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RESUMO

A goma de acacia, também conhecida como goma arabica, € um polissacarideo
obtido a partir dos exsudatos do tronco das arvores de acacia principalmente das
espécies Acacia senegal e Acacia seyal, sendo os paises africanos os maiores
produtores. No Brasil é plantada para fins comerciais outra espécie do género
Acacia, a Acacia mearnsii De Wild, conhecida popularmente como acacia negra,
visando principalmente a extracdo de tanino e a obtencdo de carvao vegetal. A
goma exsudada destas arvores ainda ndo é aproveitada comercialmente. No
presente trabalho realizou-se um estudo fisico-quimico da goma de acacia negra
(GNF) comparativamente com uma goma de acacia comercial (GAC) pelas técnicas
de tensiometria, fluorimetria e espalhamento de raios-X a baixo a&ngulo (SAXS).
Verificou-se que a GNF apresenta menores valores de concentragdo de adsorgéo
critica (CAC) e concentracdo micelar critica (CMC) e uma melhor capacidade
emulsificante do que a GAC. Na presenga de sais em solugdo, observou-se uma
maior capacidade de agregacgéo para ambas as amostras, resultando em uma maior
area molecular e um maior valor de raio de giro (Rg). Estas diferengcas das
propriedades observadas para as duas amostras (GAC e GNF) estéo, possivelmente
relacionadas, com as diferengas observadas na composicdo monossacaridica, teor
proteico, massa molar ponderal média (M, ) e grau de polidispersdo entre as
amostras analisadas, sendo que a GNF apresentou um maior teor proteico, e um
menor de acidos urbnicos do que a GAC. Visando agregar valor a goma de acacia
obtida de plantacdes brasileiras e potencializar a utilizacdo da celulose bacteriana,
um biopolimero muito utilizado em membranas curativas para o tratamento de
feridas e queimaduras, prospectou-se o desenvolvimento de um compdsito formado
a partir da adsorgao da goma de acacia em membranas de celulose bacteriana por
um meétodo bastante simples. Observou-se que foi possivel promover a adsor¢ao da
goma sobre a celulose bacteriana e que este processo é reversivel.

Palavras-chave: goma de acacia, celulose bacteriana, compdsitos, emulsificagao.



ABSTRACT

Acacia gum, also known as arabic gum, is a polysaccharide obtained from the
exudates of Acacia trees, mainly from A. senegal e A. seyal species, being the Africa
countries the major manufacturers. In Brazil, acacia trees are grown for commercial
uses, where it is commonly known as black wattle (acacia negra), for extraction of
tannin from their bark and charcoal production. The exudates are not commercially
exploited yet. In the present work, some physico-chemical properties of black wattle
(GNF) were determined and compared to the properties of a commercial arabic gum
(GAC) by tensiometry, fluorimetry and small angle X-ray diffraction (SAXS). The
analysis showed that the critical adsorption concentration (CAC) and critical micelle
concentration (CMC) values for the GNF are lower than for the GAC, moreover the
emulsifying properties of the GNF were better than the obtained for the GAC. At salt
solutions, both samples were more aggregated, resulting in lower values of molecular
area and radius of gyration (Rg). These differences are possibly due to differences in
their monosaccharide composition, protein content and molar weight (M,,). GNF has
higher emulsifying capacity and aggregates at lower concentrations. Aiming at
aggregating net value to the acacia gum obtained from Brazilian trees and improving
the use of bacterial cellulose (CB), a biopolymer currently widely employed for
biomedical applications, as for example the healing of injured burnt skin, we have
prepared a biocomposite from acacia gum and bacterial cellulose through a very
simple method. We have observed that acacia gum has efficiently adsorbed into de
CB surface and that the process is reversible.

Key words: gum acacia, bacterial cellulose, composites, emulsification.
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1 INTRODUGAO

1.1 MOTIVAGCAO

Polissacarideos obtidos a partir de diversas fontes naturais (plantas,
microorganismos, algas) tém sido amplamente utilizados na industria, principalmente
nas areas alimenticia, farmacéutica e cosmética, além de movimentarem inumeros
trabalhos de pesquisa, envolvendo desde processos de extragao, identificagdo e
caracterizagdo até o estudo de propriedades, atividades biologicas e aplicagdes
(YANG e ZHANG, 2009; WANG et al., 2006; GERENTE et al., 2000).

Um exemplo s&o as gomas exsudadas de plantas, como a goma de acacia,
mais conhecida como goma ardbica, cujas primeiras aplicagdes datam cerca de
4000 anos atras, a qual era usada pelos egipcios no processo de mumificagdo
(GLICKSMAN e SAND, 1973; WHISTLER, 1993). Também ha relatos da sua
utiizagdo como espessante em pigmentos e em aplicagdes sobre escoriagboes
superficiais, ulceras, queimaduras, entre outros para aliviar a irritacdo (CAIUS e
RADHA, 1942, citado por SANCHEZ et al., 2002).

Posteriormente, a goma de acacia passou a ser amplamente utilizada na
industria alimenticia, principalmente na area de confeitaria, sendo incorporada em
inumeros produtos. Um exemplo classico € na produgdo de balas e gomas de
mascar, prevenindo a cristalizacdo da sacarose, como encapsulante de aromas e
como agente de revestimento e estabilizante de pigmentos (IMESON, 1992, citado
por VERBEKEN, DIERCKX e DEWETTINCK, 2003). Também ¢é utilizada em
caramelos como agente emulsificante para manter uma distribuicdo uniforme da
gordura por todo o produto e evitar o seu acumulo na superficie (WHISTLER, 1993).
Na area de bebidas a goma de acacia € amplamente utilizada como estabilizante e
emulsificante de oleos flavorizantes na fabricagdo de refrigerantes devido a sua
estabilidade em condigdbes acidas e alta solubilidade (WHISTLER, 1993;
VERBEKEN, DIERCKX e DEWETTINCK, 2003).

Na industria farmacéutica também possui inumeras aplicagcbes atuando

principalmente como emulsificante, agente suspensor e agente demulcente para
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disfarcar sabores desagradaveis de medicamentos (WHISTLER, 1993; BUFFO,
REINECCIUS e OEHLERT, 2001; VERBEKEN, DIERCKX e DEWETTINCK, 2003).
Na area cosmética é utilizada como estabilizante em logdes e cremes, melhorando a
sua textura e facilitando o espalhamento sobre a pele. Em outras areas pode-se citar
0 seu uso como emulsificante para tintas e pigmentos em geral (WHISTLER, 1993).

Devido a sua grande utilizacdo na industria, ha também uma grande
demanda de goma de acacia como matéria-prima. Segundo dados da Secretaria de
Comércio Exterior do Brasil (SECEX), a taxa de importagado de goma arabica no pais
tem aumentado, passando de cerca de 780 toneladas no ano 2000 para
aproximadamente 1.360 toneladas no ano de 2011, correspondendo a um custo de
aproximadamente US$ 5,8 milhdes (ALICEWEB).

A quantidade total de goma de acacia exportada no mundo, em 2008, foi
estimada em 60.000 toneladas. Atualmente, estima-se uma capacidade de produgao
anual em torno de 30.000 a 40.000 toneladas, sendo os paises africanos Sudao e
Nigéria os maiores produtores e exportadores da goma arabica, obtidas
principalmente a partir das espécies Acacia senegal e Acacia seyal (GUM ARABIC,
2012).

No Brasil, é cultivada outra espécie do género Acacia, a espécie Acacia
mearnsii De Wild, conhecida como acacia-negra. Ela é plantada principalmente no
estado do Rio Grande do Sul, para fins comerciais, visando a produgao de tanino a
partir da casca, e celulose, aglomerados e energia na forma de carvao vegetal a
partir da madeira (HIGA e DEDECEK, 1999; CALDEIRA et al., 2002 e 2004). Além
disso, pode-se também obter a goma que é exsudada do tronco e dos galhos da
arvore de acacia-negra durante todo o seu periodo de crescimento, porém, esta nao
€ aproveitada e explorada comercialmente (SANTOS et al., 2001).

Outro biomaterial de interesse é a celulose bacteriana, que tem a mesma
estrutura quimica e arranjos cristalinos semelhantes aos da celulose vegetal,
contudo livre de outros biopolimeros como contaminantes. Dentre suas aplicagdes,
uma das mais desenvolvidas é como substituto temporario da pele, também
chamados de biocurativos, utilizados em ferimentos de dificil cicatrizacdo e
queimaduras. A celulose bacteriana apresenta propriedades muito interessantes,
como alta capacidade de retengéo de agua, propriedades mecanicas diferenciadas e
alta pureza, caracterizando-se como um material bastante versatil para diversas
aplicagdes (CZAJA et al., 2006; CAl e KIM, 2010).
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Considerando as diversas caracteristicas e aplicacdes descritas na literatura
tanto para a goma de acacia quanto para a celulose bacteriana e considerando que
os filmes de celulose sdo excelentes suportes para deposicao de polissacarideos e
suas blendas, no presente trabalho buscou-se prospectar o desenvolvimento de um
novo biomaterial compdsito preparado a partir de goma de acacia e celulose
bacteriana que, supostamente, podera contemplar aplicacbes como membrana
curativa, por exemplo.

Espera-se que os resultados obtidos contribuam para a agregagao de valor
tecnologico e comercial a goma de acacia obtida de plantagbes brasileiras,
contribuindo com os diversos esfor¢os atuais de fomento a cadeia produtiva da

acacia-negra no Brasil.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Goma de Acacia

A goma de acéacia é um polissacarideo obtido dos exsudatos de arvores do
género Acéacia. A goma é exsudada dos troncos e galhos como resposta de um
mecanismo de defesa do vegetal, quando este se encontra em condigbes de
estresse causado por lesdes fisicas, ataque microbiano, periodos de estiagem e
outros fatores ambientais (GLICKSMAN e SAND, 1973; PHILLIPS e WILLIAMS,
2000).

A goma de acacia é encontrada na natureza na forma neutra ou levemente
acida (pH ~ 4,5-5,0), sendo um polissacarideo altamente heterogéneo e de estrutura
complexa (MEER, 1980; WHISTLER, 1993; SANCHEZ et al., 2002). E constituida
por polissacarideos ramificados de alta massa molar, contendo calcio, magnésio e
potassio como cations majoritarios e uma pequena fragdo proteica composta
principalmente pelos aminoacidos hidroxiprolina, prolina e serina (AKIYAMA, EDA e
KATO, 1984, citado por YADAV et al., 2007; WHISTLER, 1993; VERBEKEN,
DIERCKX e DEWETTINCK, 2003).
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De um modo geral, a goma de acacia pertence ao grupo das
arabinogalactanas, contendo unidades D-galactose, L-arabinose, L-ramnose e dois
acidos urénicos (acido D-glucurénico e acido 4-O-metil-glucurdnico) responsaveis
pelo carater polianidnico da goma. Sua cadeia principal é formada por unidades de
B-(1—3)-galactopiranose e cadeias laterais (1—6) ligadas com unidades de
galactopiranose terminadas em acido B-D-glucopiranosil urénico e acido 4-O-metil-
glucopiranosil urébnico (ANDERSON e STODDART, 1966, citado por VERBEKEN,
DIERCKX e DEWETTINCK, 2003; GLICKSMAN e SAND, 1973; STREET e
ANDERSON, 1983; ASPINALL, 1983).

Um modelo proposto para a estrutura da fragao polissacaridica da goma de

Acacia senegal esta representado na FIGURA 1.

FIGURA 1- MODELO ESTRUTURAL PROPOSTO PARA A FRACAO POLISSACARIDICA DA
GOMA DE ACACIA: e Galp-B(1—3)-LIGADA; © Galp-p(1—6)-LIGADA; A = Ara; R, =
Rha — GIcA; R, = Gal — 3Ara; R; = Gal — 3Ara — 3Ara
FONTE: PHILLIPS e WILLIANS (2000)

Randall, Phillips e Williams (1989) através do fracionamento da goma de A.
senegal por cromatografia de afinidade hidrofébica conseguiram isolar trés fragcdes
majoritarias contendo diferentes teores proteicos e massas molares distintas. A
maior delas, que representa 88,4% da massa total da goma, é constituida por uma
arabinogalactana (AG) com M,, = 3,8x10° g.mol™ e um baixo teor proteico (0,35%). A
segunda fracdo € composta por um complexo arabinogalactana-proteina (AGP),
corresponde a 10,4% da massa total, com massa molar ponderal média (M,,) igual a
1,45x106 g.mol'1 e contém um teor proteico de 11,8%. A fragdo minoritaria, 1,2% do
total da goma, é formada por glicoproteinas (GP) com M,, = 2,5x10° g.mol” e o

maior teor proteico (47,3%).
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Dois modelos tém sido propostos na literatura para descrever a estrutura da
segunda fracdo (AGP) de fontes vegetais. O primeiro deles, proposto por Fincher,
Stone e Clarke (1983) consiste em blocos formados por carboidratos ligados a uma
cadeia polipeptidica comum numa estrutura esferoidal chamada de “flor de acacia",
do inglés wattle blossom (FIGURA 2). O segundo modelo, proposto por Qi, Fong e
Lamport (1991), sugere uma estrutura mais estendida do tipo bastdo chamada de
twisted hairy rope. Outros estudos sobre os complexos AGPs foram feitos com o
passar dos anos, sugerindo estruturas mais globulares e concordando com o
primeiro modelo wattle blossom sugerido por Fincher, Stone e Clarke (1983)
(BALDWIN, McCANN e ROBERTS, 1993, citado por ISLAM et al., 1997; IDRIS,
WILLIAMS e PHILLIPS, 1998; PICTON, BATAILLE e MULLER, 2000).

Blocos de carboidratos

\ Cadeia polipeptidica

FIGURA 2- REPRESENTACAO DO MODELO WATTLE BLOSSOM PROPOSTO PARA A
ESTRUTURA DO COMPLEXO AGP DA GOMA DE A. senegal
FONTE: ISLAM et al. (1997)

A composig¢ao quimica elementar, bem como a estrutura da goma de acacia
apresentam variagcées de acordo com a espécie de origem, idade da arvore, tempo
de exsudacdo, tempo de armazenamento, estacdo do ano e condicbes climaticas,
diferenciando-as em algumas de suas caracteristicas (ANDERSON et al., 1968,
citado por EL-KHEIR, YAGOUB e BAKER, 2008; OSMAN et al., 1993; ISLAM et al.,
1997; IDRIS et al., 1998; MOTHE e RAO, 1999).

Em geral, as propriedades da goma de acacia mais citadas sdo a sua
biocompatibilidade, a alta solubilidade em &agua, até mesmo em concentragdes
acima de 50% (ISLAM et al., 1997; WHISTLER, 1993), a baixa viscosidade de suas
solugdes quando comparada a outras gomas (PHILLIPS e WILLIAMS, 2000), seu
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poder tensoativo, apresentando propriedades emulsificantes e estabilizantes
(YADAV et al., 2007; WHISTLER, 1993) e caracteristicas como inodora, insipida e
incolor (MEER, 1980).

Estudos recentes em diversas areas tém demonstrado muitas aplicacdes
interessantes para a goma de acacia. Zhang et al. (2007) utilizaram goma de acacia
como dispersante para nanoparticulas de y-Al,O; empregadas em processos de
desulfurizagao e observaram uma boa dispersdo e um aumento na capacidade de
desulfurizagdo apdés a modificagcdo das nanoparticulas. Banerjee e Chen (2007)
desenvolveram um adsorvente para ions metalicos baseado em uma superficie com
nanoparticulas magnéticas (Fe;O4) modificada com goma de acacia e comprovaram
0 aumento na capacidade de adsor¢ao de ions contaminantes de metais pesados
por estas particulas modificadas. Gils, Ray e Sahoo (2010) desenvolveram uma rede
semi-interpenetrante composta de goma de acacia e o copolimero poli(2-hidroxietil
metacrilato-co-acido acrilico) para atuar como um nanoreator e realizar a redugéo in
situ de nitrato de prata formando nanoparticulas de prata para aplicacbes como
antibactericida.

Andrews et al. (2010) estudaram a coacervacdo de goma de acéacia e
quitosana em diferentes pH's e observaram uma microestrutura porosa
homogeneamente distribuida, demonstrando um material de possivel aplicagdo para
microencapsulagao, por exemplo. Fang et al. (2010) estudaram a natureza das
interacbes de sistemas goma de acacia/acidos graxos como uma maneira para
reduzir a absorgédo destes ultimos pelo organismo apresentando um efeito benéfico
para a saude. Seus resultados mostraram-se eficazes, com a interacdo, a goma
reduz a digestdo lipidica, transporta os acidos graxos pelo trato digestivo
aumentando assim, a sua excregao. Liu, Low e Nickerson (2010) estudaram a
eficiéncia e estabilidade da encapsulagao de 6leo de linhaga em coacervatos de
goma de acacia e gelatina. Os autores obtiveram uma eficiéncia de 84% na
encapsulacado do 6leo e os coacervatos mantiveram a estabilidade com relagao a
oxidagao durante 25 dias de estocagem.

Borodina et al. (2011) prepararam um filme biocompativel de alginato de
calcio incorporado com microesferas de goma de acacia carregadas com vitamina E,
com possibilidade de aplicagdo em liberagdo controlada de drogas para tratamentos
dérmicos. Os estudos de liberagdo demonstraram que o filme contendo as

microesferas de goma de acacia manteve o processo de liberagéo da vitamina E por



25

mais tempo, chegando a 96 horas, enquanto que o filme contendo a vitamina E
incorporada de forma livre foi liberada em apenas 5 horas. Qv, Zeng e Jiang (2011)
encapsularam o carotenodide luteina em coacervatos de goma de acacia/gelatina e
obtiveram uma melhora na sua estabilidade em quatro aspectos, com relacdo ao
aumento de temperatura, tempo de retencdo e impactos causados pela luz e
umidade.

Apesar da goma de acacia ser conhecida e estudada ha muito tempo, sua
complexidade estrutural, a diversidade de aplicagdes e a grande variedade de
espécies do género acacia, mais de 900 espécies espalhadas pelas areas tropicais
e subtropicais ao redor do mundo, muitas delas ainda nao foram exploradas e,
portanto, ndo possuem importadncia comercial, abrindo espaco para novas pesquisas
e investigacdes (WHISTLER, 1993; ISLAM et al., 1997; BOLAND et al., 2006).

A Acacia mearnsii (acacia-negra), apresentada na FIGURA 3, é uma
espécie originaria do sudeste da Australia (BOLAND et al., 2006) e foi introduzida no
Brasil, primeiramente no municipio de Estrela - RS, onde se iniciou os plantios
comerciais e entdo difundiu-se por varios municipios, tornando-se uma importante
atividade econdmica para o estado do Rio Grande do Sul (SCHNEIDER e TONINI,
2003). Estima-se que a area plantada de acacia-negra no Brasil esta entre 140-200
mil hectares, sendo que, aproximadamente 60% das plantagdes pertencem aos
pequenos proprietarios (TONIETTO e STEIN, 1997, citado por GRIGOLETTI et al.,
2003).
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FIGURA 3 - CULTIVO DE Acacia mearnsii: (A) PLANTIO COMERCIAL PARA PRODUGAO DE
TANINO E MADEIRA; (B) ASPECTO DOS GALHOS; (C) EXSUDATO GOMOSO
FONTE: GRIGOLETTI et al. (2003)

Considerando uma area plantada de 170 mil hectares e que a densidade de
plantio € de 2500 arvores por hectare (GRIGOLETTI et al., 2003), estima-se que
existam em torno de 425 milhdes de arvores de acacia negra plantadas no Brasil.
Segundo Whistler (1993), uma arvore de acacia produz, em média, de 20 — 2000 g
de goma de acacia por ano, variando conforme a espécie e condigdes climaticas,
sendo, portanto, um indicativo promissor da capacidade de producdo de goma de

acacia negra no Brasil.

1.2.2 Celulose Bacteriana

A celulose bacteriana (CB) produzida pela espécie Acetobacter xylinum é um

homopolissacarideo linear formado por monémeros de glucose unidos por ligagcoes
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B(1—4) (ROSS, MAYER e BENZIMAN, 1991). A analise conformacional da celulose
indicou que a celobiose, formada por dois monémeros de glucose adjacentes, € a
unidade estrutural minima da celulose (FENGEL e WEGENER, 1989, citado por
RAMOS, 2003). As cadeias de celulose unem-se formando microfibrilas através de
uma rede de ligagdes de hidrogénio intra e inter-cadeias, formando uma estrutura
bastante rigida e estavel, representada na FIGURA 4 (ROSS, MAYER e
BENZIMAN, 1991; IGUCHI, YAMANAKA, BUDHIONO, 2000; CZAJA et al., 2006).

OH OH OH OH
f OH OH OH OH
HO 0 HO (o} 0, HO, oﬁ 0: HO OSS;OI HO OH

HO um/ H

OH o OH o OH 0 OH o

OH OH OH OoH
e it n
v
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FIGURA 4 - REPRESENTAGCAO DA ESTRUTURA DA CADEIA DE CELULOSE FORMADA POR
UNIDADES CONSECUTIVAS DE CELOBIOSE ENFATIZANDO AS LIGACOES DE
HIDROGENIO INTRA E INTERCADEIAS
FONTE: ROSS, MAYER E BENZIMAN (1991), PITARELO (2007)

Este arranjo de ligagbes torna a celulose uma estrutura compacta e muito
estavel, possui carater hidrofilico na sua superficie, mas o seu interior é hidrofébico,
tornando-a insoluvel em agua. Suas fibras sdo constituidas por regides ordenadas,
chamadas cristalitos que se alternam com regibes amorfas, completamente
desordenadas, nas quais as moléculas encontram-se distribuidas ao acaso (KLEMM
et al., 2005; SETYAWATI, 2007).

A estrutura da CB ¢é similar a da celulose vegetal, mas diferem em relagao
ao grau de polimerizagao (numero de mondmeros de glucose), cujos valores para a
celulose de madeira encontram-se na faixa de 300 a 1.700, ja para a fibra de

algodao e outras plantas variam de 800 a 10.000, similares aos valores encontrados
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para a celulose bacteriana. O grau de cristalinidade também varia, apresentando
maiores valores para a CB, ficando em torno de 60 a 80%. A CB também é
caracterizada por sua alta pureza e por seu alto teor de agua retida (~90%) (KLEMM
et al., 2005; CZAJA et al., 2006).

A celulose bacteriana tem sido objeto de muitos estudos, pois apresenta
caracteristicas como alta resisténcia mecéanica, alta capacidade de retencédo de
agua, alta porosidade; alta cristalinidade, moldabilidade in situ e biocompatibilidade,
as quais a tornam propicia para ser utilizada em uma grande variedade de
aplicagdes (VANDAMME et al, 1998; CZAJA et al, 2007).

Devido as suas propriedades mecanicas e por apresentar uma alta
velocidade de propagagdo do som, a CB tem sido usada na fabricagdo de
diafragmas acusticos (NISHI, et al., 1990, citado por IGUCHI, YAMANAKA e
BUDHIONO, 2000) e em membranas de separac¢ao (SHIBAZAKI, et al., 1993, citado
por IGUCHI, YAMANAKA e BUDHIONO, 2000). Também tem sido usada como
substrato para a engenharia de tecidos por possuir uma alta resisténcia a tenséo na
forma Umida, capacidade de moldabilidade in situ e biocompatibilidade
(SVENSSON, et al., 2005).

Uma das aplicagbes mais significativas € como membrana biocurativa,
também chamada de substitutos temporarios da pele, utilizadas no tratamento de
queimaduras, Ulceras e feridas de dificil cicatrizagdo, apresentando inumeras
caracteristicas favoraveis, como capacidade de manter um ambiente umido sobre o
ferimento, permitir trocas gasosas devido a sua estrutura nanoporosa, isolar as
terminagdes nervosas expostas pelo ferimento, entre varias outras ressaltadas na
revisdo publicada por Czaja, et al. (2007). Algumas aplicagdes médicas da celulose

bacteriana estdo apresentadas na FIGURA 5.
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FIGURA 5- EXEMPLOS DE APLICACOES MEDICAS DA CELULOSE BACTERIANA: (A)
BIOCURATIVO APLICADO EM QUEIMADURA; (B) TUBOS PARA IMPLANTES EM
VASOS SANGUINEOS; BIOCURATIVO COMERCIAL (MEMBRACEL PRODUTOS
BIOTECNOLOGICOS LTDA.) APLICADO EM FERIMENTO
FONTES: (A) CZAJA, et al. (2006), (B) KLEMM, et al. (2001), (C) MEMBRACEL (2012)

Para melhor se adaptar as mais diversas aplicagdes, varias pesquisas tém
sido feitas no ambito de preparar novos compdsitos, incorporando aditivos na
estrutura da CB combinando, assim, suas propriedades e obtendo novos produtos
com propriedades diferenciadas (HERLER e KLEMM, 2009; CHENG, CATCHMARK
e DEMIRCI, 2009).

Santa Maria et al. (2009) impregnaram nanoparticulas de prata em
membrana de celulose bacteriana usada como biocurativo com a finalidade de atuar
como bactericida e evitar infecgbes. Patel e Suresh (2008) utilizaram celulose
bacteriana com paladio metalico imobilizado para a dehalogenagdo de poluentes
recalcitrantes como os clorofendis. Saibuatong e Phisalaphong (2010)
desenvolveram um biocurativo nanoestruturado composto por celulose bacteriana e

aloe vera, que possui propriedades benéficas para a cura de feridas.
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Backdahl et al. (2006) investigaram as propriedades mecanicas da celulose
bacteriana e suas interacbes com células musculares lisas in vitro visando
aplicagdes na engenharia de tecidos de vasos sanguineos e concluiram que sua
utilizacdo nesta area é bastante promissora por apresentar uma resposta a tensao
semelhante a artéria carétida, podendo ser usado como suporte para tal.

Cheng, Catchmark e Demirci (2009) avaliaram os efeitos de diferentes
aditivos na producdao de CB utilizando as técnicas de difragcdo de raios-X e
microscopia eletrénica de varredura (MEV) para avaliar o grau de cristalinidade e
estrutura dos compostos. Observaram que com a adigdo de carboximetilcelulose o
entrelagamento das fibras foi mantido, porém com uma estrutura mais flexivel, a
cristalinidade teve um decréscimo significativo com relagdo a CB sem aditivos,
implicando em uma maior capacidade de retencéo de agua.

Cai e Kim (2010) desenvolveram um composito de celulose bacteriana
através da imersdo da membrana de CB umida em solucdo de poli(etilenoglicol)
seguido de secagem por liofilizagdo. Por imagens de microscopia eletronica de
varredura (MEV) foi verificado que as moléculas de PEG aderiram e penetraram na
rede de fibras da celulose, causando alteragbes em algumas de suas propriedades
como estabilidade térmica, resisténcia mecanica e biocompatibilidade para
crescimento celular, mostrando-se como possivel candidato para aplicacbes
biomédicas como membranas biocurativas e como substrato para a engenharia de
tecidos. Seguindo essa mesma metodologia de preparo, também foram
desenvolvidos compésitos de CB com colageno (CAl e YANG, 2011) e com
quitosana (KIM, et al., 2011), ambos apresentando-se também como bons

candidatos para aplicagdées biomédicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo fisico-quimico da goma de acacia negra (A. mearnsii De
Wild) obtida de plantagbes brasileiras, comparativamente com a goma de acéacia
comercial e prospectar o desenvolvimento de um novo biomaterial a partir da

incorporagc&o da goma de acacia em membranas de celulose bacteriana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

=  Extrair e caracterizar as fragdes polissacaridicas da goma de acacia negra (A.
mearnsii De Wild) e comparar os resultados com os de uma goma de acacia
comercial;

= Avaliar as propriedades em solugdo da goma de acacia negra e da goma de
acacia comercial pelas técnicas de tensiometria, fluorimetria e espalhamento de
raios-X a baixo angulo (SAXS);

= Avaliar a capacidade de emulsificagdo da goma de acacia negra
comparativamente com a goma de acacia comercial;

=  Preparar compositos a partir da goma de acacia comercial e celulose bacteriana

e avaliar algumas de suas propriedades fisico-quimicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Goma de acacia comercial

A goma de acacia comercial (GAC) utilizada no projeto foi obtida da empresa
Sigma-Aldrich (G9752) a qual é descrita no rotulo como “goma arabica proveniente
de arvore de acacia”. Antes do seu uso, a goma de acacia comercial foi dialisada

contra agua Milli-Q e liofilizada.

FIGURA 6- GOMA DE ACACIA COMERCIAL

3.1.2 Goma de acacia negra

A goma bruta exsudada de arvores de Acacia mearnsii De Wild foi coletada
em uma propriedade na cidade de S&o Leopoldo — RS, localizada na regidao do Vale
do Rio dos Sinos e estocada em temperaturas em torno de -4°C até ser submetida

ao processo de extragao.
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FIGURA 7 - GOMA BRUTA DE Acacia mearnsii De Wild

3.1.3 Celulose bacteriana

A celulose bacteriana hidratada foi fornecida pela empresa Membracel
Produtos Tecnolégicos Ltda. (MEMBRACEL, 2012), sediada em Almirante
Tamandaré, PR. As amostras apresentam-se como membranas translucidas com
aproximadamente 1 cm de espessura e foram recebidas com seu conteudo de
umidade original resultado do processo de produgdo e esterilizagdo, armazenadas

imersas em agua destilada a temperatura de ~4 °C.

FIGURA 8- MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA HIDRATADA
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3.2 METODOS

3.2.1 Extracdo dos polissacarideos da goma de acacia negra

O processo de extracdo dos polissacarideos foi adaptado do método
proposto por Simas et al. (2008).

Aproximadamente 15 g da goma de acacia bruta foi solubilizada em 1,5 L de
agua destilada a temperatura ambiente (22 °C), sob agitacdo overnight, resultando
em uma dispersao contendo fragmentos insoluveis. Apos filtracdo e centrifugacao
(7000 rpm / 20 °C / 15 min), o residuo insoluvel obtido foi novamente submetido ao
procedimento descrito acima. O extrato foi entdo retirado e ao material resultante
adicionou-se 1 L de agua e manteve-se sob agitacdo a temperatura de 60 °C
overnight. Este procedimento foi realizado duas vezes consecutivas separando-se o
extrato do residuo por filtracdo e centrifugacdo, como descrito anteriormente. O
residuo resultante apos extragdes aquosas (a temperatura ambiente e a quente) foi
submetido a uma extragdo alcalina com hidréxido de potassio (KOH) 1% (1 L) na
presenca de 200 ppm de boroidreto de sédio (NaBH4) a temperatura ambiente,
overnight. Apos este tratamento, todo o residuo foi solubilizado. O extrato alcalino foi
entdo neutralizado com acido acético até pH ~5.

Todos os extratos obtidos (aquosos e alcalino) foram dialisados
exaustivamente (cut-off. 12000-14000 Da) contra agua Milli-Q, concentrados em
evaporador rotatério sob pressdo reduzida a 40 °C e liofilizados. Os extratos
resultantes dos processos de extragdo aquosa a 22 °C, a temperatura de 60 °C e em
condi¢des alcalinas foram denominados de goma nativa fria (GNF), goma nativa
quente (GNQ) e goma nativa alcalina (GNA), respectivamente, e apresentaram
rendimentos de 27%, 7% e 26%, em relacdo a massa umida da goma de acacia

bruta. A FIGURA 9 apresenta o fluxograma do procedimento de extragcao descrito.
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Goma bruta de
acacia negra

Extragao aquosa (2x)
Agitagdo overnight/ T ~ 22 °C
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FIGURA 9- FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO REALIZADO PARA EXTRACAO DOS
POLISSACARIDEOS DA GOMA DE ACACIA NEGRA
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3.2.2 Andlise quimica, fisico-quimica e estrutural dos polissacarideos da goma de

acacia comercial e da goma de acacia negra

As analises quimica e estrutural das gomas foram realizadas previamente
através de uma parceria formada com o Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFPR — Grupo de Quimica de Carboidratos, com a colaboragdo da

Dra. Fernanda Fogagnoli Simas Tosin e do Prof. Dr. Philip A. J. Gorin.

3.2.2.1 Determinacdo da composi¢ao monossacaridica e dosagem do teor proteico

Para a analise da composicdo monossacaridica, aproximadamente 2 mg de
cada amostra (GAC, GNF, GNQ e GNA) foram hidrolisadas com &cido
trifluoroacético (TFA) 1 mol.L™ durante 8 horas, a 100 °C. Apds a hidrdlise o &cido foi
removido por evaporagao e o material resultante foi solubilizado em pequeno volume
de agua e submetido a redugéo com boroidreto de sodio (NaBH4) por 12 horas, a
temperatura ambiente (WOLFROM e THOMPSON, 1963a). A solugdo foi entéo
tratada com resina catiénica até pH 4,0 para remogéo dos ions Na®, filtrada e seca
em evaporador rotatério. Posteriormente, foi lavada exaustivamente com metanol e
novamente seca. Os derivados alditois obtidos foram acetilados com uma mistura de
anidrido acético:piridina (1:1, v/v) (WOLFROM e THOMPSON, 1963b) por 12 horas,
a temperatura ambiente. Apds este periodo, o processo foi interrompido pela adi¢ao
de gelo moido ao sistema. Os acetatos de alditéis obtidos foram extraidos com
cloroférmio e a fase cloroférmica foi lavada sucessivas vezes com uma solugao
aquosa de sulfato de cobre (CuSO4) a 5% (m/v), para a remogao da piridina residual.
Adicionou-se sulfato de sédio anidro (Na,SO,4) para a total remogéo de agua da fase
cloroférmica, sendo posteriormente filtrada.

Os acetatos de alditéis foram analisados em um cromatografo em fase
gasosa Varian, modelo 3800, acoplado a um espectrémetro de massa Saturn 2000R
(GC-MS), utilizando coluna DB-225. A temperatura durante a inje¢do da amostra foi
de 50 °C sendo programada para aumentar 40 °C.min™" até atingir a temperatura

constante de 220 °C, tendo hélio como gas de arraste.
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A dosagem de acido urénico foi realizada pelo método colorimétrico descrito
por Filisetti Cozzi e Carpita (1991). Em 400 pL de amostra foram adicionados 40 pL
de uma solugédo de acido sulfamico-sulfamato de potassio 4 mol.L™" (pH 1,6) e 2,4
mL de uma solucdo de tetraborato de sodio em &cido sulfdrico a 75 mmol.L". A
mistura foi aquecida em banho de agua fervente por 20 minutos e em seguida
resfriada em banho de gelo por 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados 80
ML de m-hidroxibifenil (0,15% m/v em NaOH 0,5% m/v) e as leituras da absorbéancia
em A = 525 nm foram feitas em um espectrofotdmetro da marca Biospectro, modelo
SP-220. A sensibilidade do método é de 0,97 a 38,8 ug de acido urbnico. A curva
padrao foi construida utilizando-se acido glucurénico.

A dosagem de proteinas totais foi realizada pelo método descrito por Hartree
(1972). Em 1 mL de amostra foram adicionados 0,9 mL do reagente A (solucao de 2
g de tartarato duplo de sodio e potassio e 100 g de Na,CO3 dissolvido em 500 mL de
NaOH 1 mol.L”' em agua destilada g.s.p. 1L). A solucéo foi mantida em banho de
agua a 50°C por 10 minutos, sendo em seguida resfriada a temperatura ambiente.
Adicionou-se 0,1 mL do reagente B (2 g de tartarato duplo de sédio e potassio e 1 g
de CuS04.5H,0 dissolvidos em 90 mL de agua destilada, sobre os quais se
adicionam 10 mL de NaOH 1moI.L'1) e manteve-se por 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente adicionou-se 3 mL do reagente C (1 mL de reagente de
Folin Ciocalteau 2 N, diluido em 15 mL de agua destilada) e foi mantida em banho
de agua a 50 °C por 10 minutos, sendo em seguida resfriada a temperatura
ambiente. As leituras foram feitas em A = 650 nm em um espectrofotdbmetro da
marca Biospectro, modelo SP-220 e utilizou-se albumina de soro bovino (SIGMA)

como padréao. A sensibilidade do método é de 10-100 pg de proteina.

3.2.2.2 Andlise estrutural por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN -"*C)

Os espectros de RMN "*C das amostras GAC e GNF foram adquiridos em
espectrometro BRUKER 400 MHz, modelo DRX Avance, a temperatura de 50 °C. As
amostras foram solubilizadas em DO e os deslocamentos quimicos foram

expressos em & ppm, baseando-se no padrao interno de acetona (6 30,2).
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3.2.2.3 Determinagao da homogeneidade e massa molar ponderal média

A andlise da homogeneidade e a determinacdo da massa molar das
amostras de goma de acacia foram realizadas por cromatografia de exclusdo por
tamanhos (SEC) em um equipamento da marca Viscotek. O sistema conta com tripla
detecgao: detector de indice de refragcao (RI Viscotek VE 3580) e um mddulo de
dupla deteccdo (Viscotek 270 Dual Detector), contendo os detectores de
espalhamento de luz (A = 632,8 nm) a baixo angulo (7°) denominado LALLS (do
inglés Low Angle Laser Light Scattering) e a angulo reto (90°) denominado RALLS
(do inglés Right Angle Laser Light Scattering) e o detector de viscosidade. Utilizou-
se coluna Shodex OHPak SB-806 HQ, com numero de pratos tedricos = 12.000 e
limite de exclusdo 2 x 10" g.mol™.

As solugbes dos padroes e das amostras de GAC e GNF a uma
concentracdo de 2 mg.mL'1 foram preparadas em solugdo de NaNOs 0,1 mol.L™",
contendo 200 ppm de NaNj. As amostras foram filtradas em membranas de éster de
celulose (MILLIPORE), de porosidade 0,22 um.

Empregou-se um volume de injecdo de 100 uL, tendo como fase movel
NaNO; O,1moI.L'1, com 200 ppm de NaNs, a um fluxo de 0,6 mL.min"". O sistema foi
calibrado com os padrdes cromatograficos de PEO, poli(dxido de etileno) (M,, =
22x10° g.mol™") e dextrana (M,, = 70x10° g.mol™). O tratamento dos dados obtidos foi
realizado com o software OmniSEC (VISCOTEK).

3.2.3 Andlise das propriedades em solugdo da goma de acacia comercial e da goma

de acéacia negra

3.2.3.1 Preparo das solucdes

As solugdes de goma de acacia comercial (GAC) e goma de acacia negra

(GNF) foram solubilizadas em agua Milli-Q sob suave agitagao durante 1-2 horas e
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em seguida hidratadas overnight a uma temperatura de aproximadamente 4 °C
(RENARD, 20086).

Foram também preparadas solugdes de goma de acacia variando-se a forga
ibnica do meio e também com relacdo ao raio do cation envolvido, para isso, as
amostras de GAC e GNF foram solubilizadas em solucdes de NaCl 0,1 mol.L™", NaCl

0,2 mol.L”" e CaCl, 0,1 mol.L™", seguindo 0 mesmo procedimento de preparo.
3.2.3.2 Tensiometria

As medidas de tensao superficial das solugcbes de GAC e GNF em agua
Milli-Q, em NaCl 0,1mol.L”" e 0,2 mol.L”" e em CaCl, 0,1 mol.L™, foram realizadas em
um tensidmetro DataPhysics OCA 15+, com seringa de 500 uL Hamilton e agulhas
de didmetro externo 1,65 mm e 0,91 mm e comprimento de 38,1 mm.

O método adotado para as medidas de tensdo superficial foi o da gota
pendente. Este método consiste na formagdo de uma gota da solugdo a ser
analisada na extremidade de uma agulha verticalmente posicionada. A gota se
mantém suspensa em equilibrio mecanico e o balango entre as forgas de superficie
e a forga da gravidade determina o perfil desta gota (ARASHIRO e DEMARQUETTE,
1999). Uma camera captura a imagem da gota formada que € visualizada na tela do
computador e o software SCA20 tragca o perfil desta gota e, através do ajuste
matematico baseado na equacgdo de Laplace-Young (1), calcula os valores de

tenséao superficial:

Yy = (Ril+ R—Z).AP, (1)

em que y corresponde a tensao superficial, dada em mN.m™, R1 e R2 aos raios de
curvatura e AP a diferenga de pressao na interface.
Os resultados apresentados foram considerados como a média de dez

medidas realizadas a uma temperatura de 20 °C.
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3.2.3.3 Fluorimetria

A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada como ferramenta visando
investigar a capacidade de agregacdao da goma de acacia (GAC e GNF) em
diferentes condi¢des do meio.

O wuso de sondas fluorescentes no estudo de processos de
agregacao/micelizagdo tem aumentado devido a sua alta sensibilidade e relativa
simplicidade experimental (JONES e LEROUX, 1999; NEUMANN, SCHMITT e
IAMAZAKI, 2003; RODRIGUES et al., 2008; FELIPPE et al, 2011). Dentre as mais
utilizadas destaca-se o pireno, uma molécula poliaromatica apolar que possui baixa
solubilidade em agua (~ 107 mol.L") e apresenta uma relevante caracteristica de
fluorescéncia: uma dependéncia linear, no seu espectro de emissdo, entre as
intensidades da primeira banda |1 (373 nm) e da terceira banda I3 (383 nm) com a
constante dielétrica local (FIGURA 10) (KALYANASUNDARAM e THOMAS, 1977;
AMUIJI, 1995). Portanto, esta razdo entre as duas bandas (razédo l/Is) € um o6timo
indicador da polaridade do meio em que o pireno se encontra e pode servir como um
sensor de hidrofobicidade, sendo que uma diminuicdo na razao l4/l; indica a
migragdo do pireno para um ambiente mais apolar, sugerindo um processo de
agregacédo do polissacarideo similar ao processo de formagdo de micelas em
solucdes de surfactantes. Esta razao l4/l3 apresenta valores tipicos na faixa de 1,8
para solventes polares (agua) e aproximadamente 0,6 para solventes orgéanicos
apolares (cicloexano) (DOWNLING e THOMAS, 1990; WINNIK e REGISMOND,
1996).
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A M

FIGURA 10- ESPETRO DO PIRENO EVIDENCIANDO AS BANDAS |; e I; EM DIFERENTES
MEIOS: LINHA VERMELHA CHEIA = MEIO POLAR (li/l; ~ 1,8); LINHA AZUL
PONTILHADA = MEIO APOLAR (l4/I; ~ 0,6)

FONTE: MARTINS (2006)

Para o estudo de agregacdo da GAC e GNF foram preparados 3 mL de cada
solucdo de GAC e GNF em agua, em solugdo de NaCl 0,1 mol.L™" ou 0,2 mol.L™ ou
CaCl, 0,1 mol.L™", de acordo com o procedimento descrito no item 3.2.3.1 e
adicionou-se, sob agitagdo, 0,005 mL de uma solug¢ao etandlica de pireno (8,0 x 10
mol/L) em cada solugdo de goma (concentragdo final de pireno ~10° mol.L™),
seguido de repouso por 5 horas.

As leituras foram realizadas em espectrofotémetro de fluorescéncia HITACHI
F4500 (DQUI-UFPR), em modo de emissao, a temperatura ambiente (~22 °C), com
comprimento de onda de excitagao de 343 nm, e varredura de 360 a 500 nm (AMIJI,
1995).

3.2.3.4 Espalhamento de raios-X a baixo éangulo (SAXS)

O SAXS (do inglés Small Angle X-Ray Scattering) é uma ferramenta muito
util no estudo de particulas coloidais, pois permite a determinagao de caracteristicas
estruturais, tamanho, forma e possiveis interagdes em sistemas com dimensbes

entre 1 e 100 nm.
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A técnica utiliza um feixe de raios-X (A = 1,5 A) que interagem com os
elétrons do material e o numero de foétons espalhados pela amostra € contado como
funcdo do angulo de espalhamento (6), sendo que, quanto maior for a particula, seu
espalhamento estara concentrado em menores intervalos de 6 (GLATTER e
KRATKY, 1982; MARTINS, 2006). O espalhamento a baixos angulos € elastico e o
modulo do vetor de espalhamento (q) € dependente do angulo de espalhamento (8),

descrito matematicamente pela equagéo:

1= %n()

em que A é o comprimento de onda utilizado (GLATTER e KRATKY, 1982).
A intensidade do espalhamento I(q) de SAXS para um determinado sistema
€ resultante da multiplicacdo dos fatores forma P(q) e estrutura S(q) conforme a
equacao abaixo:
I(q) = nAp?*V*P(q)S(q) (3)

em que n € o numero de particulas, Ap é a variagdo de contraste entre o centro
espalhador e o meio e V corresponde ao volume do centro espalhador. P(q)
corresponde a forma e ao tamanho das particulas e esta relacionado com o
espalhamento de uma particula simples isolada e S(q) € chamado de fator estrutura
e é proveniente de interagdes a longo alcance interparticulas. Em sistemas diluidos,
nao interagentes, S(q) se aproxima de 1, e considera-se que somente o fator forma
P(q) contribui para o espalhamento facilitando a interpretagdo dos dados (GLATTER
e KRATKY, 1982). Nestes casos, a intensidade de espalhamento é expressa pela

equacéao de Guinier:
2pg2

(@) =1(0)e = (4)

em que Rg € o raio de giro da particula, que corresponde ao quadrado da distancia
média das extremidades da particula ao seu centro de gravidade. Pode-se obter o
raio de giro através da inclinagdo da reta do grafico de Guinier (In | x g°), sendo que
esta expressdo € valida somente na regido que satisfaz a condicédo q.Rg < 1,3
(GLATTER e KRATKY, 1982; FEIGIN e SVERGUN, 1987).
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No limite de altos valores de g, no qual se obtém informacdes de detalhes da
molécula, da sua estrutura mais interna, o espalhamento é resultante da interface
das particulas. Para amostras que possuem uma interface bem definida entre as
particulas e o meio, é possivel obter parAmetros bem definidos de superficie, volume
e massa das particulas. Neste caso, seu perfil de espalhamento segue uma lei de
poténcia na regido de Porod, sendo I(g) x g”P, com p = 4, em que p se refere ao
decaimento exponencial da curva. Quando se trata de particulas com dominios
irregulares, outras leis de escala s&o observadas nesta regido, por exemplo, uma
curva que apresenta valores de 3 < p < 4, corresponde a particulas com geometria
do tipo fractal de superficie (FIGURA 11(A)), no qual apenas a superficie da
particula torna-se irregular. Uma dependéncia com p < 3 corresponde a particulas do
tipo fractal de massa (FIGURA 11(B)), em que toda a particula apresenta-se porosa
e irregular, e os perfis que apresentam uma relagdo com p ~ 2 correspondem a
cadeias poliméricas gaussianas. (STRIBECK, 2007; GIACOMELLI, 2009).

(A) (B)

FIGURA 11 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DE ESTRUTURAS TIPO FRACTAL: (A)
FRACTAL DE SUPERFICIE; (B) FRACTAL DE MASSA
FONTE: STRIBECK (2007)

Os experimentos de SAXS foram realizados no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS, Campinas — SP) na linha D1B. O comprimento de onda da
radiacdo incidente utilizado foi de A = 1,55 A e a distancia da amostra ao detector foi
de 1589,170 mm. A calibracdo da distancia foi realizada usando behenato de prata
como padrao. O tempo de exposigdo das amostras ao feixe de raios-X foi de 100 a

400 s. Todas as correcdes de intensidade necessarias foram realizadas. As
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amostras foram introduzidas com uma seringa em porta amostra de ago inoxidavel
com janelas de mica mantidos sob vacuo e todas as medidas foram realizadas a
temperatura ambiente.

Os perfis de espalhamento resultantes foram coletados e corrigidos
subtraindo-se o espalhamento do solvente puro. A modelagem dos pontos
experimentais foi realizado com o programa SASfit (KOHLBRECHER, 2006),

utilizando modelos tedricos disponiveis no programa.

3.2.4 Analise da capacidade emulsificante da goma de acacia comercial e da goma

de acacia negra

A goma de acacia é bastante conhecida por sua capacidade emulsificante.
Segundo a literatura, esta capacidade emulsificante esta relacionada com o seu teor
proteico e com a presencga de complexos arabinogalactana-proteinas (AGPs) na sua
estrutura (FAUCONNIER et al., 2000).

Sendo assim, analisou-se a capacidade emulsificante da goma de acécia
comercial (GAC) comparativamente com a goma de acacia nativa (GNF) verificando
possiveis diferencas na estabilidade das respectivas emulsdes formadas e
procurando correlacionar os resultados com os respectivos teores proteicos

encontrados na analise quimica.

3.2.4.1 Preparo das emulsdes

Para o preparo das emulsdes foram utilizados 2 mL das solugdes de goma
de acacia (GAC e GNF) na concentracdo de 10 mg.mL™ em agua Milli-Q e também
em solucdo de NaCl 0,1 mol.L™!, preparadas conforme o procedimento descrito no
item 3.2.3.1. Acrescentou-se, a temperatura ambiente e sob agitagao vigorosa, 10%
(v/v) de dleo de ricino, gota a gota (~ 0,033 mL a cada 5 s) e manteve-se o sistema

sob agitagao durante 10 minutos.
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O dleo de ricino (castor oil), extraido das sementes da planta Ricinus
communis, contém uma alta concentracao (85-90%) de &cido ricinoleico e cerca de
10% de acidos graxos nao-hidroxilados, majoritariamente o acido oleico e linoleico
(SILVA, 2009). Esta alta concentragdo de acido ricinoleico na composi¢cao confere
propriedades especificas ao 6leo de ricino possuindo uma ampla gama de
aplicacdes ja exploradas ha muitos anos. Apesar de n&o ser comestivel € um odleo
vegetal bastante versatil e amplamente utilizado como material de partida para o

preparo de outros derivados ampliando a sua possibilidade de aplicagdes.

0 O
I Il
CH—~O0—C—R CH,~O0—C—R
S ]
I |
CH —O—C—R + CH —O0—C—R
' TI) ‘ ﬁ R = —CH,)—CH=CH—CH—CH, )—CH,
CH,~O0—C—R CH,—~O—C—FR’ (BH

FIGURA 12 - ESTRUTURA QUIMICA DO OLEO DE RICINO: R = ACIDO RICINOLEICO; R’ =
OUTROS ACIDOS GRAXOS
FONTE: QIPENG, SHIXIA e QINGYU (1990)

Na industria quimica é utilizado no processo de fabricagédo de cosméticos e
produtos de higiene pessoal, na fabricagdo de tintas, vernizes, lubrificantes
(OGUNNIYI, 2006), elastébmeros (QIPENG, SHIXIA e QINGYU, 1990), espumas,
plastificantes, surfactantes, entre inumeras outras aplicagdes (OGUNNIYI, 2006).

Na medicina é utilizado em laxantes, no tratamento de doencas de pele, em
cirurgias oftdlmicas, além de inumeras outras finalidades citadas na medicina
popular, para o tratamento de diversas enfermidades (SCARPA e GUERCI, 1982;
CASTOR OIL, 2012).

3.2.4.2 Analise da estabilidade das emulsdes

Acompanhou-se a estabilidade das emulsdes a tempos pré-determinados,

até 24 horas apds cessada a agitagao.
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O aspecto visual das emulsdes (presenga ou auséncia de turbidez) foi
registrado por uma camera fotografica Sony modelo DSC-W120, 7.2 megapixels.
Aliquotas foram retiradas e depositadas sobre placas de vidro, deixadas secar ao ar
e sob temperatura controlada (20°C) e observadas em microscoépico 6ptico Olympus,
modelo CH30 RF100, apés 48 horas.

3.2.5 Analise do compdsito goma de acacia/celulose bacteriana
3.2.5.1 Preparo do compdsito goma de acacia comercial/celulose bacteriana

O compdsito foi preparado através da imersdo da celulose bacteriana
hidratada em solugdo de goma de acacia comercial na concentragdo 5 mg.mL™" a
temperatura ambiente, seguido de secagem por liofilizagdo, sendo denominado de
composito GACS5L. Para verificar a estabilidade da adsorgéo, o compdésito preparado
foi submetido posteriormente a uma etapa de lavagem, imersdo em agua sob suave
agitacdo, sendo denominado de compodsito GAC5LHL. Na FIGURA 13 esta

esquematizado o procedimento de preparo descrito anteriormente.

b= ®‘®-

Celulose Imersao em solugao Secagem por Compésito

bacteriana de GAC 0,5% por liofilizagao GACS5L

hidratada 10 minutos

" "
) > Wy [—\ B m [\ >
o
I

Celulose Imersao em solugao Secagem por Lavagem com Secagem por Compésito
bacteriana de GAC 0,5% por liofilizagao agua por liofilizagao GAC5LHL
hidratada 10 minutos 10 minutos

FIGURA 13 - PROCEDIMENTO DE PREPARO DOS COMPOSITOS CB/GOMA DE ACACIA
COMERCIAL
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3.2.5.2 Andlise do compdsito goma de acacia comercial/celulose bacteriana por

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletrénica de varredura dos compdsitos foram
obtidas em um microscépio JEOL JSM-6360LV, do Centro de Microscopia Eletrénica
(CME) da UFPR. As amostras foram recobertas com ouro e empregou-se uma
tensdo de aceleracdo de 10 kV. As dimensbes das fibrilas de celulose bacteriana

foram medidas com o programa ImageJ, desenvolvido por Rasband (1997).

3.2.5.3 Estudo da interac&o entre goma de acacia e celulose bacteriana

A interagdo entre goma de acéacia comercial (GAC) e nativa (GNF) com a
celulose bacteriana (CB) foi avaliada através de estudos de adsorg¢ao e desorgao.

Foram preparadas solu¢des de goma de acacia (GAC e GNF) em diferentes
concentracbes de modo a se obter proporgdes crescentes de goma de
acdcia:celulose bacteriana (m/m) iniciando em propor¢des iguais (1:1) até obter
uma propor¢ao de goma de acacia:celulose bacteriana 5:1. As concentragdes foram
calculadas estimando-se a massa da membrana de celulose seca, considerando
uma porcentagem de 99,5% de agua na membrana umida.

As membranas de CB foram imersas em 20 mL de cada solugéo de goma de
acacia (GAC e GNF), a uma temperatura controlada de 20°C e mantidas por 4 dias
para assegurar uma completa adsorgéo atingindo uma condi¢ao de equilibrio.

As concentragdes inicial e final (apos 4 dias de adsorgéao) das solugdes de
goma de acacia foram determinadas utilizando um espectrofotdbmetro UV-vis
Biospectro, modelo SP-220, nos comprimentos de onda A = 287 nm para a GAC e A
= 275 nm para a GNF comparando-se os valores com as respectivas curvas padrao.

Com os resultados obtidos foram construidas as isotermas de adsorcéo
descritas pelos modelos de Langmuir e Freundlich.

O modelo da isoterma de Langmuir assume que o processo de adsorgao
ocorre com uma distribuicdo uniforme das particulas na superficie formando uma

monocamada, que ha um equilibrio dinAmico entre os processos de adsorcao e
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desorgao e nao existe interagdo entre as particulas adsorvidas, a energia envolvida
no processo de adsorgdo € a mesma para todos os sitios. A equagao de Langmuir

na forma linearizada esta representada abaixo:

t= it (=) 1, 5)
n Nmax K nmax/ ¢

sendo n a quantidade de matéria adsorvida por grama de substrato adsorvente, n,,:
a quantidade de adsorvato por grama de substrato adsorvente necessarios para
formar uma monocamada sobre a superficie, K a constante de equilibrio e ¢ a
concentracao de equilibrio (MYERS, 1999).

O modelo da isoterma de Freundlich admite que a energia envolvida no
processo de adsorcao nao € constante, mas varia exponencialmente com a
extensao de superficie recoberta, considerando um processo de adsor¢do em
multicamadas. A equacdo de Freundlich na forma linearizada esta representada
abaixo:

logn =logk + Nlogc , (6)

sendo, n a quantidade de matéria adsorvida por grama de substrato adsorvente, k e
N sao constantes que dependem da natureza do adsorvato e ¢ é a concentracao de
equilibrio (MYERS, 1999).

Apds realizada a adsorgdo das gomas de acacia comercial e acacia negra
nas membranas de celulose bacteriana iniciou-se o estudo de desorcio, analisando
0 processo de liberagdo da goma no decorrer do tempo.

Cada compdésito goma de acacia/celulose bacteriana foi imerso em 30 mL de
agua Milli-Q e mantidos sob suave agitagdo. O processo de liberagdo foi analisado
retirando aliquotas no decorrer do tempo e analisando em um espectrémetro UV-vis
Biospectro, modelo SP-220, nos comprimentos de onda A = 287 nm para a GAC e A
= 275 nm para a GNF.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 ANALISE  QUIMICA, FISICO-QUIMICA E ESTRUTURAL  DOS
POLISSACARIDEOS DA GOMA DE ACACIA COMERCIAL E DA GOMA DE
ACACIA NEGRA

4.1.1 Composigdo monossacaridica e teor proteico

As fragcbes obtidas a partir da goma nativa bem como a goma de acacia
comercial foram analisadas e comparadas quanto ao seu rendimento (fragbes da
goma de acacia negra), composicado monossacaridica e ao percentual de proteinas.
Os rendimentos obtidos para as fragdes de acacia negra foram de 27, 7 e 26% para
as fracbes GNF, GNQ e GNA, respectivamente, calculados em relacido a massa de
goma inicial em base umida. Quanto a composi¢cao monossacaridica (TABELA 1),
todas as amostras apresentaram um percentual de ramnose (Rha), arabinose (Ara),
galactose (Gal) e acidos urénicos e quanto ao teor proteico, os valores variaram de
3,6 a aproximadamente 7%. Por conter arabinose e galactose como componentes
monossacaridicos majoritarios e pela presenga de proteinas, estes resultados

sugerem a presencga de estruturas tipo arabinogalactanas-proteinas (AGPs).

TABELA 1- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E TEOR PROTEICO DA GOMA DE ACACIA
COMERCIAL E DAS FRACOES DA GOMA DE ACACIA NEGRA

COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (%)

AMOSTRA PROIEINAb
Rha Ara Gal Acido Urénico® (%)
GAC 13 31 39 17 £ 0,7 3,6+0,0
GNF 7 43 46 4+05 6,7+0,9
GNQ 6 53 39 2+0,1 43+0,5
GNA 8 44 34 14+ 0,5 50+11

® Dosado pelo método colorimétrico de Filisetti-Cozzi e Carpita, 1991; ® Dosado pelo método
colorimétrico de Hartree, 1972.
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4.1.2 Determinacdo da homogeneidade e da massa molar ponderal média

A determinagdo dos parametros fisico-quimicos massa molar ponderal
média (M,,), massa molar numérica média (M,,) e grau de polidispersdo (M,,/M,) das
amostras GAC e GNF foram determinados por cromatografia de exclusdo por

tamanho. Os perfis de eluicao estdo apresentados na FIGURA 14.
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FIGURA 14 - PERFIS CRQMATOGRAFICOS DAS AMOSTRAS OBTIDOS POR SEC: (A) GAC; (B)
GNF.RI = INDICE DE REFRAGAO; RALS = ESPALHAMENTO DE LUZ A ANGULO
RETO

Observou-se pelos perfis cromatograficos que ambas as amostras eluiram
em volumes de retencéo entre 7 e 10 mL (FIGURA 14). A amostra GAC (FIGURA
14(A)) apresentou um perfil mais homogéneo do que a amostra GNF (FIGURA
14(B)), que apresentou uma distribuicdo larga, com a contribuicdo de trés
populagdes, observada pelo detector de espalhamento de luz (RALS), ou até quatro
populagdes distintas, observada pelo detector de indice de refragdo (RI), indicando
uma amostra mais polidispersa. O segundo pico da fragdo GNF, que eluiu em
aproximadamente 8,3 mL, representa a principal contribuicdo para a concentracao
da amostra, de acordo com o detector de RI.

Posteriormente, calculou-se com o software OmniSEC a massa molar
ponderal média (M,,), a massa molar numérica média (M,,) e grau de polidispers&o

(M,,/M,)) das amostras através dos perfis cromatograficos obtidos, utilizando o
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incremento de indice de refracéo (dn/dc = 0,136) calculado previamente. Os dados

estao apresentados na TABELA 2.

TABELA2- VALORES DE MASSA MOLAR PONDERAL MEDIA (M,) e GRAU DE
POLIDISPERSAO (M,,/M,) DAS AMOSTRAS DE GOMA DE ACACIA

AMOSTRA M,, (g.mol™" M, IM,
GAC 931.700 1,7
GNF 318.424 8,4

A amostra GAC apresentou um valor de M,, maior do que para a GNF que,
por sua vez, apresentou um grau de polidispersdo mais elevado conforme
observado pelo seu perfil cromatografico mais heterogéneo. Os valores encontrados
estdo dentro da faixa de valores relatada na literatura, que variam
consideravelmente de acordo com a espécie de origem e com as condigdes
climaticas conforme comentado na introducgao (IDRIS, WILLIAMS e PHILLIPS, 1998;
AL-ASSAF, PHILLIPS e WILLIAMS, 2005; AOKI, et al., 2007a)

4.1.3 Andlise estrutural por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN '°C)

A caracterizagdo por RMN C também indicou semelhancas estruturais
entre as fragdes, porém, as fragdes nativas apresentaram algumas diferengas com
relagdo a goma comercial. Na FIGURA 15 sdao mostrados os espectros obtidos para
a GAC (FIGURA 15(A)) e GNF (FIGURA 15(B)), visto que os espectros de GNA e

GNQ apresentaram-se muito semelhantes ao obtido para a fragdo GNF.
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A grande quantidade de sinais na regiao anomérica (6 110,0-98,0) de ambas
as amostras indicam a sua consideravel complexidade estrutural. Em relagcao a
goma comercial (GAC), as fragbes nativas apresentaram uma maior quantidade de
sinais referentes as unidades de a-L-Araf (5 109,5-106,4). Na GAC (FIGURA 15(A))
as unidades de o-L-Araf (6 109,5 e 6 108,1) estdo presentes como terminais nao
redutores e unidades 3-O-substituidas (TISCHER, GORIN e IACOMINI, 2002). Os
sinais adicionais referentes as unidades de o-L-Araf no espectro de GNF (FIGURA

15(B)) indicam que nesta fracdo estas unidades podem estar presentes em outros
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ambientes quimicos como, por exemplo, na forma de 5-O-substituidas, em que os
sinais em 6 107,4 e 6 66,8 podem ser atribuidos ao C-1 e ao C-5, respectivamente,
de tais unidades (PETKOWICZ et al., 1998). Os sinais em & 103,6 e 5 102,9 podem
ser atribuidos ao C-1 de unidades de B-Galp (cadeia principal) e B-GIcpA,
respectivamente (DELGOBO et al., 1999). Comparando nossos resultados com os
obtidos para a mesma goma arabica comercial (TISCHER, GORIN e IACOMINI,
2002), outros sinais de C-1 em 6 100,6, & 99,9 e 5 99,1 podem ser atribuidos a
unidades de a-Rhap, a-Galp (e/ou B-Arap), e B-Araf, respectivamente. O sinal de
baixa frequéncia em 5 16,5 em ambos os espectros é caracteristico de grupos —CHj
(C-6) de unidades de Rha (GORIN e MAZUREK, 1975). O sinal em & 174.9, evidente
apenas no espectro da GAC (FIGURA 15(A)), foi atribuido ao grupamento —CO-H
de unidades de acido urdnico (GORIN e MAZUREK, 1975). O sinal em & 61,2 foi
atribuido ao C-6 nao substituido das unidades de Galp e por estar alargado pode
estar sobreposto ao sinal de C-5 nao substituido de unidades de a-L-Araf
(DELGOBO et al., 1999). O sinal em 5 59.8, presente apenas no espectro da GNF
(FIGURA 15 (B)) é caracteristico de grupamentos —OCHj3; sugerindo a presenga de
unidades de 4-OMe-GlcpA nesta fracdo.

42 ANALISE DAS PROPRIEDADES EM SOLUGCAO DA GOMA DE ACACIA
COMERCIAL E DA GOMA DE ACACIA NEGRA

4.2 1 Tensiometria

Substéncias ativas na interface, também chamadas de substancias
tensoativas, quando dissolvidas em um solvente tem a capacidade de adsorverem
preferencialmente na interface (agua-ar, por exemplo) alterando as propriedades
fisicas desta interface, diminuindo assim a tensdo superficial da solugdo. Esta
propriedade tensoativa esta relacionada com o carater anfifilico destas substancias
(EASTOE, 2003).

A goma de acacia possui esta propriedade e ja esta bem estabelecido na

literatura que a fragdo arabinogalactana-proteina (AGP), presente na estrutura da
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goma, é a responsavel pela caracteristica emulsificante da goma de acacia devido
ao seu carater anfifilico. A fracdo proteica é predominantemente hidrofobica
enquanto que a porgdo polissacaridica € hidrofilica, contém grupamentos acidos
carregados negativamente, interagindo com a solugdo aquosa e contribuindo assim
para a atividade interfacial da goma (LI et al., 2009; AL-ASSAF et al., 2009 ; ISLAM
et al., 2007; AOKI et al., 2007b).

Devido a fragcdo GNF da goma de acacia negra apresentar o maior teor
proteico dentre as fragdes nativas (TABELA 1), resultando, possivelmente, numa
maior atividade interfacial e por apresentar um satisfatério rendimento de extragcao
(item 4.1.1), optou-se por adotar esta fragcado (GNF) no estudo comparativo a GAC
em todas as analises subsequentes.

Pode-se observar este efeito tensoativo na FIGURA 16, cujos graficos
relacionam a tensdo superficial (y) com a concentragdo. Nota-se uma diminui¢do nos
valores de tensdo superficial da solugdo com o aumento da concentragdo de goma
de acéacia em todos os meios e para ambas as amostras (GAC e GNF). E possivel
distinguir dois valores de concentragdo especificos, em que ha uma variagao
abrupta na inclinacdo da curva e que sao atribuidos a fenbmenos de superficie
decorrentes da propriedade tensoativa da goma de acacia. O valor da concentragao
que corresponde a primeira mudanga de inclinagdo da curva é denominado de
concentracdo de adsorcao critica (CAC) e representa a concentracdo em que as
moléculas do polissacarideo comegam a adsorver na interface da solugcdo e o
segundo valor de concentragao correspondente a mudanga de inclinagéo € chamado
de concentragdo micelar critica (CMC) e corresponde ao momento em que toda a
interface esta ocupada por moléculas do polissacarideo e um aumento subsequente
na concentracdo favorece o inicio da formagao de agregados micelares no interior
da solugdo. Sendo assim, a goma de acacia tende a adsorver na interface da
solugdo formando uma monocamada e em seguida, com o aumento da
concentracdo, agrega-se na forma de micelas no interior da solugdo. Estes
agregados micelares se mantém em equilibrio dindmico com as moléculas livres
adsorvidas na interface. Este comportamento foi observado tanto para a GAC
quanto para a GNF.

Na FIGURA 16 estdo apresentados os resultados obtidos para a GAC
(FIGURA 16 (A)) e GNF (FIGURA 16(B)) em agua e nos meios salinos. Observa-se
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que com a variagao da forga ibnica do meio ha uma alteragao nos valores de CAC e
na CMC (TABELA 3).
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FIGURA 16 - TENSAO SUPERFICIAL (y) EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE GOMA DE
ACACIA EM DIFERENTES MEIOS SALINOS: (A) GAC; (B) GNF; ESTAO INDICADOS
OS VALORES DE CAC (CONCENTRAGCAO DE ADSORCAO CRITICA) E CMC
(CONCENTRACAO MICELAR CRITICA) PARA AS AMOSTRAS EM AGUA

A diminuigdo da tensao superficial (y) com o aumento da concentracdo da

substancia tensoativa (c) em solugéo é descrita pela isoterma de adsorgéo de Gibbs:

L dy
RT dlnc (7)

que relaciona o excesso superficial de substancia tensoativa na interface (I') em
mol.m? com a tens&o superficial (y) em N.m™” , em que R é a constante dos gases, T
é a temperatura em Kelvin, e ¢ é a concentragao em mol.m>. O excesso superficial
representa a quantidade em mols da substancia que esta em excesso na interface
em relagdo a quantidade que teria se a solugao fosse homogénea até na interface, e
relacionando-se ao excesso superficial com o numero de Avogadro (Na) pode-se
determinar a area ocupada por uma molécula na interface da solucido através da

seguinte equagao:
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1
A —m (8)

onde A é a area molecular em m?. Os resultados obtidos de concentracéo de
adsorgao critica (CAC), concentragdo micelar critica (CMC), tensdo superficial
nestas duas concentragdes (ycac € ycmc) € area molecular para cada amostra estao
apresentados na TABELA 3 para a GAC e na TABELA 4 para a GNF.

TABELA 3 - VALORES DE CAC, CMC, y NESTAS CONCENTRAGOES E AREA MOLECULAR DE
GAC EM AGUA E EM SOLUGCOES SALINAS

AMOSTRA <m§fﬁ4> () (m(;_“ﬂfi-w N’y AREA(R)

GAC H,0 27,0 713 126,5 618 59,7
GAC NaCl 0,1M 14,0 712 95,7+ 62,3* 69,2
GAC NaCl 0,2M 17,1 70,8 103,8* 62,0* 74.4
GAC CaCl, 0,1M 18,8 70,2 90,5 61,1 81,0

* valores estimados no grafico, pois nao foi possivel observar o segundo ponto de inflexdo da curva.

TABELA 4 - VALORES DE CAC, CMC, y NESTAS CONCENTRAGCOES E AREA MOLECULAR DE
GNF EM AGUA E EM SOLUCOES SALINAS

AMOSTRA (men?.‘S (mylsl/.\ran) (mS%?.‘U (mﬁ?”rﬁ-s AREA (%)

GNF H,0 14,2 70,2 81,4 56,7 61,0
GNF NaCl 0,1M 8,4 70,4 57,2* 59,8* 78,2
GNF NaCl 0,2M 9,5 69,1 61,1* 54,1* 61,6
GNF CaCl, 0,1M 7.2 69,2 62,0* 56,3* 76,0

* valores estimados no grafico, pois nao foi possivel observar o segundo ponto de inflexdo da curva.

De uma maneira geral, os resultados obtidos para ambas as amostras
apresentam tendéncias similares de comportamento frente as alteracdes do meio,
porém, com algumas diferencgas, conforme discutidas abaixo.

Em solucdo salina observou-se que houve uma diminuigdo nos valores de
CAC e CMC para ambas as amostras (GAC e GNF) comparadas com as respectivas
amostras solubilizadas somente em agua. Isto indica que a presenca de sal em
solugao favorece a adsor¢ao das moléculas da goma de acacia na interface (CAC) e

a posterior formagao de agregados micelares (CMC). De acordo com Eastoe (2003)
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a presenca de eletrélitos ocasiona um decréscimo no valor de CMC para a maioria
dos surfactantes, o principal efeito causado pela presenca do sal é a neutralizagao
da repulsdo eletrostatica entre os grupamentos favorecendo a agregacéo.

Analisando os valores de CAC para as duas amostras em agua, nota-se que
a GNF apresenta um menor valor (CAC = 14,2 mg.mL"), aproximadamente a
metade do valor obtido para a GAC (CAC = 27,0 mg.mL™"), esta mesma tendéncia é
observada nas solugdes salinas, para as quais os valores de CAC para a GNF sao
sempre menores do que os para a GAC. A mesma tendéncia é observada para os
valores de CMC, indicando que a GNF forma agregados micelares em solugéo a
menores concentragdes de soluto do que a GAC.

Os valores de tenséo superficial na CAC e CMC (ycac € ycmc) Sdo muito
proximos ao comparar-se as amostras em todos os meios. Pode-se notar apenas,
de modo geral, que os valores de ycac € ycmc para a GNF sdo sutiimente menores
(yemc ~ 55 mN.m'1) do que para a GAC (ycmc ~ 60 mN.m'1), podendo ser um indicio
de uma maior capacidade tensoativa, concordando com o paragrafo anterior.

Munoz et al. (2007) obtiveram, pelo método da placa de Wilhelmy, para a
espécie Acacia tortuosa, um valor de tens&o superficial (y) de 42,6 mN.m™" para uma
solucdo de concentragdo 5 mg.mL™ a 25°C. Huang, Kakuda e Cui (2001) obtiveram,
pelo método do anel Du Nouy, um valor de y de 46,9 mN.m™’ para uma goma de
acacia também na concentracdo de 5 mg.mL™" a temperatura de 25°C. Apesar de
obtidos por métodos diferentes, ambos os valores de tenséo superficial sdo menores
do que os encontrados no nosso trabalho para a GAC e GNF na mesma
concentracdo, que pode estar relacionado as diferengas quimicas e estruturais
comumente encontradas entre amostras de espécies diferentes como ja comentado
na introducao.

Em termos de area molecular calculada foi observado um aumento nos
valores para ambas as amostras conforme o aumento da forca ibnica do meio se
comparadas a amostra em agua, sendo essa variagdo um pouco mais evidente para
a GAC. Esse aumento pode estar relacionado com a neutralizagao dos grupamentos
acidos presentes na estrutura da goma pelos cations presentes na solugéo,
diminuindo assim a repulsao entre eles e favorecendo a formagédo de agregados

maiores.
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4.2.2 Fluorimetria

A espectrofluorimetria foi utilizada para complementar a discussao sobre a
capacidade de agregagao das gomas de acacia através da formacao de dominios
hidrofobicos.

Foram obtidos os espectros em modo de emissdo do pireno em
concentracao crescente de goma de acacia (GAC e GNF) e nas diferentes solugbes
salinas. A partir destes, foram construidos os graficos relacionando-se a razao entre
as bandas l4/I3 versus a concentracdo de goma de acacia, apresentados na FIGURA
17.

Em todas as curvas apresentadas, observa-se, em baixas concentragdes,
valores de I+/I3 ~ 1,8 (préximo ao valor encontrado para o pireno em agua) e segue
um decréscimo nesta razdo a medida que aumenta a concentracdo de goma de
acacia em solugao, este comportamento esta relacionado com a migragao do pireno
para ambientes mais apolares, sugerindo a formacao de agregados, possivelmente
a partir de segmentos de cadeias, dando origem a sitios mais hidrofébicos (com

menor razao l4/l3).
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FIGURA 17 - RELAGAO ENTRE A RAZAO DAS BANDAS I,/l; DO ESPECTRO DE EMISSAO DO
PIRENO VERSUS A CONCENTRACAO DE GOMA DE ACACIA EM DIFERENTES
MEIOS: (A) GAC; (B) GNF

Nota-se claramente na FIGURA 17 uma consideravel diferenca entre as

razdes l4/l3 para as duas amostras na regiao de maiores concentragdes, enquanto a
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GAC apresenta razdes l+/l3 ~ 1,55 em concentracdes de 100 mg.mL™" a GNF atinge
valores /I3 ~ 0,9 nesta mesma concentragao, isto indica a formacdo de dominios
mais hidrofobicos (menor razao 14/13), sugerindo uma maior agregagao na goma de
acacia nativa (GNF) quando observada na mesma concentragdo que a comercial
(GAC).

Para facilitar a visualizagao e interpretagao dos dados, expandiu-se a escala

do grafico das amostras de GAC que estao apresentados na FIGURA 18.
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FIGURA 18 - RELACAO ENTRE A RAZAO DAS BANDAS I,/l; DO ESPECTRO DE EMISSAO DO
PIRENO (ESCALA CORRIGIDA) VERSUS A CONCENTRACAO DE GOMA DE
ACACIA EM DIFERENTES MEIOS: (A) GAC; (B) GNF; CAC = CONCENTRAGAO
AGREGACAO CRITICA

Assim como na tensiometria, também & possivel obter os valores de
concentracdo de agregacao critica (CAC) e concentragado micelar critica (CMC) de
surfactantes por fluorescéncia (AGUIAR et al., 2003), analisando o primeiro e o
segundo ponto de inflexdo da curva, respectivamente. No caso da goma de acacia,
a complexidade de sua estrutura, ja relatada na introdugao, refletiu também em uma
maior complexidade das curvas se comparada ao esperado para surfactantes
comuns. Para andlise e comparagao das curvas, atribuiu-se apenas o primeiro ponto
de inflexdo como um valor de concentragdo de agregacao critica, apresentados na
TABELA 5, que se deve, possivelmente, a agregagcao de partes da cadeia do
polissacarideo, conforme ja mencionado. Portanto, no caso do estudo das gomas de
acacia, os valores de CAC obtidos por tensiometria e por fluorescéncia ndo sao

comparaveis.
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TABELA5- VALORES DE CONCENTRACAO DE AGREGAGAO CRITICA (CAC) OBTIDOS POR
FLUORIMETRIA PARA A GAC E GNF

SOLVENTE CAC (mgmL)
GAC GNF
H,O 16,4 0,67
NaCl 0,1 mol.L™ 2.9 0,74
NaCl 0,2 mol.L™ 1,2 0,58
CaCl, 0,1 mol.L™ 0,75 1,1

Comparando os valores de CAC atribuidos para cada curva da FIGURA 18
verifica-se que para a amostra GAC ha uma maior variacdo deste valor nos
diferentes meios, de 16,4 mg.mL'1 em agua para valores em torno de 1 mg.mL‘1 nas
solugdes salinas. Ja a GNF nao apresentou grandes variagdes, em todos os meios
os valores de CAC ficaram proximos de 1 mg.mL™. Estes resultados concordam com
as analises tensiométricas (item 4.2.1) e sugerem novamente que a GAC é mais
sensivel a presenca de sais no meio devido ao seu maior teor de acidos urbnicos
(TABELA 1: GAC = 17%, GNF = 4%), sendo que a presenca de sais favorece a sua
agregacdo (CAC menor) e a GNF, de um modo geral, apresenta uma maior

tendéncia a agregacgao nao sofrendo tanta influéncia dos sais presentes no meio.

4.2.3 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

As analises de SAXS foram realizadas para investigar a estrutura e
conformagao das cadeias de goma de acacia comercial e goma de acacia nativa em
solucéo e as alteragbes causadas pela presenca de sais ho meio.

Na FIGURA 19 estdo apresentados os perfis de espalhamento para a GAC
em diferentes concentragdes. Observa-se um pico de correlagéo, caracteristico de
polieletrélitos, que se desloca para maiores valores de vetor de espalhamento (q)
com o aumento da concentracdo. Este mesmo perfil de espalhamento foi observado

por Dror, Cohen e Yerushalmi-Rozen (2006) para uma goma de acacia comercial e
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relataram que este tipo de espalhamento é caracteristico de agregados com

interagcbes entre agregados.

n = GAC5mg.mL"
0,004 Pt = GAC 10 mg.mL"
D) * GAC 100 mg.mL"
ol __/\i = GAC 150 mg.mL"
00034 - &5}
~ i
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FIGURA 19 - PERFIS DE SAXS PARA A GAC EM DIFERENTES CONCENTRACOES

Analisando a amostra em condicdes diluidas, GAC 5 mg.mL™" (FIGURA 20),
cujo perfil de espalhamento ndo apresenta o pico de correlagdo, consegue-se obter
parametros e informagdes relativas a forma da particula. Na regido de médio e alto
g, observou-se que o espalhamento obtido sofre um decaimento que segue uma lei
de poténcia (I(g) « g~P) com um valor de p na ordem de 2,3. Um valor em torno de
2, como comentado no item 3.2.3.4, corresponde a cadeias gaussianas e um valor
de p < 3 corresponde a particulas com geometria do tipo fractal de massa. Sendo
assim, verificou-se, com o software SASfit, os modelos matematicos referentes a
estas geometrias buscando o melhor ajuste aos dados experimentais. O modelo
referente a polimeros com cadeia do tipo gaussiana, denominado Gauss no software
SASfit (KOHLBRECHER, 2006), apresentou um desvio com relagdo aos valores
experimentais na regido de médio e alto angulo, enquanto que o modelo referente a
agregados com uma morfologia do tipo fractal, denominado Fischer-Burford, melhor
ajustou-se aos dados experimentais e esta representado pela linha vermelha na
FIGURA 20.
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FIGURA 20 - PERFIL DE SAXS PARA A AMOSTRA GAC 5 mg.mL' EM AGUA: = DADOS
EXPERIMENTAIS; A LINHA VERMELHA REPRESENTA O AJUSTE MATEMATICO
PARA ESTRUTURAS DO TIPO FRACTAL E O NUMERO DESTACADO
CORRESPONDE AO COEFICIENTE p

Em meio salino (NaCl 0,1 mol.L” e CaCl, 0,1 moI.L'1) verificou-se uma
alteracao no perfil de espalhamento indicando mudangas na conformacao estrutural.
Analisando os perfis apresentados na FIGURA 21, observa-se claramente um
aumento na intensidade espalhada pelas amostras em solugdo salina, indicando a
formagao de objetos maiores em solugdo. Esta diferenga de intensidades observada
ainda na regido de alto angulo deve ser devido ao agregado contribuir com um certo
espalhamento em q = 2 nm™ e n3o apenas a contribuicdo do espalhamento do
solvente.

Em concordancia, houve também um aumento nos valores do coeficiente p
com o aumento da forga idnica do meio, de 2,3 em agua, para 2,5 em NaCl 0,1
mol.L”" e 3,3 em CaCl, 0,1 mol.L™". Como comentado no item 3.2.3.4, um valor de 3
< p < 4 corresponde a uma morfologia mais agregada do tipo fractal de superficie,
evidenciado também pelo aumento abrupto de intensidade na regido de baixo q
observado na curva de GAC em CaCl, 0,1 mol.L™, que indica a formagdo de
agregados. Nesta mesma curva, observou-se um ingreme decaimento na regiao de
alto angulo, devido a diferenga de intensidade de espalhamento do solvente puro de

referéncia e da solucdo com a amostra, podendo estar relacionado com a
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capacidade de complexagdo de ions Ca?* pelas moléculas de goma de acécia,
ocasionando uma diminuicdo na concentracdo dos mesmos em solugao e,
consequentemente, uma menor intensidade de espalhamento do solvente.

Sendo assim, a presenga de sais ho meio ocasionou uma maior agregagao
da GAC, possivelmente devido a neutralizagdo dos grupamentos carboxilicos
negativamente carregados presentes na superficie da goma de acacia, causando
uma diminuicdo na repulsdo eletrostatica entre eles e permitindo que as cadeias
assumam uma conformagao mais empacotada.

Com relagdo ao ajuste matematico, manteve-se o modelo de fractais
Fischer-Burford que melhor se adequou aos dados experimentais, porém, a curva
para a GAC em NacCl 0,1 mol.L™ apresentou um espalhamento distinto na regido de
médio e alto angulo, onde se obtém informagdes com relagdo a estrutura mais
interna da macromolécula. Devido a esta ondulacdo no perfil de espalhamento, foi
necessaria a adicdo de mais um modelo matematico para ajustar-se corretamente
aos dados experimentais, este modelo foi o de polimeros do tipo estrela,
denominado Dozier2 no software SASfit (KOHLBRECHER, 2006), que descreve o
espalhamento de polimeros ramificados, com as ramificagcdes partindo de um centro
comum, indicando assim que a GAC neste meio assume uma certa organizagao
estrutural bastante densa e ramificada.

Sanchez et al. (2008) obtiveram (por SANS) para a fragdo arabinogalactana
(AG) da espécie A. senegal em NaCl 0,05 mol.L™!, um valor de p = 2,03 na regido de
vetor de espalhamento intermediario e um aumento para p = 2,61 na regido de alto
g, indicando uma estrutura interna mais densa e ramificada. Os autores buscaram o
ajuste matematico do fator forma utilizando os modelos de esfera, polimeros com
cadeia gaussiana e um modelo para estruturas muito ramificadas do tipo fractal,
apesar de nenhum dos modelos apresentarem um ajuste satisfatorio, dentre eles, o

ultimo foi o que melhor se aproximou a curva experimental.
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FIGURA 21 - PERFIS DE SAXS PARA A GAC 5 mg.mL" EM DIFERENTES MEIOS: m AGUA; A
NaCl 0,1 mol.L"; e CaCl, 0,1 mol.L""; A LINHA VERMELHA REPRESENTA O AJUSTE
MATEMATICO E OS NUMEROS DESTACADOS CORRESPONDEM AOS
COEFICIENTES p DE CADA CURVA

Analisando o perfil de SAXS obtido para a goma de acacia nativa (GNF) em
agua (FIGURA 22), observa-se uma maior intensidade se comparado ao da GAC,
sugerindo a presencga de agregados maiores em solugéo, também evidenciado pelo
aumento abrupto da intensidade na regido de baixo q. O valor do coeficiente p da
curva foi maior para a GNF concordando com as evidéncias anteriores de uma
cadeia mais agregada. O modelo matematico utilizado para o ajuste das curvas
também foi o modelo de fractais Fischer-Burford que melhor se adequou aos

resultados experimentais.
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FIGURA 22 - PERFIS DE SAXS PARA AS AMOSTRAS EM AGUA: m GAC 5 mg.ml7'1; A GNF 5
mg.mL"; A LINHA VERMELHA REPRESENTA O AJUSTE MATEMATICO E OS
NUMEROS DESTACADOS CORRESPONDEM AOS COEFICIENTES p DE CADA

CURVA

Quanto ao comportamento da GNF em meio salino (FIGURA 23), observou-
se um perfil bastante semelhante ao da amostra em agua, apresentando também
um aumento abrupto da intensidade na regido de baixo q, indicando a formacgao de
agregados. Esta menor sensibilidade a presenga de sais no meio e maior tendéncia
a agregacao, possivelmente esta relacionada ao menor teor de acidos urdnicos
(TABELA 1) presentes na estrutura da GNF (4% de acidos urdnicos) se comparada

a GAC (17% de acidos urénicos).
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FIGURA 23 - PERFIS DE SAXS PARA A GNF 5 mg.mL"' EM DIFERENTES MEIOS: = AQUA; A
NaCl 0,1 mol.L”"; A LINHA VERMELHA REPRESENTA O AJUSTE MATEMATICO E
OS NUMEROS DESTACADOS CORRESPONDEM AOS COEFICIENTES p DE CADA
CURVA

Os valores de Rg, para todas as amostras, foram calculados pelo ajuste
matematico de fractais Fischer-Burford, realizado com o programa SASfit. Apesar de
bastante sutil, observou-se um aumento no valor de Rg conforme o aumento da
forca ibnica do meio, indicando que a presenca de sal favorece a formagao de
agregados maiores. Este resultado esta de acordo com os valores de area molecular
obtidos na tensiometria (TABELA 3 e TABELA 4), nos quais observou-se um
aumento da area que cada molécula ocupa na interface conforme o aumento da
forca ibnica do meio.

Na literatura, Sanchez et al. (2008) encontraram um valor de Rg = 6,4 nm
para a fracdo arabinogalactana (AG) da espécie Acacia senegal solubilizada em
solucdo de NaCl 0,05 mol.L™" pela técnica de SANS (Espalhamento de Néutrons a

baixo angulo).
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TABELA6 - VALORES DE RAIO DE GIRO (Rg) PARA AS AMOSTRAS GAC E GNF EM
DIFERENTES MEIOS

Rg (nm)
SOLVENTE
GAC GNF
H,O 10,0 7,5
NaCl 0,1 mol.L” 10,6 8,9
CaCl, 0,1 mol.L™ 14,8 n.d.

n.d. — ndo determinado

4.3 ANALISE DA CAPACIDADE EMULSIFICANTE DA GOMA DE ACACIA
COMERCIAL E DA GOMA DE ACACIA NEGRA

Apds o preparo das emulsdes com as solugdes de GAC e GNF em agua e
em solugcédo de NaCl 0,1 mol.L-1, comparou-se a estabilidade no decorrer do tempo
de cada uma delas pelo aspecto visual (presenga ou auséncia de turbidez) e por
imagens de microscopia optica.

Na FIGURA 24 estao apresentadas as fotos das emulsées nos tempos de 1
minuto, 1 hora e 24 horas apos cessada a agitagdo. As amostras controle
correspondem as emulsdes formadas com a adigdo do 6leo de ricino ao solvente

puro (H20 e NaCl 0,1 moI.L'1), sem a presenga de goma de acacia.
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FIGURA 24 - FOTOS DAS EMULSOES FORMADAS COM A ADIGCAO DE OLEO DE RICINO EM
SOLUCOES DE GAC E GNF EM AGUA E EM NaCl 0,1 mol.L™

Pelo aspecto visual observaram-se claramente diferengas na turbidez das
amostras no decorrer do tempo. Em agua, observou-se que apés 1 minuto cessada
a agitacdo todas as amostras apresentaram-se turvas, apés 1 hora a amostra
controle diminuiu levemente a sua turbidez, enquanto que as amostras GAC e GNF
mantiveram-se turvas. Apds 24 horas, todas as amostras apresentaram-se menos
turvas, mas com diferentes graus de turbidez, sendo: amostra controle < GAC <
GNF, ou seja, a emulsdo formada com a goma de acacia nativa (GNF) apresentou
maior estabilidade do que a goma de acacia comercial (GAC).

Quanto as emulsbes formadas em solugdo de NaCl 0,1 mol.L™", observou
que ap6s 1 minuto a amostra controle ja apresentou-se limpida, indicando que a
presenca de sal desfavorece a estabilidade da emulsdo. Neste mesmo tempo as
amostras GAC e GNF apresentaram-se turvas. Apdés 1 hora, a amostra GAC
diminuiu o seu grau de turbidez, ao contrario da amostra GNF. Em 24 horas ocorreu

a separagado de fases e todas as amostras apresentaram-se limpidas, porém, a
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sequéncia de estabilidade da emulsdo permaneceu como a observada para a agua:
amostra controle < GAC < GNF.

Estes resultados indicaram que a amostra GNF apresenta uma maior
capacidade de estabilizagdo de emulsdes, sugerindo, novamente, que o maior teor
proteico presente nesta fragcdo pode ser o responsavel por este comportamento,
concordando com os resultados de tensiometria e fluorescéncia apresentados
anteriormente.

De acordo com Dickinson et al. (1988), para um determinado teor de
nitrogénio na amostra, considerando que este teor representa a quantidade de
proteina presente, existem dois fatores principais que podem influenciar a taxa de
diminuicdo da tenséo interfacial e consequentemente de promover um processo de
emulsificacéo eficiente: a massa molar ponderal média (M,,) do complexo proteina-
polissacarideo e a acessibilidade do componente proteico no interior do complexo,
relacionado com a sua estrutura. Fragdes com uma menor massa molar irdo difundir
mais rapidamente para a interface, ocasionando uma rapida diminuicdo da tensao
superficial, uma vez que a molécula tenha difundido até a interface ficara adsorvida
se a porgao proteica for acessivel para a interface e nao esteja escondida no interior
da molécula.

Apds ocorrer a adsorgdo da goma de acacia na superficie da particula de
6leo, a repulsdo entre duas particulas vai aumentar devido a repulsao estérica e
eletrostatica existente entre a porgdo polissacaridica da goma ocasionada pela
presenca de acidos urdnicos, oferecendo uma barreira para a coalescéncia das
gotas de 6leo (HUNTER, 1981, citado por AOKI et al., 2007b)

Sendo assim, o fato da GNF apresentar uma melhor capacidade
emulsificante, possivelmente esta relacionado com o seu menor valor de M,,, obtido
por cromatografia de exclusdo por tamanho (TABELA 2) e o seu maior teor de
proteinas (TABELA 1), que possivelmente estdo acessiveis para a interface,
favorecendo a sua atividade interfacial.

As imagens de microscopia Optica das aliquotas retiradas nos tempos 1
minuto e 1 hora das emulsdes formadas em solugdo de GAC e GNF em agua estao
apresentadas na FIGURA 25.



70

(B)

5

{ D
. ALY .':-"%, ‘\u
\%}/K‘ o

£
)

4 2
R e 0dV sy,

9, Qs

FIGURA 25 - IMAGENS DE MICROSCOPIA OPTICA DAS EMULSOES FORMADAS COM ADIGAO
DE OLEO DE RICINO EM: (A) E (B) AGUA; (C) E (D) GAC EM AGUA; (E) E (F) GNF
EM AGUA, EM DIFERENTES TEMPOS: (A) (C) (E) t = 1 min; (B) (D) (F) t = 1 h,
AMPLIACAO: 10x

O perfil observado nas imagens de microscopia Optica esta de acordo com a
tendéncia observada anteriormente pelo aspecto visual de turbidez. Nota-se que a
emulsdo formada em solucdo de GNF (FIGURA 25(E)) é composta por goticulas
menores e com distribuicdo de tamanhos mais homogénea do que as formadas pela
amostra GAC (FIGURA 25(C)), que por sua vez, sdo menores do que as formadas
apenas em agua (FIGURA 25(A)), com diametros médios de 26 + 8 um, 119 + 25

pm e 212 + 172 pm, respectivamente. Com o passar do tempo essas goticulas
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tendem a coalescer formando gotas maiores, apés 1 h os didmetros médios
observados foram de 136 + 40 uym e 192 + 82 pm, para a GNF e GAC,
respectivamente (FIGURA 25 (B), (D) e (E)).

4.4 ANALISE DO COMPOSITO GOMA DE ACACIA COMERCIAL/CELULOSE
BACTERIANA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) permite a visualizagdo das
estruturas superficiais e subsuperficiais dos materiais e a analise da sua morfologia.
As imagens de MEV dos compdsitos de goma de acacia/celulose bacteriana foram
feitas visando verificar mudangas na topografia da membrana decorrentes da
deposicdo da goma sobre a celulose bacteriana.

Os compésitos foram preparados por imersdo da membrana de celulose
bacteriana em solugdo de goma de acacia comercial, conforme descrito no item
3.2.5 seguido de secagem por liofilizagao a fim de evitar a compactagao das fibras
de celulose, deixando-as mais expostas e facilitando, assim, a sua visualizagdo por
MEV.

Na FIGURA 26 sao apresentadas as imagens da membrana de celulose

bacteriana e do compdsito celulose bacteriana/goma de acacia (GAC5L) com uma

magnificagéo de 10.000 vezes.

%10, 086

FIGURA 26 - IMAGENS OBTIDAS POR MEV: (A) MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA; (B)
COMPOSITO GAC5L; MAGNIFICAGAO = 10.000x
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Como pode ser observado na FIGURA 26(A), a CB apresenta-se como um
emaranhado de microfibrilas com didametro médio em torno de 100 nm (medidas com
o0 software Image J) e estd dentro da faixa de valores encontrada na literatura
(KRYSTYNOWICZ et al., 2002; KOIZUMI et al., 2008). Apds a imersdo em solugao
de GAC, formagado do compdsito (FIGURA 26(B)), as fibrilas de CB tornaram-se
mais espessas, com didmetro médio em torno de 150 nm, devido ao recobrimento
da superficie pelas moléculas da goma, observado pela formagdo de aglomerados
entre as fibrilas unindo-as entre si.

Apods a lavagem do compésito (resultado nao apresentado), verificou-se que
as fibrilas retornaram a um diametro médio de 100 nm, como o observado para a
membrana de celulose pura, indicando que com este procedimento é removida uma
parte da camada de goma incorporada @ membrana, devido a sua alta solubilidade

em agua.

45 ESTUDO DA INTERACAO ENTRE AS GOMAS DE ACACIA E CELULOSE
BACTERIANA

Partindo do comportamento observado pelas imagens de MEV (item 4.4),
em que se verificou que o didmetro médio das microfibrilas diminuiu apos a lavagem
do compdsito GAC/CB com agua, realizou-se uma analise da interagdo entre a
goma de acacia e a celulose bacteriana através de estudos de adsorgcao e,
posteriormente, avaliando a taxa de desorgao da goma de acacia com o tempo.

Para a construgcédo das isotermas de adsorcdo, as membranas de celulose
bacteriana foram mantidas imersas em diferentes concentragées de goma de acacia
(GAC e GNF) durante quatro dias e as concentragdes inicial e final de cada solugao
foram calculadas pelas respectivas curvas padrao (FIGURA 27), conforme descrito
no item 3.2.5.3.
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FIGURA 27 — CURVAS PADRAO DAS GOMAS DE ACACIA: (A) GAC, A = 287 nm; (B) GNF, A = 275
nm

Posteriormente, a quantidade de goma de acacia adsorvida por grama de

celulose bacteriana (Qags) foi calculada de acordo com a equagéo:

Quas = ED Ve )

Mcp

sendo Q,4; @ quantidade de goma de acacia adsorvida por grama de celulose
bacteriana (mg.mg™), C; a concentracéo inicial da solugdo de goma (mg.mL™), Cr a
concentragdo final (mg.mL™"), V; o volume total (20 mL para todas as amostras) e
M.p a massa estimada da membrana de celulose bacteriana seca (mg). Os dados

obtidos para todas as amostras estdo apresentados na TABELA 7.
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TABELA 7 - DADOS OBTIDOS NO ESTUDO DE ADSORGCAO DAS GOMAS DE ACACIA EM
MEMBRANAS DE CELULOSE BACTERIANA

(PROPORGAG GOMA:CE)  Mes (MQ) G (mgmL™) Gy (mgmL™)  Quqq (mgmg”)
GAC (1:1) 69,45 3,72 2,58 0,328
GAC (2:1) 52,60 5,64 4,30 0,509
GAC (3:1) 60,14 9,20 6,34 0,951
GAC (4:1) 53,03 13,5 9,03 1,69
GAC (5:1) 61,74 28,9 17,9 3,56
GNF (1:1) 50,51 2,49 2,09 0,158
GNF (2:1) 48,72 5,60 476 0,345
GNF (3:1) 54,97 9,45 8,02 0,520
GNF (4:1) 61,58 20,6 14,9 1,85
GNF (5:1) 42,47 26,1 21,0 2,40

Com estes resultados construiram-se os graficos das isotermas de Langmuir
e Freundlich para a GAC e para a GNF que estdo apresentados na FIGURA 28.
Através dos coeficientes de correlagdo das retas obtidas para os dois modelos
verificou-se que para a GAC (FIGURA 28 (A) e (B)) o modelo de Freundlich
apresentou o melhor coeficiente de correlacdo (R? = 0,98007), diferente da GNF
(FIGURA 28 (C) e (D)), cujo modelo que melhor se ajustou aos dados foi o de
Langmuir (R = 0,99718). Portanto, sugere-se que a adsor¢gao da GAC na CB ocorra
em multicamadas e a da GNF em monocamadas. Possivelmente esse
comportamento pode ser entendido, considerando-se a maior polidispersdo de
tamanho das cadeias da GNF quando comparada a GAC (TABELA 2). As cadeias
menores conseguem difundir mais rapidamente no meio e ocupar os sitios de

adsorcéao preferencialmente as cadeias de maior tamanho.
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FIGURA 28 - REPRESENTACAO LINEAR DAS ISOTERMAS DE ADSORGCAO: GAC: (A)
LANGMUIR, (B) FREUNDLICH; GNF (C) LANGMUIR, (D) FREUNDLICH

Para avaliar a liberacdo da goma adsorvida (desor¢éo) nas membranas de
celulose, os compasitos preparados foram imersos em agua e a taxa de liberagao da
goma foi analisada através de medidas de absorbéncia das aliquotas retiradas no
decorrer do tempo. Na FIGURA 29 estdo apresentadas as medidas de absorbancia
obtidas com relacdo ao tempo de imersédo para os compdsitos formados com GAC
(FIGURA 29 (A)) e com GNF (FIGURA 29 (B)).
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FIGURA 29 - CURVA DE LIBERACAO DA GOMA DE ACACIA COM O TEMPO DE IMERSAO DOS
COMPOSITOS PREPARADOS EM DIFERENTES PROPORGCOES: (A) GAC/CB; (B)
GNF/CB.
Os valores de absorbancia foram normalizados.

Nota-se que, para todas as amostras, ocorre uma alta taxa de liberagdo da
goma nos primeiros minutos de imersao, seguido de um patamar, no qual os valores
de absorbéncia mantém-se praticamente constantes. O patamar de absorbancia
constante é atingido em torno de 60 minutos para a GAC e em aproximadamente
120 minutos para a GNF. Uma ampliagdo da escala, para melhor visualizagao desta

regido inicial da curva, esta mostrado na FIGURA 30.
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FIGURA 30 - AMPLIAGAO DO INICIO DA CURVA DE LIBERAGAO DA GOMA DE ACACIA COM O
TEMPO DE IMERSAO DOS COMPOSITOS PREPARADOS EM DIFERENTES
PROPORCOES: (A) GAC/CB; (B) GNF/CB

Observa-se que, considerando os 30 minutos iniciais, a taxa de liberagcao
(AA/At) da GAC é menor que a da GNF, conforme demonstrado na TABELA 8.
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Novamente, este fato pode ser atribuido a maior polidispersdao de tamanhos das

cadeias de GNF, cujas cadeias menores difundem mais rapidamente.

TABELA 8 — TAXA DE LIBERACAO DA GOMA DE ACACIA (AA/At) NOS 30 MINUTOS INICIAIS DE

IMERSAO PARA TODOS OS COMPOSITOS

COMPOSITO AA/AL
GAC (1:1) 0,0002
GAC (2:1) 0,0006
GAC (3:1) 0,0013
GAC (4:1) 0,0056
GAC (5:1) 0,0116
GNF (1:1) 0,0017
GNF (2:1) 0,0034
GNF (3:1) 0,0041
GNF (4:1) 0,0096
GNF (5:1) 0,0133

Os valores de absorbancia nos tempos iniciais ndo puderam ser relacionados com a concentragao,

pois extrapolam o limite inferior de detecgéo das curvas de calibragao (FIGURA 27).

Com vistas a determinar a concentracido de equilibrio do processo de

desor¢cdo, os valores de absorbancia foram determinados apdés 24 h e a

porcentagem de goma de acéacia liberada foi calculada relacionando com a

concentragcdo de goma adsorvida inicialmente (TABELA 9). Observa-se que,

excluindo os resultados das amostras GAC (2:1) e GNF (3:1) o percentual de

liberacdo da GNF, apds um dia de imerséo, € menor que a da GAC. O conhecimento

destes comportamentos € muito

compositos.

importante visando futuras aplicacdes dos
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TABELA 9 — QUANTIDADE DE GOMA DE ACACIA LIBERADA DOS COMPOSITOS APOS 24 h DE
IMERSAO

COMPOSITO Qo4n (%)
GAC (1:1) 62
GAC (2:1) 98
GAC (3:1) 59
GAC (4:1) 55
GAC (5:1) 56
GNF (1:1) n.d.
GNF (2:1) 44
GNF (3:1) 83
GNF (4:1) 37
GNF (5:1) 53

n.d — ndo determinado

4.6 DISCUSSAO GERAL

Apds a analise dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir
que os polissacarideos extraidos da goma de Acacia mearnsii De Wild (acacia-
negra), assim como a goma de acacia comercial (GAC) sao arabinogalactanas com
a presenga de acidos urdnicos e proteinas em sua estrutura. Porém, diferem com
relacdo aos teores destes constituintes, em termos estruturais e com relagcdo aos
valores de M,, e grau de polidispersdo, ocasionando, possivelmente, os diferentes
comportamentos observados nas analises fisico-quimicas realizadas.

Pelas analises de tensiometria e fluorimetria comprovou-se a propriedade
tensoativa e a capacidade de agregacao da goma de acacia. A goma de acacia
negra (GNF), a qual apresentou os menores valores de concentragdo de adsorgao
critica (CAC) e concentragao micelar critica (CMC), mostrou-se mais eficiente como
emulsificante. A razao l4/l3 do pireno, observado na presenga da GNF e GAC,

indicou que ocorre a formacao de dominios hidrofébicos em menores concentracdes
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de GNF quando comparada a GAC. Ainda, pelo fato da razao l4/I3 ser menor na
presenca de GNF do que de GAC, sugere-se que os agregados formados possuem
regides mais hidrofébicas do que os observados para a amostra goma de acacia
comercial (GAC). Este comportamento pode estar relacionado ao maior teor proteico
da GNF (6,7%) comparado com a GAC (3,6%).

Com a presenga de eletrdlitos no meio, houve uma diminuigdo nos valores
de CAC e CMC e um aumento na area molecular, com relagao aos valores em agua,
para ambas as amostras. Estes resultados indicam uma maior agregagdo da goma
de acacia nestes meios, devido a neutralizagdo dos grupamentos acidos, diminuindo
a repulsdo eletrostatica e favorecendo, assim, a agregacdo. Pela técnica de
fluorimetria verificou-se que esse efeito da presenca de sais € mais pronunciado
para a amostra GAC, possivelmente devido ao seu maior teor de acido urbnicos
(17%) comparado com a GNF (4%).

Com as analises de SAXS foi possivel obter informagdes sobre a
conformagao estrutural das cadeias de goma de acacia em solugdo. Os valores de p
obtidos pelo decaimento das curvas na regido de alto &ngulo indicaram estruturas
tipo fractal para ambas as amostras (GAC e GNF), sendo que a GAC em agua (p =
2,3) apresentou uma estrutura do tipo fractal de massa e conforme o aumento da
forga ibnica do meio, houve um aumento do valor do coeficiente p chegando a um
valor de p = 3,3 em solugdo de CaCl, 0,1 mol.L™" que corresponde a estruturas mais
agregadas do tipo fractal de superficie. Do mesmo modo, o aumento da forga iGnica
também ocasionou um aumento nos valores de raio de giro (Rg) das amostras,
devido a esta maior tendéncia a agregacgéo, concordando com os maiores valores de
area molecular obtidos na tensiometria nestas condicbées. No caso da GNF,
observou-se a presenca de agregados tanto em agua quanto em NaCl 0,1 mol.L™
através do aumento abrupto da intensidade na regidao de baixo angulo das curvas.
Com relagao aos valores de coeficiente p obtidos, também se encontram na faixa
esperada para estruturas do tipo fractal de massa, porém, em meio salino, nao
apresentou a mesma tendéncia de agregagao (aumento no valor do coeficiente p)
que a amostra GAC, que pode estar relacionado a sua menor sensibilidade a
presenca de sais devido ao menor teor de acidos urénicos, como evidenciado pela
analise de fluorimetria.

Os experimentos de emulsificagdo também evidenciaram a maior atividade

interfacial da amostra GNF com relagao a GAC, pois a GNF manteve a estabilidade
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da emulsdo por mais tempo tanto quando solubilizada em agua quanto em meio
salino. Este comportamento deve estar relacionado com o seu maior teor proteico e
ao seu menor valor de M,, (M,, = 318 g.mol"") comparando com o da GAC (M,,= 931
g.mol™”) difundindo-se mais rapidamente para a interface agua-6leo evitando assim a
coalescéncia das gotas de oleo. Este comportamento de estabilidade observado
pelo aspecto visual de turbidez foi comprovado pelas imagens de microscopia
Optica, que mostraram a formagao de goticulas menores e com uma distribuicao
mais homogénea para a emulsdo formada com a goma de acacia negra (GNF).

Através das imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e pelas
analises de adsorcgéo e desorgdo, verificou-se que é possivel incorporar a goma de
acacia nas membranas de celulose formando compdésitos a partir de um método
bastante simples de imerséao.

Através do estudo da desor¢édo da goma observou-se que ocorre uma
grande quantidade de goma de acacia liberada dos compésitos durante a primeira
hora, no caso da GAC, e durante as duas primeiras horas, no caso da GNF, porém,
apos este tempo ha uma diminuigdo nesta taxa de liberagdo e em 24 horas apods a
imersdo ainda ndo houve a liberagcdo da quantidade total de goma adsorvida,
assumindo-se como a condigdo de equilibrio. De modo geral, a GNF mantém um
maior percentual massico adsorvido na CB do que a GAC sob as mesmas

condicoes.
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5 CONCLUSOES

Os polissacarideos extraidos da goma de Acacia mearnsii De Wild (acacia-
negra), obtida de plantagdes brasileiras sao arabinogalactanas (goma arabica)
contendo acidos urénicos e proteinas em sua estrutura.

Pelas analises de tensiometria e fluorimetria comprovou-se a propriedade
tensoativa e a capacidade de agregacdo da goma de acacia-negra e que este
comportamento varia com a presengca de eletrdlitos no meio. A presenca de
eletrdlitos favorece a agregacao destes polissacarideos.

Através de analises de SAXS, foi possivel obter informacdes sobre a
conformagao estrutural das cadeias de goma de acacia em solugédo que indicaram a
ocorréncia de estruturas tipo fractal.

Os polissacarideos da goma de acacia-negra foram capazes de estabilizar
particulas de o6leo de ricino por até uma hora, evidenciado sua capacidade
emulsificante.

Foi demonstrado por imagens de microscopia (MEV) e por estudos de
adsorgao e dessorgao, que é possivel incorporar a goma de acacia em membranas
de celulose bacteriana, formando compésitos a partir de um método de imersao
bastante simples.

Todos os resultados foram comparados ao de uma goma arabica comercial
e as diferengas encontradas justificam-se pelo maior teor de proteinas e menor teor
de 4&cidos urdnicos da acacia-negra em relagdo a goma comercial, além de
diferengas na massa molar e na polidispersdo de tamanho das cadeias.

Estes resultados sdo importantes no sentido de empregar-se a goma de
acacia-negra em substituicdo a gomas arabicas atualmente importadas pelo Brasil.
Além disso, estudos podem ser direcionados para uma possivel utilizagdo em
sistemas de liberagdo controlada de medicamentos, por exemplo, visando
potencializar os beneficios oferecidos por membranas curativas de celulose

bacteriana, agregando valor a cadeia produtiva da goma de acacia-negra no Brasil.
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