nisina (0,1 mg/mL)

T0/T24/T48 2,31/0,92/0,18
Filme galactomanana-amido-nisina (0,25 mg/mL)

T0/T24/T48 2,31/1,11/0,03
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