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RESUMO

Os polissacarideos provenientes das plantas sdo uma fonte interessante
de aditivos para diversas industrias, principalmente para a inddstria
alimenticia, farmacéutica e quimica. A mucilagem € composta
guimicamente por &gua, pectinas, aclcares e 4acidos organicos. O
jaracatia [Carica quercifolia (A. St.-Hil) Hieron] pertence a familia
Caricaceae e ao género Vasconcellea, sua caracterizagdo é importante,
visto que os dados referentes a espécie sdo escassos na literatura. A
partir deste estudo foi possivel propor aplicagdes, contribuindo, assim,
com a preservacdo da espécie e o aproveitamento de novas fontes
vegetais (biodiversidade brasileira). Foi determinada sua composicéo
proximal, bem como analise dos grupos funcionais, composi¢cdo mono e
polisssacaridica, comportamento reoldgico e térmico. Apl6s a
caracterizacdo, a reticulagdo da mucilagem foi proposta com o intuito de
obter um adsorvente para proteinas. As caracteristicas da mucilagem
antes e apés a reticulacdo foram determinadas, sendo identificados os
grupos funcionais antes e ap6s a reticulacdo, bem como a capacidade de
adsorcdo das mucilagens reticuladas. A mucilagem liofilizada do
jaracatia apresentou em torno de 10,14 % de cinzas, 5,51 % de fibra
alimentar, 37,52 % de carboidratos totais, 16,49 % de acUcares
redutores, 3,66 % de lipideos e a 16,04 % de proteina total; a atividade
antioxidante foi de 27,46 % DPPH sequestrado e o teor de fenodlicos de
173,19 mg-L™* EAG. Com a pré-purificacio a maior mudanca foi em
relacdo aos carboidratos totais, que diminuiram para 15,23 %, devido a
eliminacdo dos acucares redutores. O efeito antimicrobiano foi mais
acentuado frente a Staphylococcus aureus do que para Escherichia coli.
Os monossacarideos identificados foram Rha, Ara, Xyl, Gal, Glc, GalA.
A andlise para RMN indicou que os polissacarideos principais sao
compostos por uma porcao de arabinogalactanas do tipo I. Os espectros
FTIR mostraram que houve mudangca quimica com a reticulagdo e,
devido a multiplicidade de grupos funcionais o material apresenta
superficie reativa. A mucilagem reticulada pode ser utilizada em
processos de separacao de proteinas. O mecanismo cinético que controla
0 processo de adsorcdo foi melhor representado pelo modelo de pseudo-
segunda ordem e em relacdo a isoterma de adsorcdo o modelo que
melhor se ajustou foi o de Freundlich. Na andlise termogravimétrica,
observou-se que acima de 523 K (250 °C) o uso do material se torna
inviavel.

Palavra-chave: Jaracati. Mucilagem. Reticulagdo. Adsorcéo. Papaina.






ABSTRACT

Polysaccharides from plants are an interesting source of additives for
various industries, mainly for the food, pharmaceutical and chemical
industries. Mucilage is chemically composed of water, pectins, sugars
and organic acids. The jaracatia [Carica quercifolia (A. St.-Hil) Hieron]
belongs to the Caricaceae family and Vasconcellea genus. Its
characterization is important since data on the species is scarce. With
this study, it was possible to propose applications, contributing to the
preservation of the species and the use of new plant sources (Brazilian
biodiversity). Its proximate composition as well as the analysis of
functional groups, mono and polysaccharide composition, rheological
and thermal behavior were determined. After the characterization, the
mucilage crosslinking was proposed in order to obtain a protein
adsorbents. The characteristics of mucilage before and after crosslinking
were measured, identifying functional groups before and after
crosslinking, as well as the adsorption capacity of the crosslinked
mucilage. The freeze-dried mucilage of the jaracatia presented around
10.14% ash, 5.51% dietary fiber, 37.52% of total carbohydrates, 16.49%
of reducing sugars, 3.66% lipids and 16.04% total protein. The
antioxidant activity was 27.46% sequestered DPPH and the phenolic
content of 173.19 mg L™ GAE. With the pre-purification, the biggest
change was observed for total carbohydrates, which decreased to
15.23% due to elimination of reducing sugars. The antimicrobial effect
was more pronounced against Staphylococcus aureus than Escherichia
coli. The monosaccharides identified were Rha, Ara, Xyl, Gal, Glc and
GalA. The NMR spectra indicated that the major polysaccharides are
composed of a portion of type | arabinogalactans. The FTIR spectra
showed that there was a chemical change with the crosslinking and
because of the multiplicity of functional groups the material has a
reactive surface. The crosslinked mucilage may be used in protein
separation processes. The kinetic mechanism that controls the
adsorption process was best represented by the pseudo-second-order
model. The model that best fit the sorption isotherm was the
Freundlich. The thermogravimetric analysis showed that it is unfeasible
the processing of this material above 523 K (250 °C).

Keywords: Jaracatia. Mucilage. Crosslinking. Adsorption. Papain.
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1. INTRODUCAO

A mucilagem ocorre naturalmente em algumas plantas, nas quais
parece ter a funcdo de reter 4gua. E uma fracdo da composicio
polissacaridica das plantas, capaz de se tornar viscosa na presenca de
4gua. E um hidrocoloide vegetal, substancia amorfa e translicida,
resultado da polimerizacdo de um monossacarideo ou mistura de
diversos monossacarideos neutros, muitos deles combinados com
monossacarideos acidos (acidos urénicos).

Algumas das mucilagens mais estudadas sdo a da babosa (Aloe
vera) (BARI, LETCHMANAN e YUNUS, 2011; GUPTA et al., 2013),
de nopal (Opuntia ficus indica (L.) Mill) (GALATI et al., 2001; DEL-
VALLE et al., 2005; ESPINO-DIAZ et al., 2010; FOX et al., 2012), de
figo (Ficus carica) (RANGARI et al., 2012), de linhaca (Linum
usitatissimum L.) e do inhame (Dioscorea pseudojaponica Yamamoto)
(CONTADO et al., 2009). As principais aplicacdes da mucilagem séo
na area médica, farmacéutica, quimica e de alimentos por ser
biocompativel, atoxica e por suas propriedades, podendo ser utilizada
como estabilizante, espessante, agente ligante e em revestimentos
comestiveis.

Na area quimica, uma das formas de melhor aproveitamento da
mucilagem seria a associacdo a componentes quimicos para obtencédo de
novos materiais. Os polissacarideos sdo compostos reativos devido a
multiplicidade de grupos funcionais tais como: OH, NH, CH, C-OH,
C-O e C=0 que representam compostos como agua, alcool, proteina,
fenol, ésteres e acidos carboxilicos. Alguns estudos apontam para a
utilizacdo dos mesmos como adsorventes, podendo ser utilizados para
purificacdo de proteinas. Mas para tal aplicacdo ser bem sucedida, estes
devem ser fracionados e reticulados para evitar a dissolugéo.

Uma das formas de fracionar a mucilagem é através do processo
que utiliza a precipitagdo com solventes, que ¢ um dos modos mais
simples e que leva a bons resultados. O etanol ¢ uma boa alternativa
para uso como agente precipitante, pois é atéxico, renovavel, facil de ser
encontrado no mercado, além de ter baixo custo. Sendo capaz de separar
macromoléculas, como polissacarideos e proteinas, é usado, por
exemplo, para purificar componentes provenientes de matérias-primas
como a mucilagem do fruto e do cladédio de Cereus hildmaniannus K.
Schum (BRANCO, 2011; PILETTI, 2011; COLONETTI, 2012), a
mucilagem do Aloe vera (GUPTA et al., 2013), da linhaca (CUI e
MAZZA, 1996), de gomas extraidas das sementes de Caesalpinia
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pulcherrima, de Adenanthera pavonina, da Delonix regia, do
Tamarindus indica, da Mucuna sloanei e da Hymenaea courbari
(ALVES, 2013), da galactoxiloglucana extraida da semente de Mucuna
sloanei (TEIXEIRA-SA et al., 2009) e os polissacarideos extraidos da
semente da Spondias purpurea (TEIXEIRA et al., 2007).

Os métodos comumente utilizados para reticular polimeros
naturais empregam produtos toxicos como agentes reticulantes, como
epicloridrina e glutaraldeido. O uso de reticulantes naturais, como o
acido citrico, € uma das alternativas para minimizar este efeito, pois €
atdxico e considerado um aditivo alimentar seguro; além disso, é de
baixo custo.

Polimeros sintéticos utilizados na adsorcdo de proteinas tém
algumas desvantagens, tais como: elevado custo, toxicidade, poluicéo
ambiental durante a sintese e obtencdo de fonte ndo renovével. Ja os
naturais sdo biodegradaveis, biocompativeis, provenientes de fonte
renovavel, atoxicos e com boa relagéo custo-beneficio.

Este trabalho se propde a avaliar a viabilidade da aplicacdo da
mucilagem de jaracatid no processo de adsor¢do para purificacdo da
papaina, uma enzima proteolitica muito utilizada na inddstria. Até os
dias de hoje é obtida exclusivamente do latex dos frutos verdes do
mamao (Carica papaya). O jaracatia € uma fonte de papaina, mas seu
latex ¢ dificil de ser coletado devido ao tamanho dos seus frutos. Uma
das finalidades do desenvolvimento de um adsorvente de proteinas é que
este facilita a extracdo e recuperagdo deste produto de alto valor
agregado.

1.1 OBJETIVOS

Obijetivo geral

Caracterizar a mucilagem do jaracatia [Carica quercifolia (A.
St.-Hil.) Hieron)] visando a aplicacdo no processo de adsor¢do de
papaina.

Objetivos especificos:
e avaliar as caracteristicas da mucilagem do jaracatia liofilizada,
precipitada e reticulada;
e avaliar a reticulagdo quimica da mucilagem do jaracatia
precipitada utilizando um reticulante tradicional (epicloridrina)
e outro atéxico (&cido citrico);
e estudar a capacidade de adsorcéo frente & papaina.
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1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

Para atender ao objetivo proposto, o trabalho esta dividido em
capitulos, sendo o primeiro constituido pela Introducédo e Objetivos onde
estd exposta uma visao geral do trabalho bem como os objetivos a serem
alcangados. O segundo capitulo a Fundamentagcdo Tedrica sobre
isotermas e cinéticas de adsor¢do e RMN em duas dimensdes. O terciro
capitulo compreende a Revisdo Bibliografica a qual apresenta
informacgBes sobre o jaracatia, o que é a mucilagem, tipos de pré-
purificacdo, a reticulacdo quimica para obtencdo do adsorvente e a
adsorcdo. No quarto capitulo temos Material e Métodos onde estdo
citados os materiais utilizados e detalhados os métodos de andlise
empregados no desenvolvimento do trabalho. O quinto capitulo
compreende Resultados e Discussdo em que sdo avaliados os resutados
obtidos em cada anélise e o sexto traz a Conclusdo do trabalho. As
Sugestdes para Trabalhos Futuros estdo no capitulo 7.






2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 ADSORCAO

A adsorcdo é o processo pelo qual uma molécula adere a
superficie de um solido ou a uma interface entre um sélido e um liquido,
entre um solido e um gas ou entre liquidos. E um fenémeno
bidimensional, pois est4d limitado a superficie (DALTIN, 2011),
podendo a superficie ser plana, sélida, porosa ou lisa. A quantidade
adsorvida é diretamente proporcional a area superficial do sélido
(SCHMAL, 2011).

E uma operagdo de transferéncia de massa, na qual moléculas de
uma fase fluida (gas ou liquido) se concentram espontaneamente sobre
uma superficie, geralmente sélida. Esta é uma propriedade fundamental
da matéria, tendo sua origem nas forcas atrativas entre as moléculas
(RUTHVEN, 1984, 1997; GOMIDE, 1988; LATOURRETTE e
POMBEIRO, 1991; CAVALCANTE JR., 1998).

O mecanismo de adsorcdo pode envolver quatro estagios: (1)
difusdo de moléculas da solucdo para a camada periférica do adsorvente;
(2) difusdo das moléculas na interface e adsorcdo pelos sitios da
superficie externa; (3) difusdo de moléculas para dentro dos poros do
adsorvente (difusdo intraparticula); (4) interacdo das moléculas com os
sitios disponiveis na superficie interna, ligando-se aos espagos porosos e
capilares do adsorvente (HUNTER, 1993; SHAW, 1994; HUMERES,
DEBACHER e GONZALEZ, 1998).

As forcas de adsor¢do envolvidas dependem diretamente da
natureza tanto do sélido como do adsorbato e podem ser classificadas
em trés tipos: forgas van der Waals (dispersdo e repulsdo), forcas
eletrostaticas (polarizacdo e as interacdes dipolo e quadrupolo) e forcas
de interagdo adsorbato-adsorbato (SCHWANKE, 2003).

Os processos de adsorcdo podem ser classificados de acordo com
as fases que constituem a interface: liquido/gas, solido/gas,
solido/liquido e liquido/liquido e de acordo com os tipos de interacfes
gue agem na superficie: processo fisico (fisissor¢do) ou quimico
(quimissorcdo) (PONEC, KNOR e CERNY, 1974).

A adsorcdo fisica & ndo-especifica, rapida e reversivel. O
adsorbato encontra-se ligado a superficie por forcas de van der Waals
(forcas dipolo-dipolo e forcas de polarizacdo, envolvendo dipolos
induzidos) além de outras forcas, como forcas eletrostaticas e ligacdes
de hidrogénio. A adsorcdo fisica representa o fendbmeno da maioria dos
processos de separagdo (SCHWANKE, 2003). A adsorgdo fisica ocorre
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pela atracdo dipolar e depende das estruturas internas da superficie e das
particulas que aderem a ela (RANGEL, 2013).

A adsorcdo quimica é especifica e envolve a formacdo de um
composto bidimensional (NUNES, 2009), de acordo com a intensidade
da ligacéo, a qual apresenta ordem de grandeza semelhante a da ligacdo
guimica; no caso da fisica as energias medidas estdo por volta daquelas
necessarias para as mudancas de estado e o fendmeno fisico movimenta
energias da ordem de um décimo das energias acusadas pelo fenémeno
quimico (RANGEL, 2013).

Vérios sdo os fatores que afetam a adsorcdo, dentre eles
destacam-se a estrutura molecular ou natureza do adsorvente, a
solubilidade do soluto, o pH do meio e a temperatura e diametro
molecular do adsorbato (ZOGORSKY, FAUST e HASS, 1976; FOUST,
WENZEL e CLUMP, 1982; RUTHVEN, 1984; ANIA, PARRA e PIS,
2002; SALAME e BAANDORZ, 2003). O processo de adsorcao é,
muitas vezes, reversivel, de modo que a modificacdo da temperatura
e/ou pressdo pode provocar a facil remocdo do soluto adsorvido no
solido (FOUST, WENZEL e CLUMP, 1982).

2.1.1 Isotermas

As isotermas de adsorcdo sdo muito utilizadas para obter
informacGes sobre o processo de adsor¢do em estado de equilibrio do
adsorbato e do adsorvente e em particular, para avaliar a capacidade de
adsorcdo (CAMBUIM, 2009). Mostram a relacdo de equilibrio do
adsorbato no adsorvente e na solucdo, e indicam como o adsorvente
efetivamente adsorverd, bem como apresenta uma estimativa maxima da
capacidade de adsor¢do (FERNANDES, 2005).

Em um processo de adsor¢do, o equilibrio do sistema é alcancado
guando ndo h& mudancas liquidas nas concentracGes do adsorbato na
fase solida e do soluto na solucdo. O equilibrio reflete a capacidade e/ou
a afinidade de um adsorvente por um soluto, sob um dado conjunto de
condicBes em que o sistema é submetido (WEBER, 1972).

A representacdo grafica da quantidade de soluto adsorvida na
superficie da matriz sélida em funcdo da concentracdo de soluto em
solugéo no equilibrio é denominada isoterma de adsor¢do (RUTHVEN,
1984).

A classificacdo mais detalhada das isotermas de adsorgcdo que
vem sendo utilizada é a de Giles et al. (1960). As isotermas séo
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divididas em quatro classes (S, L, H e C) e quatro subgrupos (1, 2, 3 e
4). As isotermas de Giles sdo mostradas na Figura 1.

Figura 1 - Classificacéo das isotermas de adsorcao.
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Fonte: Giles et al. (1960).

As isotermas do tipo S (sigmoidal) apresentam uma curvatura
inicial voltada para cima, pois as interacfes adsorvente - adsorbato sdo
mais fracas que as interagdes adsorbato-adsorbato e solvente-adsorvente.
As isotermas do tipo L (de Langmuir) possuem curvatura inicial voltada
para baixo devido & diminui¢do da disponibilidade dos sitios ativos. As
isotermas do tipo H (“‘high affinity’’) aparecem quando o adsorbato tem
grande afinidade pelo adsorvente. A quantidade adsorvida inicial é alta e
logo apos o equilibrio ¢ alcangado. As isotermas do tipo C (‘‘constant
partition’”) possuem um inicio linear indicando que o ndmero de sitios
ativos é constante. Subgrupo 2: indica a saturagdo da superficie em que
0 adsorbato tem mais afinidade pelo solvente do que pelas moléculas ja
adsorvidas. Subgrupo 3: caracterizada por uma subida ap6s um ponto de
inflexdo. Subgrupo 4: indica a formacdo de camadas mdltiplas de
adsorbato adsorvido. Subgrupo MAX: a isoterma apresenta um maximo
a altas concentragbes. E um caso raro e indica que em altas
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concentragbes do adsorbato as interacfes adsorbato-adsorbato
aumentam muito mais rapidamente do que as atracbes adsorbato-
adsorvente.

Diversos modelos teéricos sdo empregados no estudo da
adsorcdo, sendo o0s mais importantes descritos pelas isotermas
introduzidas por Langmuir, Freundlich e Temkin (SCHMAL, 2011).

e  Modelo de Langmuir

O modelo de Langmuir (LANGMUIR, 1918) é adequado para
representar a adsorcdo fisica e propGe que a adsorcdo do adsorbato
ocorre sobre uma superficie homogénea do adsorvente como
monocamada, na qual a energia de adsorcdo € distribuida
homogeneamente e a distribuicdo de moléculas adsorvidas ocorre de
maneira uniforme (CHAKRAVARTY et al., 2008). As moléculas do
adsorbato recobrem toda a superficie adsorvente, que contém um
numero finito de sitios e cada sitio mantém apenas uma molécula, ndo
havendo, pois, interacdo entre moléculas vizinhas (RADHIKA e
PALANIVELU, 2006).

O modelo de Langmuir pode ser escrito na forma ndo linearizada,
Equacéo (1), e na forma linearizada, Equacdo (2):

_ dmb, C,

® 1+pC, " @)
.1 1. -
qe qm +bL qm

onde g. € massa do adsorbato adsorvida por unidade de massa do
adsorvente (mg-g™), C, é a concentracéo no equilibrio do adsorbato em
solugdo depois da adsor¢do mg-L™), gn é a constante empirica que
indica a capacidade de adsor¢do na monocamada (mg-g™) e b_ é a
constante do modelo de Langmuir (L'mg™*) ou constante de equilibrio de
adsorcao relacionada a energia livre de adsorcao.

e  Modelo de Freundlich
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A equacdo de Freundlich (FREUNDLICH, 1906) considera a
adsorcdo em multicamadas e € util para descrever a adsor¢do em
superficies altamente heterogéneas. Sugere que a energia de adsorcéo
decresce logaritmicamente a medida que a superficie vai se tornando
coberta pelo soluto, o que a diferencia da equacdo de Langmuir, como
descreve a Equacéo (3).

1

g, = K.Cr, 3)

onde Ke é a constante de Freudlich (mg-g™) e ng é a constante da
intensidade de adsorgéo.

Sua forma linearizada (Equagdo 4), reproduz bem a isoterma
experimental e esta mostrada a seguir (JUSOH et al., 2005):

logg, =log K, +nilog C.. (4)

F

A constante Kg depende da temperatura e area superficial
especifica do adsorvente e seu valor relaciona a capacidade de adsorgéo.
A constante nr também depende da temperatura (AMUDA, GIWA e
BELLO, 2007; GOK et al., 2008). O valor de n permite inferir sobre a
forma da isoterma e o mecanismo de sorcdo. Se n=1 representa uma
isoterma C, se n<1 uma isoterma L e se n>1 uma isoterma S (HINZ,
2001). Quanto maior o valor de n, mais heterogéneo € o processo de
adsorcao (FERREIRA et al., 2002).

e  Modelo de Temkin

O modelo de Temkin é bastante simples e sem vantagens
especiais (TEMKIN e PYZHEV, 1940), representado pelas Equacgdes

(5), 6) e (7):

d =%In(ATCe) (5)
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RT RT
=—InA. +—InC 6
%= Ar b, e (6)
RT
B=— 7
b, ()
g. =BInA; +BInC,, (8)

onde At ¢ a constante de equilibrio de Temkin (L-g™); by é a constante
de Temkin; R é a constante universal dos gases (8,314J-mol’K™); T é a
temperatura (298 K) e B é a constante relacionada ao calor de adsorcéo
(J-mol™).

Este modelo parte da isoterma de Langmuir e admite que a
constante de adsorcdo-dessor¢do varia com a cobertura, assumindo,
assim, um decréscimo linear do calor de adsor¢do com a cobertura dos
sitios (SCHMAL, 2011).

2.1.2 Cinética de adsorcéo

Os modelos cinéticos descrevem os fendmenos ocorridos durante
a adsor¢do ou dessorgdo. Esses normalmente comegam considerando
uma superficie intacta do material e seguem avaliando o grau de
adsorcdo ao longo do tempo até que a superficie esteja saturada
(FERNOGLIO et al, 2011).

Modelos simples que permitem analisar a cinética de adsorcao
sdo dados por equacBes empiricas de Lagergren (pseudo-primeira ordem
e pseudo-segunda ordem) (RADHIKA e PALANIVELU, 2006).

O modelo de adsorcdo de Lagergren para a pseudo-primeira
ordem assume que a taxa de variacdo do soluto adsorvido com o tempo
é diretamente proporcional a diferenga entre a quantidade de soluto
adsorvida no equilibrio, e, € a quantidade adsorvida num tempo t
qualquer (Equacdo 9):

—L=K,(q, - q,), ©)



33

onde g ¢ a quantidade adsorvida na particula no equilibrio (mg-g'l), ot
(mg-g™) é a quantidade adsorvida pelo adsorvente no tempo t e k; (min”
1) é a constante de adsorgéo de pseudo-primeira ordem.

A forma linearizada é dada pela Equacéo (10) (KALAVATHY et
al., 2005; GOK et al., 2008):

K
lo —-qg.)=1lo ——1 t. 10
9(q, —q,)=logq, 3303 (10)

Caso a cinética de adsorcdo de pseudo-primeira ordem nao seja
obedecida, propGe seguir o modelo cinético de Lagergren para pseudo-
segunda ordem, que é baseado na capacidade de adsor¢do no equilibrio
por parte do adsorvente e é expresso pela Equagdo (11) (GOK et al.,
2008; CHAKRAVARTY et al., 2008):

2
—t=K,(0, -a)", (11)
onde K, é a constante de velocidade de adsorcdo de pseudo-segunda
ordem (gmg”  min™).
A forma linearizada é dada pela Equacéo (12):

a__1 . 1¢ (12)

g K,a’ g,

Para que as cinéticas de pseudo-primeira ordem ou pseudo-
segunda ordem sejam aplicaveis, é necessario que, além de elevado
coeficiente de correlacdo (R), o valor de g calculado seja préximo ao g
experimental (RADHIKA e PALANIVELU, 2006).

2.2 ESPECTROMETRIA DE RESSONANCIA M@GNETICA
NUCLEAR (RMN) EM DUAS DIMENSOES (2D)
HETERONUCLEAR COM GRADIENTE DE CAMPO

As técnicas 2D permitem correlacionar o deslocamento quimico
de hidrogénios e/ou carbonos que possuam alguma relacdo escalar
(BARFIELD e CHAKRABARTI, 1969; SILVERSTEIN, WEBSTER e
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KIEMLE, 2006) ou espacial (SANDERS e MERSH, 1983) entre si. O
gradiente de campo conduz a uma selecdo quantica muito mais eficiente
e em um tempo muito menor. O espectro gradient selected-2D quase
ndo possui ruidos, que sdo causados justamente pelo cancelamento
imperfeito das ordens quanticas ndo desejadas usando-se um ciclo de
modulacdo de fase (OSCHKINAT et al., 1994).

HSQC-ED (Heteronuclear Single Quantum Coherence — Editing)
— envolve transi¢Bes quanticas simples e é editado com o0s cruzamentos
devidos a grupos CH, em fase oposta a grupos CH e CHs. O eixo
horizontal corresponde aos deslocamentos quimicos de hidrogénios (8y)
e 0 eixo vertical corresponde aos deslocamentos quimicos de carbonos
(8c) (KAY e BAX, 1989; SCHMIDT e RUTERJANS, 1990;
KONTAXIS et al.,1994; LEON et al., 1998; KAISER, PITOMBO e
PINTO, 1998).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 JARACATIA

O jaracatia, Carica quercifolia (A. St.-Hil) Hieron, pertence a
familia  Caricacecae e ao género  Vasconcellea (VAN
DROOGENBROECK et al., 2004). Caricaceae é um familia de plantas
com flores da ordem das Brassicales, nativa de regides tropicais e
subtropicais das Américas Central e do Sul bem como da Africa. A
familia compreende cinco géneros (Carica, Jacaratia, Jarilla,
Vasconcellea e Cylicomorpha) (TORRES et al., 2010).

Os géneros Carica (uma especie), Jacaratia (sete espécies),
Jarilla (trés espécies) e Vasconcellea (vinte e uma espécies) sao
originarios do continente americano, enquanto o género Cylicomorpha
(duas  espécies) pertence ao continente africano (VAN
DROOGENBROECK et al., 2004).

Outros nomes utilizados para identificar o Carica quercifolia (A.
St.-Hil.) Hieron sdo Vasconcellea quercifolia A. St.-Hil. e Carica
quercifolia Solms-Laub. (COLOMBO et al., 1989) e 0s nomes
populares pelos quais é conhecido sdo jaracatia, jacaratia, mamute,
mamé&o-do-mato, mamoeiro-do-mato, mam@&ozinho-do-mato,
mamaozinho, mamoeirinho e mamoeiro-bravo (KINUPP, 2007). Na
Figura 2 sdo mostrados os frutos do jaracatia [Carica quercifolia (A. St.-
Hil.) Hieron], com tamanho médio de 5 cm.
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A éarvore do jaracatia é caducifélia, dioica, lactescente,
apresentando de 4 a 10 m de altura, com tronco mais engrossado na
base, com marcantes cicatrizes da queda das folhas e lenticelas
evidentes. Seus frutos séo elipsoides ou piriformes, com cerca de 5 cm
de comprimento e quando imaturos sdo verdes angulosos e quando
maduros sdo alaranjados, glabros e com muitas sementes tuberculadas.
As sementes possuem mesotesta verrugosa e coloragéo clara (KINUPP,
2007).

A principal forma de uso do jaracatia é na inddstria de doces
caseiros, sendo que a parte utilizada para a fabricacdo dos doces é o
caule. O fruto ndo € usado para nada, pois é pequeno, dificil de ser
colhido e possui muita semente. Poucas pessoas 0 apreciam na forma "in
natura".

Hoje é encontrado apenas em fazendas tradicionais onde a
vegetacdo nativa foi preservada ou em viveiros de alguns centros de
pesquisa (FREITAS et al., 2011). Ocorre no Brasil desde o sul da Bahia
até o Rio Grande do Sul, passando por Minas Gerais, Goias e Mato
Grosso do Sul (LORENZI, 1998).

A parede celular de vegetais é composta majoritariamente de
carboidratos que estdo associados a proteinas (HELDT, 1997), podendo
apresentar muitos polissacarideos diferentes e, também, substancias
aromaticas. Este envoltério celular apresenta um complexo grau de
estruturacdo, além de ser um compartimento dindmico que passa por
mudangas ao longo da vida da célula. A fragdo glicidica consiste em
microfibrilas de celulose entrelacadas em uma fase continua de pectina e
hemicelulose, além da lignina em paredes celulares secundarias
(WHISTLER, 1970).

Um modelo estrutural para a parede celular primaria de
dicotiledéneas, denominadas paredes tipo | (Figura 3) foi proposto por
Carpita e Gibeaut (1993). Neste tipo de parede as microfibrilas de
celulose estdo entrelacadas por xiloglucanas e esta estrutura esta
embutida em uma matriz de polissacarideos pécticos: é&cido
poligalacturdnico e ramnoglacturonanas.

A composicdo quimica da parede celular primaria de
dicotiledéneas é de, aproximadamente, 25-40 % de celulose, 15-25 % de
hemicelulse, 15-40 % de substancias pécticas, 5-10 % de proteinas e
tragos de compostos fendlicos (AVIGAD e DEY, 1997).
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Legenda:

Xiloglucana [A i 7: | i ; 7’ Ramnogalacturonana
] 1 : ,;_ ) do acido )f;‘ tipo I com cadeias

Fonte: CARPITA e GIBEAUT, 1993.

3.2 MUCILAGEM

Nas plantas os carboidratos sdo constituintes essenciais, eles
podem existir como monossacarideos, oligossacarideos, polissacarideos
e seus derivados, compondo um importante grupo de metabolitos,
sendo, depois da agua seus principais constituintes quimicos (SIMOES
et al., 2007). De acordo com a sua funcéo, os carboidratos de plantas
podem ser classificados em dois grandes grupos: estruturais e de
reserva. Dentre os carboidratos de reserva observa-se a presenca de
monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos e
seus derivados, dentre os quais podem ser citados o amido, sacarose,
frutanas, galactomananas e outros. Os carboidratos estruturais séo
responsaveis pela formacdo da parede celular e de outras estruturas na
planta, sendo considerados os compostos mais abundantes da Terra
(REID, 1997).

Geralmente, na mucilagem sdo encontradas propor¢des varidveis
de arabinose, galactose, ramnose e xilose, bem como do &cido
galacturdnico (TRACHTENBERG e MAYER, 1981; NOBEL,
CAVELIER e ANDRADE, 1992; CARDENAS, HIGUERA-CIAPARA
e GOYCOOLEA, 1997).
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Gomas e mucilagens tém algumas semelhangas; ambas sdo
hidrocoloides vegetais, substancias amorfas, transllcidas e polimeros de
um monossacarideo neutro ou mistura de monossacarideos e muitos
deles sdo combinados monossacarideos acidos (acidos urénicos). Na
hidrélise produzem uma mistura de acucares e 4&cidos urbnicos
(CARDENAS, ARGUELLES e GOYCOOLEA, 1998; JANI et al.,
2009; DEOGADE, DESHMUKH e SAKARKAR, 2012).

A mucilagem é um produto do metabolismo das plantas formado
dentro das células (formacdo intracelular) e/ou produzida sem a
necessidade de ferir a planta (QADRY, 2008). Ocorre geralmente nas
sementes, nas quais parece ter a funcdo de reter dgua para facilitar a
germinagdo, mas pode ocorrer também em outras partes do vegetal
(SIMOES et al., 2007).

A mucilagem é biodegradavel, biocompativel, atdxica e apresenta
boa relacdo custo-beneficio (BHARDWAJ et al., 2000; YEOLE et al.,
2006; DEOGADE, DESHMUKH e SAKARKAR, 2012), ao contrério
da maioria dos polimeros sintéticos derivados de matérias-primas néo
renovaveis que tém elevado custo, toxicidade e poluicdo ambiental
durante a sintese (JANI et al., 2009; DEOGADE, DESHMUKH e
SAKARKAR, 2012). Uma das principais desvantagens da utilizacdo de
polimeros naturais é a possivel variacdo entre cada safra, pois as
caracteristicas quimicas dependem dos fatores ambientais e sazonais
(KHULLER, KHAR e AGRAWAL, 1998).

Na Tabela 1 sdo mostrados alguns estudos de extracdo e
caracterizacdo de mucilagens extraidas de diferentes espécies e na
Tabela 2 sdo mostradas as principais areas onde a mucilagem tem
aplicagéo.
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Tabela 1 - Estudos de extracdo e caracterizacdo de mucilagens de diferentes
espécies.

Autor Espécie
Misaki, Ito e Harada, 1972 Inhame chinés (Dioscorea batatas
Decne)

Barone et al., 1994
Benhura e Marume, 1993; Benhura e
Mavhudzi-Nyambayo, 1999
Tomoda et al., 1987
Osborn et al., 1999
Cardenas, Higuera-Ciapara e
Goycoolea, 1997; Cardenas, Arguelles
e Goycoolea, 1998; Medina-Torres et
al., 2000; Matsuhiro et al., 2006;
Ledn-Martinez, Méndez-Lagunas e
Rodriguez-Ramirez, 2010;
Gebresamuel e Gebre-Mariam, 2012;
Ramirez-Moreno et al., 2013
Cai, Gu e Tang, 2008
Charles, Huang e Chang, 2008

Ceratozamia spinosa
Dicerocaryum zanguebarium

Hibisco (Hibiscus moscheutos)
Milho (Zea mays L.)
Opuntia ficus indica

Opuntia milpa alta.
Cassava (Manihot esculenta

Crantz L.)
Branco, 2011; Piletti, 2011; Colonetti, Tuna (Cereus hildmaniannus K.
2012 Schum)

Fu, Huang e Chu, 2005; Yeh, Chan e
Chuang, 2009; Tavares et al., 2011
Ahad et al., 2011
Rocha, Pimentel e Machado, 2011

Inhame (Dioscorea
pseudojaponica Yamamoto)
Ficus reticulata.
Hibisco-do-mangue (Hibiscus
pernambucensis Arruda)
Borassus flabellifer
Opuntia stricta
Cyrtosperma merkusii

Kumar, Rajarajeshwari e Swamy, 2012
Gebresamuel e Gebre-Mariam, 2012
Nguimbou et al., 2012; Ziolkovska,

2012
Ray et al., 2013; Kaewmanee et al.,
2014
Kimet al., 2013
Capitani et al., 2013
LimaJr. etal., 2013
Fonte: desenvolvida pela autora.

Linhaga (Linum usitatissimum L.)

Opuntia humifusa Raf
Chia (Salvia hispanica L.)
Pereskia aculeata Miller
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Tabela 2 - Principais aplica¢des de mucilagens.

(continua)
Autor Espécie Area Aplicacdo
Mishra et al., 2006 Feno-grego Farmacéutica Blendas com
(Trigonella e médica poliacrilamida para
foenum- formacao de géis.
Boban, Nambisan graecum) Avaliacéo do efeito

e Sudhakaran,
2006
Baveja, Rao e
Arora, 1988

Gupta et al., 2013

Babosa (Aloe

hipolipidémico.

Excipiente para dar
forma aos
comprimidos.
Imunoloestimulante.

Jani et al., 2007 vera) Excipiente em
comprimidos com
liberagdo
prolongada.
Galati et al., 2001 Nopal Atividade anti-
(Opuntia ficus Ulcera.
indica (L.)
Mill)

Edwin, Edwin e Hibisco Excipiente em
Dosi, 2007; Jani, e (Hibiscus comprimidos com
Shah, 2008 moscheutos) liberagdo

prolongada.
Rangari et al., Figo (Ficus Adesivos
2012 carica) transdérmicos.
Ahuja et al., 2013 Dormideira Agente ligante em
(Mimosa comprimidos.
Singh et al., 2009 pudica) Excipiente em
comprimidos de
liberagdo
prolongada.
Gaikar, Sandhya e Curculigo Coadjuvante
Chaudhari, 2011 orchioides farmacéutico,
estabilizante.
Nerkar e Gattani, Linhaca Mucoadesivo para
2011, 2013 (Linum medicagéo de uso
usitatissimum bucal.

Basu e L.) Mucoadesivo para
Bandyopadhyay, medicagdo de uso
2011 nasal.
Gangurde e Bauhinia Agente ligante em

Boraste, 2012 racemosa Lam comprimidos.

Fonte: desenvolvida pela autora.
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Tabela 2 - Principais aplica¢des de mucilagens.
(concluséo)

Autor Espécie Area Aplicacdo
Del-Valle et al., Nopal Alimentos Revestimento
2005; Espino-Diaz  (Opuntia ficus comestivel.
etal., 2010 indica (L.))
Khalifa et al., Psylliumovata Estabilizante em
2011 iogurtes.
Bari, Letchmanan  Babosa (Aloe Agente redutor da
e Yunus, 2011 vera) perda por arraste em
escoamento
turbulento.
Contado et al., Inhame Agente melhorador em
2009 (Dioscorea panificacéo.
pseudojaponic
a Yamamoto)
Fox et al., 2012 Opuntia ficus Quimica Tratamento de
indica efluentes na remogao

de metais pesados.

Fonte: desenvolvida pela autora.
3.3 FRACIONAMENTO DA MUCILAGEM

Os polissacarideos naturais frequentemente vém misturados com
sais inorganicos e outros materiais de baixa massa molecular, que deles
precisam ser separados (ASPINALL, 1982), visto que as propriedades
sdo atribuidas somente aos polissacarideos e sendo assim 0s outros
compostos que estdo misturados ndo sao de interesse. O isolamento de
uma substancia qualquer visa obter uma substancia quimicamente mais
pura e homogénea e com maximo rendimento (RODRIGUES, PAULA
e COSTA, 1993).

Uma das formas de pré-purificacédo é a precipitacdo, na qual tem-
se a alteracdo da solubilidade de um ou mais componentes da solucéo,
com o uso de solventes organicos ou de sais, alteracdo do pH e aumento
ou diminuicdo da temperatura. A maioria dos precipitados formam um
produto ndo cristalino, constituido de varias espécies de moléculas e que
pode ser removido por filtracdo ou centrifugacdo (PACE, 1987; WARD,
1989; ASENJO e PATRICK, 1990; WARD, 1991; PRAZERES e
FERREIRA, 2004).

O etanol é uma boa alternativa para uso como agente precipitante,
pois é de uso comum e de baixo custo (MOERMAN, VAN LEEUWEN,
DELCOUR, 2004). A precipitacdo com etanol é capaz de separar alta
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massa molar de baixa, ou seja, separar macromoléculas como
carboidratos e proteinas do restante dos componentes (SCHMOURLO
et al., 2005).

Muitos sdo os estudos que utilizam o etanol como agente
precipitante. Cui e Mazza (1996) precipitaram a goma da linhaca.
Teixeira et al. (2007) para isolar os polissacarideos extraidos da semente
da Spondias purpurea. Cai, Gu e Tang (2008) purificaram o0s
polissacarideos extraidos da Opuntia milpa alta. Teixeira-Sa et al.
(2009) a galactoxiloglucana extraida da semente de Mucuna sloanei.
Gan, Manaf e Latiff (2010) precipitaram os polissacarideos extraidos da
Parkia speciosa. Branco (2011), Piletti (2011) e Colonetti (2012)
purificaram a mucilagem do fruto e do cladédio de Cereus
hildmaniannus K. Schum. Alves (2013) purificou a goma extraida das
sementes de Caesalpinia pulcherrima, Adenanthera pavonina, Delonix
regia, Tamarindus indica, Mucuna sloanei e Hymenaea courbaril.
Gupta et al. (2013) precipitaram a mucilagem de Aloe vera.

3.4 RETICULACAO DE BIOPOLIMEROS

Uma das maneiras de conferir aos biopolimeros propriedades
funcionais adicionais ou simplesmente melhorar atributos, é através das
modificacdo da estrutura quimica, o que é possivel com a utilizagdo de
agentes reticulantes, os quais apresentam baixa massa molar e grupos
funcionais reativos capazes de permitir a formacéo de ligagdes inter ou
intracadeias poliméricas (GONSALVES e ARAUJO, 2011).

A reticulacdo consiste na formacdo de uma rede, onde as varias
cadeias do polissacarideo estdo interligadas por ligacGes covalentes, o
gue torna essas cadeias mais rigidas, dificultando, assim, a dissolucéo
em agua (GANJI e VASHEGHAMI-FARAHANI, 2009) e em meio
acido (Yl, WANG e LIU, 2003), originando estruturas poliméricas
densas ou porosas e reduz a reatividade quimica do material (TORRES
et al., 2005), ou seja, as reagdes de reticulacdo visam, principalmente,
modificar determinadas propriedades do biopolimero, tais como,
estabilidade quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor,
eficiéncia em quelacdo e capacidade de imobilizacdo proteica e celular
(NETO et al., 2005).

A presenca de grupos hidroxila e/ou carboxila na estrutura dos
polissacarideos permite uma reticulagdo quimica, na qual os agentes
reticulantes reagem com esses mesmos grupos, dando origem a ligacdes
cruzadas (FIGUEIREDO, 2011). Alguns dos reticulantes utilizados séo
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0 glutaraldeido, a epicloridrina, o acido bérico e o trimetafosfato de
sodio (REDDY e YANG, 2010).

Benhura e Mavhudzi (1995) reticularam com epicloridrina a
mucilagem de ruredzo (Dicerocaryum zanguebarium), a qual pode ser
efetivamente utilizada para purificar a enzima poligalacturonase extraida
de tomates. Teixeira et al. (2007) reticularam a goma exudada da
seriguela (Spondias pupurea) com epicloridrina, a qual foi utilizada para
isolar lectina das sementes de Artocarpus incisa, Artocarpus
integrifolia, Erythrina velutina, Ricinus communis, Canavalia maritima
e Dioclea altissima. Teixeira-Sa& et al. (2009) reticularam com
epicloridrina o polissacarideo galactoxiloglucana, o qual serviu como
adsorvente para isolar a lectina, ambos extraidos da semente de Mucuna
sloanei.

Figueird et al. (2006) reticularam com glutaraldeido o filme de
colageno/polissacarideo de algas sulfatadas. Os resultados foram
satisfatérios em relacdo a estabilidade térmica do colageno.

Torres et al. (2005) reticularam microesferas de quitosana com
glutaraldeido, epicloridrina ou por acetilagdo. As microesferas
apresentaram, ap6s as modificagdes quimicas, temperatura de
degradacdo térmica em torno de 573 K (300 °C), aumento da
estabilidade quimica & solucdo de &acido cloridrico e diminuicdo da
resisténcia mecénica.

Santoni et al. (2008) reticularam quitosana pura e
quitosana/élcool polivinilico com genipina. Com isso foi possivel
observar a formacéo de redes mais solidas e estaveis. A adi¢do de alcool
polivinilico ndo produziu nenhuma melhora nas propriedades
mecanicas, visto que a quitosana é quem fornece a resisténcia mecanica.
Pu, Wei e Zhang (2013) reticularam quitosana/hidroxiapatita com
genipina para melhorar as propriedades mecéanicas e diminuir a
degradacdo, pois estes tém potencial de uso como suportes mecanicos
temporarios na regeneragdo 6ssea. Pujana et al. (2013) reticularam
nanoparticulas de quitosana com genipina e tiveram uma leve melhora
na solubilidade em agua, quando comparada a quitosana pura. Pujana et
al. (2014) reticularam nanogel de quitosana/folato com genipina. Os
resultados mostraram alta eficiéncia de encapsulagdo em solugdo aquosa
e liberacdo controlada do principio ativo em diferentes pHs,
aumentando, assim, o potencial de uso.

No entanto, os produtos quimicos utilizados para a reticulagéo
sdo relativamente toxicos, custo elevado ou ndo fornecem a melhoria
desejada nas propriedades. O acido citrico foi avaliado como um
potencial agente reticulante (REDDY e YANG, 2010), o qual é um
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acido organico com trés grupos carboxilicos, que ocorre naturalmente e
é classificado como um aditivo alimentar seguro (MENZEL et al.,
2013). Acidos policarboxilicos, tais como o &cido citrico, sio de baixo
custo, atoxicos e tém sido utilizados para melhorar o desempenho de
propriedades da celulose e de proteinas em aplicacdes téxteis (YANG e
ANDREWS, 1991; YANG, WANG e LI, 1996; YANG e WANG, 1996;
YANG, WANG e KANG, 1997). Tecidos de algodéo e seda reticulados
com &cidos carboxilicos melhoram, principalmente, sua aparéncia e
resisténcia ao enrugamento (YANG e WANG, 1996). Acido tartarico e
polietilenoglicol didcido foram utilizados para reticular nanoparticulas
de quitosana, diminuindo, assim, sua solubilidade em &gua e
estabilidade em pH fisioldgico (£7,4) (PUJANA et al., 2012).

O acido citrico foi usado na esterificacdo do alcool polivinilico
que, por ser um poliéster biocompativel e biodegradavel, tem potencial
de uso na medicina como matriz para tecido vascular (THOMAS et al.,
2009). Filmes de amido reticulados com acido citrico apresentaram uma
melhora na resisténcia a tracdo, estabilidade térmica e diminuicdo da
dissolucdo em 4agua e acido férmico (REDDY e YANG, 2010) e
aumento na barreira ao vapor d’agua (OLSSON et al., 2013). Outro uso
do é&cido citrico é na reticulacdo de nanofibras de alginato/alcool
polivinilico, as quais apresentaram resisténcia a agua e ao fluido
corporal simulado mostrando maior estabilidade térmica (STONE et al.,
2013). Filmes de alcool polivinilico/xilana reticulados com &cido citrico
mostraram uma melhora significativa nas propriedades mecanicas, como
resisténcia a tragdo e alongamento, as quais foram alcangadas alterando
a proporcdo massica de alcool polivinilico/xilana e &cido citrico
(WANG et al., 2014).

3.4.1 Epicloridrina

A epicloridrina (CsHsCIO) (Figura 4) ¢ um produto téxico Um
exemplo de uso é como agente clarificante durante o processo de
tratamento da &gua. No entanto, é possivel que algumas moléculas de
epicloridrina permanecam na agua como contaminante (GINANI et al.,
1999).
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Figura 4 - Estrutura quimica da epicloridrina.
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o

Fonte: PLONCOSKI, 2009; GONSALVES e ARAUJO, 2011).

Como agente reticulante é tido como um ligante de grupos OH
(GONSALVES e ARAUJO, 2011). A reacdo de reticulagio com
epicloridrina ocorre ap6s o rompimento do anel ep6xi da epicloridrina
seguido de uma substituicdo nucleofilica, sendo que a reacdo mostra
apenas a substituicdo na hidroxila menos impedida estericamente
(PLONCOSKI, 2009) com consequente formacgdo do entrecruzamento
(GONSALVES e ARAUJO, 2011).

3.4.2 Acido citrico

O 4cido citrico (&cido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico)
(CsHgO;) apresenta grupos carboxilas e hidroxilas (Figura 5). Esta
presente nas frutas citricas e no abacaxi, onde € o principal &cido
organico (MIKKONEN et al., 2007) e também obtido a partir do
microorganismo Aspergillus niger, que transforma diretamente a glicose
em &cido citrico (PALHA, 2005).

Figura 5 - Estrutura quimica do &cido citrico.

@) OH
O @)

HO OH
OH

Fonte: LIMA e AFONSO, 2009.

O é&cido citrico como reticulante, possibilita a ocorréncia de
esterificacdo entre o grupo carboxilico do acido com a hidroxila do
material a ser reticulado devido a presenca de estrutura multicarboxilica.
Pode servir como um agente de ligacdo cruzada, devido a sua estrutura,
reforcando a ligacéo intermolecular através da introdugdo de ligagcoes
covalentes, de modo a melhorar as propriedades mecénicas e de
resisténcia em agua. Em segundo lugar, o &cido citrico residual livre
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pode atuar como um plastificante. Além disso, nutricionalmente nao tem
efeito prejudicial, uma vez que é um produto ndo toxico. Esta
propriedade de atoxicidade do &cido citrico beneficia sua utilizacdo
(MIKKONEN et al., 2007).

3.5 ADSORCAO

A adsorcdo de proteina € estudada ha décadas devido a extensa
gama de aplicacdes em diferentes areas, como a biologia, a medicina e a
biotecnologia (BOONSONGRIT et al., 2008; LEI e JIANG, 2011;
BOYER et al., 2011; BRADLEY, 2012).

As proteinas sdo macromoléculas muito complexas com regides
polares, hidrofdbicas e carregadas (FUJIMOTO et al., 2002). O que
determina as caracteristicas da proteina sdo as sequéncias de
aminoacidos existentes na sua estrutura, uma vez que 0S Qrupos
quimicos ativos estardo distribuidos espacialmente de forma variada.
Nem toda aproximacdo da proteina levara a uma efetiva adsorcao, uma
vez que as faces externas das proteinas sdo diferentes. De um modo
geral, a proteina apresenta dominios espaciais com caracteristicas
quimicas diferentes (ALBERTS et al, 2006).

Assim, as interacdes entre proteinas e substratos sélidos podem
ser de natureza eletrostatica, hidrofobica ou através de ligacbes de
hidrogénio (FUJIMOTO et al.,, 2002). Inimeros sdo o0s estudos
relacionados a adsorcédo de proteinas e alguns exemplos estdo listados na
Tabela 3.

Os polimeros sintéticos utilizados em adsorcdo tém algumas
desvantagens, tais como: elevado custo, poluicdo ambiental durante a
sintese e ser obtido de fonte ndo renovavel (JANI et al., 2009;
DEOGADE, DESHMUKH e SAKARKAR, 2012). J& os naturais sdo
biodegradaveis, biocompativeis, atoxicos e com boa relacdo custo-
beneficio (BHARDWAJ et al., 2000; YEOLE et al., 2006; DEOGADE,
DESHMUKH e SAKARKAR, 2012). Uma das principais desvantagens
é a possivel variacdo em cada safra, pois as caracteristicas quimicas
dependem dos fatores ambientais e sazonais (KHULLER, KHAR e
AGRAWAL, 1998).

Adsorventes naturais, como gomas e mucilagens, tém sido
estudados. Alguns exemplos sdo a mucilagem de ruredzo
(Dicerocaryum zanguebarium) reticulada com epicloridrina, a qual pode
ser efetivamente utilizada para purificar a enzima poligalacturonase
extraida de tomates (BENHURA e MAVHUDZI, 1995); a goma
exudada da seriguela (Spondias pupurea) reticulada com epicloridrina, a
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qual foi utilizada para isolar lectina das sementes de Artocarpus incisa,
Artocarpus integrifolia, Erythrina velutina, Ricinus communis,
Canavalia maritima e Dioclea altissima. (TEIXEIRA et al., 2007); o
polissacarideo galactoxiloglucana reticulado com epicloridrina que foi
utilizado para isolar a lectina, ambos extraidos da semente de Mucuna
sloanei (TEIXEIRA-SA et al, 2009).

Tabela 3 - Estudos da adsorgédo de proteinas.

Autor Proteina Adsorvente Conclusdo
Fujimoto  Albumina  Lamina de silicio  Quanto mais préximo o pH do
etal. de soro com ponto isoelétrico (pl) da
(2002) bovino carboximetilcelul proteina, melhor a adsorgéo,

(BSA) ose (CMC) e pois nesta situagdo o
quitosana adsorvente estard com alta

densidade de carga, enquanto
que o adsorbato apresenta

carga total zero, o que diminui

sua solubilidade e favorece a

adsorcao.
hirahata Lectina Superficie plana A adsorgdo especifica da
etal. de carboidratos molécula de proteina foi na
(2003) em monocamada regido da superficie da
imobilizada com monocamada, enquanto que a
silicio sua adsorcéo ndo especifica foi
observada na regido Si-O.
Yu et al. Proteina Superficie de A morfologia da proteina
(2009a) A dimetil adsorvida é significativamente
polissiloxano afetada pelo pH e o pH, quando
(PDMS) afastado do ponto isoelétrico

(p!) da proteina, pode produzir
repulsdo elétrica ao alterar a
conformacgéo da proteina,
embora 0s resultados mostram
o elevado volume de proteina
adsorvida na superficie.

Liu et al. BSA Microesferas de As microesferas apresentam
(2014) poli [estireno excelente capacidade de

(acido adsorcao e podem ser usadas

acrilico)]/Fe;0, na separacao de células, na

imobilizacdo de enzimas e na
purificagdo de proteinas.

Fonte: desenvolvida pela autora.






4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

Os frutos do jaracatid [Carica quercifolia (A. St.-Hil.) Hieron]
foram fornecidos pela EPAGRI, Estacdo Experimental de Campos
Novos/SC e enviados ao LASIPO/ENQ/UFSC. Estes permaneceram
congelados a 253 K (-20 °C) até 0 momento da extragdo. Uma amostra
da planta (exsicata) com os frutos, galhos e folhas do jaracatia [Carica
quercifolia (A. St.-Hil.) Hieron] foi depositada no Herbério do Instituto
de Biociéncias (Herbario ICN) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul sob 0 nimero de tombo ICN 173708.

A papaina (EC 3.4.22.2) é uma enzima proteolitica, extraida do
latex do fruto verde do mamao (Carica papaya L.). Purificada encontra-
se sob a forma de um pé higroscépico, de coloracéo variando do branco
até o amarelado (MERCK INDEX, 1996). Papaina pura da marca Vetec
foi utilizada.

4.2 METODOS

4.2.1 Processo de obtenc¢éo dos adsorventes

Na Figura 6 é mostrado o fluxograma do processo de obtencdo da
mucilagem de jaracatia bruta, liofilizada, precipitada e reticulada. Em
seguida, cada etapa foi descrita.
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Figura 6 - Fluxograma do processo de obtengdo da mucilagem de jaracatia.
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Estudos prévios foram realizados para definir a melhor proporcéao
de polpa com as sementes e dgua para a extracdo da mucilagem, ja que a
mucilagem muito diluida dificulta a precipitacdo, diminuindo o
rendimento. Pela grande quantidade de sementes e dificuldade na
retirada das mesmas foi optado por utilizar a polpa com as sementes. A
mucilagem bruta [proporcdo polpa com as sementes/agua de 1:1,25
(mv?)] foi extraida do jaracatia descascado e triturado em
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liquidificador, com cuidado para triturar o0 minimo possivel as sementes.
Em seguida foi realizada a filtracdo a vacuo utilizando malha de
poliéster.

b) Liofilizagéo

A mucilagem bruta foi liofilizada para posterior realizacdo das
analises, pois a safra do jaracatia € anual. A liofilizacdo também é
importante, pois assim consegue-se uma amostra mais homogénea
garantindo a padronizacio para as analises. Os parametros utilizados
para liofilizacdo foram: tempo de 24 h, temperatura do condensador de
213 K (-60 °C) e pressdo de 50 pmHg. O equipamento utilizado foi da
marca Liotop, modelo L101 (Brasil). A mucilagem de jaracatia
liofilizada obtida foi desintegrada com almofariz e pistilo, sendo
armazenada em frasco plastico com tampa a temperatura ambiente em
dessecador com silica gel. A liofilizacdo foi realizada no Laboratério de
Propriedades Fisicas de Alimentos do Departamento de Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.

¢) Fracionamento

Apobs a extracdo e filtracdo, a mucilagem bruta foi precipitada
com etanol 92,8 °GL na proporcéo 1:3 (v-v''), o precipitado foi seco em
estufa 313 K (40 °C) por 48 h, desintegrado e armazenado em frasco
plastico com tampa a temperatura ambiente em dessecador com silica
gel.

d) Reticulacédo

A reticulacdo seguiu 0 método de Teixeira-Sa et al. (2009), o
qual recomenda o uso de 1 g de mucilagem precipitada, 0,3 mL de
epicloridrina e 3 mL de solucdo de hidréxido de sédio 3 M, incubando-
se por 24 h a 313 K (40 °C) e na sequéncia 12 h a 343 K (70 °C). O
reticulado foi lavado com &gua destilada em uma peneira para retirar o
excesso de NaOH, até a agua atingir pH neutro. Em seguida, este foi
armazenado em solucdo de NaCl 0,15 M, e mantido a 5 °C até o
momento do uso.

Para a substituicdo da epicloridrina por acido citrico usou-se
como base o método descrito por Thomas et al. (2009) com algumas
adaptacdes pois no presente trabalho ndo era objetivo a producdo de
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filmes. A proporcédo entre os reagentes e a amostra foi mantida. Em 1 g
de mucilagem precipitada foi adicionado 0,8 mL de solugdo de &cido
citrico 50 % e 0,5 mL de solugéo de acido p-tolueno-sulfonico 20 %.
Apos cada adicdo foi realizada a homogeneizacdo. O processo de
aquecimento, de lavagem e armazenamento foi semelhante ao da
reticulagcdo com epicloridrina.

4.2.2 Rendimento

O rendimento foi avaliado, considerando para isso a massa inicial
e final de amostra em cada etapa do processo. Os jaracatias foram
pesados e descascados e assim calculado o percentual de casca e polpa
com as sementes. O rendimento da mucilagem liofilizada e precipitada
foi medido em relacéo & quantidade de polpa com as sementes, na qual o
material foi pesado no inicio e no final de cada etapa para verificar o
rendimento total apds a liofilizacdo e a precipitacdo. Para o rendimento
apo6s a reticulagdo, a mucilagem precipitada foi pesada e, apds a
reticulacdo, o material foi seco e novamente pesado a fim de verificar o
rendimento em relagdo a massa inicial.

4.2.3 Analises quimicas
4.2.3.1 Umidade

A analise de umidade foi realizada por secagem direta em estufa
a 378 K (105 °C) (AL, 2008), onde 5 g da amostra foi mantida por 5 h
na estufa, sendo entdo resfriada e pesada. A operacdo de aquecimento e
resfriamento foi realizada até massa constante. Os teores de umidade
foram calculados pela diferenca entre as massas inicial e final das
amostras. Para o célculo da porcentagem de umidade (m'm™) foi
utilizada a Equacéo (13):

U (o) = LON (13)

onde P é a massa da amostra (g) e N é a perda de massa (g).
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4.2.3.2 Lipidios

A concentracdo de lipidios foi determinada utilizando o kit de
andlise  rapida  (método  enzimatico-colorimétrico  Analisa,
comercializado por Gold Analisa Diagnostica Ltda). A concentracdo da
mucilagem liofilizada e da precipitada analisada foi de 0,1 % (m-v™"). Os
reagentes utilizados foram: padrdo (glicerol equivalente a 230 mg-dL™
de trioleina) e reagente de cor (tampdo PIPES 45 mmol-L™ pH 7,0, 4-
clorofenol 6 mmol'L'l, cloreto de magnésio 5 mmol-L?, lipase
100 U'-mL™, glicerol quinase 1,5 U-mL™, glicerol-3P-oxidase 4 U-mL™,
peroxidase 0,8 U'L'l, 4-aminoantipirina 0,75 mmol-L? e ATP 0,9
mmol-L™).

Os tubos de ensaio foram identificados como “branco”, “teste” e
“padrdo” e foram preparados de acordo com as quantidades indicadas na
Tabela 4.

Tabela 4 - Valores utilizados dos reagentes do kit.

Tubos Branco Teste Padrao
Amostra - 20 uL -
Padrdo - - 20 uL

Reagente de cor 2000 uL 2000 pL 2000 pL
Fonte: Gold Analisa Diagndstica Ltda.

As solugdes foram agitadas e incubadas durante 15 min a
temperatura ambiente. A leitura espectrofotométrica da amostra e do
padrdo foi realizada a 500 nm e o0 equipamento foi zerado com o branco.

A concentracdo de lipidios da amostra é obtida utilizando as
Equagdes (14) e (15):

C
Fo =—F, 14
c = A (14)

onde Fc é o fator de calibragdo, Cp é a concentracdo do padréo
(2300 mg-L™) e Ap a absorbancia do padréo.

Cr =Fc x A, (15)
onde Cr ¢ a concentragdo do teste (mg-L™), Fc o fator de calibracéo

(mg-L™) e Ar a absorbancia do teste (amostra).
4.2.3.3 Proteina
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Dependendo da amostra, liquida ou sélida, foram utilizados
métodos distintos para determinacdo de proteinas: Kjeldahl para
composicdo proximal e Lowry para 0 acompanhamento da cinética de
adsorcao da papaina.

No método de Kjeldahl (GALVANI e GAERTNER, 2006), a
determinacdo de proteinas baseia-se na quantificacdo de nitrogénio,
sendo este convertido em proteina através de um fator de converséo
(6,25). A digestdo acida ocorre com o0 aquecimento de 0,3 g de amostra
(mucilagem liofilizada e a precipitada) e 5 mL de acido sulfirico
(H2SO,4) na presenca de 2 g de catalisador (sulfato de cobre e sulfato de
sodio) até que o carbono e o hidrogénio sejam oxidados. O nitrogénio
proteico é reduzido e transformado em sulfato de aménio. Apo6s a
digestdo, adiciona-se no tubo digestor 20 mL de agua destilada e 3 gotas
de fenolftaleina. Inicia-se, entéo, a destilacdo da amostra com adicdo de
solucdo de NaOH 40 % para liberacdo da amonia que é volatil. Este gas
é recolhido em um erlenmayer com 10 mL de solugdo receptora (acido
borico 2 %, solucdo alcoodlica de vermelho de metila 0,1 % e solucéo
alcoolica de verde de bromocresol 0,1 %) e 10 mL de agua destilada,
formando borato de aménia, o qual é recolhido até volume de 50 mL. O
borato de amdnia formado ¢é titulado com uma solucdo acida (HCI 0,1
M) padronizada para se determinar o teor de nitrogénio. O teor de
proteina total foi calculado utilizando a Equacéo (16):

(Vo —Vg)x f x0,1x0,014x100

P()- ¢

(16)

onde V4 é 0 volume de HCI 0,1 M utilizado na titulagdo da amostra
(mL), Vg 0 volume de HCI 0,1 M gasto na titulagdo do branco (mL), f o
fator de correcdo de nitrogénio em proteina (6,25) e P é a massa de
amostra (g).

No método de Lowry et al. (1951), o teor de proteina sollvel é
analisado pela reacdo colorimétrica. Para a analise da amostra, uma
aliquota de 0,5 mL foi pipetada, adicionado 0,5 mL de solu¢do de NaOH
1M e 4 mL do reagente de Lowry. O sistema foi, entdo, agitado e
deixado em repouso por 10 min. Apés foi adicionado 1 mL do reagente
de Folin-Ciocalteau 0,5 M e deixado em repouso por 30 min. A
absorbancia da solucdo foi analisada em espectrofotdmetro da marca
BEL Photonics a 790 nm. A curva padrdo utilizada foi determinada com
solucdo aquosa de albumina de soro bovino (BSA) na faixa de
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concentracgdo de 0 a 2000 pg:mL™. Os valores obtidos na leitura
foram utilizados para o calculos das concentracdes correspondentes a
partir da equacéo da reta obtida.

4.2.3.4 Cinzas

A analise de cinzas foi realizada por aquecimento em temperatura
de 823 K (550 °C) (IAL, 2008). Foram pesadas 5 g da amostra em uma
capsula de porcelana, previamente aquecida em mufla a 823 K (550 °C),
resfriada em dessecador até temperatura ambiente e pesada. A amostra
foi carbonizada em temperatura de 473 K (200 °C) e incinerada em
mufla a 823 K (550 °C) até eliminacdo completa do carvao. Em seguida
foi resfriada em dessecador até temperatura ambiente e pesada. As
operacdes de aquecimento e resfriamento foram repetidas até massa
constante. Para o célculo da porcentagem de cinzas (m-m™) foi utilizada
a Equacéo (17):

(%)= 100; N, (17)

onde P é a massa da amostra (g) e N a massa de cinzas (g).
4.2.3.5 Carboidratos totais

A analise de carboidratos foi realizada pelo método colorimétrico
fenol sulfurico (DUBOIS et al. 1956), no qual foram utilizados 0,50 mL
da solugdo com a amostra, 0,50 mL de solugdo aquosa de fenol a 5 %
(mv?) e 2,5 mL de H,SO,4. A mistura foi agitada e mantida em repouso
por 20 minutos e interrompida com banho de gelo. Ap6s o resfriamento
foram realizadas leituras a 490 nm em espectrofotbmetro (PG
Instruments Ltd. Modelo T90+UV/VIS). A curva padrdo utilizada foi
determinada com solucdo aquosa de glucose na faixa de concentracao de
O0a 100 pug-mL™. Os valores obtidos na leitura foram utilizados
para o calculos das concentrages correspondentes a partir da equagdo
da reta obtida.
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4.2.3.6 Aculcares redutores

O teor de agUcares redutores foi determinado pelo método
colorimétrico do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959).
Este método baseia-se na reacdo de oxidagdo do grupo aldeido presente
nos aclcares redutores, mediante reducdo do DNS em condigdes
alcalinas. Em um tubo de ensaio contendo 200 puL da solugdo com a
amostra foi adicionado 200 pL de reativo DNS. A mistura foi aquecida
em banho-maria a 373 K (100 °C) por 15 min, sendo, em seguida,
resfriada em banho de gelo até temperatura ambiente. Apo6s a
estabilizacdo da temperatura, foram adicionados 2 mL de 4gua destilada
e apos 15 min, foi realizada a leitura a 540 nm em espectrofotdmetro
(PG Instruments Ltd. modelo T90+UV/VIS). A curva padrdo foi
determinada com solugdo aquosa de glicose na faixa de concentracéo de
0 a 100 pg'mL™. Os valores obtidos na leitura foram utilizados para o
calculos das concentracfes correspondentes a partir da equacao da reta
obtida.

4.2.3.7 Fibra alimentar total (FAT)

A anadlise de FAT foi realizada seguindo o método enzimatico-
gravimétrico (AOAC n° 991.43, 1995). Foi pesado 1 g da amostra em
cadinho de vidro sinterizado preparado com celite, seco (quantificada a
umidade, para efeito do calculo final da fibra) e desengordurado
(quantificado o teor de gordura, pelo mesmo motivo). Foi adicionada
solucdo-tampdo MES-TRIS pH 8,2, para dispersar a amostra e incubada
com Termamyl 2X (o-amilase) em agitador a 368-373 K (95-100 °C)
por 35 min e apos resfriada até 333 K (60 °C). Foi adicionada a Alcalase
2.4 LFG (protease) e incubada em agitador a 333 K (60 °C) por 30 min.
O pH foi ajustado para 4,1-4,8. Apos foi adicionada AMG 300L
(amiloglicosidase) e incubada em agitador a 333 K (60 °C) por 30 min.
Em todas estas etapas a agitacdo foi continua. A mistura foi filtrada e o
precipitado obtido foi lavado com acetona e etanol, seco em estufa,
pesado e uma amostra foi encaminhada para anélise do teor de proteina
e outra para cinzas. A parte liquida obtida da filtragcdo sofre adicdo de
etanol para precipitar possiveis fibras solubilizadas. O residuo é
novamente filtrado e levado a estufa. Uma amostra do residuo seco foi
encaminhada a andlise de proteina e outra para anélise de cinzas. Para o
calculo da porcentagem de fibra alimentar foram utilizadas as Equagdes
(18) e (19):
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[
FAT =

{(M1+M2)}
2

x100, (18)

sendo R; e R, as massas dos residuos para amostra (mg), em duplicata;
P é a massa da proteina (mg), determinados no primeiro e segundo
residuos; C é a massa das cinzas (mg), determinados no primeiro e
segundo residuos; B é a massa do branco (mg) e M; e M, sdo as massas
iniciais das amostras (mg).

B:PB&+B&)
2

}—%_Cm .. (19)

onde BR; e BR; sdo 0s pesos dos residuos da determinacdo do branco
(mg), em duplicata; Pg e Cg sdo o0s pesos de proteina e cinzas,
respectivamente, determinados no primeiro e segundo residuos do
branco (mg).

4.2.3.8 Atividade antioxidante

O método é baseado na captura do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH) por antioxidantes (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER
e BERSET, 1995). Uma aliquota de 100 pL da amostra [0,1 % (m-v™)]
foi adicionada em 3,9 mL de solucdo de DPPH (0,06 mM). A mistura
foi agitada e armazenada na auséncia da luz a temperatura ambiente por
60 min e, em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia em 515 nm
em espectrofotdmetro (PG Instruments Ltd. modelo T90+UV/VIS). A
Equaco (20) foi utilizada para o calculo de DPPH sequestrado (%):

DPPrweunadd%ozﬁé%igﬁjxloa (20)

sendo A, a absorbancia da solugdo de DPPH e As a absorbancia da
amostra.
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4.2.3.9 Compostos fenolicos

A andlise de compostos fendlicos seguiu 0 método descrito por
Singleton e Rossi (1965), o qual utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau.
Foram pipetados 100 puL de solugdo com a amostra [0,1 % (m-v™Y)],
padrdo ou agua destilada (branco) em balGes volumétricos de 10 mL.
Em seguida, foram adicionados 7 mL de agua destilada ¢ 500 pL do
reagente de Folin-Ciocalteau. A mistura foi agitada e incubada por 5
min a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram adicionados 1,5
mL de solugdo de Na,CO3 20 %. O volume foi completado até 10 mL
com agua destilada, agitado e deixado em repouso por 2 h a temperatura
ambiente. A leitura foi realizada a 765 nm em espectrofotémetro (PG
Instruments Ltd. modelo T90+UV/VIS). A curva padrdo foi
determinada com écido gélico nas concentracdes de 0 a 1000 mg-L™. Os
valores obtidos na leitura foram utilizados para o calculos das
concentracdes correspondentes a partir da equacao da reta obtida.

4.2.3.10 Acidos urénicos

A dosagem de &cidos urdnicos foi realizada pelo método descrito
por Blumenkrantz e Asboe-hansen (1973). Em 200 uL de amostra
[0,05 % (mv?%)] foram adicionados 1200 pL de solugdo de
H,SOy/tetraborato de sédio 0,0125 M. A mistura foi aquecida em
"banho maria" por 5 min. Apos resfriar em banho de gelo foi adicionado
20 uL de m-hidroxibifenil [0,15 % (m-v'') em NaOH 0,5 % (m-v™)] e
agitado. Apo6s o resfriamento foram realizadas leituras a 520 nm em
espectrofotdbmetro (BEL Photonics). A curva padrdo utilizada foi
determinada com solugdo aquosa de &cido galacturbnico na faixa de
concentracdo de 0 a 100 pg'mL™. Os valores obtidos na leitura foram
utilizados para o calculos das concentracdes correspondentes a partir da
equacao da reta obtida.

4.2.3.11 Cromatografia em camada delgada (TLC)

A cromatografia em camada delgada (TLC - thin layer
chromatography) foi utilizada para verificar a composicdo
monossacaridica e presenca de acidos urbnicos. A andlise foi realizada
no Laboratério de Quimica de Carboidratos do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana.

A amostra (5 mg) foi hidrolisada com 1000 pL de &cido
trifluoroacético 1 M e apds analisada em placas de silica-gel 60G
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(Merck), com 10 cm de altura total (8 cm a partir da origem), utilizando
como fase movel a mistura de solventes acetato de etila:acido acético:
1-propanol:agua (4:2:2:1, v-v'*) (SASSAKI et al., 2008) e revelada com
orcinol-H,SO,4 (SKIPSKI, 1975). Os padrdes utilizados foram: P1
[ramnose e acido glucurbnico (Rha e GIcA)], P2 [arabinose e acido
galacturdnico (Ara e GalA)], P3 [galactose (Gal)] e P4 [glucose (Glc)].
Como os padroes tem tempo de migracdo diferente, é possivel utilizar
mais do que um no mesmo ponto.

4.2.3.12 Composicao monossacaridica e ligag@es glicosidicas

As derivatizagbes quimicas (hidrolise, metilagdo, reducdo e
acetilacdo) foram realizadas com principal intuito de analisar os
polissacarideos presente na amostra.

a) Hidrolise

A mucilagem preipitada (5 mg) foi hidrolisada com 1000 puL de
acido trifluoroacético 1 M por 16 h em estufa a 373 K (100 °C).
Decorrido o tempo de hidrdlise, a amostra foi centrifugada e o acido foi
eliminado por evaporacédo sob fluxo de N, a temperatura ambiente. Ap6s
foi adicionado 1000 pL de &gua destilada e neutralizada com solucédo de
amonia 25 %. Na Figura 7 estd mostrada a reacéo de hidrdlise.

Figura 7 - Reagdo de hidrolise.
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Fonte: desenvolvida pela autora.
b) Reducdo

O produto da hidrolise foi dissolvido em 300 pL de H,O e
reduzido com 1 mg de boroidreto de sédio (NaBH,4) a 100 °C over night.
Apos este periodo, a solucdo reduzida foi tratada com resina catidnica e
0 sobrenadante foi seco sob fluxo de N,. Em seguida, foi adicionado
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1000 pL de metanol e o boro foi coevaporado por 4 vezes (SASSAKI et
al., 2008). Na Figura 8 esta mostrada a reacdo de reducao.

Figura 8 - Reacgdo de reducdo.
H. _O

c” H.C—OH
H—C—OH n H—C—OH
HO—C—H redugiio HO—C—H
H—C—OH H—C—OH
H—C—OH H—clz—OH
H,C—OH H,C—OH

Fonte: desenvolvida pela autora.
¢) Acetilacdo

Os alditéis formados pela redugdo foram acetilados com 400 pL
de uma mistura de anidrido acético e piridina [1:1 (v-v')] & temperatura
ambiente por cerca de 18 h, formando os acetatos de alditois, os quais
foram extraidos com 500 puL de metanol. O metanol foi evaporado em
temperatura ambiente sob fluxo de N, (WOLFROM e THOMPSON,
19634, b). Na Figura 9 estd mostrada a reacdo de acetilacéo.

Figura 9 - Reacdo de acetilacéo.
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Fonte: desenvolvida pela autora.
d) Metilacdo

A mostra foi metilada pelo método de Ciucanu e Kerek (1984). A
amostra (5 mg) foi solubilizada em dimetilsulféxido (DMSO) (1 mL).
Um excesso de NaOH triturado e seco foi adicionado a solucdo, seguido
pela adicdo de iodeto de metila (CHsl) (1 mL), agitacdo vigorosa em
vortex por 1 h e repouso por 18 h em temperatura ambiente. A metilacéo
foi interrompida com adicdo de 1 mL de agua destilada e a solucdo
neutralizada com &cido acético. A amostra metilada foi dialisada



61

(membrana marca Spectra/Por MWCO 12-14 kDa) por 24 h e, entdo foi
rotaevaporado até completa remocéo da 4gua. O material foi hidrolisado
com &cido férmico 45 % (2 mL) a 373 K (100 °C) por 18 h, que em
sequida foi evaporado. O material hidrolisado foi neutralizado com
solucdo de amodnia 25 %, evaporado, reduzido com boroidreto de sédio
(NaBH,) e acetilado, de acordo com o método descrito acima. Os
acetatos de alditois parcialmente metilados foram analisados por CG-
EM e identificados pelos seus tempos de retencdo e perfis de
fragmentacéo obtidos por ionizacdo de elétrons (JANSSON et al., 1976;
SASSAKI et al., 2005). Na Figura 10 estd mostrado o esquema da
reacdo de metilacéo.

Figura 10 - Esquema que representa a reagdo de metilacéo.

OMe
OH
OH o OMe O\M
o \OH O OMe
B OMe
OH DMSO/NaOH/CH,| i) . OMe
—_—
on Me
o :
OH OMe
N_( MeO
L OH OMe

Fonte: desenvolvida pela autora.
e) Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Apo6s conversdo dos monossacarideos em seus respectivos
derivados volateis (acetatos de alditis e acetatos de alditois
parcialmente metilados), a amostra foi analisada em CG-EM
(cromatografo gasoso Varian (Palo Alto, USA), modelo 3800 e
espectrdmetro Varian, modelo Saturn 2000R). A detec¢do por massas
foi feita por ionizacéo eletronica (70 eV), com analisador do tipo lon
Trap. A coluna utilizada na separacdo dos componentes foi uma coluna
capilar DB-225-MS (J & W) (30 mx 0,25 mmx0,25 um); hélio (5.0
analitico) foi utilizado como gés de arraste a uma vazdo de 1 mL-min™.,
Durante a injecdo da amostra a temperatura do injetor foi de 523 K (250
°C) e a da coluna de 323 K (50 °C) a 503 K (230 °C) para os acetatos de
alditéis e 483 K (210 °C) para os acetatos de alditdis parcialmente
metilados, com aumento programado de 313 K'min™ (40
°C-min™") e mantida constante por 25 min. A anélise foi realizada no
Laboratorio de Quimica de Carboidratos do Departamento de
Bioguimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana.
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4.2.3.13 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

As amostras foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelno com transformada de Fourier (FTIR) em um
espectrofotdmetro FTIR (Shimadzu modelo IRP Prestige-21 com
detector DLATGS) na faixa espectral de 400 a 4000 cm™ e resolucdo de
2 cm™, por transmiss&o em pastilhas de KBr de 7 mm de diametro (200-
300 mg). A quantidade de amostra utilizada foi de 1 % em relacdo a
massa de KBr. A andlise foi realizada no Laboratério de Controle de
Processos do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina.

4.2.3.14 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN (HSQC Edited) foram obtidos em um
espectrometro Bruker, modelo Magneto Ascend Il1 HD, 600 MHz. A
amostra (30 mg) foi dissolvida em D,0 & temperatura de 303 K (30 °C)
e os deslocamentos quimicos do *H e *3C foram calibrados em relagéo
ao sinal do acido 2,2,3,3-tetradeutério-3-trimetilsililpropiénico (TMSP-
ds). A analise foi realizada no Centro de Ressonancia Magnética
Nuclear do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Parana.

4.2.3.15 Grupos funcionais

A determinacdo dos grupos funcionais da superficie seguiu o
método titulométrico de Boehm (BOEHM, 1994; BECK et al., 2002;
BOEHM, 2002; ZHAO et al.,, 2005), no qual 1 g de amostra foi
colocado em contato com 50 mL das seguintes soluc¢des: hidréxido de
sodio (NaOH 0,1 M), carbonato de sodio (Na,CO3 0,1 M), bicarbonato
de sodio (NaHCO; 0,1 M) e é&cido cloridrico (HCI 0,1 M). Os frascos
foram selados e agitados em shaker por 24 h. Ap6s este periodo, uma
aliquota de 10 mL foi filtrada, no qual o excesso de base ou &cido foi
titulado com solucdo de HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M, respectivamente. O
nimero de grupos acidos foi determinado usando a consideracdo de que
NaOH neutraliza grupos carboxila, lactonas e fendlicos, que 0 Na,CO3
neutraliza grupos carboxilicos e lactonas e que 0 NaHCO; neutraliza
somente 0s grupos carboxilicos. O numero de sitios basicos foi
calculado, com base na quantidade de HCI que reagiu com a amostra.
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Todas as analises quimicas foram realizadas em duplicata.

4.2.4 Analises fisicas
4.2.4.1 Andlise termogravimétrica (TG/DTG)

Para a realizacdo da analise termogravimétrica foram utilizadas
cerca de 5 - 10 mg de amostra, as quais foram colocadas em cadinho de
platina e analisadas em equipamento Netzsch STA modelo 449 F3
Jupiter com faixa de temperatura de 298 a 973 K (25 a 700 °C), com
taxa de aquecimento de 283 K:min™ (10 °C-min™) e vazéo de nitrogénio
de 20 mL-min". A anélise foi realizada no Laborat6rio de Controle
de Processos do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina.

4.2.4.2 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As imagens microscopicas foram obtidas utilizando o
microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-6390LV convencional
com filamento de tungsténio do Laboratdrio Central de Microscopia
Eletronica (LCME) da UFSC. As amostras foram recobertas de ouro
(sputtering). A granulometria da amostra foi padronizada em 150 pm.

4.2.4.3 Caracterizagdo textural

A érea superficial foi determinada pela da isoterma de adsorcao-
dessorcdo de nitrogénio a 77 K (196 °C) utilizando um analisador
Quantachrome Instruments — Autosorb-1, o qual calcula a area
superficial pelo modelo matematico BET (BRUNAUER, EMMETT e
TELLER, 1938). A andlise foi realizada na Central de Andlises do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina.

4.2.4.4 Ponto isoelétrico (pl)

O método proposto por Ferro-Garcia et al. (1998) foi utilizado na
determinacdo do ponto isoelétrico, pl. Em em frascos Erlenmeyer foram
adicionados 50 mL de solucdo de cloreto de sédio (NaCl 0,01 M) e
ajustado o pH com solugdo de acido cloridrico (HCI 0,1 M) ou
hidréxido de sédio (NaOH 0,1 M) para se obter valores de pH entre 1 e
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12. Em seguida, 0,10 g de mucilagem precipitada reticulada foi
adicionada em cada frasco e estes foram agitados em shaker a
temperatura ambiente por 24 h. Ap6s esse periodo, o pH de equilibrio
foi medido. A analise foi realizada em duplicata.

4.2.4.5 Tenséo superficial

A tensdo superficial das amostras foi determinada usando um
gonidmetro (Raamé-Hart Inst. Co. modelo 250-F1) pelo método da gota
pendente (PICHOT, DELAIR e ELAISSARI, 1997). Soluc¢Ges aquosas
da fracdo soltvel da mucilagem liofilizada nas concentracdes variando
de 0,1 a 1,0 gL foram suspensas em tubo capilar. A partir da gota que
se forma no capilar, registrada por uma camera digital, foi determinada a
tensdo superficial. A anélise foi realizada em duplicata, no Laboratério
de Controle de Processos do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina.

4.2.4.6 Reologia

Para analise do comportamento do fluido foi preparada uma
solucdo aquosa de mucilagem prcipitada na concentragdo de 1,6 gL™, a
qual foi deixada em agitacdo constante e temperatura ambiente por 24 h.
As leituras da viscosidade aparente foram realizadas na faixa de
velocidade de 10 a 100 rpm na temperatura de 297 K (24 °C) em um
viscosimetro Thermo Haake ViscoTester 6L da Central de Andlises do
Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina.

4.2.5 Atividade antimicrobiana

O método utilizado para a analise antimicrobiana foi o de difusdo
em disco (NCCLS, 2003). Foram utilizados microrganismos com
potencial de desenvolvimento em alimentos, sendo uma espécie Gram-
positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923) e outra Gram-negativa
(Escherichia coli ATCC 25992), adquiridas da Fundacdo Osvaldo Cruz
(Fiocruz), Rio de Janeiro. A anlise foi realizada no Laboratdrio de
Biotecnologia do Instituto Federal Catarinense — Campus Concordia/SC.
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a) Ativacdo das cepas

As cepas foram mantidas a 253 K (-20 °C) e, durante 0s ensaios,
repicadas a cada 15 dias para tubos contendo agar triptose de soja (TSA)
mantidos a 269 K (4 °C). As culturas em TSA foram posteriormente
repicadas para agar sangue e incubadas a 308 K (35 °C) por 12-18 h a
fim de se verificar a morfologia das colbnias e a pureza da cultura. A
partir destas placas, tomou-se de 3 a 5 col6nias isoladas e transferiu-se
para o caldo triptose de soja (TSB), incubado a 308 K (35 °C) por2 a6
h, a fim de obter-se uma cultura em crescimento ativo.

b) Preparacgdo do in6culo

O indculo foi preparado a partir da cultura ativa de cada espécie,
diluida em solucdo salina 0,9 g100 mL™ a uma concentragdo de
aproximadamente 10’ UFC-mL™ e comparado com a escala 0,5 de
McFarland, verificada espectrofotometricamente a 625 nm e
denominada de suspensao bacteriana.

¢) Inoculagdo e incubacéo dos microrganismos

A suspensdo contendo a cultura ja preparada e diluida em
10" UFC-mL™ foi utilizada para inocular placas de Petri contendo &gar
Mueller-Hinton  (Oxoid-USA), utilizando-se swab estéril por
estriamento. O agente ativo foi testado quanto a atividade
antimicrobiana através do método de disco-difusdo (NCCLS, 2003.
Foram aplicados 25 uL da solucdo teste contendo 300 mgkg™ de
metabissulfito de potassio (MBSK) em discos de papel filtro estéreis
Whatmann 3, de 9 mm de diametro e 250 g-m™ de gramatura. Os discos
foram depositados sobre as placas inoculadas que foram incubadas a
309 K (36 °C) por 18-24 h. Antibidticos comerciais como a ampicilina
(10 pg-disco™) e o cloranfenicol (30 pg-disco™) foram usados
como controle positivo.

4.2.6 Avaliagdo dos processos de adsorcao/dessor¢ao

Nos testes de adsorcdo da papaina, foram utilizadas 1,5 g de
mucilagem de {'aracatié reticulada para 50 mL da solucdo de papaina
04 % (mwv"), & temperatura ambiente e sob agitacdo. O
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acompanhamento da cinética foi realizado em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 280 nm.

Apo6s os testes iniciais, foi desenvolvido um planejamento
experimental fatorial completo 23 com triplicata no ponto central (Tabela
5), tendo como variaveis a temperatura, o0 pH e a concentracdo de
papaina. Os niveis das variaveis em estudo sdo mostrado na Tabela 6. A
analise dos resultados foi realizada utilizando o software Statistica®.

Tabela 5 - Planejamento fatorial completo 2°com triplicata no ponto central.

Ensaio Temperatura pH Concentragéo de
(K/°C) papaina (%)
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Para cada condicdo foi mantido fixo o tempo de adsor¢do em
30 min, dado este obtido a partir dos resultados da cinética de adsor¢éo,
e a resposta obtida para o planejamento experimental foi a concentracéo
de papaina adsorvida (q).

Tabela 6 - Niveis dos fatores utilizados para os testes de adsorc¢ao da papaina.

Nivel Temperatura pH Concentragdo de
(K/°C) papaina (%)
-1 311/38 5,0 0,2
0 323/50 6,5 0,3
1 335/62 8,0 0,4

A faixa de estudo do pH e da temperatura foi delimitada a estes
valores devido a sensibilidade da papaina e possivel desnaturacéo
proteica. A concentracdo de papaina maxima que se conseguiu
solubilizar foi de 0,4 % (m'v™"), devido a pouca solubilidade em agua da
papaina pura (Vetec).
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A dessorcdo seguiu 0 método utilizado por Teixeira-Sa et al.
(2009), o qual utiliza solugdo tampéo acetato de sodio 0,1 M, pH 2,6,
sendo que apds o processo de adsorcdo, foi retirada toda a solucéo de
papaina em contato com o adsorvente. Ao mesmo foi adicionado
volume igual de solucdo tampédo e mantido sob agitacao.

A avaliacdo da quantidade adsorvida e recuperada de papaina foi
realizada através da dosagem de proteinas pelo método de Lowry (1951)
no sobrenadante.






5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como a amostra era escassa, devido a dificuldade de obtencéo
dos frutos pela sazonalidade e pelo plantiu reduzido, as andlises de
caracterizacdo ndo foram realizadas igualmente para todas as amostras
(mucilagem liofilizada, mucilagem precipitada, mucilagem reticulada
com &cido citrico e mucilagem reticulada com epicloridrina) e as
repeticdes das analises em alguns casos nado foi realizada. Sendo assim,
0s resultados estdo expostos de acordo com a analise realizada.

5.1 RENDIMENTO
O rendimento foi avaliado em cada etapa do processo de
obtencdo dos adsorventes e para isso foi considerada a massa inicial e

final de amostra (Tabela 7).

Tabela 7 - Avaliacio do rendimento em cada etapa do processo.

Amostra Etapa/Processo Rendimento (%0)
Fruto Polpa com as sementes 66,66 + 2,48
Casca 33,34+ 2,48
Mucilagem bruta Mucilagem liofilizada 6,0 £ 2,86
Fracionamento 1,19 + 0,66
Mucilagem Mucilagem reticulada com 37,93+2751
precipitada epicloridrina
Mucilagem reticulada com 70,47 £ 12,21
acido citrico

Fonte: desenvolvida pela autora.

Para avaliagdo do rendimento foram utilizadas, em cada batelada,
300 g de jaracatias. Depois de descascados, a massa total da polpa com
as sementes foi de aproximadamente 200 g e de cascas 100 g,
apresentando.

Apobs o fracionamento da mucilagem bruta verificou-se baixo
rendimento, porém, quando se trata de produtos naturais este valor é
aceitavel, pois a constituicdo vegetal gira em torno de, pelo menos, 85 %
de 4gua no material “in natura”.

O valor encontrado na reticulagdo indica que parte da mucilagem
ndo foi reticulada. Rendimentos maiores podem ser possiveis se as
condicdes de operagdo para a reticulacdo forem otimizadas.
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5.2 ANALISES QUIMICAS

Na Tabela 8 sdo mostrados os resultados obtidos da composicdo
proximal da mucilagem de jaracatia liofilizada e da precipitada.

Tabela 8 - Composicdo proximal, atividade antioxidante e compostos fendlicos
da mucilagem liofilizada (ML) e da mucilagem precipitada (MP) em base seca.

Componente ML MP
Cinzas (%) 10,14 £ 0,03 10,94 +£ 0,32
Fibra alimentar (%) 551+0,11 n.a.*
Carboidratos (%) 37,52 + 1,96 15,23 £ 0,36
Acucares redutores (%) 16,49 + 1,52 Tracos
Proteina (%) 16,04 £ 1,83 19,17+ 1,44
Lipidios (%) 3,66 £ 0,50 Tracos

Compostos fenolicos (mg-100 g'1 173,19 + 3,97 14,95 + 6,66
EAG)
Atividade antioxidante (% DPPH 27,46 £1,30 1,70 £0,26
sequestrado)
*nao analisado
DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; EAG: equivalente em &cido gélico
Fonte: desenvolvida pela autora.

Observa-se, assim, um fracionamento da mucilagem apos o
processo de precipitacdo, onde houve uma separagdo dos compostos de
alta massa e ligados. Mudanca significativa no teor de carboidratos pode
ser explicada pela auséncia de agucares redutores neste material, pois os
mesmos nao sdo precipitaveis por alcool. Ainda assim, observa-se uma
diferenca de cerca de 22 % entre a mucilagem liofilizada e a mucilagem
precipitada, as quais podem ser atribuidas a sacarideos ndo redutores de
baixa massa molar. Por outro lado, proteinas de alta massa molar e
cinzas, provavelmente ligadas a estes polimeros, sdo sensiveis a
desidratacdo do meio, sendo detectadas no produto obtido por
precipitacdo alcodlica.

A mucilagem liofilizada apresentou teor de compostos fenélicos e
atividade antioxidante importantes e mais altas em relagdo & mucilagem
precipitada. Podemos observer que em relagdo ao teor de compostos
fendlicos houve uma reducdo acentuada apés a precipitacdo com etanol,
a qual pode estar relacionado com a extracdo dos mesmos pelo solvente.
De acordo com Simdes et al. (2007) os compostos fendlicos séo
soliveis em solventes polares. No entanto, de acordo com a
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classificacdo adotada por Melo et al. (2008) para extratos de frutas,
considera-se a acdo antioxidante como forte quando tem-se sequestro de
DPPH acima de 70 %, como moderada quando se encontra entre 50
e 70 % e abaixo de 50 % considera-se uma agéo fraca. Assim, pode-se
afirmar que a mucilagem liofilizada e a mucilagem precipitada
mostraram fraca acdo antioxidante. Como referéncia, acido ascdrbico,
utilizado como agente antioxidante, apresenta capacidade antioxidante
préxima a 100 % (MELO et al., 2008).

Outros frutos como acerola, conhecida por acentuada propriedade
antioxidante, apresenta 2.193,40 + 21,97 mg-100 g* de compostos
fenolicos (expressos em equivalente de catequina) e elevada atividade
antioxidante, com sequestro DPPH superior a 90 %; o abacaxi apresenta
78,79 + 6,63 mg-100 g™ de compostos fenélicos e em torno de 40 % de
atividade antioxidante (MELO et al., 2008).

Vérios compostos com agdo antioxidante fazem parte da
constituicdo de vegetais, em especial das frutas, dentre os quais pode-se
citar o acido ascorbico, carotendides e polifendis. Tais compostos
variam em funcdo do tipo vegetal, variedade e grau de maturacdo, bem
como das condicdes climaticas e de cultivo (LEONG e SHUI, 2002).

Provavelmente a atividade antioxidante deve estar relacionada aos
compostos fenolicos, pois quando avalia-se os resultados (Tabela 9)
observa-se que quando o teor de compostos fendlicos reduz na
mucilagem precipitada (MP) a atividade antioxidante também reduz.

5.2.1 Grupos funcionais

Os grupos funcionais da mucilagem liofilizada, da mucilagem
precipitada, da mucilagem reticulada com epicloridrina e da mucilagem
reticulada com acido citrico foram analisados por espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e somente
a mucilagem reticulada com 4cido citrico foi analisada também através
do método titulométrico.

a) FTIR

A andlise dos grupos funcionais presentes na mucilagem
liofilizada e na mucilagem precipitada foi realizada para caracterizar o
material. Os espectros na regido do infravermelho obtidos da mucilagem
de jaracatia liofilizada e da precipitada sdo mostrados na Figura 11.

A regido de 3600-3000 cm™ representa os grupos OH e NH. A
umidade normalmente é responsavel por picos nessa regido, sendo que a
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mucilagem liofilizada apresentou 2,91 £ 0,49 % e a precipitada 7,15 +
0,14 % de umidade. A diferenca na forma desta banda pode estar
associada a presenca de residuo de alcool utilizado na precipitacéo.

Analisando os espectros verifica-se um aumento na intensidade
das bandas na faixa de absorcdo de 2900-2800 cm™ as quais sdo
atribuidas as vibragdes simétricas e assimétricas do grupamento C-H de
metila e metilenos provenientes das unidades dos monossacarideos
(SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2006; TAVARES et al.,
2011) e também pode decorrer do residuo de alcool.

Figura 11 - Espectros de FTIR da mucilagem liofilizada (ML) e da mucilagem
precipitada (MP).
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Fonte: desenvolvida pela autora.

O aumento da banda em 1725 cm?, pode estar associado ao
estiramento de grupos carbonila (C=0) de 4cido carboxilico
(BARBOSA, 2007) ou éster (ABU-ILAIWI et al., 2004) os quais
correspondem aos acidos urdnicos; este aumento evidencia a
concentracao destes compostos com o processo de precipitacao.

A banda em 1630 cm™ é conhecida como banda de amida I, que
ocorre devido ao estiramento (C=0) de grupos peptidicos (OSIRO et al.,
2000); a leve diminuicdo observada, provavelmente se deve a
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desnaturacdo das proteinas presentes na mucilagem ou a saturagdo do
alcool.

Uma pequena reducéo da banda em 1420 cm™, a qual pode ser
atribuida as deformagdes simétricas dos grupos C-H e C-OH (WANG e
SOMASUNDARAN, 2006) sdo associadas aos agucares redutores.

Em 1240 cm™ observa-se uma banda de estiramento de grupos
C-O que confirma a presenca de grupos OH de fenol (BARBOSA,
2007); estes podem ser provenientes de compostos variados, como
acidos fendlicos, derivados de cumarina, pigmentos hidrossollveis,
ligninas, taninos ou ainda podem fazer parte de proteinas, alcaldides e
terpendides (SIMOES et al., 2007). Esta mesma banda em 1240 cm™
pode ser de amida Il — grupos acetil pertencentes aos agucares
aminados (BOUHEDJA et al., 1997; PRABU e NATARAJAN, 2012)
ou de C-O de ésteres (BARBOSA, 2007).

A banda intensa em 1050 cm™ pode ser atribuida ao estiramento
do anel piranosidico pertencente a aclcares do tipo Glcp, Rhap, Galp,
Arap e GalpA. Absorcdes caracteristicas também foram observadas na
faixa de 897 a 890 cm™ as quais indicam as configuragdes o e B das
unidades de actcar (CAI, GU e TANG, 2008).

Os espectros na regido do infravermelho obtidos da mucilagem
de jaracatia reticulada com epicloridrina e 4cido citrico sdo mostrados na
Figura 12.

Apos a reticulacdo da mucilagem precipitada pode-se verificar
algumas mudancas no espectro quando comparado com o da mucilagem
precipitada.

Com o uso do é4cido citrico a banda em 1730 cm™ teve um
aumento acentuado, indicando o estiramento de grupos carbonila (C=0)
de &cido carboxilico (BARBOSA, 2007) ou de éster (ABU-ILAIWI et
al., 2004), confirmando, assim, que a reacdo de reticulagcdo ocorre por
esterificacdo. J4 a banda em 1630 cm™ teve uma pequena reducéo,
podendo esta ter ocorrido devido a desnaturagéo proteica.

Na reticulacdo com epicloridrina a banda em 1730 cm™
caracteristica do estiramento de grupos carbonila (C=0) de acido
carboxilico (BARBOSA, 2007) ou de grupos carbonila (C=0) de éster
(ABU-ILAIWI et al., 2004) e a banda de estiramento do grupo C-O de
ésteres, em 1240 cm™ ndo foram visualizadas. A banda em 1630 cm™
apresentou uma pequena reducdo, podendo esta ter ocorrido devido a
desnaturacéo proteica. A reducéo da banda em 1420 cm™ e a banda em
1040 cm™ podem estar associadas 4 reticulagao.
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Figura 12 - Espectros de FTIR da mucilagem precipitada (MP), da mucilagem
reticulada com acido citrico (MP-AC) e da mucilagem reticulada com
epicloridrina (MP-ECH).
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Fonte: desenvolvida pela autora.

b) Método titulométrico

De acordo com os testes de adsorcdo, foi verificada maior
guantidade adsorvida de papaina com a utilizacdo na mucilagem
reticulada com acido citrico. Por esta razdo foi realizada a andlise
somente deste material. Na Tabela 9 sdo mostrados os valores obtidos

na analise dos grupos funcionais da mucilagem reticulada com é&cido
citrico.

Tabela 9 - Grupos funcionais da mucilagem reticulada com &cido citrico.

Grupo funcional Concentracio (mEqg-g’)
Baésicos ND*
Acidos Carboxilicos 0,05
Lactonas 0,02
Fendlicos 0,01

* ndo detectado pelo método
Fonte: desenvolvida pela autora.
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A partir da andlise dos grupos funcionais o grupo em maior
concentracdo foi dos é&cidos, que engloba os é&cidos carboxilicos,
lactonas e fendlicos (Tabela 9). Entdo, de acordo com esse resultado,
juntamente com do ponto isoelétrico (Fig. 16b), pode-se dizer que
guando a mucilagem reticulada com acido citrico for utilizada para a
adsorcdo em meio com pH acima de 3,91, a superficie estara
desprotonada e negativamente carregada exercendo atragdo preferencial
sobre cations.

O FTIR também corrobora com esse resultado dos acidos
carboxilicos e lactonas pela presenca da banda caracteristica acentuada
em 1730 cm™, assim como o0s grupos fen6licos em 1240 cm™ (Fig. 12).

5.2.2 Composicdo monossacaridica

A Figura 13 apresenta o resultado obtido por cromatografia em
camada delgada (TLC) da mucilagem precipitada. Os padr@es utilizados
foram: P1 [ramnose e &cido glucurdnico (Rha e GIcA)], P2 [arabinose e
acido galacturdnico (Ara e GalA)], P3 [galactose (Gal)] e P4 [glucose
(Glc)], os quais possuem migraces diferentes, permitindo, assim, a
possivel identificagdo dos monossacarideos presentes na mucilagem
precipitada (A).
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Figura 13 - Cromatografia em camada delgada (TLC) da mucilagem
precipitada.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

A cromatografia em camada delgada foi realizada,
principalmente, para verificar a presenca de agUcares &cidos, pois apenas
nesta analise consegue-se verificar a presenca de acidos urénicos. Ja os
acucares neutros sao analisados e quantificados por CG-EM.

A anélise indicou a presenga de arabinose (Ara), ramnose (Rha),
galactose (Gal), glucose (Glc) e acido galacturénico (GalA) (Fig. 13).

Esse resultado evidencia a presenca de pectina, abundante em
frutos, a qual é quimicamente constituida de polimeros do A&cido
galacturénico (GalA) e 6- O-Me-GalA, podendo apresentar
intercalacOes de ramnose (Rha) e ramificagdes contendo galactose (Gal),
arabinose (Ara) ou xilose (Xyl) (SCHNEEMAN, 1986; BRUNETON,
1993).

Os derivados acetatos de alditois analisados por meio de CG-EM
mostraram a presenca de Rha, Ara, Xyl, Gal e Glc como componentes
monossacaridicos da mucilagem precipitada (Tabela 10).
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Tabela 10 - Composigdo monossacaridica da mucilagem precipitada.

Monossacarideo %
Rha 15,94
Ara 2,55
Xyl 2,76
Man 2,26
Gal 52,62
Glc 5,96

Acidos urdnicos* 17,91

* Equivalente em GalA, determinado por método espectrofotométrico
Fonte: desenvolvida pela autora.

O GalA foi o Unico monossacarideo acido (acido urdnico)
identificado por cromatografia em camada delgada (Fig. 13). Os
monossacarideos neutros majoritarios encontrados na mucilagem
precipitada sdo a Gal, Rha, Glc e GalA (Tabela 10), o que pode sugerir a
presenca de ramnogalacturonanas. Ramnogalacturonanas tipo | e 1l sdo
constituintes da pectina. Esses polissacarideos sdo formados por longas
sequéncias de acido a-D-poligalacturdnico, descontinuadas por unidades
de a-L-Rhap (CARPITA e GIBEATU, 1993).

A mucilagem possui composi¢do monossacaridica muito variada,
a qual depende da matéria prima vegetal utilizada para a extracdo. Esta
mesma analise, para a mucilagem de Opuntia ficus indica (GINESTRA
et al., 2009) mostrou a presenca de fucose (Fuc), arabinose (Ara), xilose
(Xyl), manose (Man), galactose (Gal), glucose (Glc) e é&cido
galacturénico (GalA). A mucilagem de Opuntia milpa alta tem como
acucares neutros Rha, Ara, Xyl, Man, Glc e Gal (CAIl, GU e TANG,
2008) e a de inhame (Dioscorea batatas) apresentou principalmente,
Man, Glc e Gal (LIU et al., 2008).

5.2.3 Analise do polissacarideo

Os acetatos de alditois parcialmente metilados da mucilagem
precipitada (Tabela 11) mostram 2,6 % de arabinofuranose (Araf) com
terminal ndo redutor, pela presenca de 2,3,5-O-Me3-Ara e 4,6 % de
arabinofuranose (Arap) com terminal ndo redutor pela presenca de
2,3,4-0O-Me3-Ara. Galactopiranose (Galp) com terminal ndo redutor
também foi identificado pela presenca de 2,3,4,6-O-Me4-Gal (21,5 %).
Outros derivados metilados também estdo presentes na mucilagem
precipitada: 3,4-O-Me2-Rha (10,0 %), 2,3-O-Me2-Ara (3,8 %), 3-O-
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Me-Rha (4,7 %), 2,3,6-O-Me3-Gal (40,6 %), 2,3,4-O-Me3-Gal (6,0 %)
e 2,3-0-Me2-Gal (6,3 %).

Tabela 11 - Acetatos de alditéis parcialmente metilados presentes na mucilagem
precipitada (MP).

Derivado metilado Ligacéo MP (%)
2,3,5-O-Me3-Ara Terminal ndo 2,6
redutor
2,3,4-O-Me3-Ara Terminal ndo 4.6
redutor
3,4-O-Me2-Rha —2 10,0
2,3-O-Me2-Ara —4 ou —5 3,8
2,3,4,6-O-Me4-Gal Terminal ndo 21,5
redutor
3-0-Me-Rha —2e(—4o0ub) 47
2,3,6-0-Me3-Gal —4 40,6
2,3,4-0-Me3-Gal —6 6,0
2,3-0-Me2-Gal —4 e —6 6,3

Fonte: desenvolvida pela autora.

Arabinogalactanas do tipo | e do tipo Il sdo classificadas de
acordo com sua cadeia principal. As primeiras tém uma cadeia principal
formada por unidades de [-D-Galp (1—4)-ligadas, geralmente
associadas a ramnogalacturonanas tipo I, enquanto as Gltimas tém uma
cadeia principal constituida por unidades de B-D-Galp (1—3)-ligadas,
substituida por cadeias laterais de a-D-Galp (1—6)-ligadas (CARPITA e
GIBEAUT, 1993). A presenca de arabinogalactana do tipo | foi
confirmada pela grande quantidade do derivado metilado 2,3,6-O-Me3-
Gal (—4)-ligado (40,6 %).

A cadeia principal de ramnogalacturonanas é muitas vezes
substituida por cadeias laterais de arabinanas, galactanas ou
arabinogalactanas. Unidades terminais ndo redutoras de arabinose e
cadeias de a-L-Araf O-3 e/ou O-5 substituidas estdo presentes em ambos
os tipos de arabinogalactanas (CARPITA e GIBEAUT, 1993). O
derivado metilado 2,3-O-Me2-Gal (—4 e —6)-ligadas confirma essa
presenca.

As principais classes estruturais dos polissacarideos pécticos
sdo: homogalacturonana, xilogalacturonana, ramnogalacturonana tipos |
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e 1l, arabinana, galactana e arabinogalactanas tipos | e 1l (CARPITA e
McCANN, 2000).

A mucilagem precipitada foi solubilizada em agua deuterada
(D,0) e a amostra ndo solubilizou totalmente, por isso o espectro RMN
representa somente o material solivel. Na Figura 14 é mostrado o
espectro RMN-"C\'H (HSQC-ED) geral, no qual pode-se apontar
regides caracteristicas, ou seja, regido 1 (insaturagGes caracteristicas de
aminoacidos aromaticos), regido 2 (caracteristica de carboidratos) e
regido 3 (caracteristica de proteinas), os sinais pretos representam CH e
CHjse sinais vermelhos representam CHs.

Figura 14 - Espectro RMN-"C\'H (HSQC-ED) da mucilagem precipitada.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

As principais unidades dos carboidratos presentes na mucilagem
precipitada estdo apresentados na Figura 15a e b aonde sdo mostrado 0s
espectros  RMN-SC\'H (HSQC-ED). Sendo que o0s principais
deslocamentos quimicos (8) estdo indicados por numeros, 0S quais
sugerem a presenca de unidades do o-D-GalpA com deslocamento
quimico em & 100,07/4,97 (C-1/H-1) [1]. A presenca de pectina foi
confirmada pela detecgdo de unidades do o-D-GalpA(1—4)-ligadas,
com sinal caracteristico em & 78,81/4,47 (C-4/H-4) [2] e a confirmacéo
ocorre pela presenga de outros sinais de unidades do GalpA em &
67,55/3,80 (C-2/H-2) [3], & 69,00/3,99 (C-3/H-3) [4] e
70,41/5,09 (C-5/H-5) [5] (CIPRIANI et al., 2004; OVODOVA et al.,
2009; POPQV et al., 2011).
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Os sinais do HSQC-ED em & 99,22/5,12 (C-1/H-1) [9],
6 76,61/4,01 (C-2/H-2) [10] e 16,44/1,30 (C-6/H-6) [17] representam
unidades de o-L-Rhap (1—2)-ligadas de uma ramnogalacturonana
(RENARD et al., 1998). O sinal em & 52,68/3,81 [6] é do metil éster
(-CO,CHz) de unidades do GalpA e que usualmente sdo de
ramnogalacturonanas do tipo I. Porém, o sinal em 6 70,6/5,16 (C-5/H-5)
[7] sugere também a presenca de unidades de GalpA ndo esterificado
(RENARD et al., 1998; OVODOVA et al., 2009; POPOV et al., 2011).
Quando as unidades de GalpA estdo substituidas em O-2, o sinal de
GalpA (C-2/H-2) aparece em & 76,7/3,46 [8].

Grupos acetil também podem estar presentes nas
ramnogalacturonanas, frequentemente como substituintes de O-2 ou O-3
das unidades de GalpA (LEROUGE et al., 1993; POPOV et al., 2011).
Quando ocorre essa substituicdo, os deslocamentos quimicos do C-2/H-
2 e C-3/H-3 das unidades de 6-O-Me-GalpA aparecem sobrepostos ao
sinal § 70,6/5,16 (C-5/H-5) [7] (POPQV et al., 2011). Um sinal tipico de
CHg; dos grupos acetil esta presente em 6 20,43/2,12 [18]. Sendo assim,
estes grupos podem sim estar presentes no polissacarideo. A mucilagem
de jaracatia é, portanto, composta por uma porcao de arabinogalactanas
do tipo 11, provavelmente ligada a uma ramnogalacturonana.

O espectro de HSQC-ED contém os sinais 6 104,17/4,64
(C-1/H-1) [11] e 8 74,41/3,72 (C-4/H-4) [12] compativeis com unidades
de B-D-Galp (1—4)-ligadas e, em & 81,4/422 (C-3/H-3) [13] de
unidades de [—3,6)-p-D-Galp-(1—] e em & 72,7/3,71 (C-3/H-3) [14] de
unidades de B-D-Galp O-6 substituidas (CARPITA e GIBEAUT, 1993).
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Figura 15 - Espectro RMN-"C\'H (HSQC-ED) da mucilagem precipitada na
regido caracteristica de carboidratos.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Arabinose é frequentemente encontrada como um componente
ligado ao C-6 da B-D-Galp, aparecendo como unidades terminais ou
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formando cadeias ligadas O-3 ou O-5 (CARPITA e GIBEAUT, 1993).
O espectro HSQC-ED apresenta sinais tipicos de unidades de a-L-Araf
(1—5)-ligadas em & 107,34/5,10 (C-1/H-1) [15] e 6 67,75/3,73 (C-5/H-
5) [16] (DELGOBO et al., 1998).

5.3 ANALISES FiSICAS
5.3.1 Analise térmica

As curvas das analises termogravimétricas (TG) e suas derivadas
(DTG) obtidas para a mucilagem de jaracatia liofilizada e precipitada

sdo mostradas na Figura 16.

Figura 16 - Curvas da TG/DTG para a mucilagem liofilizada [ML (a)] e a
mucilagem precipitada [MP (b)].
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Fonte: desenvolvida pela autora.

De acordo com a Figura 16a e b foi possivel obter as perdas de
massa em funcdo da temperatura para a mucilagem liofilizada e para a
mucilagem precipitada, ambas em base seca (Tabela 12).

Em relacdo a estabilidade térmica pode-se observar que, tanto a
mucilagem liofilizada como a precipitada tiveram comportamento
idéntico, e que a primeira perda de massa, em torno de 20 %, ocorre
entre 273-523 K (0-250 °C), a qual pode ser atribuida a perda dos
compostos volateis, grande parte correspondendo a evaporacdo de agua
contida na mucilagem (KITTUR et al., 2002; TAVARES et al., 2011;
SUN et al., 2011). As perdas de massa subsequentes de 30 % [523-673
K (250 a 400 °C)] e 50 % [acima de 673 K (400 °C)] atribuidas a
degradacdo e posteriormente, pela completa decomposicdo do material
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(ZOHURIAAN e SHOKROLAHI, 2004; TAVARES et al., 2011).
Sendo assim, em relacdo a estabilidade térmica, a utilizacdo da
mucilagem liofilizada e da precipitada se torna inviavel a temperaturas
acima de 523 K (250 °C), ou seja, processos que ocorram acima desta
temperatura podem levar a degradacdo e descaracterizacdo do
biopolimero, fazendo com que este perca suas aplicabilidades e
propriedades funcionais.

Tabela 12 - Perda de massa em funcdo da temperatura para a mucilagem
liofilizada (ML) e para a mucilagem precipitada (MP).

Amostra Faixa de temperatura Perda de massa

(K/°C) (%)

ML 273-523/0-250 20
523-673 / 250-400 30

673-973 / 400-700 50

MP 273-523/0-250 20
523-673 / 250-400 30

673-973 / 400-700 50

Fonte: desenvolvida pela autora.

Pode-se concluir que, de acordo com os termogramas (Fig. 16a e
b), os resultados encontrados indicam que as impurezas presentes na
mucilagem liofilizada ndo afetam o comportamento térmico do material
e que, portanto, dependendo do uso ndo ha necessidade de purificacdo
adicional ao extrato bruto obtido.

5.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As caracteristicas morfoldgicas da mucilagem precipitada, da
mucilagem reticulada com &cido citrico e da mucilagem reticulada com
epicloridrina foram avaliadas por microscopia eletrdnica de varredura.
As micrografias obtidas com ampliagdes de 50-2000 vezes estdo
apresentadas nas Figuras 17 a 19.

Observou-se na micrografia da mucilagem precipitada (Fig. 17)
que a morfologia apresenta auséncia de poros, estrutura densa, irregular
e rugosa. Devido a padronizacdo da granulometria, as particulas da
amostra apresentam tamanho uniforme. Para as mucilagens reticuladas
com éacido citrico (Fig. 18) e com epicloridrina (Fig. 19) a mesma
morfologia foi observada.
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Figura 17 - Micrografias da mucilagem precipitada.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Como a mucilagem precipitada ndo apresentou porosidade a
reticulagdo pouco influenciou neste aspecto. Mas uma desvantagem dos
adsorventes (mucilagem reticulada com 4cido citrico e com
epicloridrina, Fig. 18 e 19, respectivamente) é que ndo sendo porosos
apresentam baixa &rea superficial e assim, adsorcdo limitada. A area
superficial estd diretemante relacionada com o tamanho e a quantidade
dos poros, pois quanto menos poros o material tiver menor a quantidade
de sitios ativos.
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Figura 18 - Micrografias da mucilagem reticulada com acido citrico.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Figura 19 - Micrografias da mucilagem reticulada com epicloridrina.
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Fonte: desenvolvida pela autora.
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A reticulagdo constitui-se em um método de transformacdo de
polimeros que reduz a porosidade do material obtido e, assim, a
permeabilidade a 4gua e a difuséo de possiveis substancias aprisionadas
nas redes poliméricas formadas (OREFICE, PEREIRA e MANSUR,
2006; CANEVAROLDO, 2007).

5.3.3 Caracterizacgao textural

A andlise da area superficial (BET) foi realizada e o resultado
mostrou que a mucilagem reticulada com &cido citrico ndo adsorveu o
nitrogénio. Por isso ndo foi possivel obter o grafico da isotérma de
adsorcdo. Sendo assim, ndo é porosa, 0 que pode ser evidenciado pela
analise morfoldgica (Fig. 18).

5.3.4 Ponto isoelétrico (pl)
Na Figura 20a e b sdo mostrados 0s pontos experimentais obtidos
para a mucilagem liofilizada e para a papaina com indica¢do do ponto

isoelétrico (pl).

Figura 20 - Resultados experimentais obtidos na determinagdo do ponto
isoelétrico da mucilagem liofilizada (a) e da papaina (b).

5 o 34 O
o /
s 21 O E 29 o
c
= T
T 24 pI= 5,90 D/ o _
: ~ R pl=0647
= 14 O .z
° d 2 o
S =) d = o
= J :g. 0 |
i \\3 .
2 B—n
T T T T T T _1 T T T T T
2 4 6 8 10 12 2 4 8 8 10 12
pH inicial pH inicial
a) b)

Fonte: desenvolvida pela autora.

A superficie da mucilagem liofilizada (Fig. 20a), em meio com
pH abaixo do pl (5,90) e até pH 2,0, atraird preferencialmente anions
por estar protonada apresentando carga liquida positiva. De maneira
oposta, acima de pH 5,90 e até pH 12,0, a superficie da mucilagem
liofilizada encontra-se desprotonada e negativamente carregada,
exercendo atracdo preferencial sobre cations. Para a solucdo de papaina
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(Fig. 20b), comportamento semelhante foi observado em relacdo a carga
superficial, visto que, o pl obtido foi de 6,47.

Na Figura 2la e b sdo mostrados 0s pontos experimentais
utilizados na obtencdo do ponto isoelétrico (pl) da mucilagem reticulada
com epicloridrina e da mucilagem reticulada com &cido citrico,
respectivamente.

Figura 21 - Resultados experimentais obtidos na determinacdo do ponto
isoelétrico (pl) da mucilagem reticulada com epicloridrina (a) e da mucialgem
reticulada com é&cido citrico (b).
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Para a solucdo de mucilagem reticulada com epicloridrina (Fig.
21a), em pH abaixo de 9,38 e até pH 2,0 a superficie atraird
preferencialmente anions por estar protonada e carregada positivamente.
De maneira oposta, acima de pH 9,38 e até pH 12,0 a superficie da
mucilagem encontra-se desprotonada e negativamente carregada,
exercendo atracdo preferencial sobre cations.

Ja para a solucdo da mucilagem reticulada com acido citrico (Fig.
21b), em pH abaixo de 3,91 e até pH 2,0, a superficie atraird
preferencialmente anions por estar protonada e carregada positivamente.
De maneira oposta, acima de pH 3,91 a até pH 12,0, a superficie da
mucilagem encontra-se desprotonada e negativamente carregada,
exercendo atragdo preferencial sobre cations.

Essa diferenca no ponto isoelétrico das mucilagens reticuladas é
devido ao método de reticulacdo utilizado, pois o método que utiliza
epicloridrina requer meio reacional bésico e o método que utiliza &cido
citrico requer meio reacional acido.

Quando avalia-se o ponto isoelétrico da papaina e das mucilagens
reticuladas, pode-se verificar que a adsorcéo ocorrera de forma diferente
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nas mucilagens reticuladas de acordo com as cargas da superficie das
mesmas. Se considerarmos que a solucdo de papaina tem pH em torno
de 7, que é proximo ao pl, com isso a papaina terd carga
aproximadamente neutra. Entdo quando utiliza-se a mucilagem
reticulada com epicloridrina a adsorcdo vai ocorrer preferencialmente
nos grupos carboxilicos (COOH) pois o pl é 9,38 e na mucilagem
reticulada com acido citrico  (pl = 3,91) nos grupos amina (NH,) da
proteina, de acordo com a carga superficial.

Fujimoto et al. (2002) e Yu et al. (2009a) estudaram a adsor¢do
de proteinas em diferentes superficies e observaram que quanto mais
préximo o pH do ponto isoelétrico (pl) da proteina, melhor a adsorcéo,
pois nesta situacdo o adsorvente estard com alta densidade de carga,
enquanto que o adsorbato apresentara carga total zero, o que diminui sua
solubilidade e favorece a adsor¢do. Quanto mais afastado do pl mais
produzird repulséo elétrica e alterard a conformac&o da proteina, embora
0s resultados mostram o elevado volume de proteina adsorvida na
superficie.

5.3.5 Tensao superficial

A curva com os dados experimentais obtidos na analise de tenséo
superficial da &gua com o uso da mucilagem liofilizada estad mostrada na
Figura 22.

Figura 22 - Curva com os dados da andlise de tensdo superficial da agua com o
uso da mucilagem liofilizada na temperatura de 293 K (20 °C).
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As concentragdes de mucilagem liofilizada variaram de 0,1 a
2,0 gL (0,01-0,2 %). A tensdo superficial da 4gua reduziu de 75 para
60 mN-m™ nas diferentes concentracdes utilizadas. Observou-se que um
aumento da concentracdo de mucilagem liofilizada provoca uma
diminuicdo da tensdo superficial das solucdes (Fig. 22). Isso ocorre
devido ao fato de que as solugdes que possuem capacidade de reter agua
provocam um aumento da viscosidade da solucéo, e como consequéncia,
diminuem a tensdo superficial da agua (MUNOZ et al., 2007). Essa
caracteristica se deve aos grupos hidrofilicos presentes na estrutura na
mucilagem (GARTI, SLAVIN, e ASERIN, 1999).

Estudos mostram que a maioria das gomas promovem diminuicao
da tensdo suPerficiaI limitada, atingindo normalmente valores entre
45-65 mN'm™~ (SHOTTON e WIBBERLEY, 1959; PRUD'HOMME e
LONG, 1983; DEA e MADDEN, 1986). A goma tragacante reduz a
tensdo superficial para 53 mN-m™ em concentracdes de até 0,25 %
(MOREIRA et al., 2012). A goma extraida de sementes de Acacia
tortuosa na concentracdo de 0,5 % (m/v) reduziu para 42,9 mN-m™
(MURNOZ et al., 2007), a goma arabica (0,5 %) para 46,9 mN-m™, a
9oma guar (0,5 %) para 55,2 mN-m™, a pectina (0,5 %) para 53,6 mN-m’

(HUANG, KAKUDA e CUI, 2001). A pectina modificada
enzimaticamente na concentragio de 0,5 % reduz para 55 mN-m™
(LUTZ et al., 2009). A goma extraida da Portulaca oleracea L. na
concentracdo de 0,6 % para 47 mN m™ (GARTI, SLAVIN e ASERIN,
1999).

A capacidade de alterar as propriedades superficiais de um
liquido, no presente caso, reduzir a tensdo superficial, é caracteristica de
um tensoativo. Os tensoativos, também conhecidos como surfactantes,
possuem diversas aplicagbes industriais, tais como detergéncia,
emulsificacdo, lubrificacdo e capacidade espumante. A maior utilizacdo
dos surfactantes se concentra na industria de produtos de limpeza
(sabdes e detergentes), na indUstria de cosméticos e produtos de higiene
(NITSCHKE e PASTORE, 2002).

5.3.6 Reologia

Os dados obtidos na avaliagdo do comportamento reolégico da
solucdo de mucilagem precipitada estdo apresentados na Figura 23.

Quanto maior a tensdo aplicada, maior serd a ordenagdo e,
consequentemente, a viscosidade aparente serd menor (Fig. 23). Sendo
assim, identifica-se 0 comportamento nao-newtoniano (pseudoplastico)
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(HOLDSWORTH, 1971), ou seja, a viscosidade varia conforme o grau
de deformacdo aplicado. Mesmo comportamento foi observado para a
goma xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000), goma do cajueiro e
goma arabica (MOTHE e RAO, 1999).

Figura 23 - Dados da avaliagdo do comportamento do fluido.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Vaérias substancias como emulsdes, suspensdes ou dispersdes de
alta importancia técnica e comercial sdo liquidos pseudoplasticos.
Algumas situacdes em que essa caracteristica ¢ fundamental sdo: nos
processos de mistura ou na injecdo de polimeros fundidos no molde; no
bombeamento de produtos farmacéuticos; na pulverizagdo de tintas em
forma spray ou vaporizadas em uma parede e na expulsdo de pastas de
dente ou cremes faciais de suas embalagens (SCHRAMM, 2006).

5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Na Figura 24 sdo mostradas as imagens obtidas da anélise
antimicrobiana da mucilagem liofilizada pura e em solucgéo a 5 %, pode-
se observar que a mucilagem liofilizada em solugéo aquosa a 5 % (m'v’
) ndo possui efeito antimicrobiano para o0s microrganismos
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli (Gram-
negativa) (Fig. 24a e b), uma vez que ndo se vé a formacéo de halos. Por



91

outro lado, a mucilagem liofilizada pura mostra efeito antimicrobiano
mais acentuado frente a Staphylococcus aureus do que para Escherichia
coli, o que pode ser visualizado no tamanho dos halos formados (Fig.
24c e d).

Figura 24 - Antibiograma da mucilagem liofilizada pura e em solucéo a 5 %.

Mucilagem liofilizada em solucdo aquosa a 5 % (a) Gram-positiva e (b) Gram-
negativa.

Mucilagem liofilizada pura (c) Gram-positiva e (d) Gram-negativa.

Fonte: desenvolvida pela autora.

O didmetro da zona de inibicdo foi medido em milimetros e a
inibicdo pode ser classificada em forte (>18 mm), moderada (14-18 mm)
ou fraca (10-13,9 mm) (CAROVIC-STANKO et al., 2010). A
mucilagem liofilizada mostrou um efeito antimicrobiano fraco, com halo
em torno de 11 mm para Gram-positiva e 5 mm para a Gram-negativa.
Sendo levemente ativa, a mucilagem liofilizada tem acdo fraca em
relacdo ao Staphylococcus aureus, microrganismo patogénico.

A atividade antimicrobiana leve (Fig. 24) assim como a atividade
antioxidante pode estar relacionada a contribuicdo dos compostos
fendlicos, de acordo com os resultados observados (Tabela 8).
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5.5 AVALIAGAO DO PROCESSO DE ADSORGCAO

Na Figura 25 sdo mostrada as fases que envolvem a reticulaco,
ou seja, a aparéncia da mucilagem até a obtengdo da mucilagem
reticulada com &cido citrico para uso como adsorvente.

Figura 25 - Aparéncia da amostra durante as fases da reticulacdo: (a) mucilagem
precipitada e seca; (b) mucilagem ap6s a reticulagdo com 4cido citrico; (c)
durante a lavagem e (d) apds seca e desintegrada.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Como pode ser observado (Fig. 25¢) a mucilagem reticulada com
acido citrico quando em contato com a agua ela absorve e incha, mesmo
comportamento é observado para a mucilagem precipitada.
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5.5.1 Cinéticas de adsorcéo

O tempo necessario para o sistema atingir o equilibrio foi
determinado pelo estudo da cinética de adsor¢éo. Os dados obtidos nos
testes preliminares utilizando a mucilagem reticulada como adsorvente
estdo na Figura 26 e Tabela 13. Os valores da quantidade adsorvida (q)
foram obtidos pela medida da absorbancia em 280 nm para cada tempo e
a solucdo de papaina, para os dois testes, apresentou pH em torno de 7,0.

Figura 26 - Cinética de adsor¢éo da papaina.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Nestes ensaios, quando se avalia a adsorgdo, observa-se uma
velocidade de adsor¢do maior com a utilizacdo da mucilagem reticulada
com 4cido citrico do que com a mucilagem reticulada com epicloridrina.
O tempo de equilibrio alcan¢ado para a mucilagem reticulada com &cido
citrico foi de 30 min, enquanto que para a mucilagem reticulada com
epicloridrina foi de 60 min (Fig. 26 e Tabela 13). No entanto, no tempo
final da adsorcdo, valores préximos foram obtidos para os dois
adsorventes avaliados.
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Tabela 13 - Dados preliminares obtidos na adsorcdo de papaina utilizando as
mucilagens reticuladas com &cido citrico (MP-AC) e com epicloridrina (MP-
ECH) como adsorventes.

MP-ECH MP-AC
Tempo  concentragéo Quantidade Concentragio Quantidade
(min) adsorvida adsorvida

(mgmL™)  (mgg’) (%) (mgmL?)  (mgg’) (%)

0 4,0 0 0 4,0 0 0
15 1,54 1,03 38,58 2,06 137 5131
30 2,06 1,37 51,31 2,29 1,53 57,30
45 2,08 1,39 52,06 23 153 5731
60 2,23 1,49 55,80 2,26 1,51 56,55
75 2,19 1,46 54,68 224 149 5580

Fonte: desenvolvida pela autora.

Com isso, foi possivel observar que a mucilagem reticulada com
epicloridrina pode ser utilizada em processos de separacdo de proteinas,
mas a mucilagem reticulada com &cido citrico, além de apresentar um
maior rendimento, em torno de 50 % a mais, apresentou uma cinética de
adsorcao mais rapida, se tornando, assim, um processo mais promissor.

Outro fator importante a ser considerado é a substituicdo da
epicloridrina por éacido citrico, o qual é um agente reticulante atéxico. O
processo mostrou ser viavel e satisfatorio, ndo interferindo no processo
de reticulagcdo nem na adsorcéo.

A modelagem cinética foi realizada para avaliar o mecanismo
cinético que controla o processo de adsorcao da papaina. Foram testados
0s modelos de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem, e 0s
pardmetros cinéticos obtidos para cada modelo para a mucilagem
reticulada com acido citrico (MP-AC) e a mucilagem reticulada com
epicloridrina (MP-ECH), estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Pardmetros cinéticos para a adsor¢do de papaina.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem
Adsorvente Ki 01 R K, g2 R
(min)  (mgg™) (gmg'min?)  (mgg?)
MP-AC 0,01 0,04 -0,2915 -1,42 1,52 0,8876
MP-ECH 0,04 0,64 0,8924 0,59 1,63 0,9943

Fonte: desenvolvida pela autora.
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O modelo que melhor correlacionou os dados cinéticos foi o de
pseudo-segunda ordem (R = 0,8876 e 0,9943). Além disso, observou-se
na Tabela 14 que este modelo forneceu um valor de quantidade
adsorvida calculada de 1,52 mg'g™ para a mucilagem reticulada com
4cido citrico e 1,63 mgg" para a mucilagem reticulada com
epicloridrina, os quais mostraram boa concordancia com os valores
experimentais (1,53 mg-g™ e 1,49 mg-g™ no tempo de equilibrio, 60 e 30
min respectivamente, Tabela 13).

A quantidade de papaina adsorvida (2,67 mg-g™) foi inferior &
adsorvida para outros materiais citados na literatura, isto de deve ao fato
de que a papaina mostrou ser pouco solivel em meio aquoso [0,4 %
(m-v'™")] ndo se conseguindo com isso concentraco inicial maior.

Benhura e Mavhudzi (1995) utilizaram a mucilagem de ruredzo
(Dicerocaryum zanguebarium) reticulada com epicloridrina para
purificar a poligalacturonase extraida do tomate. Com a mudanca
quimica do biomaterial durante a reticulagdo obteram uma capacidade
de adsorcdo de 5,2 mg-g™.

Teixeira-S4 et al. (2009) purificaram a lectina utilizando
polissacarideos reticulados com epicloridrina, ambos extraidos da
semente de Mucuna sloanei. Com isso, a capacidade de adsorcdo da
lectina foi de 5,4 mg-g™.

Testes cinéticos de recuperacdo da papaina também foram
realizados. A papaina dessorveu totalmente quando a mucilagem
reticulada com &cido citrico foi lavada com a solugdo tampdo acetato
0,1 M pH 2,6 (Tabela 15), sugerindo, assim, que o adsorvente pode ser
recuperado e reutilizado em um novo ciclo e a papaina, quando a mesma
estiver em uma matriz heterogénea pode facilmente ser adsorvida,
dessorvida e purificada.

Tabela 15 - Teste de recuperagdo da papaina.

Tempo Quantidade adsorvida Dessorgao
(min) (mg.g™") (%)
0 1,87 0
5 tracos 99,99
10 tracos 99,99

Fonte: desenvolvida pela autora.

A literatura reporta que a dessorcdo de albumina de soro bovino
(BSA) foi investigada. Boonsongrit et al. (2008) estudaram a dessor¢do
com agua destilada, em solucdo tampao com pH fisioldgico (pH 7,4) e
em solucdo tampéo fosfato (pH 7,4) com diferentes concentragdes de
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fosfato. Em &gua destilada a dessorgdo foi baixissima; em solucéo
tampdo pH fisiolégico o BSA foi dessorvido rapidamente; na solucéo
tampdo fosfato também ocorreu uma réapida dessorcéao e a quantidade de
BSA dessorvida foi proporcional a concentracéo de fosfato.

5.5.2 Isotermas de adsorgao

As isotermas foram realizadas e os pontos experimentais obtidos
em 298 e 323 K (25 e 50 °C) estdo na Figura 27.

Figura 27 - Isotermas experimentais de adsorgdo da papaina.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

As isotermas apresentaram comportamento linear para a faixa de
concentracdo estudada (Fig. 27), classificanda como uma isoterma do
tipo C (“‘constant partition’’), que possui um inicio linear indicando que
0 ndmero de sitios ativos é constante (GILES et al., 1960).

Os modelos de Langmuir, Freundlich e Temkin foram
empregados para interpretar os dados experimentais. A partir do ajuste
linear das curvas obtidas foi verificado que o modelo de Freundlich na
sua forma linear logaritmica ajustada, com o uso do software ORIGIN®,
foi que melhor se adequou (R = 1,0000 e 0,99989). Na Tabela 16 séo
mostrados 0s parametros de ajuste para 0 modelo de Freundlich
utilizado para descrever as isotermas.
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Tabela 16 - Pardmetros de ajuste do modelo de Freundlich.

Adsorvente  Temperatura Ke Ng R
(K/°C) (mg-g™)
MP-AC 298 /25 0,05 1,01 1,00000
323/50 0,05 1,0 0,99989

Fonte: desenvolvida pela autora.

O modelo ¢ favoravel quando 1<n<10 (NAMANE et al., 2005).
Se n for igual a 1, tem-se uma isoterma do tipo C (HINZ, 2001). Ao
obedecer ao modelo de Freundlich, a adsor¢do se da pela formacéo de
multicamada (FREUNDLICH, 1906). O processo de adsorcdo €
influenciado pela heterogeneidade da superficie do adsorvente, ou seja,
existem sitios com energias adsortivas diferentes (RUTHVEN, 1984;
COONEY, 1999).

O modelo de Freundlich é comumente utilizado para
representacdo empirica da adsorcdo de compostos organicos em
superficies heterogéneas (BORISOVER, REDDY e GRABER, 2001,
FERREIRA et al., 2002; YU et al., 2009b).

5.5.3 Planejamento experimental

Os testes de adsorcdo foram realizados somente com a
mucilagem reticulada com &cido citrico, tendo em vista a adsor¢do
equivalente e a menor toxicidade do processo. Na Tabela 17 séo
mostrados os resultados de adsorcdo de papaina (q), obtidos para o
planejamento experimental aplicado.

Tabela 17 - Concentragdo de papaina adsorvida pela mucilagem reticulada com
acido citrico nas diferentes condicfes de operacao.

Ensaio Temperatura pH Concentracao de q
(K7°C) papaina [% (mv')]  (mgg”)
1 311/38(-1) 5,0(-1) 0,2(-1) 1,13
2 335/62(1) 5,0(-1) 0,2(-1) 0,95
3 311/38(-1) 8,0(1) 0,2(-1) 0,56
4 335/62(1) 8,0(1) 0,2(-1) 0,54
5 311/38(-1) 5,0(-1) 0,4(1) 2,18
6 335/62(1) 5,0(-1) 0,4(1) 1,74
7 311/38(-1) 8,0(1) 0,4(1) 0,59
8 335/62(1) 8,0(1) 0,4(1) 0,46
9 323/50(0) 6,5(0) 0,3(0) 2,21
10 323/50(0) 6,5(0) 0,3(0) 2,36
11 323/50(0) 6,5(0) 0,3(0) 2,26

Fonte: desenvolvida pela autora.
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Para a andlise dos resultados foi utilizado um modelo de segundo
grau. A andlise de variancia para a quantidade adsorvida, a 5 % de
significancia, esta mostrada na Tabela 18.

Tabela 18 - Analise de variancia (ANOVA).

Soma Graus de Média F F
Quadratica Liberdade Quadratica calc tab
Regresséo 2,818675 6 0,469779 0,674385 2,85
Residuos 9,752452 14 0,696604
Falta ajuste 3,466889 4 0,866722  1,378909 3,48
Erro puro 6,285564 10 0,628556
Total 6,285564

Fonte: desenvolvida pela autora.

Tanto o modelo de regressdo gerado como a falta de ajuste ndo
foram significativos (p < 0,05) pois 0 Feaculado TOi Mmenor que 0 Fipelado-
Sendo assim 0 modelo ndo é considerado valido para fins preditivos,
pois as variaveis ndo foram significativas em relacdo a concentragdo de
papaina adsorvida (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

Os resultados obtidos no planejamento de experimentos e a
andlise da influéncia das varidveis sdo aplicados apenas dentro do
intervalo de estudo. Nenhuma das varidveis apresentou efeito
significativo. Todos os fatores mostram valores do nivel p<0,05. Estes
foram considerados no modelo, o qual é dado pela Equacéo (21):

Y =1,36—0,097X, —0,48X, +0,22X 5 + 0,059X, X, —
0,046X,X; —0,24X, X, (21)

onde Y é a quantidade de papaina adsorvida, X; é a temperatura, X, é 0
pH, X3 é a concentracdo de papaina; com coeficiente de correlacio de
R=10,44844.

Como o modelo linear ndo foi adequado para representar os
dados experimentais, utilizou-se de um modelo de segundo grau
considerando a curvatura. A anélise de variancia para a concentra¢éo
adsorvida, a 5 % de significancia, estd mostrada na Tabela 19.
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Tabela 19 - Anélise de varidncia (ANOVA) considerando a curvatura.

Soma Graus de Média F F
Quadratica  Liberdade = Quadratica calc tab
Curvatura 3,452409 1 3,452409
Regressdo 6,271084 7 0,895869 185,6189 8,89
Residuos 0,014479 3 0,004826
Falta 0,002812 1 0,002812 0,482143 18,51
ajuste
Erro puro 0,011667 2 0,005833
Total 6,285564
R =0,9977

Fonte: desenvolvida pela autora.

O modelo de regressdo com curvatura gerado foi significativo
(p<0,05): encontrou-se um valor de Feacuiado = 185,6189 muito maior que
0 Frapelado = 8,89, e a falta de ajuste ndo foi significativa (Fearculado =
0,482143 < Figpelado = 18,51). Sendo assim o modelo é considerado
adequado para fins preditivos, mostrando que as variaveis consideradas
para descricdo do fendmeno influenciam significativamente na
concentracdo de papaina adsorvida (CALADO e MONTGOMERY,
2003).

A influéncia das varidveis ¢ mostrada no Diagrama de Pareto
(Figura 28). Os principais efeitos encontrados referem-se ao pH e a
concentracdo de papaina, enquanto que a temperatura ndo foi
significativa. Significativa, também, foi a interacdo de segunda ordem
entre o pH e a concentracdo de papaina. Os fatores significativos
apresentam valores do nivel p < 0,05. Estes foram considerados no
modelo reduzido considerando a curvatura, que é dado pela Equagdo
(22):

Y =1019-0,481X, +0,224X,; —0,236X, X5, (22)

com coeficiente de determinacdo encontrado foi de R = 0,9977 e a
curvatura encontrada de 1,258.
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Figura 28 - Diagrama de Pareto considerando a curvatura.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Na Figura 29 é mostrada a superficie de resposta obtida para a

guantidade de papaina adsorvida, q, em funcdo dos fatores pH e

concentracdo inicial de papaina, onde é possivel a visualizacdo da
curvatura.

Figura 29 - Superficie de resposta do modelo considerando a curvatura.

30

Fonte: desenvolvida pela autora.
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A concordancia dos valores preditos e dos observados para o
modelo que considera a curvatura nos pontos centrais estdo apresentados
na Figura 30.

Figura 30 - Valores preditos versus observados.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

A curvatura atua no ajuste do modelo apenas sobre o ponto
central, como pode ser visto na Tabela 20.

Tabela 20 - Dados experimentais e preditos pelo modelo considerando ou néo a
curvatura.

Ensaio Dados Modelo
experimentais  Sem curvatura  Com curvatura
1 1,13 1,15 2,85
2 0,95 0,93 2,78
3 0,56 0,54 1,80
4 0,54 0,56 1,72
5 2,18 2,16 2,83
6 1,74 1,76 2,75
7 0,59 0,61 1,77
8 0,46 0,44 1,70
9 2,21 1,02 2,28
10 2,36 1,02 2,28
11 2,26 1,02 2,28

Fonte: desenvolvida pela autora.
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A curvatura serve para ajustar o modelo as respostas que estdo
muito distantes do ponto central. Ao ser aplicada a todos os niveis do
modelo, promove uma falta de ajuste nos demais pontos que néo o (0,0).
Por outro lado, o0 modelo simples ajusta-se muito bem aos pontos (-1,1),
sem curvatura, como pode ser visto na Tabela 20.

A significancia curvatura reflete a importancia da aplicacdo de
um modelo com termos quadraticos, 0 que, teoricamente, geraria uma
superficie passivel de ser otimizada. No entanto, a falta de material para
elaboracdo de um novo planejamento impediu a ampliagdo daquele
apresentado aqui.



6. CONCLUSAO

Com base na caracterizagdo realizada e nos testes de adsorcdo
pode-se concluir que a mucilagem de jaracatia [Carica quercifolia (A.
St.-Hil) Hieron] pode ser utilizada como adsorvente de papaina e
também:

e A mucilagem do jaracatiA mostrou ser composta por
heteropolimeros e apresenta em sua constituicdo uma mistura
monossacaridica de Rha, Ara, Xyl, Man, Gal, Glc e GalA. O
polissacarideo majoritario € uma arabinogalactana do tipo I.

e E um material pouco conhecido e, devido & multiplicidade de
grupos funcionais, supde-se que seja suficientemente reativo e
gue pode, portanto, ligar-se a diversos componentes como
fendis e proteinas.

e Sua resisténcia térmica permite que seja facilmente manipulado
até temperaturas de 250 °C sem modifica¢bes quimicas.

e Embora tenha atividade antioxidante e antimicrobiana, as
mesmas ndo sdo notiveis a ponto deste material poder ser
considerado como ativo nestas areas.

e Seu melhor aproveitamento seria na area quimica, com
associacdo a outros compostos para obtencdo de novos
materiais como, por exemplo, na adsorcdo para purificacdo de
proteinas ou na obtencdo de filmes.

e O 4cido citrico mostrou ser um bom agente reticulante para este
componente e a MP reticulada com &cido citrico, além de
apresentar um rendimento maior, em torno de 50 %, apresentou
uma cinética de adsorcdo mais réapida, se tornando, assim, um
processo mais promissor.

e Através da determinacdo do ponto isoelétrico foi possivel
observar que a utilizacdo dos métodos de reticulagdo aqui
empregados levaram a materiais com caracteristicas diferentes,
promovendo adsorcado através de grupos funcionais distintos da
proteina, variando de acordo com o reticulante empregado. No
entanto, a quantidade adsorvida foi semelhante devido ao
equilibrio dos grupos funcionais acidos e basicos da proteina
utilizada.






7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e testar a extracdo a quente da mucilagem;

e testar a substituicio da filtragdo com malha de poliéster pelo
uso da ultra centrifuga;

e testar a precipitagdo com outros solventes;

e avancar nos estudos sobre a composi¢do quimica da
mucilagem;
incluir arabinogalactanas e pectinas na reticulacao;

e obter filmes comestiveis;

e retirar o catalisador da reticulagdo, pois é o Unico componente
toxico que pode deixar residuo;

e estudar as variaveis que podem influenciar no processo de
reticulagdo para melhorar o rendimento, fazer pontos axiais do
planejamento

o verificar a reprodutibilidade dos resultados de adsorcéo;

e testar outras proteinas;
avaliar se a proteina mantém as suas caracteristicas apds a
dessorcao.
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