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RESUMO

O sorgo sacarino esta sendo avaliado como uma alternativa para producéo de etanol durante a
entre safra da cana de agUcar e parte do residuo desta producéo é constituida de gréos, ricos
em proteinas de reserva, conhecidas como kafirinas. Neste trabalho foram extraidas e
caracterizadas as kafirinas do sorgo sacarino, cultivar BR 501 (branco) livre de taninos, com e
sem agente redutor, e as mesmas foram caracterizadas por eletroforese em gel contendo
deodecil sulfato de sodio (SDS/PAGE). As estruturas secundarias das kafirinas foram
estudadas por técnicas espectroscopicas como infravermelho com transformada de Fourier e
ressonancia magnética nuclear *C em estado sélido. Pela técnica de infravermelho observou-
se que as kafirinas tém estrutura predominante do tipo o hélice e que na presenca do agente
redutor houve um aumento nas estruturas do tipo folhas 3. Este resultado foi confirmado pelas
analises de ressonancia magnética nuclear que revelaram proporcdes similares entre essas
estruturas. AplOs a extracdo e caracterizacdo dessas proteinas, foram desenvolvidos
revestimentos comestiveis contendo 2% de Kkafirinas variando-se a concentracdo de
plastificante, o 6leo de canola, em 0,10; 0,25; e 0,50% com e sem a adi¢do de nanoparticulas
de quitosana, no qual a concentracgdo utilizada foi de 0,1%. Os revestimentos foram aplicados
na superficie de macds e peras e caracterizados pelas técnicas de microscopia de forca
atdbmica, angulo de contato, colorimetria, perda de massa bem como andlise da textura dos
frutos com e sem revestimentos. Através dos resultados obtidos, os revestimentos contendo
0,25% e 0,50% de Oleo de canola com e sem nanoparticulas prolongaram o tempo de
prateleira das frutas, sendo que as macas duraram aproximadamente 25 dias, 10 dias a mais
que a fruta controle (sem revestimento) e as peras 17 dias, 7 dias a mais que o controle. A
partir destes resultados, foram realizados testes toxicoldgicos em ratos da linhagem Wistar
machos. Os animais foram alimentados durante 30 dias com ragdo revestida contendo 2% de
kafirinas com 0,25% de Oleo de canola e 0,1% de nanoparticulas de quitosana (grupo
experimental) e comparados com um grupo controle, alimentos com racdo sem revestimento.
Foram realizados os seguintes parametros: ingestdo hidrica e consumo de racdo, excrecao de
fezes e urina, massa corporal e massa dos 6rgaos parametros bioquimicos realizados através
do soro sanguineo e parametros biofisicos e biomecanicos realizados nos 0ssos coletados apds
a eutanasia. Nao nao foi possivel identificar efeito nocivo ao ingerir o revestimento, pois 0s
resultados obtidos para o grupo experimental foram semelhantes aos adquiridos para o grupo
controle.



ABSTRACT

The sweet sorghum is being evaluated as an alternative for the production ethanol during
between harvest the sugar cane crop residue and part of this production consists of grains, rich
in storage proteins, known as kafirins. In this work were extracted and characterized the
kafirins of sweet sorghum cultivar BR 501 (white) free of tannins, with and without reducing
agent, and the same were characterized by gel electrophoresis containing sodium dodecyl
sulfate (SDS/PAGE). The secondary structures of kafirins were studied by spectroscopic
techniques such as Fourier transform infrared and solid state *C nuclear magnetic resonance.
For the infrared technique it was observed that the predominant kafirins have o propeller-type
structure and reducing agent in the presence of an increase in f sheet-like structures. This
result was confirmed by nuclear magnetic resonance analysis revealed that similar proportions
of these structures. After extraction and characterization of these proteins, edible coatings
have been developed containing 2% kafirins varying the concentration of plasticizer, canola
oil, 0,10, 0,25, and 0,50% with and without the addition of chitosan nanoparticles, wherein
the concentration used was 0,1%. The coatings were applied on the surface of apples and
pears and characterized by the techniques of atomic force microscopy, contact angle,
colorimetry, mass loss and texture analysis of fruits with and without coatings. From the
results obtained, the coatings containing 0,25% and 0,50% canola oil with and without NP
extended the shelf life of fruit, and apples lasted approximately 25 days, 10 days longer than
the control fruit (uncoated) and pears 17 days, 7 days longer than the control. From these
results, toxicological tests were performed on male Wistar rats where these animals were fed
for 30 days coated with a diet containing 2% kafirins with 0,25% canola oil and 0,1%
chitosan nanoparticles (group experimental) and compared with a control group, with food
rations without coating. Water intake and feed intake, excretion of feces and urine, body
weight and organ weights biochemical parameters carried through the blood serum and
performed biophysical and biomechanical parameters in the bones collected after euthanasia:
The following parameters were performed. From the results obtained, it was not possible to
identify any harmful effects to ingesting the coating, because the results obtained for the
experimental group were similar to those obtained for the control group.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes Iniciais.

A producdo mundial de frutas tem apresentado um crescimento continuo. Em 1996 a
producdo ultrapassou 500 milhdes de toneladas e, no ano de 2010, chegou a 728,4 milhdes de
toneladas (SEAB, 2012).

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de frutas, ficando atras da China e india, que
juntos sdo responsaveis por 43,6%. Na ultima década, a produgdo brasileira de frutas foi
ampliada em 22,3%. Em 2001 a colheita foi de 36,7 milhdes de toneladas. Dados mais
recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostraram que no ano de
2011, com um aumento de 6,8% na colheita em relacdo ao ano anterior, o resultado alcangado
foi de quase 45 milhdes de toneladas.

Dentre as principais frutas produzidas no pais, a magd (Malus domestica) se destaca em
terceiro lugar sendo a fruta de clima temperado mais comercializada, in natura, nos mercados
internacional e doméstico. Sua producao chegou a 1,3 milhdo de toneladas no ano de 2012,
sendo que 72,2 mil toneladas foram exportadas, 48% a mais que no ano de 2011.

A pera (Pyrus communis), outra fruta de clima temperado, tem sua exploracdo econdmica
no pais ainda bastante reduzida, porém ¢ uma das frutas mais consumidas. O Brasil importa
de 80 a 90% das mais de 200 mil toneladas anuais de peras que o mercado doméstico
consome contra 20 mil toneladas produzidas no pais. O Rio Grande do Sul € o principal
produtor, com 45,7% do total. Os principais paises de importacdo sao Argentina, EUA,
Uruguai e Chile (POLL el al., 2013). As condi¢des climaticas, manejo no pomar, condi¢des de
armazenamento, periodo entre a colheita e refrigerag¢@o sdo fatores que limitam a conservagao
poOs-colheita de peras. Assim como a magad, as peras sdo frutas climatéricas, nas quais, 0s
processos vitais estdo associados a respiragdo, uma fase de rapido aumento da atividade
respiratdria apos a colheita, resultando em um curto tempo de prateleira.

Contudo, na contra mao desse continuo processo de crescimento na produgdo e no

consumo de frutas in natura, temos a maior taxa de perdas pds-colheita de frutas no mundo,
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algo em torno de 35 a 40% da producgao total de produtos colhidos e ndo consumidos; sendo
que na Europa e no EUA esses valores estdo em torno de 25% e 16%, respectivamente
(FERREIRA, 2011). As causas das perdas durante o ano podem ser naturais, atribuidas aos
fatores climaticos que podem afetar o sistema fisiologico como a respiragao/transpiragao
levando ao amadurecimento precoce dos produtos e favorecendo o desenvolvimento de
patdgenos e/ou provocadas por procedimentos inadequados (perdas fisicas) como: a utilizagao
de embalagens improprias, toque excessivo por parte dos consumidores, exposi¢ao
inadequada, colisdes provocadas geralmente pelo manuseio, armazenamento e transporte
inadequados provocando cortes, perfuragdes e injurias.

Os procedimentos de conservacdo pos-colheita usualmente empregados em frutas estdo
em quase sua totalidade, centrados na cadeia de refrigeracdo e em boas praticas de
armazenamento que sdo, sem duvidas, importantes ¢ merecedores de estudos e aplicagdes
(FERREIRA, 2011). Entretanto, um novo segmento tecnologico vem ganhando espaco nesta
area. Hoje os revestimentos comestiveis, isolados ou associados as praticas convencionais de
conservagdo, podem elevar significativamente a manuten¢do dos parametros de qualidade e
de vida de prateleira dos frutos, beneficiando toda a cadeia produtiva e o consumidor.

Assim, nesta tese, foram desenvolvidos revestimentos comestiveis para prolongar a vida
util de peras e macas e avalid-los quanto a sua toxicidade. A matéria-prima utilizada para a
obtencdo de tais revestimentos foi o sorgo sacarino que ¢ um cereal utilizado para a produgdo
de etanol, e tem como subproduto de tal processo, proteinas conhecidas como kafirinas, que
sao altamente hidrofobicas e possuem capacidade filmogénica. Além destas proteinas, foram
adicionadas nanoparticulas (NPs) de quitosana (QS) nos revestimentos, que embora sejam
hidrofilicas, podem fornecer propriedades mecanicas e bactericidas altamente desejaveis.
Desta forma, buscou-se encontrar agregar valor as kafirinas, um subproduto da produgao de

etanol, obtidas a partir do sorgo sacarino.

1.2 Revestimentos Comestiveis.

Para a comercializacdo ¢ o consumo de frutas in natura, diversos fatores sao
determinantes na escolha. Além da sua qualidade nutricional, os chamados “fatores
sensoriais” como aparéncia, aroma e sabor bem como cor e textura sdo determinantes na hora
da escolha (NASSU et al., 2001). Para manter estes fatores por maior tempo, uma alternativa
consiste na utilizacdo de filmes ou revestimentos comestiveis que agem como uma barreira
em torno do alimento reduzindo a entrada e saida de gases, agua, 6leos, atuando como uma
membrana contra a proliferagdo de agentes contaminantes como os fungos e bactérias

(KROCTHA; MILLER, 1997).
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Diferentemente dos filmes, descritos como sendo uma fina pelicula formada
separadamente do alimento e depois aplicada sobre ele, os revestimentos comestiveis podem
ser definidos como uma simples camada, composta por materiais poliméricos, depositada
diretamente sobre a superficie de um alimento que, apos a secagem, forma uma fina pelicula
que pode ser consumida junto com o alimento (AZEREDO, 2003; AOUADA, 2009;
KROCHTA, 2009).

A primeira cobertura usada em frutas foi a cera de abelha. Entre os séculos XII e XIII,
a cera foi utilizada na China para a conservacgao de frutas citricas como a laranja e também o
limdo. Embora, nessa época, ainda ndo fosse compreendida a funcdo de barreira dos
revestimentos, que atuam na reducao da troca gasosa entre o fruto e a atmosfera (respiragao-
transpiracdo), os chineses observaram que quando as frutas eram revestidas com a cera
podiam ser estocadas por maior periodo de tempo e suas caracteristicas iniciais eram
preservadas quando comparadas com as frutas ndo revestidas (HANDENBERG, 1967). A
partir dessa €época, varios revestimentos foram surgindo como as gorduras de animais, a
combinacdo de parafina com a cera de carnaiba, Oleos vegetais e minerais € mais
recentemente embalagens sintéticas produzidas a partir de diversos polimeros (MILLER,

1997).

Pesquisas neste campo tém-se intensificado, pois além da demanda por alimentos de
boa qualidade por parte dos consumidores, as industrias alimenticias buscam novas técnicas

para melhorar a qualidade do produto e assim reduzir as perdas.

A questdo ambiental também ¢é levada em conta. Com os impactos ambientais
causados pelos materiais sintéticos, pois apesar de garantirem uma prote¢ao desejada para os
alimentos, a desvantagem ¢ por nao serem biodegradaveis e de dificil reciclagem
(GUILBERT et al., 1996), tornando-os responsaveis por grande parte de residuos plasticos

que se acumulam no ambiente.

A utilizacdo de materiais biodegradaveis vem ganhando espaco, sendo cada vez mais
estudados e avaliados como matéria-prima para a producdo de filmes e revestimentos
comestiveis. Estes filmes e revestimentos sdo produzidos a partir de formulagdes baseadas em
produtos renovaveis associados a ingredientes naturais que se degradam facilmente no

ambiente (SOUZA, 2001).

Dentre os principais materiais de interesse estdo algumas: proteinas, os polissacarideos
e lipideos que, por serem considerados biodegradaveis, biocompativeis e atoxicos, causam
menor impacto ao meio ambiente e podem ser ingeridos com os produtos (ZHANG;

MITTAL, 2010). Da classe dos polissacarideos, o amido, o alginato, a celulose e a quitosana
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sdo os que se destacam. As proteinas mais usadas sejam elas hidrofobicas ou hidrofilicas sdo:
as de origem animal como a caseina, o colageno, a gelatina e as proteinas do soro do queijo e
as de origem vegetal como as da soja, as do trigo e as zeinas do milho. O glicerol,
triglicerideos (0leos e gorduras), acido laurico, acido oleico, entre outros, compdem o grupo
dos lipideos mais utilizados para a utilizagdo em revestimentos comestiveis (GENNADIOS et

al., 1990; PETERSEN et al., 1999).

Além dos polimeros mencionados acima, existem outros componentes importantes que
ajudam na formagdo e nas propriedades mecanicas dos revestimentos comestiveis como 0s
plastificantes. Estes sdo substiancias ndo volateis com alto ponto de fusdo que, quando
adicionados a outro material podem melhorar as propriedades mecanicas (VILLADIEGO et
al., 2005). Tais substancias atuam diretamente nas ligagdes de hidrogénio, reduzindo as forcas
intermoleculares ao longo das cadeias do polimero. Esta agcdo, em filmes e revestimentos
comestiveis, ajuda a melhorar sua flexibilidade, forca e resisténcia, dando ao revestimento
melhor propriedade mecanica. Porém, os plastificantes podem influenciar na permeabilidade
do vapor de adgua. Estudos realizados com sorbitol e glicerol indicaram que além de aumentar
a flexibilidade os revestimentos apresentaram maior permeabilidade a vapor de agua

(McHUGH et al., 1994; McHUGH et al., 1994a; OH et al., 2004).

Os revestimentos formulados com polimeros de natureza hidrofilica, como a
quitosana, geralmente exibem propriedades de barreira ao oxigénio (O,), dioxido de carbono
(CO,) e lipideos, além de propriedades mecanicas e antimicrobianas desejaveis. Isto acontece
devido ao alto numero de radicais polares, eles reduzem significativamente a permeagao de
gases apolares como o O; e também em certa quantidade o CO, estabelecendo um ambiente
de atmosfera modificada, reducdo do O, e aumento do CO,, contribuindo para a reducdo do
amadurecimento (BALDWIN, 1994). Mas por outro lado, ndo sdo eficientes como barreira ao

vapor de agua (FERREIRA, 2011).

Em contrapartida, revestimentos a base de proteinas hidrofobicas, como as zeinas
(prolaminas do milho) e as kafirinas (prolaminas do sorgo), devido a elevada concentragao de
aminoacidos apolares como leucina, alanina e prolina, apresentam excelentes propriedades de
barreira a umidade e calor (BELTON et al., 2006; FERREIRA, 2011). No entanto, filmes a
bases destas proteinas tendem a ser quebradicos e com baixa flexibilidade, havendo a
necessidade de adigdo de plastificante ou de materiais que lhes confira flexibilidade como a

nanoparticulas.

De modo geral as formulagdes dos filmes e revestimentos comestiveis sdo constituidas

pelos seguintes compostos: agente formador de filmes (chamado de matriz), plastificante,
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solvente e em alguns casos, ajuste do pH. Outros materiais que podem ser incorporados sao os
antioxidantes, corantes, vitaminas e agentes antimicrobianos bem como as nanoparticulas
(NPs) (KROCHTA et al.; 1997).

Segundo Duncan (2011) num revestimento composto apenas por polimero as
moléculas de vapor de 4gua e oxigé€nio se difundem com maior facilidade enquanto no
revestimento nanostruturado esta permeabilidade ¢ dificultada pelas nanoparticulas presentes
no filme, diminuindo ou até impedindo a difusdao de gases e, consequentemente, aumentando
o tempo de prateleira dos alimentos. Na figura 1 esta ilustrado o mecanismo de agao protetora

de um revestimento nanoestruturado.

vapor de agua/ oxigénio vapor de agua/ oxigénio

Fonte: DUNCAN, 2011

Figura 1: Ilustragdo da acdo protetora de um revestimento comestivel com e sem nanoparticulas.

O uso de nanoparticulas (NPs) na composi¢do de filmes comestiveis ¢ uma forma de
melhorar suas propriedades de aumento de tempo de prateleira (FERREIRA, 2011). No caso
das nanoparticulas de quitosana (NPs de QS), polissacarideo oriundo de residuos da industria
pesqueira vem sendo estudado na aplicagdo de filmes comestiveis, pois a utilizagdo destas
NPs pode melhorar as propriedades mecanicas e de barreiras dos filmes (Moura et al., 2009).
Além disso, estudos tem mostrado que NPs de QS e NPs de trimetilquitosana (TMQ) sdo
estaveis e apresentam a¢do antimicrobiana (BLANCO, 2011), podendo evitar a proliferagdao
de microrganismos na superficie dos alimentos. Este tipo de revestimento pode reduzir ou até
mesmo inibir o desenvolvimento de bactérias e fungos no ou perto do produto alimentar

mantendo a esterilidade dos alimentos evitando, assim, a contaminagao.

O processo de formacdo dos revestimentos sobre a superficie das frutas envolve forcas
de coesado entre as cadeias do polimero utilizado como formador de revestimento e forgas de
adesdo que atuam entrem o revestimento (agregagao do polimero) e a superficie em que esta
sendo depositado (CARVALHO, 1996).

Existem varios métodos de aplicacdo da solu¢do formadora do revestimento sobre a

superficie da fruta. A pulverizagdo ou nebulizacdo (“spraying”) e a imersdo conhecido como
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evaporacdo do solvente (“solvent casting”) sdo os dois principais métodos utilizados, seguidos
de secagem em temperatura ambiente. Neste primeiro, goticulas da solu¢do sdo atomizadas
sobre a superficie da fruta formando, apds a secagem, uma camada homogénea apds a
secagem. Pelo processo de imersdao, em que a fruta ¢ mergulhada na solugdo por alguns
segundos e apos a evaporacdo do solvente, o revestimento ¢ formado em sua superficie
(ASSIS et al., 2009).

Independente do material hidrofébico ou hidrofilico ou a maneira que estdo sendo
depositados sobre a superficie dos alimentos, os revestimentos comestiveis tem que apresentar
boas propriedades funcionais como as ja descritas anteriormente. Se nestas condi¢des as
caracteristicas iniciais do alimento forem preservadas apds algum tempo, o revestimento

comestivel é considerado eficaz.

1.2.1 Caracteristicas desejaveis de um revestimento comestivel.

Para aplicagdes em frutas ou qualquer outro alimento, a principal carateristica almejada na
obtencao de um revestimento comestivel é a de estabelecer uma boa diferencga de resisténcia a
umidade (KESTER; FENNEMA, 1986). A perda de agua excessiva, ndo so resulta em perda
de massa, mas também em perda de qualidade na textura, devido ao murchamento e
enrugamento (BARROS; GOES; MINAMI, 1994).

Uma importante caracteristica das frutas ¢ que elas respiram, absorvendo oxigénio (O,) e
liberando gas carbonico (CO,), e transpiram, isto ¢, perdem dgua. Apds a colheita, ao longo da
estocagem, as frutas continuam a respirar, transpirar € a produzir hormoénios de
amadurecimento, resultando em alteragdes nas concentracdes de O, CO, agua e etileno. Uma
vez colhido, ou seja, o fruto perde sua fonte de dgua, fotossintatos e minerais, suprindo sua
necessidade energética utilizando os materiais organicos armazenados nos tecidos, tais como
carboidratos, proteinas e lipideos. Na respiragdo estas substancias sdo quebradas e
transformadas em energia quimica. Com a perda das reservas alimentares armazenadas
durante a respiracdo e com o aumento da concentracdo de O, e proporcional perda de CO,, as
células internas ndo sdo renovadas, aumentando a respiragdo e provocando uma queda
metabolica resultando em: acelera¢do da senescéncia; redugdo do valor alimentar (energético);
perda na intensidade de sabor (“flavor”), principalmente na dogura e perda de massa seca
(desidratagao) (BOAS, 2000).

Mantendo a atmosfera interna dos frutos controlada, pela modificacdo e controle dos
gases, o periodo de vida pos-colheita do produto pode ser prolongado uma vez que o
amadurecimento dos frutos climatéricos como as magas e peras esta relacionado com a sintese

\

de etileno sendo proporcional a concentracdo de O,. Ao reduzir a absor¢do de O
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consequentemente ¢ reduzida a concentragdo de etileno resultando em uma maturagdo mais
lenta (BALDWIN et al., 1999). Portanto, a taxa da respira¢ao ¢ inversamente proporcional ao
tempo de vida do fruto. Desta forma, a utilizacdo de revestimentos comestiveis com boas
propriedades de barreira ao oxigénio e a umidade, visa estender a vida de prateleira da fruta.
Um aspecto importante ¢ a espessura ¢ a homogeneidade do revestimento podendo
interferir diretamente na estabilidade do produto revestido, pois o controle da taxa de
permeacgao de vapor d’agua, O,, CO, entre outros ¢ funcao da porosidade e da espessura do
revestimento. Sendo assim, para a obtengdo de um bom revestimento, deve-se levar em conta
principalmente o tipo de solvente utilizado (PARK et al., 1994). Os considerados “solventes
adequados” sdo aqueles que apresentam valores de solubilidade semelhantes aos do polimero
utilizado. A seguir serao descritos os materiais de partida que foram utilizados neste projeto

para obtencao dos revestimentos.

1.3 Sorgo Sacarino.

O sorgo ¢ uma planta considerada nativa da Africa, encontrada principalmente na
regido da Etiopia por volta de 3000 a.C. Entretanto, ha evidéncias que na Asia, precisamente a
India, seja a primeira regido responsavel pela domesticagio e dispersdo da planta no ano 1000
AC (NUNES, 2000).

Devido a domesticagdo desta planta por séculos, o sorgo hoje apresenta caracteristicas
diferenciadas que atendem as exigéncias e demandas do ser humano. Comparativamente aos
outros cereais, 0 sorgo ¢ mais resistente a seca, pragas, doencas e temperaturas elevadas,
sendo uma planta mais adaptada a condi¢des adversas do que outras culturas como o milho,
trigo, centeio entre outras (DINIZ, 2010).

Classificado como sendo da familia das gramineae, do género sorghum e da espécie
Sorghum bicolor L. Moench, agronomicamente o sorgo pode ser classificado também em
quatro grupos: granifero, forrageiro para silagem e/ou sacarino, forrageiro para pastejo/corte
verde/fenagao/cobertura morta e vassoura. O primeiro grupo inclui tipos de porte baixo que
sdao adaptados a colheita mecanica. O segundo grupo inclui tipos de porte alto apropriados
para silagem e/ou producdo de agucar e dlcool. O terceiro grupo inclui sorgos utilizados para
pastejo, corte verde e fenagdo. O quarto grupo inclui tipos cujas paniculas sdo confeccionadas
vassouras (EMBRAPA, 2009)1.

Dos quatro grupos, o sorgo granifero ¢ o que tem maior expressao econdmica e esta
entre os cinco cereais mais cultivados no mundo, ficando atras do arroz, trigo, milho e cevada

(EMBRAPA, 2009). Entretanto, o sorgo sacarino vem se destacando como uma cultura

! http://www.cnpms.embrapa.br. Acessado em (13/10/2013).


http://www.cnpms.embrapa.br/noticias/mostranoticia.php?codigo=593
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bastante promissora para a producdo de etanol, tanto do ponto de vista agrondmico quanto
industrial, por apresentar colmos suculentos com altos teores de agucares fermentaveis. Este
vem sendo avaliado como uma alternativa a cana de agucar para a producao de etanol, pois
seu colmo ¢ rico em sacarose, assim como na cana-de-agtcar (Saccharum spp), permitindo
que a mesma infra-estrutura da industria canavieira seja utilizada a partir do sorgo sacarino
para a produ¢do de alcool. No inicio de 2011 a usina Cerradinho, em Catanduva (SP)
produziu 1,4 milhdes de litros de etanol a partir do sorgo sacarino. A companhia cultivou
1.200 hectares de uma variedade hibrida desenvolvida pela Cana Vialis/Monsanto®. Neste
mesmo ano, a usina Porto das Aguas, da Empresa Cerradinhos Bio da cidade de Chapadio do
Céu (GO), plantou 1.800 hectares produzindo 25 toneladas de biomassa/ha e a indistria gerou
35 litros de etanol por tonelada®.

Em 2012 grandes produtores de alcool como Raizen, ETH bioenergia, Bunge e Usina
Sao Martinho também cultivaram o sorgo sacarino na tentativa de complementar a oferta de
etanol na entressafra da cana-de-agticar. A ETH bioenergia cultivou 1,5 mil/ha de sorgo
sacarino, dos 120 mil hectares que tinham disponiveis para cultivo. As empresas Raizen, joint
venture entre Cosan e Shell, também cultivaram mil hectares de sorgo sacarino®. Em uma
pesquisa realizada pela Embrapa, foram identificadas de 30 a 50 usinas de etanol com grande
interesse em utilizar o sorgo sacarino como complemento a cana-de-agucar em periodos da
entressafra (EMBRAPA, 2012a).

Vale ressaltar que, na safra de 2011/2012 (novembro-dezembro/margo-abril) foram
plantados no pais cerca de 30 mil hectares de sorgo sacarino, com um rendimento variavel de
20 a 64 toneladas de biomassa e rendimento de 2 a 3 mil litros de etanol/ha, contra 7 mil litros
de etanol obtidos pela cultura da cana. Espera-se que na safra de 2012/2013 a meta seja de
100 a 120 mil hectares de sorgo plantado (EMBRAPA, 2012).

O sorgo sacarino apresenta um ciclo de crescimento curto (cerca de 120 dias)
possibilitando ter mais de uma safra por ano. Geralmente o sorgo sacarino ¢ semeado na
entressafra da cana-de-acticar nos meses de outubro e novembro, para suprir a producdo de
etanol nos meses de dezembro a marco, quando as usinas estdo sem matéria-prima (cana-de-
agucar) para moagem, garantindo assim a producao de etanol durante todo o ano. Na figura 2
esta a representacao do calendario bioenergético (TEIXEIRA et al., 1997; SOUZA et. al.,
2005; MARCOCCIA, 2007, EMBRAPA, 2012).

2 http://www.estadao.com.br/noticias/impresso,usina-produz-pela-primeira-vez-etanol-a-partir-de-sorgo,705475,0.htm.
3 http://jovemsulnews.jusbrasil.com.br/politica/8244055/usina-da-cerradinho-bio-investe-na-producao-de-etanol-de-sorgo (Acessados em

13/10/2013).

* http://www]1 folha.uol.com.br/fsp/mercado/18014-usinas-testam-alcool-produzido-com-sorgo.shtml.


http://www.estadao.com.br/noticias/impresso,usina-produz-pela-primeira-vez-etanol-a-partir-de-sorgo,705475,0.htm
http://jovemsulnews.jusbrasil.com.br/politica/8244055/usina-da-cerradinho-bio-investe-na-producao-de-etanol-de-sorgo
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FONTE EMBRAFA

Figura 2: Calendario energético representando o plantio do sorgo sacarino, na entressafra da
cana nos meses de novembro a abril.

Com a utilizacdo do sorgo sacarino na produ¢do de etanol, ¢ gerada uma grande
quantidade de subprodutos, considerados rejeitos, que podem ser empregados na geracao de
calor e energia elétrica via combustdo e, futuramente, poderdo constituir-se numa excelente
opgao para produgdo de etanol de celulose, quando as tecnologias de hidrdlise da celulose se
tornarem competitivas economicamente (TEIXEIRA et. al, 1997, SOUZA et. al., 2005;
MARCOCCIA, 2007). Sendo assim, o processamento industrial do sorgo sacarino para a

producdo de etanol tem grande semelhanca aos ja utilizados nas usinas do pais.

1.3.1 Estrutura do grao de sorgo.

Com a utilizagdo do colmo do sorgo sacarino na produgdo de etanol, os graos de sorgo
sdo considerados residuos e vém sendo utilizados na alimenta¢do animal por apresentar um
alto valor energético. A estrutura basica do grdo de sorgo, representada na figura 3, pode
variar de acordo com a variedade. Seus elementos principais sdo: pericarpo, gérmen e

endosperma.

Pericarpo

3 Escutelo

Cauliculo

Aleurona

Endosperma comeo
Endosperma comeo
Endosperma amilaceo

Fonte: Nunes, 2000.

Figura 3: Esquema do grao de sorgo.
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O pericarpo ¢ o elemento mais externo e corresponde a 6% da massa média do grao.
Este elemento ¢ formado por trés camadas: epicarpo, mesocarpo ¢ endocarpo. O sorgo ¢ o
unico cereal que apresenta granulos de amido depositados também no mesocarpo, esta seria a
explicacao pelo alto contetido de amido encontrado neste grao (NUNES, 2000).

Abaixo do pericarpo est4 localizada a testa, estrutura onde os taninos® sdo encontrados.
Estudos tém mostrado que os taninos apresentam uma elevada capacidade de se ligarem com
proteinas, o que pode causar problemas na digestdo. Devido ao fato dos cultivares de sorgo
ndo apresentarem uma protecao para as sementes, como por exemplo, a palha no milho e as
glumas do trigo, a presenga destes compostos fendlicos no grao serve como uma defesa
quimica contra o ataque de pdssaros e patdgenos. Existem duas classes de taninos: os
hidrossoluveis e os condensados, sendo estes tltimos os mais abundantes e responsaveis pela
baixa digestibilidade do sorgo (MAGALHAES et al., 2001, DINIZ, 2010).

O gérmen ¢ a estrutura que corresponde a 10% da massa do grio, sendo formado por
dois tecidos, caliculo e escutelo, este contém altos teores de lipideos, proteinas, enzimas e
minerais. Entre os lipideos presentes, os 4cidos graxos poli-insaturados sdo os mais
abundantes, assim como os presentes no grao de milho (FAO, 1995).

O endosperma ¢ o elemento mais abundante no grao, correspondendo a 84% da massa
total. Ele ¢ formado por duas principais estruturas: o endosperma vitreo, formado pela uma
textura amilacea e o endosperma opaco, formado por uma textura cdrnea. Assim como nos
outros cereais, sdo nestas estruturas que 88% dos granulos de amido presentes no grao do
sorgo, sdao depositados. Sao encontrados no endosperma elevados teores de proteinas. As
proteinas do sorgo sdo classificadas em: globulinas e albuminas (soltiveis em agua ou solugao
salina) e prolaminas e glutelinas (também conhecidas como proteinas de reserva). As
prolaminas sdo proteinas insoliveis em agua e solliveis apenas em solugdo alcodlica por
serem altamente hidrofobicas. Ja as glutelinas, sdo proteinas insoliveis tanto em agua quanto
em alcool, somente apds a redugdo das ligagdes de dissulfeto, elas tornam-se soliveis em
alcool.

As prolaminas sdo proteinas encontradas em todos os cereais e dependendo do grao,
elas recebem véarias denominagdes. No grao de milho, as prolaminas sdo conhecidas como
zeinas e no grao de sorgo como kafirinas. O principal interesse tecnologico por estas proteinas
vem da capacidade de formar uma pelicula protetora para incremento da vida de prateleira dos
alimentos, protegendo tais produtos da umidade e oxigénio (BUCHNER et al., 2011.) Uma

outra aplica¢do seria nas industrias farmacéuticas para a producdo de revestimentos para

5 Taninos: compostos fenolicos resultantes do metabolismo secundario dos vegetais.
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medicamentos (WU et al., 1997; GAO et al., 2006). Assim, o sorgo tem potenciais aplicagdes
bio-industriais como producao de etanol e filmes (BEAN et al., 2006).

Além disso, esse grao vem sendo estudado para uso na producao de paes que podem
ser consumidos por portadores da doenga celiaca, uma vez que o seu gliten nao contém a
sequéncia de aminodcidos responsavel por estimular os individuos alérgicos (SCHOBER et

al., 2007).

1.3.2 As Kafirinas.

As kafirinas (proteinas de reserva do sorgo) assim como as zeinas (proteinas de
reserva do milho), sd3o depositadas em organelas conhecidas como corpos proteicos (CP). Ha
evidéncias de que estas proteinas sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico e, entdo,
depositadas no endosperma onde se agregam formando os CP, os quais sdo degradados
durante a maturac¢do do grao (ORIA et al., 2000).

De acordo com a solubilidade, as kafirinas podem ser classificadas em fragdes
proteicas denominadas de kafirinas o, v, B ¢ 8. Uma alta propor¢ao da fragdo a ¢ extraida em
solugdes agua/alcool e representam de 66 a 84% das kafirinas totais (MESA-STONESTREET
et al., 2010). Em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS/PAGE), as
kafirinas o apresentam bandas de massa relativa (Mr) de 23 a 25 KDa. Elas podem ser
compreendidas pelas kafirinas a2 de Mr de 24KDa e al de Mr 25KDa. As Mr das kafirinas
al e a2 ndo corresponderem a mesmas Mrs das zeinas o. A figura 4 mostra a similaridade
entre as kafirinas o e as zeinas a. E possivel observar que a quantidade de residuos de
aminoacidos apresentados para a kafirina a2 € superior aos encontrados na zeina o Z19, 239

contra 214, respectivamente.



22K o-zein
22K o-Kafirin
19k o-zein
19Kk ce-Kafirin

22Kk o-zein
22k a-Kafirin
19K o-zein
19k ce-Kafirin

22k o-zein
22 k o-Kafirin
19k o-zein
19k ce-Kafirin

22K o-zein
12k a-Kafirin
19k a-zein
19Kk ce-Kafirin

22k o-zcin
12Kk o-Kafirin
19K o-zein

FIIPQCSLAPSA.IIPQFLPPVISNGFEELAVQAYMLOOALAASVLOOPT
VIIPQCSLAPNA. IISQFLPPLTPVGFEHPALQAYRLOQALANSILOOPF
TIFPQCSQAPIASLLPPYLSPAVSSVCENPILOPYRIQQATAAGIL. . PL
..... CSQISIAAPHPAYLEP. . . .VCANPMLOPYGLOQATIAASIL. .QS

SPLFLQQSSALL. . QQLPLVHLLAQNIRAQQLOQLV. . . . . . . . LANLAR
SPLFIQQPSALL. .QQLSLVNLLAQSIRAQQLOQLVLESINQVTLANLAR

YLOQOLLASNPLALANVAAYQQOQOQOLOQFLPALSQLAMVNPAAYLOOQOL
YLOQOLLASNPLALVNNAAY . QQQQLOQVLPMI SQVAMANPAAYLOQOO .
¥SQQQQPLPPNQLARLNSASYLOQQQLP. . . . PEQLEAAYP . . ... ...

¥SQQQQF IPFSQLAAVNPAAYLOLQOLQQ. . . *SQLAARSPARFWPQOOL

LSSSPLAVVNAPTYLOOOMLEQTVPALTQLAVANPAAYL . 0 . QLLPFNQL
LAYNPLVAANAAAYLEQQQLOQILPALSQLALVNPAAYL . HTQLLPFNQL
e T e QOFLP . FNQLTALNSPAYLOQQOLLPFSOL
LPPYPQGVANAATLLG . . . LOOLLP . FNQLAAVNPAAYLOLOLLLOFSQL

TVSNSAAYLOQRQPL . LNPLEVANPLVAAFLOQQOLLFYNQFSLMNPALS
AVTNTAAYLOQQQLLEVNPVVAANPLCAAFLQPRQLLEFNQ I SLMNPAFS
AGVSPATFLTQPQLLEFYQHAAPN . . AGTLLQLQQLLEFNQLALTNETAF
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19k c-Kafirin  GAVSPATFWPQQOLLPFYPQGVAN. . AATLFQQOQOQLLFF IQLALANPATS

22k 0-zein WQOPIVGGAIF — 245
22k oe-kafirin WQQPIVASAIV - 246
19k o-zein YQQPIIGGALF - 214
19K c-Kafirin CQQPPIGGALE - 239*

Figura 4: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das o kafirinas e a zeinas. Os residuos de
aminoacidos conservados para ambas as proteinas estao realgados. (Fonte: BELTON et al., 2006)

Em geral, os aminodcidos sdo praticamente os mesmos, o que difere ¢ que na kafirina
a2, representada na figura 4 como 19KDa , existem trés residuos do aminoacido de cisteina
contra dois nas Z19 das zeinas. Para os autores, isto poderia explicar a maior facilidade que as
kafirinas apresentam em formar ligagdes de dissulfeto em relagdo as zeinas (BELTON et al.,
2006). Assim como as zeinas, as kafirinas o sdo ricas em aminoacidos apolares e apresentam
auséncia de aminoacidos essenciais como lisina e triptofano.

As kafirinas y, assim como as zeinas y sdo soluveis em agua apds a reducao de
ligacdes de dissulfeto. Foram observadas duas bandas no gel de SDS/PAGE, uma de Mr 27
KDa e em muito casos outra de 49 KDa, a qual ¢ atribuida a um dimero da primeira. Em
graos de sorgo com endosperma vitreo, a Kafirina y representa de 9 a 12% das kafirinas totais
e no endosperma opaco, representa de 19 a 21%. Devido ao alto conteudo de prolina, cisteina
e histidina, esta proteina apresenta uma forte capacidade de formar ligagdes de dissulfeto com
outras proteinas e entre si (MESA-STONESTREET et al., 2010). Na figura 5, foi avaliada a
sequéncia de duas kafirinas v, e elas foram comparadas com uma sequéncia de zeina y. Nota-
se que entre as variedades de kafirinas y, ndo existe diferenca e quando comparadas com a

zeina y, ha certa semelhancga entre as sequéncias, exceto que na zeina y existem apenas quatro
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repeticdes dos residuos de aminoacidos Pro-Pro-Pro-Val-His e na kafirna y foram encontrados

oito.

y-zein
y-Kafirin 1
y-kafirin 2

y-z¢ein
y-Kkafirin 1
y-kafirin 2

y-zein
y-kafirin 1
y-kafirin 2

y-zein
y-Kafirin 1
y-kafirin 2

Y-zein
y-Kafirin 1
y-kafirin 2

sPPPVHLPPPVHI, PPPVHI.PPP
e} PPPVHL.PPPVH.. PPPVHL PPP
..... PPPVHLPPPVHL PPPVHL PPP

PPP(}!Y PTQPPRPOQPHPOPHPCPCQOPHPSPCO . . LOGTC

NHVPR. . ... PPQCH. . ... PHPTLPPHPHPCPTYPPHPSPCHPGHPGSC
VHVPP. .. .PPPOCH.. ... PHPTLPPHPHPCATYPPHPSPCHPGHPGSC
GVG. .. .STPILGQCVEFLRHQCSPTATPYCSPQCQSLRQQCCQQLRQVE

GVGGGPVTPPILGQCIEFLRHQCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQOLRQVE
GVGGGPVTPPILGQCIEFLRHOCSPAATPYCSPOCQOALRQQCCQOLROVE

POHRYQAIFGLVLOSILOOOP . . OQSGOVAGLLAAQIAQOLTAMCGL . . Q0
PLHRYQAIFGVVLOSIQQQQOPQOGQOSS PLPALMAAQIAQQOLTAMCGLGVGQ
PLHRYQAIFGVVLQSIQQQQPQGQSS PLPALMAAQIAQQLTAMCGLGVGQ

PTPCPYAA . .AGGVPH -204
PSPCASCSPFAGGVHY - 193
PSPCASCSPFAGGVHY

Figura 5: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de duas variedades de kafirina y
comparadas com a sequéncia da zeina y. Os circulos apresentados na figura em azul e rosa
indicam a regido da sequéncia de peptideos repetidos (sequéncia repetida PPPVHL). (Fonte:
BELTON et al., 2006).

As kafirinas 3 representam de 7 a 8% das kafirinas totais no endosperma vitreo e de

10 a 13% no endosperma do griao opaco. Foram identificadas fracdes de Mr 15, 17 e 18 KDa,

no entanto, ha controvérsias sobre sua Mr. Recentemente outros autores identificaram apenas

uma unica banda em 19 KDa. Assim como as zeinas [3 sdo soluveis em solucdes agua-alcool

apos a reducgdo das ligagdes de dissulfeto. Esta proteina € rica em residuos de metionina (16

residuos) e cisteina (10 residuos) (BELTON el al., 2006; MESA-STONESTREET et al.,

2010). A sequéncia de aminoacidos da kafirina 3 e da zeina 3 estdo apresentadas na figura 6.

B-kafirin ALQMPG.M.GLQODLYGAGALMT . . . MMGAGGGLYPCAEYLRQPQ. .CSPV
B-zein AMOMPCPCAGLQGLYGAGAGLTT . . MMGA . GGLYPYAEYLRQPQ. . CSPL

B-I-mfirin

p-kafirin SVVQQLOMTMQOLOGVAAASS . . LLYQPALVQOWQOLLPAAQALT . PLAMA
B-zein SVAQOLOMMMOLERAATASSS . . LYEPALMOQOOQOQOLLAAQG . . LNPMAM.

+AAPFYALREQTMWQPNFICQPLRQOCC . QOMRMMDMQOSRCQAMCGVV.Q
B-zein AAAPYYA....GCCGQTSAMYQOPLROOCCOOOMRMMDV ... cevesssa

a-kaﬁrin VAQVAQONMP . AMCGLY. . . .QLPSYC.TTP.CATSAAIPPYY -172

5-'l.ein

. MMAQONMP . AMGGLYQYQYQLPSY . RTNP . CGVSAATIPPYY - 161

Figura 6: Alinhamento das sequencias de aminoacidos da kafirina 3 e da zeina [. (Fonte:
BELTON et al., 2006).
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A sequéncia de ambas as [ prolaminas mostra grande similaridade entre elas,
principalmente na quantidade de residuos de metionina encontrados. Contudo, a zeina 3 s6
tem sete residuos de cisteina indicando que esta proteina ¢ encontrada como polimero e
oligbmeros. J& a kafirina 3, por apresentar uma quantidade maior de residuos de cisteina, o
que lhe permite estar presente em forma de mondmero se as ligacdes de dissulfeto forem
apenas intramoleculares e também em forma de oligdmeros com ligagdes de dissulfeto intra e
intermoleculares.

As kafirinas & representam as fragdes de Mr em torno de 14KDa e 21KDa. Essas
proteinas tém alta homologia com a zeina 6 de Mr 14 KDa. No entanto, diferem da zeina
correspondente devido a presenga, nas kafirinas, de uma pequena regido rica em residuos de
metionina (de 16 a 18%) (BELTON et al., 2006). Vale ressaltar que a zeina o pode ser
detectada por SDS-PAGE, a kafirina § ainda ndo foi identificada no nivel proteico do grao.

Estudos estruturais sobre as kafirinas sdo escassos e em geral elas tém sido
comparadas as zeinas em sua conformagdo. Forato (2000) realizou um estudo sobre as
estruturas secundarias (ES) pela espectroscopia na regido do infravermelho (IV) das zeinas
extraidas dos graos e corpos proteicos de milho, no estado solido, e estas apresentaram
predominadncia em estruturas helicoidais com 43% de o hélices e 28% de folhas . As
pesquisas realizadas na década de 1970 indicaram um alto contetdo de estruturas helicoidais,
com 40% de sua estrutura a-hélices, para kafirinas em solucdo de t-butanol 60%,
apresentando similaridade com as a-zeinas. Os estudos foram conduzidos pelas técnicas
dicroismo circular (DC) e IV (WU et al., 1971).

Duodu et al. (2001) analisaram por IV e ressondncia magnética nuclear de °C (RMN
de *C) no estado sélido, as proteinas do sorgo de cinco cultivares diferentes ¢ do milho nos
corpos proteicos, antes € apos o cozimento. Os autores observaram de 50 a 60% de estruturas
do tipo a-hélices nos corpos proteicos para amostras ndo cozidas de sorgo. Em um recente
estudo, Gao et al. (2005) analisaram kafirinas extraidas em solucdo de agua/t-butanol por IV,
utilizando o acessorio de reflexdo atenuada total (ATR), e obtiveram uma razao de 1,39:1 de
estruturas oa-hélices/folhas 3, respectivamente. Contudo, quando analisaram kafirinas
extraidas com etanol/agente redutor (metabissulfito de sédio - Na,S,0s) a razdo foi de 1:1 de

estruturas o hélices e folhas 3, respectivamente.

1.4 Quitosana.

Como nos revestimentos aqui obtidos foram utilizadas NPs de QS, sera feita uma

descricdo deste material. A quitosana (QS) ¢ um polissacarideo obtido a partir da



32

desacetilacdo parcial da quitina. A quitina ¢ um polissacarideo natural extraido a partir do
exoesqueleto de artropodes, algas diatomaceas e paredes celulares de fungos e leveduras.
Apesar de ser sintetizada por varios insetos e vegetais, as principais fontes comerciais de
obtengdo da quitina sdo os rejeitos da industria pesqueira como a carapaga de caranguejo,
camarao, lagosta e lula (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Formada por varias unidades repetitivas 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose unidas
por uma liga¢do 3 (1-4), como mostra a figura 7, a quitina ¢ a segunda substancia organica
mais abundante e sua estrutura ¢ muito semelhante a da celulose, mas no caso da quitina o

grupo hidroxila do carbono 2 ¢ substituido por um grupo acetamido (BORATO, 2007).

OH OH OoH
/i/o Je 0}4 O/&/O 4 Oﬁ O/A/O 4o A
Hok/t(%_r—' 4 HOX/‘\E}H/ \%-\ Hok/\'{%_'/ \%[07\
oH oH OH

CELULOSE

/Xg//‘A/ NHAC ’Xg//‘\\KOHO NHAC ’XQ;N\JJOHO NHA o
NHAc NHAc NHAc
QUITINA

Figura 7: Representacdo das estruturas quimica da celulose e da quitina.

O processo de desacetilagao da quitina ocorre em meio basico com solugdo aquosa de
hidroxido de s6dio (NaOH). O tempo de agitacdo, a concentracdo do meio e a temperatura sao
fatores varidveis que interferem nas caracteristicas da quitosana a ser obtida (AOUADA,
2009). Este processo envolve a remocao dos grupos acetil da cadeia da quitina, resultando em
grupos amina livres (NH;). Entretanto, a desacetilacdo da quitina para a obtencao da quitosana
ndo ocorre de forma total, 100% desacetilada. O processo resulta no consumo excessivo de
reagentes, além de favorecer a despolimerizacdo das ligagdes glicosidicas. Assim, o
biopolimero ¢ considerado quitosana quando o grau de desacetilagdao for igual ou maior que
40% (BLANCO, 2011).

De acordo com Silva, 2012, o grau de desacetilagdo influencia na solubilidade da
quitosana. Diferentemente da quitina, insolivel em solu¢do aquosa e também na maioria dos
solventes organicos usuais (ANITHA et al., 2009), a quitosana ¢ solavel em solugdes aquosas

contendo acidos, tais como o acético e o cloridrico gragas a protonagao do grupo amino ligado
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ao carbono 2 da unidade 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose. Essa solubilidade esta
diretamente relacionada com a ocorréncia de cargas positivas devido a presenga de grupos
amino protonados (-NH3+) que confere a solubilidade da quitosana nestes meios
(CAMPANA-FILHO et al., 2007) .

A quitosana, como ja mencionado, o principal derivado da quitina, é geralmente obtida
pela hidrolise alcalina dos grupos acetamida da quitina e possui estrutura primaria idéntica a
da quitina, porém na quitosana predominam as unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose

unidas por ligagdo glicosidica 3 (1-4), figura 8 (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

OH ,Aci OH
NH NH, NH
/A/U HO ~ O  Ho - /&3 HO o
PADZNE J(iﬁ/\ DHUWDM o N\ﬁ"owo
2 OH 2 OH 2 OH
QUITOSANA

Figura 8: Representagdo da estrutura quimica da quitosana.

A quitosana tem como caracteristicas desejaveis a abundancia, obtencdo a partir de
rejeitos da induastria pesqueira, tornando-a matéria-prima de baixo custo e possibilitando
aplicagdes desse material em diversas areas como médica, farmacé€utica e na agricultura tém
gerado um aumento na produgdo industrial da quitosana. Este polissacarideo apresenta
propriedades muito interessantes, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade e alergenicidade, propriedades cicatrizantes, atividades antimicrobiana e
antiflingica, capacidade de regeneracao de tecidos e também facilidade de formagao de filmes.
Uma das mais importantes propriedades da quitosana ¢ de agir como quelante. Ela pode se
ligar seletivamente a substancias como o colesterol, gorduras, ions metalicos e também a
proteinas (PILLAI et al., 2009).

Neste ambito de aplicagdes, o principal enfoque na utiliza¢do da quitosana na indistria
alimenticia esta relacionado as suas propriedades antifungicas e antibacterianas além de
atuarem como barreira a agentes externos prevenindo a proliferacdo de microrganismos na
superficie dos alimentos. Esse polimero provoca a inibi¢do do crescimento de varios
microrganismos como E. coli, S. aureus, S. faecalis, Salmonella typhimurium, Bacillus
cereus, Coliforms, Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas fluorescens, Xanthomonas
campestris (SILVA et al., 2006).

Estudos tém demostrado que para completa inativagdo dos microrganismos, como S.

aureus (bactéria Gram-positiva), ap0s dois dias de incubacdo, foram necessarias
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concentragfes maiores que 1-1,5%; porém existem na literatura resultados de inativagdo com
valores maiores ou iguais a 0,005% para 0 mesmo microrganismo. Em E. coli (bactéria Gram-
negativa), concentracdes maiores que 0,1% Ssao necessarias para inibir seu crescimento. Um
dos fatores que influenciam na atividade antimicrobiana da quitosana, e de seus derivados, é a
massa molar do polimero. Em bactérias Gram-positivas quanto maior a massa molar do
polimero maior serd a atividade antimicrobiana, enquanto que, em bactérias Gram-negativas,
guanto menor a massa molar quitosana, maior a atividade antimicrobiana (WHANG, 1992;
ZHENG; ZHU, 2003).

Segundo Aouada (2009) outro atrativo para a industria alimenticia seria o fato de que
como a quitosana se constitui de fibras ndo-digeriveis, ou seja ndo apresenta valor calorico
independente da quantidade ingerida. Dentre as varias areas onde a quitosana pode ser
empregada como geis, filmes, microcapsulas e também NPs. As NPs podem ser produzidas
pelo método de geleificagdo i0nica, entre sitios positivos da quitosana e negativos

tripolifosfato de sodio (TPP). A seguir, serd apresentada uma breve descri¢éo sobre as NPs de

QS.

1.4.1 As NPs de QS e TPP.

As NPs poliméricas podem ser sintetizadas a partir de polimeros sintéticos, semi-
sintéticos ou naturais. No caso dos polimeros naturais, as NPs de QS vém sendo muito
utilizadas. Em geral, sdo definidas como estruturas preparadas com uma dimensdo maxima de
100 nm.

As NPs de QS vém sendo estudadas na producdo de filmes e revestimentos
comestiveis, pois a utilizacdo destas NPs pode melhorar as propriedades mecénicas destes,
promovendo a preservagdo e garantindo a qualidade dos alimentos por meio de atmosfera
controlada (MOURA et al., 2009). Além disso, estudos tem mostrado que NPs de QS sao
estaveis e apresentam a¢do antimicrobiana (BLANCO, 2011), evitando o ataque e a
proliferagdo de microrganismos na superficie dos alimentos.

Ferreira (2011) afirma que o uso NPs na composi¢do destes filmes e revestimentos
comestiveis também ¢ uma forma de agregar valor a esse material melhorando suas
propriedades de aumento de tempo de prateleira beneficiando tanto os produtos, o
comerciante e o consumidor.

Existem varios métodos de sintese de NPs de QS encontrados na literatura, porém,
devido & habilidade da QS de gelatinizar em contato com polianions especificos como o TPP,
0 método de gelificacdo idnica vem sendo descrito na literatura como um dos mais utilizados
para obtencdo de NPs de QS-TPP (QI et al., 2004; DU et al., 2008; DU et al., 2009). Essa
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técnica envolve a adi¢do de uma fase alcalina (pH 7-9) contendo o TPP em uma fase acida
(pH 4-6) contendo QS, em temperatura ambiente. A formacdo das NPs de QS-TPP ocorre
imediatamente através das ligagdes inter e intramoleculares entre os grupos fosfatos do TPP e
0S grupos amino ionizados da QS, apds a mistura das duas fases (AUOADA, 2009;
BLANCO, 2011), conforme apresentado na figura 9.

Tripolifosfato de Sodio

Quitosana Quitosana

Figura 9: Interagdo da quitosana com o TPP.

As principais vantagens da obtencdo das NPs de QS-TPP pelo método de gelificacdo
ibnica sdo alto rendimento e a facilidade de manipular alguns pardmetros como pH,
concentracdo de QS, razdo em massa de QS e TPP, temperatura e velocidade de agitacdo e
assim variar o tamanho e o potencial zeta das NPs em obtencdo (GAN et al., 2005; ALl et al.,
2010).

1.5 Nanotoxicidade.

Como nos revestimentos aqui desenvolvidos foram utilizadas NPs foi necessario
avaliar a nanotoxicidade dos mesmos. A nanotoxicidade ¢ um estudo das possiveis interagdes
entre os nanomateriais (NMs) e o sistema biologico. Como as NPs tem drea superficial
aumentada se comparadas com os materiais de mesma origem em escala maior, o seu
comportamento provavelmente ndo serd o mesmo do que em escala nano, uma vez que suas
propriedades foram modificadas, podendo causar algum efeito prejudicial ao organismo
quando ingeridos (SOZER; KOKINI, 2009).

Para estudos de nanotoxicidade, os principais parametros a serem considerados em um
nanomaterial sdo as propriedades fisico-quimicas, o tamanho das particulas (e sua
distribuicao), a forma (incluindo propor¢des), composicdo quimica, a area superficial e a
estrutura morfoldgica da substancia. Outros parametros incluem carga de superficie e a

presenca de contaminantes provenientes da sua sintese. Além disso, ¢ importante verificar,
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quando sdo aplicados em alimentos, a solubilidade (FAO; WHO, 2010).

Na literatura, pode-se observar grande quantidade de trabalhos que utilizam NPs de
QS. Os principais campos de aplicacao sdo areas de medicina e farmacia como a liberagdo
controlada de farmacos e a agricultura com a conservagao e o processamento de alimentos. O
uso das NPs de QS em alimentos envolve o recobrimento dos alimentos preservando-os
contra a deterioragio microbiana (CAMPANA FILHO, 2007). E fato que a aplica¢do desses
NMs em alimentos e embalagens esta crescendo rapidamente, porém, o desconhecimento da
acdo no organismo humano e a realizagdo de testes toxicologicos ainda sdo escassos.

Muitos trabalhos realizados sobre nanotoxicologia estao voltados para teste realizados
em células in vitro, porém estes resultados podem nao corresponder ou substituir os resultados
obtidos em testes in vivo, tendo, entdo, a necessidade de se utilizar cobaias para a realizagao
dos testes toxicologicos, pois, dependendo da forma em que as NPs sdo administradas (via
oral ou respiratorio), as NPs podem seguir em rotas diferentes no organismo (WANG, 2010).

Para Wang (2010) as NPs ingeridas por meio da alimentacdo, permite a absor¢ao pelo
trato gastrointestinal, podendo ser eliminada pelas fezes quando ndo absorvidas. Ao serem
absorvidas, entram na circulagdo sanguinea onde sdo distribuidas para os diferentes 6rgaos,
tais como corac¢ao, figado, rim, baco, medula 6ssea e musculo. Apo6s passarem pelo figado, as
NPs podem retornar ao trato gastrointestinal e serem eliminadas pelas fezes e ao passarem
pelos rins, podem ser eliminadas na urina.

Hoet et al., (2004) verificaram as possiveis interagdes e os principais pontos de entrada
das nanoparticulas no corpo humano, através de testes realizados em cobaias. Os autores
observaram que, de acordo com o tamanho e as propriedades de superficie das particulas, os
pulmdes e intestinos sdo considerados os pontos de maior acesso. Em contrapartida, os
autores concluiram que cada nanomaterial deve ser tratado individualmente, ndo existindo
NPs universais. O comportamento dos diferentes tipos de NPs requerem pesquisas detalhadas
e sugere, ainda, a criagdo de uma base de dados descrevendo os riscos associados a satude (por
exemplo, os 6rgados-alvo, tecidos ou células).

Como a QS ¢ um material de origem animal, encontrada nas cascas dos crustaceos,
consequentemente faz parte da alimentacao humana. Porém, apesar da possibilidade das NPs
de QS ndo serem toxicas e ndo causarem nenhum tipo de dano no organismo humano, assim
como a QS , ¢ de extrema importancia realizar testes toxicologicos deste material, uma vez

que na literatura informagdes sobre sua acdo sao escassos.
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1.6 Descri¢oes das principais técnicas utilizadas na caracterizacao das kafirinas.

Neste trabalho, as kafirinas extraidas do sorgo sacarino foram primeiramente
caracterizadas por dodecil-sulfato de sodio de poliacrilamida (SDS/PAGE) e os estudos das
estruturas secundarias (ES) foram realizados pelas técnicas espectroscopicas como o
infravermelho (IV) e ressondncia magnética nucelar (RMN) de ">C em alta resolucdo no
estado solido. A quantificagao das ES foi realizada pelo uso de um método de reconhecimento
de padrdes aplicado nos espectros obtidos na regidao do IV. At¢é o momento, ndo existem
estudos sobre as ES das kafirinas utilizando este método, somente com métodos de aumento
de resolugcdo como segunda derivada e ajuste do sinal (DUODU et al., 2001; GAO et al.,
2005). A principal vantagem da utilizagdo desta técnica ¢ que o operador nao interfere na
escolha de parametros como posi¢ao e numero de picos. Todos os calculos sdo feitos por uma
matriz de calibragao.

A SDS/PAGE tem sido muito utilizada para a caracteriza¢ao das kafirinas (EL NOUR
et al., 1998; NUNES et al., 2005; EMMAMBUX; TAYLOR, 2009). A SDS/PAGE ¢é uma
técnica analitica que separa moléculas por carga e tamanho. Muito utilizada na caracterizagdo
de proteinas, esta técnica revela tanto a massa relativa (Mr) quanto a abundéncia relativa
desses compostos.

A separacdo ocorre pela migracdo das moléculas de proteina pelo gel de
poliacrilamida quando uma diferenca de potencial (tensdo elétrica AV) ¢é aplicada. Na
eletroforese de proteinas utiliza-se o gel de poliacrilamida, o qual ¢ formado pela
copolimerizagdo de acrilamida (molécula linear) e bis-acrilamida (molécula em formato de
T), constituindo-se em uma rede porosa, cujo didmetro dos poros depende da concentracio de
acrilamida. Dependendo da concentracao utilizada os poros podem ser demasiados grandes ou
apertados, o que dificultaria a separacao de polipeptidios de baixa massa molecular ou alta
massa molecular, respectivamente. Sendo assim, a concentragdo ideal de acrilamida no gel
para a separac¢do das kafirinas foi de 15%.

Neste trabalho, as kafirinas foram caracterizadas pela SDS/PAGE e os estudos

estruturais foram realizados pelas técnicas descritas no item seguinte.

1.6.1 A Espectroscopia na regiao do Infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR).

A espectroscopia na regido do IV com transformada de Fourier € uma técnica
vibracional utilizada para identificar um grupo funcional. A regra de selecdo para o IV é tal
que as vibragfes moleculares serdo observaveis quando gerarem uma alteracdo no momento

de dipolo da molécula. As vibragdes podem ser classificadas em deformacdes axiais ou
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estiramento e deformacGes angulares. A absor¢éo ocorre com 0 acoplamento entre 0 campo
elétrico oscilante da vibragdo molecular e o da radiacgdo incidente. A intensidade das bandas
de absorcédo é dada normalmente em transmitancia ou absorbancia e a faixa de maior interesse
para a espectroscopia se encontra na regido de 4000 a 400 cm™ (IV médio).

Esta técnica tem sido muito utilizada, pois € capaz de fornecer informacdes sobre as
ES de proteinas. As informacbes sobre as ES sdo obtidas, principalmente, pela anélise da
absorcdo da banda de amida | (vibracGes de estiramento da ligacdo C=0O dos grupos
peptidicos), pois a posicdo essa absorcdo (1700-1600 cm™) é influenciada pelas ligacdes de
hidrogénio dos grupos peptidicos e pela geometria da cadeia da proteina, indicando qual ES é
predominante (BYLER; SUSI, 1986, SARVER; KRUEGER, 1991, FORATO et al., 1998,
FORATO et al., 2003; MANSTCH; CHAPMAN, 2005). Nos espectros a absorcao de amida
| de uma protefna rica em hélices o é simétrica e centrada em 1656 cm™, e de uma proteina
rica em folhas B ocorre entre 1620 e 1640 cm™ (FORATO, 1996, FORATO, 2000).
Entretanto, como o sinal é largo e bastante complexo devido as sobreposicdes das absor¢cdes
de diferentes tipos de ES, o processo de quantificacdo a partir dos espectros de 1V envolve o
uso de métodos matematicos.

Existem duas classes de métodos usados para a quantificacdo das ES: os de aumento
de resolucdo e os de reconhecimento de padrées (MANSTCH; CHAPMAN, 1995; FORATO
et al., 1998). Os métodos de aumento de resolucdo serdo descritos no proximo item, pois a
quantificacdo das ES por estes métodos foram realizados nos espectros obtidos pela técnica de
RMN.

O método de reconhecimento de padrbes baseia-se na obtencdo de uma matriz de
calibracdo pela correlacdo entre uma matriz de espectros no Infravermelho e as respectivas
concentracfes (fracbes conformacionais) das ESP (estrutura secundaria das proteinas),
determinadas a partir de dados de raios X pelos algoritmos de Kabsch & Sander (KS) e Levitt
& Greer (LG) (FORATO et al., 1998; SARVER; KRUEGER, 1991). Os valores das ES da
proteina em analise sdo obtidos pela multiplicacdo do espectro da proteina em estudo pela
matriz de calibracdo. Este método quantitativo fornece resultados rapidos e sem interferéncia
do operador (MANTSCH; CHAPAM, 1995, FORATO et al., 1998).

1.6.2 Analise das estruturas de proteina por RMN no estado solido.

A espectroscopia de RMN é uma técnica que se baseia na interacdo da radio
frequéncia com nucleos atdmicos sob influéncia de um campo magnetico. Os ndcleos
atdmicos observados sdo 0s que possuem momento magnético nuclear ou spin = 0, como 0s

ntcleos *H, *C, °F, 3P, entre outros. Os parametros espectrais da RMN est&o relacionados
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com o deslocamento quimico, a constante de acoplamento spin-spin, o efeito Overhauser
nuclear (NOE), os tempos de relaxacdo entre outros. Por este motivo, a RMN é uma técnica

com aplicacgdes variadas (GIL, 1987).

Dentre as aplicacdes da RMN, espectroscopicas e tomogréaficas (imagens), em analises
quimicas a RMN é mais utilizada sob forma de espectroscopia em alta resolugéo (solucéo ou
estado sélido) e em baixa resolucdo. Nos experimentos de alta resolu¢do o campo magnético
(Bo) do espectrometro € alto (entre 5 a 20 Teslas), que seria o0 equivalente a uma frequéncia de
ressonancia de 200 a 900 MHz para os nucleos de *H, baseados em imas supercondutores. O
sinal de RMN gerado com a técnica pulsada, o decaimento livre induzido (FID, do inglés,
Free Induction Decay), é processado com a técnica de Transformada de Fourier (TR) gerando
um espectro no dominio da frequéncia de onde se obtém os valores dos deslocamentos
quimicos (RIBEIRO, 2009).

A RMN em estado solido de alta resolucdo ¢ considerada uma técnica importante,
principalmente no estudo de sistemas bioldgicos, dos quais € possivel obter informagdes sobre
a dinamica de proteinas bem como determinar suas ES (FORATO et al., 2003; BICUDO,
2005; DUODU et al., 2001). A principal técnica usada ¢ a técnica de CPMAS (do inglés:
Cross Polarization and Magic Angle Spinning) que fornece espectros de alta resolugdo em
amostras no estado solido. No entanto, a resolugdo espectral ¢ bem menor que a observada
nos espectros obtidos de amostras em solugdo, o que limita seu uso na determinacao de
estruturas de proteinas, sendo necessaria a utilizagdo de outras técnicas de quantificacao
(OPELLA; MACDONELL, 1993).

Em geral a determinagdo das ES ¢é feita pela observacdo dos deslocamentos quimicos
dos carbonos da carbonila e dos carbonos o da proteina que sdo as principais regides que
contem informagGes sobre tais estruturas (PFEFFER; GERASIMOWICZ, 1989;
KRICHELDORF; MULLER, 1984).

Proteinas que tém estrutura predominante hélice o apresentam deslocamento quimico
para o sinal de carbonila em aproximadamente 176 ppm; proteinas com predominancia do
tipo folhas B em 172 ppm e estruturas desordenadas em 174 ppm. Este efeito pode ser
visualizado pela figura 10, onde sdo apresentados os espectros obtidos com a técnica de
CPMAS para a concanavalina A e para a hemoglobina (ambas obtidas da Sigma Chemical).
Essas duas proteinas sdo altamente conhecidas e tém estrutura tridimensional determinada por
raios X. A concanavalina tém 65% de ES do tipo folhas (3, e, a hemoglobina 84% de ES do

tipo hélices o (BYLER, 1986). O espectro B da figura 10 é o da concanavalina e tem o sinal
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da carbonila centrado em 172 ppm, ja a hemoglobina (figura 10A) apresenta tal sinal em 177
ppm.

172ppm

\ 52ppm\

concanavalina A

N /

177ppm X
hemoglobina

f T T T T T T T T
200 150 100 50 0

deslocamento quimico

Figura 10: Espectros de RMN no estado solido obtidos com a técnica de CPMAS. O espectro
A ¢é da hemoglobina e B: concanavalina A.

Além desta observacdo nos deslocamentos quimicos da carbonila e do carbono a,
indicando qual estrutura é predominante na proteina em estudo, neste trabalho foram

utilizados, para quantificar as ES pela técnica de RMN, os métodos de aumento de resolugéo.

Os métodos de aumento de resolucéo consistem em determinar as propor¢des das ES
através da separacdo dos picos que compdem a regido da carbonila pelas técnicas de segunda
derivada e ajuste do sinal, as areas relativas de cada pico sdo calculadas nos fornecendo os
valores que correspondem a cada ES (hélices o, folhas 3 e estruturas desordenadas).

A vantagem de se estudar as estruturas secundarias das proteinas por esta técnica ¢ que
nao ha necessidade de dissolver a proteina, podendo aproveitar a amostra depois da obtengao

dos espectros.
1.7 Técnicas para avaliacdo das NPs de QS -TPP.

1.7.1 Potencial zeta.

Particulas coloidais em contato com um meio aquoso adquirem carga elétrica em sua
superficie devido a adsorcéo e dessor¢cdo de ions. Com a presenca dessas cargas de ions na
superficie das particulas, forma-se uma dupla camada elétrica na interface da particula com o

liguido. Essa dupla camada consiste numa regido interna de contra-ions adsorvidos a
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superficie e uma regido mais externa denominada difusa onde os ions estdo distribuidos
aleatoriamente devido as forcas eletrostaticas envolvidas.

Desta forma, os ions mais fortemente ligados a particula se movem como uma unidade
e o0 potencial do plano de cisalhamento entre essa unidade e o meio liquido é chamado de
potencial zeta. O potencial zeta pode ser usado para compreender e até mesmo controlar a
estabilidade de suspensdes coloidais.

1.7.2 Microscopia de For¢a Atomica (MFA).

Pertencente a familia dos microscopios de varredura por sonda, a MFA permite gerar
imagens topograficas das amostras em analise. O principio basico de funcionamento da MFA
¢ similar ao do microscopio de tunelamento (Scanning tunneling microscope — STM). As
imagens sdo geradas através das forcas de interacdo, atracdo ou repulsdo, entre uma ponta
ultrafina (chamada de sonda localizada na extremidade de uma haste flexivel — o cantilever) e
a superficie da amostra. Varias forcas contribuem para a deflexdo do cantilever, porem a forca
mais comumente associada a MFA séo as forgas eletrostaticas, para modo contato e van der
Walls para modo de contato intermitente-

Durante a varredura, no modo contato intermitente, um feixe de laser é emitido sobre a
superficie do cantilever onde existe uma parte espelhada que reflete a luz do laser incidente
para uma lente transferindo-a para um detector de radiacdo formado por fotodiodos. O
cantilever oscila com uma frequéncia proxima a frequéncia de ressonancia. Em resposta a
variacdo de for¢a entre a soda e a amostra, havera uma mudanca do valor da frequéncia de
ressonancia e a partir desta variagdo da frequéncia de vibracdo o microscopio de forca
atdmica consegue gerar uma imagem topografica da amostra, que pode ser observada em um

computador.
A B

"’\—’V\f\rﬁwm

T

amostra
——

amostra gota de agua gota de agua

Figura 11: Esquema dos modos de operacdo do MFA. A) modo contato (repulsdo) e B) modo
nao contato (atragao).
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No modo ndo contato, o cantilever vibra proximo a superficie da amostra e a sonda
ndo entra em contato com amostra provocando uma interagdo atrativa. Entretanto, tal
interacdo vai depender da distancia existente entre a sonda e a superficie da amostra. A uma
distancia maior que 1 um, a interacdo € quase nula. Neste sentindo, para uma interacdo
atrativa, a distancia entre a sonda e a amostra tem que estar na ordem de 10 a 100 A. Este
modo é mais utilizado em amostras frageis, porém também pode ser utilizado em amostras
mais rigidas.

A técnica de MFA vem sendo muito utilizada em estudos de proteinas, DNA,
bactérias, virus, tecidos animais e vegetais e também em analise de materiais
nanoparticulados. No caso de revestimentos comestiveis, esta técnica fornece informacdes
sobre a topografia dos revestimentos diretamente aplicados na superficie dos alimentos.
Através das imagens geradas por MFA, ¢ possivel saber se o revestimento ¢ homogéneo ou
rugoso e também visualizar a presenga de poros em sua superficie. Estas informagdes sdo de
extrema importancia uma vez que a morfologia do revestimento aplicado na superficie do
alimento influencia em sua preservacdo (BERNARDES-FILHO, 1998; HERRMMANN,
1999; LAND et al., 1996; HALLET et al., 1996; SADAGOPAN et al., 2006).

1.8 Técnicas utilizadas para caracterizacao dos frutos revestidos.

1.8.1 Angulo de Contato (AC).

A interacdo entre uma superficie € um determinado liquido pode ser estudada através da
medida do chamado angulo de contato 6. Este ¢ definido como o angulo entre um plano
tangente a uma gota de um determinado liquido depositada, como o auxilio de uma seringa,

sobre a superficie de uma amostra, conforme esquematizado na figura 12.

angulo de
contacto ()

tangente a superficie
liquida no contacto

N

liquido

solido

Figura 12: Angulo de contato 8 e molhabilidade.
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A energia de interface solido/liquido ¢ resultado da interacdo entre a energia de
superficie do so6lido e a tensdo superficial do liquido em equilibrio com o vapor d’agua
existente entre eles. O conceito de energia de superficie pode ser mais facilmente
compreendido usando um liquido como exemplo. Atomos e moléculas do liquido podem se
mover livremente procurando ocupar uma posi¢do de menor energia potencial. Ou seja, um
lugar onde eles e as forgas (atrativas e repulsivas) agindo em todas as diregdes estejam em
equilibrio. Por outro lado, as particulas na superficie do material experimentam apenas forgas
dirigidas para dentro do liquido. Devido a isto, as superficies sdo sempre regioes de maior
energia e ¢ justamente a diferenca entre as energias das espécies na superficie e no interior do
material que se denomina energia de superficie ou tensdo interfacial.

De acordo com o principio da menor energia, a natureza tende sempre a um estado de
minima energia. E por esta razdo, por exemplo, que uma gota de agua tende & forma esférica,
pois esta é a forma geométrica de mesmo volume com a menor area superficial. Da mesma
forma, a adesdo de um material sobre outro serd tanto melhor quando maiores forem as

energias de superficies envolvidas.

O AC igual a 0° € um caso extremo de maxima afinidade quimica entre a superficie e
o liquido e, portanto, havera espalhamento completo do liquido no so6lido. O angulo de
contato igual a 180° € o outro caso extremo, onde o liquido ndo apresenta qualquer interagao
com a superficie. Quando o angulo de contato ¢ menor que 90° podemos considerar que a
superficie ¢ molhada pelo liquido (MUTHUSELVI; DHATHATHREYAN, 2006).

Uma modificagcdo quimica na superficie, por reagdo ou adsorcao, pode ser usado para
aumentar ou diminuir o angulo de contato, quando houver necessidade, influenciando assim
no molhamento do sélido pelo liquido. Inimeras aplica¢gdes podem ser relatadas relativas a
utilizacdo do conhecimento e controle do angulo de contato e, portanto, do molhamento de

superficies (TORRES et al., 2005).

1.8.2 Texturometro.

A textura de um alimento ¢ um parametro de qualidade importante na aceitabilidade
do produto por parte do consumidor, pois, tal como a cor, encontra-se associado a boa
qualidade do alimento. Durante o amadurecimento, a fruta perde a integridade da parede
celular promovendo a diminuicdo da firmeza (amolecimento da poupa) pela degradacdo
enzimatica das moléculas constituintes da parede celular (GUEDES, 2007).

Para a avaliagdo da textura em frutas, o processo consiste em analisar caracteristicas
como a dureza (mole, firme ou duro) e gomosidade (viscosidade). Para Chitarra (1998) estas

caracteristicas estdo definidas como um conjunto de propriedades do alimento, compostas por
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caracteristicas fisicas perceptiveis pelo tato e que se relacionam com a deformacdo e
desintegracdo do alimento quando aplicado uma forga.

O texturdmetro, trata-se de um equipamento de bancada constituido por um brago que
se descoloca na vertical (para cima e para baixo) em dire¢do ao alimento. Acoplado a esta
brago esta a sonda e junto a sonda o probe que dependendo do tipo de analise e de amostra,
sdo encontrados em diferentes formas (cilindrico, conico, esférico, agulha).

O ensaio de textura permite mensurar as caracteristicas mecanicas das frutas e garante
que o experimento seja feito de maneira repetitiva e precisa, eliminando os aspectos
subjetivos de analises sensoriais humanas. O texturometro mede a forca (N) de compressao ou
estiramento de maneira constante, caracterizando a amostra através de um registro grafico,
gerado por um computador com o auxilio de um “software” que mostra a forca empregada ao

longo da analise.

1.8.3 Colorimetria.

A colorimetria tem sido muito utilizada para classifica a cor de diferentes pigmentos
encontrados nos alimentos. Estudos tem demostrados que a cor ¢ um dos principais critérios
de avaliagdo quanto a maturagdo das frutas, além de ser um fator decisivo para a escolha do
produto na hora da compra (TREPTOW et al., 1995; LIMA et al., 2005).

As diferentes cores observadas podem ser descritas por trés variaveis: Hue, Chroma
(saturacdo). O angulo de Hue (matiz) é o termo usado para distinguir a diferenca entre cores
isoladas, por exemplo, vermelho, verde, roxo, bege, etc. O nimero total de cores que podem
ser distinguidos ¢ muito grande, mas destes, apenas quatro sdo Unicos. Trata-se de vermelho,
amarelo, verde e azul. O Chroma ¢ a segunda diferenca entre duas cores de uma mesma
matriz. Referente a saturagdo, ¢ ele que revela a quantidade de tonalidades observada
indicando se ela ¢ mais intensa ou mais saturada. A terceira diferenca ¢ o brilho. A cor pode
variar em muito claro ou muito brilhante.

Sendo assim, hoje € possivel descrever numericamente a diferenca das cores, através
do sistema CIELAB (L*a*b*) estabelecido pela CIE (Commission Internationale de
’Eclairage) em 1976. Por este sistema, uma cor tem uma Unica localizagio especifica
numericamente em um espaco tridimensional esférico, definido por trés eixos perpendiculares

como ilustrado na figura 13.
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Branco A |
marelo
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Preto

Figura 13: ParAmetros do sistema de cores da CIELAB®.

O eixo L* (luminosidade) varia do preto (0) ao branco (100); o eixo a*, do verde (-a)
ao vermelho (+a) e o eixo b*, do azul (-b) ao amarelo (+b). Através de calculos combinando
estes trés eixos, € possivel verificar e avaliar a cor de uma fruta ao longo do tempo poés-

colheita.

1.9 Testes toxicologicos realizados em cobaias.

Para avaliar os possiveis efeitos do revestimento comestivel desenvolvido neste
trabalho, apo6s o tratamento de ratos alimentados com a ragdo revestida, alguns parametros
foram analisados como: o consumo de adgua e ingestdo de racdo; excre¢do de fezes e urina;
parametros biométricos (massa corporal e massa dos orgdos coletados apds o sacrificio),
parametros bioquimicos e parametros biomecanicos e biofisicos dos ossos. Para a coleta de
dados dos parametros biomecanicos e biofisicos, as técnicas utilizadas foram: densitometria
ossea; microtomografia de raios-X (LCT) e ensaio mecanico de flexdo a trés pontos. A seguir

sera apresentada uma breve introdugao obres estas técnicas.

1.9.1 Densitometria 6ssea (DMO).

A DMO ¢é um método muito utilizado para avaliar o conteido mineral 6sseo (CMO) e
a densidade mineral 6ssea (DMO) sem que o material (0sso) seja destruido.

Esta técnica se baseia na propriedade fisica do osso em absorver fotons. Através de um
tubo de raios X, sdo gerados dois feixes de radiacdo que ao ser projetado no osso, o feixe de
menor energia penetra nos tecidos moles e o feixe de maior energia penetra tanto nos tecidos
moles circundantes quanto no tecido 6sseo. Os feixes de raios X sdao absorvidos parcialmente
pelos tecidos, a quantidade de radiacdo absorvida ¢ avaliada por um detector e um programa

computacional segmenta a area para a quantificacdo dos valores obtidos.

6 http://www.athloneextrusions.ie/colour/observer.html
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O CMO ¢ a quantidade de todos os minerais presentes no osso e unidade utilizada ¢
grama (g). J& a DMO ¢ obtido pela divisdao do CMO pela area e sua unidade de medida ¢ o
(g/cm®). Os valores obtidos de atenuacio sdo comparados em massa mineral ossea através da

comparacao com os dados utilizados para a calibracao do aparelho.

1.9.2 Microtomografia de Raios X (nCT).

A uCT ¢é uma das mais avancadas técnicas de analise ndo destrutiva que possibilita a
obtencdo de imagens de alta resolucdo (na escala micrométrica) de centenas de secOes
transversais de um objeto, ou seja, divide virtualmente o objeto de estudo em fatias (tomos)
nas quais sdo mapeados parametros fisicos como densidade e a porosidade de cada regido
interna que sdo apresentadas na forma de imagens 2D e 3D (LASSO et al., 2008; MAYO et
al., 2010). Mais que uma simples chapa radiogréfica, a uCT baseia-se na propriedade dos
materiais em absorverem radiagdo de forma diferenciada dependendo de sua composi¢ao
quimica e densidade.

Esta técnica fundamenta-se na atenuacdo de feixes raios X que, ao atravessar um
objeto em andlise em diversos angulos, possibilita a reconstrugdo da sua estrutura interna. No
processamento da microtomografica, representado na figura 14, os raios X emitidos pela fonte
(tubo de raios X) atravessam a amostra, a radiacdo ndo atenuada € captada por um

intensificador de imagens e, em seguida, por um detector (camera CCD).

Intensificador Cémera
de imagem CCD

Projegio
Amostra

o 17

,

N7
s

Tubo de

raios X AN

“7,
i N
LTI

Sistema de
movimentagio

Fonte: Belini et al..

Figura 14: Componentes basicos do uCT mostrando o tubo de raio X, posicionamento da
amostra em um sistema de rotacéo posicionada dentro da cdmara de irradiagdo, intensificador
de imagem e camera utilizada para coletar a projecdo da imagem (adaptado de BELINI et al.,
2011).
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Para a obtencdo da imagem, a radiacdo é produzida artificialmente por meio da
aceleracdo de elétrons. Os feixes de raios X, ao passar pela amostra, sdo atenuados (reducao
de intensidade de um feixe conforme ele atravessa o material) em intensidades distintas e
coletadas por um detector (cAmera). Neste caso, pode ocorrer absorc¢ao da radiacao pelo meio,
ou dispersdo do feixe. Com os dados adquiridos das proje¢des de raios X na amostra, é feita
uma reconstrucdo matematica para producdo de cortes transversais, perpendiculares a
dimensdo axial do material analisado, gerando informa¢des de forma quantitativas e mais
proximas do real. Com isso, a pCT ¢ considerada uma técnica com maior precisao quando

comparada com a tomografica denominada linear.

1.9.3 Ensaio Mecanico de Flexao a trés pontos.

Esta técnica é muito utilizada para medir a resisténcia mecénica do 0sso. Para medidas
em fémur, suas extremidades ficam apoiadas em dois cilindros com diametro de 3,0mm,
suportados por um apoio. A distancia que separa os dois cilindros € de 21,7mm. Através de
uma haste cilindrica com o rolete de 3,0 mm fixada a uma extremidade, uma forca € aplicada
perpendicular ao eixo longitudinal do osso bem no meio entre dos apoios que compdem 0S
roletes. A capacidade maxima de forca aplicada por uma célula de carga chamada de Instron é
de 1kN.

As informac6es obtidas por esta técnica sdo: forca maxima, que corresponde a maior
forca suportada pela amostra durante o ensaio; deslocamento na carga maxima (deformacéo) é
a distancia percorrida pela haste durante o ensaio no equipamento; forca de fratura
corresponde a forca aplicada no momento da fratura da amostra; deslocamento da fratura,
resiliéncia representa a energia absorvida pelo tecido ésseo durante a fase elastica, ou seja, a
energia que a amostra suporta sem sofrer deformacdo (dada em forca x deformacdo),
tenacidade € a energia necessaria para promover a ruptura do material e a rigidez que
representa a capacidade em resistir a deformacdo. A rigidez é determinada por meio da

inclinacdo da reta (T) ajustada aos pontos da curva.



CAPITULO 2

OBJETIVO

O objetivo desta tese foi desenvolver revestimentos comestiveis a base de kafirinas,

contendo nanoparticulas de quitosana e avalid-los quanto a sua toxicidade. Ainda realizou-se a

avaliagdo estrutural das kafirinas, visto que ha poucos estudos sobre seu uso para obtencao de

revestimentos € no caso de suas estruturas, a maioria dos trabalhos tem se baseado nos

modelos das zeinas.

2.1 Objetivos especificos.

v

v

2.1.1 extrair e caracterizar as kafirinas por SDS/PAGE a partir do sorgo sacarino
BR501 (branco livre de taninos);

2.1.2 analisar as estruturas secundarias das kafirinas extraidas por FTIR ¢ RMN no
estado solido;

2.2 preparar solugdes filmogénicas a base de kafirinas com adi¢do de plastificante
(6leo de canola);

2.2.1 incorporar aos revestimentos nanoparticulas de quitosana;

2.2.2 revestir peras e magds com as solucdes filmogénicas obtidas para verificar o
possivel aumento do tempo de prateleira das mesmas com as técnicas de perda de
massa, colorimetria e textura.

2.2.2 avaliar o desempenho dos revestimentos quanto a sua molhabilidade pela técnica
de angulo de contato (AC) e caracteriza-los pelas imagens topograficas obtidas pela
microscopia de for¢a atobmica (MFA) e célculo de rugosidade das mesmas;

2.3 avaliar as propriedades toxicologicas dos filmes por ensaios “in vivo”em ratos

machos da espécie Wistars.



, 3 MATERIAIS E METODOS
CAPITULO

3.1 Procedimentos para obtencio das amostras.

Para a extracdo das kafirnas, inicialmente utilizou-se a mesma metodologia usada para
extrair as zeinas, proteinas de reserva do milho, ja que as mesmas apresentam caracteristicas
semelhantes. Contudo, este procedimento teve que ser modificado devido ao baixo
rendimento e co-extracao de amido junto com a fragao proteica. Os graos de sorgo sacarino
BR 501 (branco) sem taninos foram fornecidos pelo Dr. Jose Avelino Santos Rodrigues,
pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo — Sete Lagoas. A seguir, serdo apresentados os dois

métodos de extracdo das kafirinas.

3.1.1 Métodos para a extracao das kafirinas.

A metodologia utilizada inicialmente para a purificagdo das kafirinas foi baseada em
um estudo semelhante ao realizado por Forato et al., (2000); Forato et al., (2003). O
procedimento consistiu em primeiramente, apds a moagem dos graos de sorgo, extrair o 6leo
em extrator soxhlet, com hexano, por 48 horas. A seguir a farinha de sorgo foi agitada em
solucdo aquosa com NaCl 1,25mol/L para remog¢ao das albuminas e globulinas. Apo6s 6 horas
sob agitacdo, o conteudo foi filtrado a vicuo e a massa residual foi agitada em solucdo de
etanol 70% por 24 horas para a solubilizagdo das kafirinas. O etanol foi rotaevaporado e o
precipitado foi congelado e liofilizado. Na figura 15 estd apresentado o primeiro esquema

utilizado para a purificacao das kafirinas.



50

Moagem do grao de sorgo sacarino - BR 501 (branco)

y

Extragdo do oleo
Soxlet — Hexano — 48h

\ 4

Extracao das albuminas e globulinas
NaCl 1,25 mol/L — 6 horas

. Filtracdo a vacuo e lavagem do
» r r .
v residuo com agua destilada

Extracao das Kafirinas em etanol 70%
24h

» Filtracdo a vacuo

\ 4

Rotaevaporagdo do solvente e liofilizagdo das
kafirinas

Figura 15: Primeiro método proposto de extragdao das Kafirinas a partir do sorgo sacarino BR
501 (branco).

Este procedimento foi modificado, pois além da co-extracdo do amido, as kafirinas
tendem a formar aglomerados entre si por meio de ligagdes de dissulfeto e também através de
ligacdes hidrofobicas (NUNES, 2000). Na presenca do agente redutor, as ligagcdes de
dissulfeto sdo quebradas e os monomeros liberados. Assim, foi necessdria a adi¢gdo de um
agente redutor.

Além do agente redutor modificou-se o tempo de extracdo com solventes visto na
literatura que este parametro nao influencia diretamente na purificagdo das Kafirinas (PARK;
BEAN, 2003). Assim, as melhores condigdes para a extragdo das proteinas do sorgo
encontradas foram: 1, 25 mol/L de NaCl e 100 mMol/L de bissulfito de sd6dio, como mostra o

esquema apresentado na figura 16.
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Moagem do grao de sorgo sacarino BR 501 (branco)

Extragdo do o6leo
Soxlet — Hexano - 24 h

\ 4

Extragdo das albuminas e globulinas
NaCl 1,25 mol/L-3 h

p Filtragem a vacuo e lavagem do
v residuo com dgua destilada

Extragdo dos polissacarideos
100 mMol/L Bissulfito de s6dio — 2 h

o Filtragem a vacuo e lavagem do
> .
residuo com agua destilada

A

Extracao da Kafirinas em etanol 70%
24 horas — agitacdo mecanica

v

Filtragem a vacuo

\4

Rotaevaporagdo do solvente e liofilizacao das kafirinas

Figura 16: Método de extragdo das kafirinas modificado. Procedimento realizado com agente
redutor, bissulfito de sodio.

Os acidos graxos presentes nas amostras de kafirinas obtidas pelos dois métodos de
extragdes proposto foram extraidos também com cloroférmio. A extragdo foi realizada sob
agitacdo da farinha de sorgo com cloroférmio, durante 2 horas, apds a extragdo do 6leo com

hexano.

3.1.2 Obtencao das nanoparticulas de quitosana (NPs QS-TPP).

As nanoparticulas de quitosana foram obtidas pelo método de gelificacdo idnica de
acordo com o procedimento proposto por Aouada, 2009. Na primeira etapa, solubilizou-se
420 mg de quitosana em solucdo de acido acético 1% durante 8 horas. Apds esse periodo, a
solucao foi colocada em um homogenizador sob agitagao de 4500 rpm. Com o auxilio de uma
seringa, a solucdo de tripolifosfato de s6dio (TPP), 43 mL de 4gua destilada com 67,2 mg de
TPP, foi adicionada aos 107 mL de solu¢do de quitosana sob agitacdo. A taxa de adi¢do da
solucao de TPP foi de ImL/min. A zona de suspensdo que apareceu apos a adi¢ao do TPP, foi

atribuida as NPs formadas.
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3.1.3 Preparacio das solucoes filmogénicas de Kafirinas com e sem NPs de QS e
plastificante.

As kafirinas utilizadas para a preparacao dos filmes foram extraidas com 100 mMol de
bissulfito de sédio . As solugdes filmogénicas de kafirinas foram preparadas com e sem NPs
de QS. A concentracdo de kafirinas para todas as solugdes foi de 2% (m/m) onde variou-se as
concentragdes de plastificante, o 6leo de canola (OC) comercial da marca Liza em 0,10; 0,25
e 0,5% (m/m). Sob agitagdo magnética, em temperatura ambiente, as kafirinas foram
dissolvidas em etanol 70% e entdo o plastificante foi adicionado. O mesmo procedimento foi
realizado para solugdes filmogénicas de Kafirinas contendo NPs de QS. A concentracdo das

NPs utilizadas foi de 0,1% (m/m) também para todas as solugdes.

3.1.4 Revestimento das frutas com as solu¢des filmogénicas.

As frutas revestidas neste trabalho foram macds do tipo Gala e peras Willians
fornecidas pela CEAGESP (Centro de Abastecimento Geral de Sdo Paulo) unidade de
Araraquara — SP, onde frutas estavam armazenadas em caixas de papelao a 3°C.
Primeiramente as frutas foram lavadas com 4gua e sabao neutro. O processo de revestimento
foi realizado por imersdo das frutas na solugdo filmogénica por 5s. Apds o revestimento, as
frutas foram secas e armazenadas em bandejas em temperatura ambiente para a realizagdo dos
testes de perda de massa, colorimetria, texturOmetro, angulo de contato e obtengdo das
imagens topograficas do revestimento depositado no epicarpo por microscopia de forca

atOmica.

3.2 Técnicas utilizadas na caracterizacio das kafirinas.

3.2.1 Caracterizacao das Kafirinas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS/PAGE.

A eletroforese foi realizada de acordo com a descri¢dao de Kellner et al., 1994, em gel de
poliacrilamida a 15%. As amostras analisadas foram dissolvidas em etanol 70%, na
concentragdo de 7,5 mg/mL. Em cada pogo foram aplicados 3 pL de cada amostra. O gel foi
corado com o corante Comassie Blue. O padrao de massa molecular utilizado foi o

BenchMark Protein Ladder Cat. N°. 10747-012 da marca invitrogen.

3.2.2 Analise das kafirinas pela espectroscopia na regido do infravermelho (IV) por
transformada de Fourier (FTIR).

As amostras liofilizadas foram preparadas sob forma de pastilhas de KBr nas

proporcdes de 1 mg de proteina para 100 mg de KBr. Para as analises por espectroscopia no
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IV foi utilizado um espectrometro de FTIR Perkin EImer modelo Paragon 1000. Os espectros
foram adquiridos na regido de 400 a 4000 cm™, com 16 varreduras e resolucdo de 4 cm™.

3.2.3 Célculo das Estruturas Secundarias (ES).

As ES foram calculadas por um método de reconhecimento de padrdes. (FORATO et
al., 1998). Para isso, foi feita uma correcdo na linha de base do espectro na regido de 2100-
900 cm™ e a normalizago na regido de 1800-1200 cm™. A normalizacéo se d4 pela divis&o de
cada ponto dos valores das absorbancias pela somatdria dos pontos de toda a regido. O
resultado final foi multiplicado por 100. Apds estes ajustes, a regido de 1800-1600 cm™,
regido que corresponde a banda de amida I, foi selecionada para ser multiplicada pela matriz
de calibracdo. Os resultados das seguintes estruturas: o hélices, folhas B, voltas e outras
estruturas foram expressas em porcentagem. A absorbancia da amida | também foi analisada
pelo método de aumento de resolucdo baseado na segunda derivada, onde foi possivel
observar as posicdes dos picos e relaciona-los com as ES das proteinas.

3.2.4 Analises das Kafirinas por Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN).

O espectrometro de RMN utilizado foi um Varian, modelo Inova 400, campo de 9,4 T.
Foram obtidos espectros de RMN *C em estado sélido com a técnica de polarizagio cruzada,
rotagdo da amostra no angulo magico e desacoplamento de alta poténcia, conhecida como
CPMAS. Usou-se um pulso de n/2 de 4 ps, tempo de contato de 1ms, 16384 pontos, tempo
de repeti¢do de 3s, desacoplador com banda de 60 KHz e janela espectral de 40 KHz. As
amostras foram empacotadas em rotores de zirconia de 5 mm e submetidas a uma rotacdo no
angulo magico de 10 KHz. Foram obtidos 2048 transientes e os espectros foram filtrados com

funcao de decaimento exponencial (Ib = 20).

3.3 Técnicas utilizadas na caracterizacio das NPS de QS-TPP.

3.3.1 Analise das NPs de quitosana pelo potencial zeta.

O tamanho das NPs de QS foi estimado pela a utilizagdo do equipamento de modelo
Malvern Instruments — Zetasizer Nano ZS90. As analises foram realizadas diluindo-se (1/10
v/v) da suspensdo de NPs em &gua Milli-Q a 25°C. O valor do potencial zeta em mV foi
adquirido pelo mesmo equipamento descrito, sendo os resultados expressos como média de

10 leituras.
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3.3.2 Microscopia de Forca Atdmica (MFA).

Para a obtencdo de imagens de NPs de QS-TPP, a amostra foi preparada da seguinte
maneira: emersdo do substrato (mica) na suspensdo contendo as NPs de QS-TPP; depois de
duas horas a mica foi lavada com &gua destilada para retirar o excesso de NPs. Apds a
secagem em temperatura ambiente, as imagens de MFA foram realizadas.

A varredura do cantiléver sob a amostra foi realizada no modo contato intermitente
(Tapping). As medidas foram realizadas pelo equipamento modelo Microscopio Veeco
Dimension V. A ponta (cantiléver) utilizado foi da nanossensor modelo pppNCST com uma
frequéncia de ressonancia em torno de 140 kHz.

3.4 Descricbes das técnicas utilizadas para a caracterizacdo dos revestimentos
comestiveis.

3.4.1 Perda de massa.

Para andlise de perda de massa, foram utilizadas 24 peras e 24 magds sendo que as
medidas foram realizadas em triplicata. As frutas foram pesadas diariamente durante o tempo
de duracdo do experimento. Os valores das perdas de massa foram determinados em gramas
com o auxilio de uma balanga semi-analitica. Utilizou-se a média de trés frutas de cada
revestimento para a obten¢do das médias por dia, onde os resultados foram expressos em
porcentagem, considerando a diferenca entre a massa inicial e a massa obtida em cada
intervalo de tempo.

A porcentagem da perda de massa foi calculada por meio da seguinte equacdo
matematica:

%PM = [(MI-MF)/MI] x100

Onde:
%PM = porcentagem da perda de massa.
MI = massa inicial da amostra em um periodo, em gramas (g).

MF = massa final da amostra no periodo seguinte a MI, em gramas (g).

3.4.2 Analise dos revestimentos por Angulo de contato (AC).

As medidas de AC foram realizadas pela deposi¢do de uma gota de agua deionizada
(~3uL) com o auxilio de uma seringa sobre a superficie do epicarpo das frutas, magés e peras,
revestido com as diferentes solugdes filmogénicas preparadas. As imagens foram captadas por

uma camera eletrénica em 30, 60, 120 e 150 segundos e o angulo 6 formado na superficie foi
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calculado pelo softwer FTA32 Image Software (First Ten Angstroms) utilizando o
equipamento CAN101 da KSV Instruments. Todas as medidas foram realizadas em

temperatura ambiente.
3.4.3 Microscopia de Forga Atdmica (MFA).

A MFA foi utilizada para determinar a morfologia dos revestimentos depositados
sobre a superficie das frutas. Esta técnica fornece dados da topografia da superficie dos
revestimentos, indicando a presenca de defeito, como rugosidade e a presenca de poros. Para a
obtencdo das imagens, os filmes com e sem NPs foram depositados no pericarpo das frutas e
apos a secagem em temperatura ambiente, o procedimento realizado e o equipamento

utilizado foi igual ao descrito no item 3.3.2, para a obtencéo de imagens das NPs de QS-TPP.
3.4.4 Analise da textura da casca e polpa pelo texturémetro.

Para a realizacdo dos testes mecanicos de resisténcia a perfuracdo nas macdas e peras
com e sem revestimento, as medidas foram realizadas com o auxilio do equipamento
texturdbmetro de marca Stable Micro Sytems (TA.TX Express). Para a calibracdo do
equipamento foi utilizado uma célula de carga de 5 Kg. O corpo de prova utilizado foi uma
sonda (probe) cilindrica de aco inoxidavel com didmetro de 4 mm (modelo p/4). Esta sonda
foi fixada a uma base e durante a realizacdo dos ensaios o probe era movimentado, de cima
para baixo, a uma velocidade de 1,0 mm/s. Foram realizadas 3 medidas de 10 mm de

perfuracdo para casca e na polpa de cada fruta em analise.
3.4.5 Determinacdo da cor do epicarpo das frutas pelo método colorimétrico.

A cor do epicarpo das frutas em analise foi determinado de acordo com os parametros
CIELab, onde os valores de L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho e verde) e b*
(intensidade de amarelo e azul) foram determinados pelo equipamento Chroma Meter CR-
400/410 (Konica Minolta, japao). Os valores de L*, a* e b* matematicamente combinados
permitem calcular as razdes a*/b* e (a*/b*)z. O angulo Hue e Chroma foram calculados

segundo as equagoes (ARIAS et al., 2000):

hue = tan-1(b*/a*), quando a* >0 e b* =0
hue = 180 + tan -1(b*/a*), quando a* <0
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Os parametros de cor foram quantificados durante o tempo de duragdo do
experimento. Para peras as medidas foram realizadas todos os dias até o termino do
experimento, j& para macds os dados foram coletados dia sim dia ndo. Para ambas as

amostras, as analises foram realizadas em triplicata.
3.5 Teste Microbiano.

A atividade antimicrobiana das solugdes filmogénicas contendo NPs de QS foi testada
pelo método de difusdo em 4agar, que se baseia na determinagdo dos halos de inibicdo do
crescimento microbiano. Para a realizacao deste, os meios de cultura utilizados foram o Caldo
Miiller Hinton para a preparacao do meio liquido e o Agar Miiller Hinton para o meio sélido,
ambos em composi¢ao padrdo descrita no frasco. Estes foram aquecidos até a total
homogeneizagdo e posteriormente autoclavados. O meio liquido foi entdo inoculado com
E.coli onde permaneceu sob agitacdo de 120 rpm a 37° C, over night e o meio sélido foi
vertido nas placas de Petri j& autoclavadas. A superficie de meio de cultura solido contido nas
placas foi previamente inoculada com o microrganismo e os pogos foram preenchidos com as
solugodes filmogénicas. Apos 8 horas de incubagdo, os halos formados foram medidos com o

auxiliado de um paquimetro.

3.6 Testes toxicoldgicos.

3.6.1 Preparacio da racao.

A ragdo utilizada na alimentag@o dos ratos durante o periodo de experimento foi da
marca Premier obtida no comércio local da cidade de Sdo Carlos. Para o revestimento da
racdo, a mesma foi triturada por um moinho de trés facas. O farelo da racdo foi entdo
revestido com a solucdo filmogénica contendo 2% de kafirinas solubilizadas em etanol 70%
contendo 0,25% de 6leo de canola (OC) e 0,1% de NPs de QS. Para cada 2 Kg de farelo de

racao foram utilizados 500 mL de solu¢do filmogénica.

3.6.2 Protocolo experimental para a realizacio dos testes toxicologicos.

As andlises toxicologicas foram realizadas na Universidade Federal de Sdo Carlos no
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas no laboratéorio de Neuroendocrinologia em
colaboragdo com a Profa. Dra. Keico Okino Nonaka. Foram utilizados para a realiza¢ao dos
testes, 2 grupos (10 controle e 10 experimental) total de 20 animais (ratos) da variedade
Wistar machos com 3 meses de idade, obtidos pelo Biotério Central da Universidade. Os

animais foram alojados individualmente em gaiolas metabolicas no biotério deste laboratdrio
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em um regime de luz (10 horas claro e 14 horas escuro) e em temperatura controlada (25°C
12°C) para quantificar o consumo de ragdo, ingestao hidrica bem como realizar a coleta das
fezes e urina. As fezes foram pesadas e o volume de urina quantificado. O grupo controle foi
alimentado com agua natural e ragdo normal triturada. O grupo experimental foi alimentado
com agua natural e racdo revestida com a solugdo filmogénica descrita no item 3.5.1. Uma
vez por semana os ratos eram pesados para a obtengdo dos valores referente a massa corporal.

Ap6s os 30 dias de experimento, os animais foram sacrificados. No dia do sacrificio,
foram coletados os o6rgdos (rins, bago, figado, coragdo, testiculos, prostatas e vesicula
seminal) e os mesmo foram pesados, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -
80°C. Alguns ossos como vértebras (L3, L4 e L6), fémur (direito e esquerdo) e tibia (direita e
esquerda) também foram coletados, dissecados e congelados a -20°C para a realizacdo dos
ensaios mecanicos, microtomografia e densitometria. A coleta do sangue foi realizada assim
que os ratos foram sacrificados, o mesmo foi centrifugado para a obtencdo do soro. Os
parametros bioquimicos foram obtidos pelo laudo elaborado pelo laboratério Maricondi da
cidade de Sao Carlos. Este protocolo experimental com cobaias foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimenta¢io Animal (CEEA) da Universidade Federal de Sdo Carlos. Protocolo
n°® 078/2012 (em anexo).

Os parametros analisados foram:

- ingestao hidrica e consumo de ragao;

- excrecdo de fezes e urina;

- pardmetros biométricos (massa corporal e massa dos 6rgaos);

- parametros bioquimicos (triglicérides, glicose, colesterol, TGO e TGP, creatinina,
fosfatase alcalina, Fosforo e Célcio e bilirrubinas totais e fragoes).

- parametros biomecanicos dos 0ssos (ensaio mecanico de flexdo a trés pontos);

- parametros biofisicos (DMO e pCT);

As técnicas utilizadas para a obtencdo dos dados biomecanicos e biofisicos serdo

descritas a seguir.

3.6.3 Densitometria ossea (DMO).

As analises de densitometria foram realizadas no laboratério da UNESP de Aragatuba
em fémures e tibias. O equipamento utilizado foi da marca LUNAR modelo DPX ALPHA

Software: Versao 4.7 especifico para pequenos animais.
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3.6.4 Microtomografia de raios X (nCT).

Para a obtengdo das microtomografias das vértebras (L3) foi utilizado um
Microtomoégrafo de raios-X, de fabricagdo da Skay Scan, modelo 1172, localizado no
laboratério de técnicas nucleares da Embrapa Instrumentagdo. No processo de aquisicdo das
imagens foram adotados os seguintes parametros: filtro de aluminio, resolugdo espacial
(tamanho do coxel) de 12 um, passo de rotagdo de 0,4°, rotagao de 180° e 8 quadros (frames)
para processo de média (averaging). O processo de reconstru¢do de imagens dos cortes
tomograficos foi realizado por meio do software NRecon da SkyScan no qual foram adotados

0s seguintes parametros: smoothing: 5, ring artifact: 5 e beam hardening correction: 60%.

3.6.5 Ensaio mecanico de flexao por trés pontos.

Para o teste de flexdo por trés pontos realizado no fémur direito, a metodologia
utilizada foi @ mesma relatada por Wand, 2010. Os ensaios foram realizados pelo equipamento
Instron Series IX. A carga utilizada foi de 5N e a velocidade constate de haste cilindrica foi de

5 mm/min até o momento de ruptura do osso.

3.6.6 Analise Estatistica.

Os resultados de toxicidade foram comparados entre o grupo controle e experimental
pela andlise da variancia ANOVA seguido do teste t de Student aplicados pelo software

Oringin. O nivel de significancia adotado foi de p <0,05.



, 4 RESULTADOS E DISCUSSOES
CAPITULO

4.1 Extracio e Caracterizacao das Kafirinas.

Como ja& mencionado neste texto, as kafirinas sdo soliveis apenas em solugdo
alcoolica e dependendo da fragdo ¢ necessario o uso de agente redutor. A kafirina vy, por
exemplo, assim como a zeina y, ¢ soluvel em 4gua na presenca de agentes redutores de
ligagdes de dissulfeto, como o bissulfito de sodio.

Para a obtencdo de todas as fragdes de kafirinas, o, B e y, a variedade de sorgo
utilizada nas extragdes foi o sorgo sacarino BR 501 (branco) livre de taninos. As kafirinas
foram entdo extraidas pelos dois métodos descritos no item 3.1.1 e apds a extragao foram
caracterizadas. A seguir serdo apresentados os resultados das andlises realizadas para

caracterizar as kafirinas.

4.2 Analise das Kafirinas por Eletroforese.

A composi¢ao proteica das kafirinas foi caracterizada por SDS/PAGE. Na figura 17 ¢
apresentado o gel com os padrdes eletroforéticos revelados com azul de Comassie das
proteinas extraidas com etanol 70% com e sem agente redutor. Pelo calculo de massa relativa
(Mr) pode-se observar, no poco 1 (sem agente redutor), duas bandas principais, uma banda
mais intensa em 17 KDa referente a Kafirina 3 e uma regido que se estende de 25 a 26 KDa
referente as Kafirinas a+y com baixa resolugdo. Este mesmo resultado foi observado por El
Nour et al., 1998, no qual os autores extrairam todas as fragdes das kafirinas sem uso de
agente redutor. Segundo os autores, a presenca da fracdo [ kafirina, que embora possua
residuos de cisteina e deva formar ligagdes de dissulfeto, se deve por ela estar presente em sua

forma monomérica e, portanto passivel de extracdo sem o uso de agente redutor.
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Figura 17: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 15% das Kafirinas extraidas do
cultivar Br 501 (branco) sem taninos. O poco 1 contém as kafirinas extraidas sem agente
redutor e no pogo 2 contém as kafirinas extraidas com agente redutor.

No segundo pogo (com agente redutor) foram reveladas 4 bandas principais.
Novamente foi observado uma banda na regido de 17 KDa, referente a Kafirina . As outras 3
bandas em 21, 25 ¢ 26 KDa correspondem as kafirinas a2, al e y, respectivamente. Este
comportamento estd de acordo com resultados encontrados na literatura. Segundo Belton el al.
(2006) as Kafirinas a apresentam Mr de 23 e 25 KDa, a Kafirina 3 foi identificada com
valores de Mr entre 15, 17 e 18 KDa e a Kafirina y foi observada no gel de SDS/PAGE com
Mr de 28 KDa. Entretanto, ha controvérsias em relacdo a Mr das Kafirinas. Alguns autores
como Byaruhanga et al. (2006) identificaram as kafirinas a2, ol e y com Mr de 22, 24 ¢
26KDa, respectivamente e de 18DKa para as kafirinas 3. Esta diferenga entre as Mr
encontradas dentro da classe das Kafirinas pode estar relacionada com o tipo de cultivar
utilizado e também o modo de extragao.

Com o surgimento das bandas de Kafirinas a2, al e y separadamente a banda que
corresponde a Kafirina [3 apresentou uma diminuicao na intensidade, o que indica uma menor
proporcao desta em relagdo as outras fragdes, como ¢ esperado. Estes resultados indicam que
o agente redutor age na despolimerizacao das proteinas (ruptura das ligacdes de dissulfeto S-
S) liberando os seus mondmeros. Isto ocorre, pois as kafirinas 3 e y apresentam uma forte
tendéncia a formarem ligacdes de dissulfeto com outras proteinas ou entre si devido a
presenca do residuo de aminoacido cisteina em suas sequéncias, 0s quais possuem um grupo
tiol (-SH) ligado a um atomo de carbono, responsavel pela ligagdo de dissulfeto S-S. Dentre

os 172 residuos de aminoacidos, 10 sdo de cisteina na B-kafirina e 15 dentre os 193 residuos
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na y-Kafirina (BELTON et al., 2006).

Embora outros autores tenham observado a presenga de oligdmeros em géis de
SDS/PAGE de kafirinas, isto ndo foi observado neste trabalho. Segundo Nunes et al., (2005) a
presenca de oligdbmeros ¢ altamente dependente da variedade do grao em estudo. Portanto,

atribui-se a auséncia de oligdmeros no gel aqui apresentado ao cultivar BR 501 (branco).

4.3 Analise das Proteinas pela Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (IV).

Os espectros das kafirinas extraidas do sorgo sacarino com etanol 70% do cultivar BR
501 (branco), foram adquiridos sob forma de pastilha de KBr. O espectro das kafirinas
adquiridas pelo primeiro método de extragdo proposto, sem agente redutor, esta apresentado
na figura 18. Pode-se observar bandas tipicas das ligagcdes peptidicas de uma proteina como
Amida A (estiramento da ligagdo N-H) em 3100 a 3300 cm™'; Amida I na regido de 1650 cm™,
que ¢ devida a 80% de estiramento das ligacdes C=O com menores contribuigdes de
estiramento de C-N e dobramento no plano de N-H; Amida II em 1550 cm™ (estiramento de
C-N e N-H dentro e fora do plano) e também bandas na regido de 1150 a 1050 cm’
aproximadamente, tipicas de amido (estiramento CO do anel piranosideo), além de acidos
graxos em 2845 a 3000 cm’ (ligagdes de C-H) (LAVIALLE et al., 1982; BANDEKAR,
1992). Amide 1
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Figura 18: Espectro no Infravermelho de Kafirinas adquiridas pelo primeiro método de
extracdo proposto (sem uso de agente redutor).

A presenca dos acidos graxos nas kafirinas, mesmo apds a remocdo com hexano e
cloroférmio no inicio e final do processo de extragdo, respectivamente, pode ser comparado a

mesma observagdo nas zeinas e ndo como uma co-purificacdo. Forato et al. (2000)
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identificaram a presenca de acidos graxos livres ligados nas zeinas extraidas com etanol 70%
e nos corpos proteicos do milho extraidos sem o uso de solventes organicos. Forato et al.
(2004) analisaram a intera¢ao do acido oleico com a frag¢do de zeina o Z19 extraidas do milho
BR 501 e com a penisetina extraida de graos de milheto, que ¢ semelhante a fragcdo da zeina o
722. Os autores concluiram que a Z19 possui interagdes eletrostaticas com o acido oleico via
residuos de arginina, que sd3o em nameros de 2 a 3 por sequéncia e tem sua posicao
conservada em varias sequéncias analisadas para a Z19. Os residuos de arginina possuem o
grupo guanidino carregado positivamente e que interage com o grupo carboxila carregado
negativamente do acido oleico. Ja no caso da Z22 as interagdes sdo do tipo hidrofobicas, onde
as cadeias laterais dos aminoacidos apolares da proteina interagem com a cadeia carbonica do

acido graxo. Tais interacdes explicam a presen¢a dos acidos graxos nas zeinas, figura 19.
V\/\/\ {O HQN >
THN

Y o- 3 NH
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Figura 19: Provaveis sitios de interagdo das zeinas o com acidos graxos. Na parte superior,
residuos de arginina carregados interagindo com &4cido graxo ionizado. Na parte inferior,
excesso de acidos graxos interagindo hidrofobicamente com as cadeias laterais apolares dos
aminodcidos da proteina. Adaptado de Forato, 2000.

Portanto, devido a similaridade entre estas proteinas, zeinas e kafirinas, ¢ possivel
atribuir os sinais nas regides de 2945-2845 cm” e um ombro em 1745 cm™ aos grupos
metileno e carboxila dos acidos graxos livres que podem estar ligados as kafirinas.

Na figura 20, est4 o espectro de Kafirinas adquirido pelo segundo método de extragao,
com agente redutor. O espectro apresentou também bandas tipicas de proteinas Amida A, I e
II, bem como amida ITT em 1300 cm™ (MIYAZAWA, 1960). Nota-se no espectro a diminuicio

expressiva da intensidade na banda de amido entre 1150 a 1050 cm™.
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Figura 20: Espectro no Infravermelho de Kafirinas extraidas do cultivar Br501 com agente
redutor.
Sendo assim, o segundo método proposto ¢ o mais indicado para a extracdo das

Kafirinas, pois a co-extra¢do do amido aconteceu de forma reduzida.
4.4 Estudos estruturais das Kafirinas pelas técnicas de IV e RMN.

Nos itens a seguir, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos das kafirinas
analisadas por técnicas espectroscopicas como IV e RMN de °C. Através destas técnicas foi

possivel analisar sua ES e quantifica-las.

4.4.1 Quantificacdo das Estruturas Secundarias (ES) das Kafirinas por IV.

Para a quantificagdo das ES das kafirinas por IV, foram utilizados os espectros das
figuras 18 e 20. A regido utilizada para realizar a quantificagio foi de 1800 a 1600 cm™
referente a carbonila (estiramento da ligagdo C=0O do grupo peptidico). Esta regido ¢ a que
contém maior informag¢do sobre as ES. Sendo assim, os sinais de amido na regido de 1150-
1020 cm™ encontram-se fora da regido utilizada no processo de quantificagdo dos teores das
ES, e por isso ndo devem interferir nesta determinagao.

A figura 21 apresenta uma expansao dos espectros de IV de ambas as kafirinas obtidas
com e sem agente redutor e também ¢ apresentada sua segunda derivada, pois por meio dela

pode-se observar picos referentes as ES.
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Figura 21: Expansio dos espectros no IV na regido da amida I (1800 a 1600 cm™) das
Kafirinas extraidas com etanol 70% e sua segunda derivada (parte superior). A) espectro sem
agente redutor e B) espectro com agente redutor.

Os picos mais intensos nas regides de 1650 a 1660 cm™ mostrados pela segunda
derivada sdo considerados estruturas hélice a, vistos em maior propor¢ao na figura 21 A para
kafirinas extraidas com etanol 70% sem agente redutor ¢ em menor propor¢ao para kafirinas
extraidas com agente redutor, figura 21B. J4 os sinais abaixo de 1645 cm™ sdo considerados
estruturas do tipo folha B (JAKOBSEN et al., 1983; SUREWICZ et al., 1988; BANDEKAR,
1992).

Utilizando a espectroscopia no IV em estado s6lido e o método de aumento de
resolucao, baseados nas segundas derivadas, nota-se que as kafirinas analisadas devem ser
constituidas por maior quantidade de estruturas o-hélices, principalmente em kafirinas
extraidas sem agente redutor. Para confirmar estes resultados qualitativos, foi realizada a
quantifica¢do das ES utilizando o método de reconhecimento de padroes.

Na tabela 1, estdo descritos os resultados obtidos através da multiplicagdo do espectro
sob analise (espectro das kafirinas com e sem agente redutor) pela matriz de calibrag¢do, onde

os resultados foram expressos em porcentagem.
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Tabela 1: Valores, em porcentagem, das ES de kafirinas extraidas com e sem agente redutor.

Kafirinas extraidas Kafirinas extraidas
Estruturas com etanol 70% sem com etanol 70% com
agente redutor agente redutor
o Hélice 43% 35%
Folha 3 23% 28%
Voltas 21% 27%
Estruturas desordenadas 13% 10%

Em geral, as Kafirinas possuem estrutura secundaria predominantemente helicoidal,
sendo em média 43% de a hélices, 23% de folhas 3, para kafirinas extraidas sem agente
redutor. Para kafirinas extraidas com agente redutor os valores foram de 35% de o hélices,
28% de folhas . Esta maior proporcao de estruturas o hélices estd de acordo com dados
encontrados na literatura (DUODU et al., 2001; BELTON et al., 2006).

A diferenca entre as ES observadas com e sem uso de agente redutor pode ser
explicada nas bases do contetido de proteinas observado no gel de SDS/PAGE, onde sem o
uso de bissulfito de sddio observou-se alta concentracdo de kafirinas B com concentragdes
mais baixas de kafirinas a1 e y. Neste caso houve maior propor¢ao de ES do tipo o hélices
(43%) com menor propor¢ao de folhas 3. No gel contendo agente redutor, observa-se maiores
concentragdes das proteinas v, al e a2 e menor concentracao da fracao 3. A propor¢do das ES
neste caso indicou reducdo das estruturas do tipo o hélices (35%) e aumento de folhas 3
(28%). Tais observagdes sao devidas as diferencas nos conteuidos proteicos nos dois géis, com
e sem agente redutor, onde as proteinas em cada caso devem ter ES diferentes. No entanto isto
s6 pode ser confirmado com o isolamento das fragdes.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo ¢ uma possivel desnaturagdo das
proteinas pelo uso do agente redutor, o que poderia ser responsavel pela reducao das ES do
tipo hélices a. O efeito de diferentes extragcdes nas ES das kafirinas foi observado por Gao et
al., (2005) onde o uso de agentes redutores e NaOH e diferentes processos de secagem

levaram a desnaturacdo das proteinas.
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4.4.2 Quantificacio das ES das kafirinas por RMN.

As ES das Kafirinas também foram analisadas por RMN de "*C no estado sélido. A
figura 22 apresenta os espectros por RMN em alta resolu¢do em estado sélido das kafirinas
extraidas com e sem agente redutor. O sinal de 172 a 176 ppm correspondem ao deslocamento
quimico da carbonila de grupos peptidicos e cadeias laterais. Os sinais de 100 a 140 ppm sdo
provenientes das cadeias laterais de aminoacidos aromaticos. Na regido de 70 a 45 ppm
encontram-se os sinais dos carbonos o enquanto que os sinais em 45 a 15 ppm sao atribuidos
as cadeias laterais dos aminodcidos alifaticos (SCHOFIELD; BAIANU 1982). Estes sdo picos

especificos atribuidos a proteinas em estado sélido.
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Figura 22: Espectros em alta resolugdo por RMN de "*C no estado solido com a técnica
CPMAS das kafirinas. A) Kafirinas extraidas sem agente redutor e B) kafirinas extraidas com
agente redutor.
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Em ambos os espectros pode-se observar um sinal fino e intenso em 30 ppm e outro
em 130 ppm, estes sinais por serem finos indicam alguma substancia com mobilidade, que
ndo deve ser relativos a proteina analisada no estado solido. Para analisar tais sinais realizou-
se a andlise das mesmas amostras pela técnica de RMN de ">C de um pulso, onde na amostra
solida, utiliza-se a poténcia para andlise de liquido, ou seja, sO serdo vistos sinais de
substancias com alta mobilidade na amostra. O resultado desta analise esta na figura 23, onde
pode-se ver o espectro tipico de um acido graxo livre, com sinais das cadeias alifaticas na
regido de 14 a 30 ppm, o sinal dos carbonos insaturados em 120 ppm e da carboxila em 180
ppm, nao foi observado sinal de triglicerideos em 60 ppm.

Como observado nas zeinas por Forato et al., (2000) que também constataram a
presenga de acidos graxos livres como os acidos oleicos e linoleico em corpos proteicos de
milho. Os autores observaram uma forte interacdo entre Z19 e o acido oleico. Isto se da
consequentemente pela possivel afinidade natural destes acidos graxos pelas zeinas. Sendo
assim, os sinais observados de dcidos graxos no espectro de RMN para as kafirinas seria um
forte indicio de que estas possuem, assim como as zeinas, afinidade com este tipo de

substancia, ja que ambas sdo consideradas similares.
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Figura 23: Espectro de RMN de 13C obtido com a técnica de um pulso para as kafirinas sem
uso de agente redutor, o mesmo resultado foi obtido com agente redutor.

A similaridade entre os espectros da figura 22 indica que ambos os métodos de
extracao propostos sao eficientes, porém, nota-se uma diferenca na intensidade do sinal em 72
ppm, referente a co-purificagdo do amido. Na amostra que foi extraida com agente redutor,
figura 22B, a intensidade do sinal € reduzida quando comparada com a amostra extraida sem
agente redutor, figura 22A. Este fato também pode ser observado nos espectros na regido do
IV. Além do pico referente a co-purificagdo do amido houve também alteracdes nas formas e
intensidades dos picos atribuidos a carbonila e ao carbono a. Estes picos fazem parte da
ligacdo peptidica e, portanto, estdo relacionadas as ES. Sendo assim, esta mudanca,
principalmente na carbonila, regido utilizada para a quantificagdo, pode estar relacionada com
a diferenga encontrada entre as estruturas o hélices e folhas 3. Entdo, para analisar as ES das

kafirinas, a regido espectral utilizada foi de 185 a 165 ppm.
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Como o sinal da carbonila ¢ largo, foi calculada sua segunda derivada e o ajuste do
sinal (“band fitting”) para cada espectro apresentado na figura 24. A segunda derivada, por ser
um método de aumento de resolu¢ao e dependente das larguras de linhas espectrais, foi
utilizada para encontrar os picos existentes dentro de um sinal largo, uma vez que reduz a
largura de linha em 2,7 vezes (FORATO et al., 1997). O ajuste dos sinais usando a curva
lorentziana, foi realizado com a ajuda da segunda derivada para identificar os picos
individuais que compdem o sinal largo da carbonila e a area individual de cada sinal foi

atribuido as ES das kafirinas.
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Figura 24: Expansdo dos espectros da figura 5 na regido da carbonila (linha em preto), o
ajuste do sinal (linha pontilhada), as areas individuais dos picos calculadas (azul) e a segunda
derivada (acima do espectro em vermelho). A) espectro das kafirinas sem agente redutor e B)
espectros das kafirinas obtidas com agente redutor.

A carbonila da figura 24A apresenta um sinal principal em 176 ppm e um ombro em
172 ppm, os quais sdo melhores observados pela segunda derivada. Estes picos sdo atribuidos
a presenca de estruturas o-hélices e folhas P, respectivamente; o sinal das estruturas
desordenadas ¢ atribuido ao deslocamento quimico de 174 ppm (KRICHELDORF;
MULLER, 1983; WISHART; SYKES, 1994). A 4rea destes sinais, atribuidos pelas curvas,
indicaram 66% de a hélices, 22% de folhas B e 12% de estruturas desordenadas para kafirinas
extraidas sem agente redutor e 47% de o hélices, 24% de folhas B e 29% de estruturas
desordenadas para kafirinas extraidas com agente redutor, figura 24B. Portanto ha
predominancia de estruturas o hélices tanto para amostras de kafirinas extraidas com e sem
agente redutor. Ainda assim, além do sinal da carbonila, a presenca das estruturas do tipo a-
hélice e folhas-f também sdo confirmadas pelos sinais do carbono-a, onde os sinais em 56 e
59 ppm sdo tipicos de a-hélice e 53 ppm de folhas-B (KRICHELDORF; MULLER, 1983;
WISHART; SYKES, 1994).
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Estes dados estdo consistentes com aqueles descritos no item 4.4.1 obtidos pelo
método de reconhecimento de padrdes aplicados aos dados de IV ja que a predominéncia para
as duas amostras, com e¢ sem agente redutor, ¢ de estruturas helicoidais, ¢ que com uso de
agente redutor ha redugdo das estruturas helicoidais pela presenca das diferentes fragdes
proteicas indicadas nos géis com e sem agente redutor. A diferenga entre a quantificagdo pelos
métodos de IV e RMN se deve ao uso dos métodos de reconhecimento de padrdes no primeiro
e aumento de resolu¢ao no segundo. Forato et al., 1997, demostraram que os métodos de
aumento de aumento de resolugdo sdo altamente dependentes do operador e a analise do
mesmo espectro pode fornecer resultados diferentes de acordo com o nimero de picos
escolhidos, forma da linha usada no ajuste entre outros. No caso dos métodos de
reconhecimento de padrdes, sdo mais precisos, pois ndo dependem do operador, somente da
matriz de calibracao utilizada.

A predominancia de estrutura o hélice nas kafirinas estd de acordo com os resultados
encontrados por Wu et al. (1971), Duodu et al., (2001) e Gao et al., (2005). Para estes autores,
a compreensdo das ES das kafirinas ¢ relevante para se obter bons revestimentos para

aplicagdes em alimentos, uma vez que uma maior propor¢do de estruturas folhas 3 podem

induzir a aglomeragao prejudicando sua solubilidade.

4.5 Caracterizacao das Nanoparticulas de Quitosana (NPs de QS).

4.5.1 Tamanho Médio das Particulas.

A determinagdo do tamanho médio das particulas ¢ uma medida importante para
sistemas coloidais sendo possivel estimar o tamanho das particulas contidas na suspensao. Na
literatura existem muitas maneiras de obtencdo das NPs de QS com diferentes tamanhos,
muitos acima de 100 nm, usualmente na faixa de 175 a 600 nm. A concentracdo dos materiais
formadores das NPs ¢ um parametro importante, pois pode influenciar no tamanho das
particulas a serem obtidas. Aouada, 2009 verificou que com o aumento na concentracao de
quitosana ¢ TPP houve um aumento no tamanho das particulas devido ao aumento da
viscosidade na solucao de sintese, favorecendo entdo a formacao de NPs maiores. Sendo
assim, a concentracdo ideal para a formacdo de NPs menores de quitosana foi de 2,14 mg/mL
de quitosana e 0,3 mg/mL de TPP, que foi utilizada neste trabalho. A distribui¢do de particulas
da amostra obtida nestas condigdes estd apresentada na figura 25. Os resultados mostraram

que as particulas em solucdo apresentaram didmetro médio de 58 nm.
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Figura 25: Grafico da distribui¢cdo de particulas obtidas de QS com TPP.

Para verificar a estabilidade das NPs, o valor do potencial zeta foi determinado por se
tratar de uma medida de magnitude de atracdo e repulsdo entre as particulas e fornece
informacao da interagdo eletrostatica entre as superficies. Por esta técnica € possivel verificar
a carga total de uma particula em um meio especifico. A média dos valores do potencial zeta

esta apresentada na tabela 2.

Tabela 2: Média dos valores do potencial zeta para NPs de QS-TPP obtidas por
gelificacdo idnica.

pH  Tamanho Potencial Zeta
(nm) (mV)
NPs de QS-TPP 4,5 58 +77

Por esta analise verificou-se que as NPs tém carga superficial positiva. Isto esta
relacionado com o valor do pH (4cido) da solugdo, proximo a 4,5, sendo uma caracteristica
das NPs de QS. Com o tamanho médio de 58 nm, as NPs de QS-TPP apresentaram uma
média dos valores de +77 mV para o potencial zeta. Em modulo, o valor de potencial zeta
relativamente alto, acima 20 mV, ¢ importante para uma boa estabilidade fisico-quimica da
suspensao coloidal, pois grandes forgas repulsivas tendem a evitar a agregacao em funcao das
colisdes ocasionais de NPs adjacentes (SCHAFFAZICK et al., 2006).

O pH ¢ um valor fundamental para a estabilidade das NPs. De acordo com dados
encontrados na literatura, com o aumento do pH, o ponto isoelétrico proximo do pH 8,0, a
solucdo de NPs de quitosana apresenta um decaimento nos valores do potencial zeta. Isto
acontece, pois em meio alcalino (pH ~8,0) os ions de TPP competem com os ions de —OH’

para se ligarem com o grupo —NH; *, ou seja, devido a uma drastica reducdo no grau de
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protonacdo dos agrupamentos amina da QS pelos TPP, diminuindo a repulsdo eletrostatica
entre elas, aumentando a probabilidade de aglomeragdo e consequentemente reduzindo o
valor do potencial zeta (ALI et al., 2010).

Blanco (2011) acredita que quanto menor o tamanho das particulas, maior sera o valor
do potencial zeta. Isto estd de acordo com estudos realizados por Moura et al., 2009, por este
mesmo método de obtencao das NPs, gelificagdo idnica, obtiveram NPs de QS-TPP com
tamanho médio de 85 nm e com um potencial zeta de +43 mV.

Uma das principais caracteristicas da quitosana ¢ sua atividade antimicrobiana e
antifungica. Du et al. (2009) realizaram um estudo no qual foram produzidas NPs de QS-TPP
pelo método de gelificacdo idnica e através dos teste de Concentragdo Minima Inibitéria e
Concentragao Minima Bactericida utilizando microorganismos Escherichia coli, Salmonella
choleraesuis e Staphylococcus aureus, as NPs de maior potencial zeta +88,69 mV e +86,65
mV, apresentaram uma atividade antimicrobiana maior do que as NPs com o potencial zeta

entre +51,37 mV.

4.5.2 Analise das NPs de QS por Microscopia de For¢ca Atomica (MFA).

A microscopia de forca atomica ¢ uma técnica que permite obter imagens
tridimensionais da topografia das superficies. Através de interagdes fracas entre a ponta da
sonda e a amostra depositada a um substrato, foi possivel mapear a superficie deste material e
assim obter imagens da topografia das NPs de QS. A figura 26 mostra a imagem da topografia

das NPs de QS-TPP obtidas pelo modo contato intermitente (Tapping).
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Figura 26: Imagem de MFA da topografia das NPs de QS-TPP. A) imagem 3D e B) imagem
2D.
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Pelas imagens obtidas por MFA, podemos observar tanto a presenca de agregados
quanto de NPs isoladas. Por estas estarem mais isoladas, foi possivel determinar a altura e o
seu diametro. Os calculos foram realizados utilizando a imagem 2D da figura acima. Na

figura 27, esta o grafico onde o eixo y representa a altura e o eixo x o didmetro das NPs.

altura (nm)
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Figura 27: Grafico representado a altura e diametro das NPs de QS através da imagem
topografica obtida por MFA.

O ponto 1 da figura 26B representa a curva de cor preta indicando NPs de QS com
diametro de 33 nm com altura de 5 nm, o ponto 2 indicado pela curva de cor vermelha tém
diametro de 34 nm e altura de 7 nm e o ponto 3, curva na cor verde, apresenta didmetro de 41
nm e altura de 5,5 nm. Por estes dados pode-se dizer que as NPs de QS-TPP apresentam
forma esférica, uniformidade na distribuicdo de tamanho e morfologia homogénea. Tais
resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura para NPs de QS com TPP e com
PMAA — poli (4cido- metacrilico) (MOURA et al., 2008; LIMA et al., 2010).

A unica peculiaridade ¢ que, pelas andlises de tamanho em solucdo, as NPs de QS-TPP
apresentaram tamanho médio de 58 nm e pelas medidas realizadas em sistema seco, os
valores de tamanho analisados foram menores, ou seja, os valores da amostra seca nao
equivalem aos obtidos em solucdo. Aoada, 2009 explica que tal diferenga pode ser pelo fato
de que, apés a evaporacdo da agua da suspensdo na qual as NPs estavam imersas, estas
passam por processo de murchamento, causando a diminui¢do de tamanho em relagdo ao
tamanho normal dessas em suspensdo. Contudo, pelos resultados aqui apresentados, a
obtengdo de NPs de QS-TPP por gelificagdo ionica foi satisfatoria uma vez que foram
produzidas NPs em escala nanométrica uniformes e com elevado potencial antimicrobiano.

Apoés a obtencdo e caracterizagdo das kafirinas bem como a obtengdo e analise das
NPs QS-TPP, os revestimentos comestiveis foram preparados e as frutas, ma¢as e peras,

foram revestidas e caracterizadas. A seguir serdo apresentados os resultados obtidos.
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4.6 Caracterizaciao dos Revestimentos Comestiveis nas Frutas.

4.6.1 Analise da perda de Massa.

O processo da respiragdo estd associado ao da transpiragdo, principal fator responsavel
pela perda de massa. As perdas de massa depreciam a aparéncia das frutas, pois a superficie se
apresenta enrugada provocando alteragdes na firmeza, devido a plasmolise celular (BOAS,
2000). A perda preventiva de d4gua em frutas pode ser obtida pela reducao da respiracao bem
como da transpiracao.

Considerando que os revestimentos comestiveis podem de certa forma promover uma
modificagdo das trocas gasosas dos frutos e entdo reduzir a transpiracao, foram analisadas
magads e peras sem revestimento (chamadas de controle) e revestidas com solugdes
filmogénicas contendo: 2% de kafirinas (m/m) solubilizadas em etanol 70% variando-se as
concentragdes de plastificante, 6leo de canola (OC) em 0,10; 0,25 ¢ 0,50% (m/m) com e sem
adicao de NPs de QS, sendo que a concentracdo utilizada foi de 0,1%. Durante todo o
experimento as frutas foram mantidas em temperatura ambiente. Na figura 28, estdo os

graficos de perda de massa das magas revestidas com e sem NPs de QS.

1 144
71 °
] /o‘/
[ ] 12 4 _e
6 o v
« AV P ¢
] o o® / O v
/ P 10 v
5+ / o v o V¥
Y o oA vy ° ] vV
S —~ v S ~
1o} / o . : v ° v ¥
@ 44 - ALY & 81 ve A
k4 ® / %] v e
= / 2 -V < Vo 1
'S /v/V s VY e P
o 3 ALY o &1 Yo nm
° Oy / n
o A/ e} /o "
1] L PR 4 © ¥
2o Va7 T 4 '/EQ'/
o 2- o 7
e :/;ﬁv/ - ¢ '/.; —m— Controle
/N —®— Controle / //‘
14 V4 e 0,10% OC 2 Pl —0,10% OC + 0,1% NPs
o/ 0.25% OC // 0,25% OC + 0,1% NPs
= ! v
04 ,éc —v—0,50% OC od ¥ v—0,50% OC +0,1% NPs
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Dias Dias

Figura 28: Grafico de perda de massa para magas com e sem revestimento. A) sem NPs de
QS e B) com NPs de QS.

Pode-se observar em ambos os graficos que as frutas do controle (linha preta) duraram
apenas 15 dias enquanto as frutas revestidas com e sem NPs duraram em torno de 25 dias.
Todos os revestimentos com e sem NPs apresentaram-se eficientes quando aplicados em
magcas se comparados a frutas controle. Em peras, figura 29, este mesmo comportamento foi

observado. Entretanto, o tempo de vida util das peras ¢ menor em relagdo as magas. Peras do
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controle duraram no méximo 10 dias, enquanto peras revestidas com e sem NPs apresentaram

um tempo maior, 17 dias.
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Figura 29: Grafico de perda de massa para as peras com e sem revestimento. A) sem NPs de
QS e B) com NPs de QS.

Contudo, fazendo uma comparacdo entre os revestimentos, pode-se observar em
magas, figura 28, que, ao final do experimento a perda de massa foi de aproximadamente 6%
para as revestidas sem a presenca das NPs no revestimento e aproximadamente 12% para as
revestidas com solugdo filmogénica contendo NPs de QS. Em peras, figura 29, os valores de
perda de massa foram de aproximadamente 6 a 9% sem as NPs e de 13 a 15% para as frutas
revestidas com NPs.

Segundo Chitarra; Chitarra, 2005, perdas da ordem de 3 a 6% sdo suficientes para
causar um marcante declinio na qualidade tendo substancial importancia na comercializagao,
mas em alguns casos, dependendo da fruta, sdo ainda comercializdveis com 10% de perda de
massa de umidade. Frutas como magas e peras, quando armazenadas em temperatura a 24°C,
apds a 3" semana, apresentaram perda de massa da ordem de 10,7% para as magis e as peras
apds 2 semana apresentam 9,7%. Em ambas as frutas os sintomas sio de enrugamento
extremamente severo.

Nas frutas revestidas com solu¢do filmogénica sem a adi¢do das NPs, os valores das
perdas de massa se apresentaram menores do que o padrdo encontrado na literatura (6%
obtido para macas contra 10,7% da literatura; e 6% obtido para pera contra 9,7% da
literatura). Entretanto, para frutas revestidas com solugdes contendo NPs de QS tiveram um
aumento nesta percentagem. Este fato poderia ser atribuido a natureza hidrofilica da quitosana
(Baldwin et al., 1996), no entanto, ha registros na literatura de que a quitosana em sua forma

nanométrica pode aumentar a hidrofobicidade de um material (MOURA et al., 2008;
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MARTELLI et al., 2013). Como os revestimentos das mag¢as e peras sem e com NPs foram
feitos em meses diferentes, julho e setembro, respectivamente, acredita-se que as altas
temperaturas do més de setembro sejam as reais responsaveis pela maior transpiracdo dos
frutos, e nao o contetdo de 0,1% de NPs. Na literatura encontra-se citagdo onde altas perdas
de massa s3o atribuidas a altas temperaturas e¢ ndo ao tipo de revestimento utilizado
(MEDEIROS et al., 2011).

Scramin et al. (2011) realizaram um estudo onde avaliaram a aplicagdo de
revestimentos comestiveis a base de zeinas aplicados em peras mantidas em temperatura
ambiente. Os frutos revestidos duraram 12 dias e de acordo com os resultados observados
pelos autores, o revestimento que apresentou menor perda de massa foi o que continha 4% de
zeina com 0,25% 4cido oleico (AO) com apenas 7,5% de perda de massa. Ja os frutos
revestidos com 4% de zeina e 0,5% de AO, apresentaram, apds 12 dias de experimento, 10%
de perda de massa. Estes resultados estdo proximos aos aqui apresentados para peras sem a
adicao das NPs de QS.

Revestimentos comestiveis que agem como barreira ao vapor d’4dgua, como ja dito,
sdo desejaveis para a conservagdo dos alimentos “in natura”, pois evitam a desidratacdo da
superficie. Alguns estudos (EMMAMBUX et al.,, 2004; GILLGREN et al.,, 2008) tem
demostrado que as kafirinas, apesar de serem proteinas de origem hidrofébica, nao
apresentam boas propriedades de barreira contra o vapor d’4dgua. Buchner et al. (2011)
revestiram peras com filmes de kafirinas usando concentragdes altas de plastificante (1% de
1,2-propanodiol + 0,5% de glucono-6-lactona) e notaram que as frutas revestidas
apresentaram uma diferenca significativa em relacgdo as frutas ndo revestidas, ou seja, tiveram
maior perda de massa durante os 24 dias de experimento, onde as frutas eram ainda mantidas
em temperatura controlada, 20°C. Estes autores concluiram que, através destes resultados, os
revestimentos a base de kafirinas ndo sdo eficazes contra a barreira a umidade por ndo reduzir
a perda de umidade das frutas revestidas.

Embora estes autores tenham relatado que as kafrinas ndo apresentam boas
propriedades de barreia ao vapor d’agua, ¢ fato que a presenca do plastificante nestes
revestimentos influencia e alteram tal caracteristica. E notéavel que os revestimentos aqui
estudados sejam eficientes na reducdo da transpiracdo, pois prolongaram a vida util das frutas
revestidas em comparagdo as frutas ndo revestidas. Sendo assim, os melhores revestimentos
tanto para peras, quanto para macas sao os que contem 2% de kafirinas nas concentragdes de
0,25 ¢ 0,50% de OC com e sem NPs de QS.

Tais resultados também foram visiveis pelas imagens fotograficas das magas ao longo

do experimento. Na figura 30 estdo as fotos das magas apos 14 dias de experimento.
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Figura 30: Fotos das magas apds 14 dias de experimento. A) Magas revestidas com solucao
filmogénica sem NPs de QS e B) Macas revestidas com solucdo filmogénica contendo 0,1%
de NPs de QS. A sequéncia das fotos representa: 1) controle (sem revestimento), 2) magas
revestidas com 0,10% OC, 3) magas revestidas com 0,25% OC e 4) magas revestidas com
0,50% OC.

Pelas fotos, figura 30, observou-se que as macds sem revestimento, no 14° dia
apresentaram sinais de degradagdo e senescéncia o que sO aconteceu com todas as frutas
revestidas no 24° sem NPs e no 22° dia com NPs. Em peras, apos 10 dias, as frutas do
controle ja estavam improprias para o consumo, apresentando danos nos tecidos, com

acentuado aspecto de degradacgdo e proliferagdo de microrganismos, ao passo que as demais

frutas, revestidas, neste mesmo periodo, ainda estavam preservadas, como mostra a figura 31.

Figura 31: Fotos das peras apds 10 dias de experimento. A) Peras revestidas com solugao
filmogénica sem NPs de QS e B) Peras revestidas com solu¢ao filmogénica contendo 0,1% de
NPs de QS. A sequéncia das fotos representa: 1) controle (sem revestimento), 2) peras
revestidas com 0,10% OC, 3) peras revestidas com 0,25% OC e 4) peras revestidas com
0,50% OC.
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4.6.2 Analise microbiana das solucées filmogénicas contendo NPs de QS.

Durante a incubacdo gerando o crescimento do microrganismo teste, pode-se observar
a acdo antimicrobiana das NPs de QS na concentragdo de 0,1% das solugdes filmogénicas
contendo 2% de kafirinas variando-se a concentragao de OC em 0,10, 0,25 ¢ 0,50% ¢ 0,1% de
NPs de QS, figura 32. Foram observados halos (zona transparente) de inibicdo em volta dos
pocos, onde ndo cresceu colonias do microrganismo. A medida desse halo de inibigdo ¢

proporcional a agdo antimicrobiana.

Figura 32: Fotos dos halos formados em volta dos pogos ap6s 8 horas de incubacdo dos
microrganismos. A) 0,1% de NPs de QS, B) solucdo filmogénica com 2% de kafirinas
contendo 0,10% de OC e 0,1% de NPs de QS, C) solucgéo filmogénica com 2% de kafirinas
contendo 0,25% de OC e 0,1% de NPs de QS e D) B) solucdo filmogénica com 2% de
kafirinas contendo 0, 50% de OC e 0,1% de NPs de QS.

O didmetro do halo de inibicdo em volta de cada poco foi estimado com o auxilio de
um paquimetro. Pode-se observar que didmetro de aproximadamente 4,3 mm (£ 0,4) para

todas as amostras. Isso indica que, com a formagdo do halo, as NPs de QS na concentragdo de
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0,1% puras e quando adicionadas as solug¢des filmogénicaas apresentam ag¢ao antimicrobiana.
A seguir serdo apresentados resultados com as solucdes filmogénicas descritas neste
item excluindo-se as solugdes com e sem NPs contendo 0,10% de OC, uma vez que

apresentaram os maiores valores de perda de massa, para peras € magas.

4.6.3 Analise por Colorimetria.

A aparéncia ¢ o fator de qualidade de maior importancia do ponto de vista da
comercializacdo. Para determinar visualmente a qualidade das frutas atributos como tamanho,
forma, textura e cor sdo fundamentais. A coloragdo ¢ um dos atributos de maior atrativo na
hora da compra para o consumidor, indicando qualidade ao produto. Os produtos de cor forte
e brilhante sao os preferidos, emboram nao contribua na qualidade comestivel produto.

Para determinar a cor dos frutos ao longo do tempo, os resultados aqui apresentados
foram expressos em CIE a*e b*, que permitiram calcular o angulo de Hue, indicando a
tonalidade da cor. De acordo com o sistema CIELAB se o angulo estiver entre 0° e 90°,
quanto mais tender a 90° indica que o fruto estd mais amarelo € quanto mais proximo de zero
mais vermelho € o mesmo. Acima de 90° indica cor verde.

De acordo com o grafico da figura 33A, as magas (com e sem revestimento) partiram
de um angulo préximo a 85° evidenciando a cor amarela. Neste caso, as mag¢ds foram
revestidas, exceto o controle, com solucdes filmogénicas sem a adigdo de NPs de QS. No
entanto, macas sem revestimento e revestidas com solugdo filmogénica contendo NPs de
quitosana, figura 33B, partiram de um angulo inicial proximo a 40° indicando predominancia
na cor vermelha. Entre os revestimentos, o angulo Hue das magas revestidas com Kafirinas +

0,25% OC com e sem NPs apresentaram menor variagdo colorimétrica.
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Figura 33: Gradiente do Angulo Hue para magds. A) magds revestidas com diferentes
solugdes filmogénicas sem NPs, B) macas revestidas com diferentes solugdes filmogénicas
contendo 0,1% de NPs de QS. O angulo Hue pode ser expresso por uma esfera cujos angulos
0°, 90°, 180° e 270° representam respectivamente as cores vermelho, amarelo, verde e azul.
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Em ambos os graficos 33 A e B, ndo foi possivel observar uma varia¢do significativa
na cor ao longo do tempo, indicando que ndo houve degradag¢do dos principais pigmentos
encontrados nas macgas, como as antocianinas que sao pigmentos fenolicos responsaveis pela
cor avermelhada. A descoloracao de tais substancias ocorre pela acao de sistemas enzimaticos
sendo também degradada pelo oxigénio levando ao escurecimento dos tecidos. As magas
foram revestidas com solugdes filmogénicas que tem por objetivo proteger as frutas atuando
como uma barreira capaz de controlar as trocas gasosas do fruto, bem com diminuir a entrada
de O,. Com a reducao do O,, consequentemente reduziu a degradacao destas substancias
preservando a coloragdo do tecido.

A predominancia da cor amarela nas macas revestidas com solugdes filmogénicas com
NPs e da cor vermelha nas magas revestidas com solugdes filmogénicas sem NPs de QS, nao
estd relacionada com a aplicacdo do revestimento, pois as frutas controle, ou seja, ndo
revestidas, também apresentaram tal predominancia. As antocianinas como sdo pigmentos de
cor forte, em geral ocultam os outros pigmentos como a clorofila e os carotendides. Sendo
assim, frutas que tém predominancia na cor avermelhada, certamente apresentam muito mais
antocianinas do que carotenoides que sdo pigmentos de cor amarela e laranja (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

Em peras (com e sem revestimento), observou-se inicialmente, em ambos os graficos,

figura 34A e B, um angulo de Hue proximo a 105° indicando predominancia na cor verde.
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Figura 34: Gradiente do Angulo Hue para peras. A) peras revestidas com diferentes solugdes
filmogénicas sem NPs, B) peras revestidas com diferentes solugdes filmogénicas contendo
0,1% de NPs de QS. O angulo Hue pode ser expresso por uma esfera cujos angulos 0°, 90°,
180° e 270° representam as cores vermelho, amarelo, verde e azul, respectivamente.
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Contudo, ao longo do tempo, nota-se que as peras que foram revestidas com solugdes
filmogénicas sem NPs de QS, no 16° dia o angulo de Hue chegou préximo a 80° enquanto que
peras revestidas com solugcdes filmogénicas contendo NPs de QS, o angulo de Hue ficou
proximo de 87°. Como visto, o angulo de Hue préoximo de 90° a fruta apresenta cor amarelada.
A perda de cor verde e a mudanga para a cor amarela ¢ um indicativo de maturidade. Esta
acao ocorre devido a decomposi¢do estrutural da clorofila em decorréncia de varios fatores
como a presenga de fatores oxidantes. Observou-se que nao houve diferenca de atuagdo entre
os revestimentos na coloragao das peras.

Pode-se observar que tanto para as macds quanto para as peras, nao houve

interferéncia na sua cor quando os revestimentos foram aplicados.

4.6.4 Analise da textura.

As medidas realizadas para avaliar a textura das frutas com e sem revestimento foram
realizadas com o auxilio do equipamento texturometro de acordo com os pardmetros descritos
no item 3.4.4. A medigao da firmeza do epicarpo e da polpa permite obter dados relacionados
com a consisténcia e a resisténcia dos tecidos. A agdo protetora dos revestimentos foi inferida
pela andlise dos maiores picos de tensdo-compressao dos graficos obtidos pela medida de
textura. Picos de maior intensidade estdo relacionados com maior rigidez da amostra,
indicando a necessidade de maior for¢a para comprimir aquela area da fruta. Os resultados da
leitura foram expressos em Newtons (N). Na figura 35, estdo os graficos representando os
resultados obtidos pelas medidas realizadas tanto no epicarpo quanto na polpa de magas
revestidas com e sem NPs de QS bem como o seu controle (mac¢as sem revestimento) para
possiveis comparagoes.

Os valores de resisténcia das macas apresentaram variagdes durante os 12 dias em que
foram realizadas as medidas. Tal observacdo deve-se ao fato de que as frutas ndo se
apresentavam no mesmo grau de maturagdo, uma vez que estas foram adquiridas pelo
comeércio e ndo diretamente do produtor apds a colheita. Além disso, como essas medidas sao
destrutivas as frutas analisadas a cada dia sdo diferentes umas das outras. Assim, notou-se que
o periodo de 12 dias foi insuficiente para diagnosticar alguma mudanga na textura, pois nao
foram observadas, nos graficos, mudancas significativas na firmeza tanto no epicarpo quanto

na polpa.
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Em peras, com os resultados apresentados na figura 36, foi possivel observar que nao
houve intensa variacdo na textura entre as frutas nos dias consecutivos como ocorreu com as
magas. Isso pode ser devido as peras estarem num estadio de maturagdo semelhante ao longo
do experimento. Observou-se neste caso que o periodo estabelecido para as analises foi
suficiente para verificar uma modificacdo na textura, indicando que a firmeza tanto do
epicarpo quanto da polpa decaiu ao longo do tempo, e isto ¢ devido a uma caracteristica das
peras, que tém um menor tempo de vida do que as magas.

Pelas medidas realizadas no epicarpo, ndo observou-se diferencas entre o controle e as
diferentes formulagdes. No entanto, ao se analisar os graficos das polpas, observou-se que os
melhores revestimentos foram aqueles contendo 2% de kafirinas e 0,5% de OC e 2% de
kafirinas; 0,25% de OC e 0,1% de NP de QS, os quais também apresentaram menores taxas
de perda de massa.

Para analisar os revestimentos comestiveis quanto a sua molhabilidade pela técnica de
AC e obtencao das imagens topograficas por MFA, as frutas, magas e peras, foram revestidas
de acordo com o método descrito no item 3.1.4. Apods o revestimento, cortou-se uma fatia do
pericarpo para serem analisados. A seguir, serdo apresentados e discutidos os resultados

obtidos.

4.6.5 Analise por Angulo de Contato (AC).

Na figura 37, estdo os dados obtidos por AC dos revestimentos depositados na
superficie do epicarpo das macas. Um revestimento para ser considerado hidrofobico, o valor
de AC (0) tem que ser > 90°. Neste sentido, como observado nos graficos, os revestimentos
contendo 2% de Kafirinas + 0,25% OC sem NPs (37A linha vermelha) e o revestimento com
a mesma porcentagem de kafirinas e OC com a adi¢cdo de 0,1% de NPs de QS (37B linha

vermelha) apresentaram valores em torno de 95°, sendo considerados entdo hidrofobicos.
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Figura 35: Graficos de angulo de contato representando o valor médio obtido das anélises em
macas com e sem NPs e seu desvio padrao em fun¢do do tempo. A) magas revestidas com
solugdo filmogénica sem NPs; B) macas revestidas com solugdo filmogénica contendo NPs.

Os revestimentos com 2% de kafirinas + 0,50% de OC sem NPs (37A linha azul) e
com NPs de QS (37B linha azul) apresentaram angulo de contato abaixo de 90°, ficando em
torno de 70° sem NPs e 85° com NPs. Observou-se um comportamento dependente do tempo
para ambos os filmes em que o angulo de contato diminuiu gradativamente para ambos 0s
revestimentos. Este comportamento pode ser um indicativo que esses revestimentos possuem
carater predominantemente hidrofilico, e parece ter uma relacdo direta com o aumento da
concentragao de OC.

Em peras, pode-se observar que a deposi¢do da gota na superficie das frutas controle,
ou seja, sem revestimento, partiu de um angulo inicial de aproximadamente 85° se mantendo
estavel durante todo o tempo de medida, mostrado na figura 38. Este resultado ¢ superior ao
AC formado na superficie das macgas, AC de aproximadamente 70°, pertencentes ao grupo
controle, apresentado na figura 37. Este fato pode ser explicado de tal forma que, a superficie
das macas, ou seja, seu epicarpo ¢ muito mais rugoso que o epicarpo das peras. Isto pode ser
confirmado pelas imagens obtidas por MFA apresentadas no item 4.6.5 onde serd melhor

discutido.
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Figura 36: Graficos de angulo de contato representando o valor médio obtido das analises em
peras com e sem NPs e seu desvio padrao em fung¢do do tempo. A) peras revestidas com
solugdo filmogénica sem NPs; B) peras revestidas com solu¢ao filmogénica contendo NPs.

Tanto nas figuras 37 e 38, em peras e macas revestidas com e sem NPs de QS, o OC
utilizado apresentou uma predominancia no efeito mais hidrofilico, pois quando se aumentou
a sua concentracdo nos revestimentos de 0,25% para 0,50% com e sem NPs, houve uma
reducdo nos valores de AC. Este comportamento foi observado na literatura para
revestimentos comestiveis contendo 4% de zeinas e AO, quando hd um aumento deste ultimo,
o AC diminui gradativamente. Em tal estudo este efeito foi atribuido a uma reorientacdo das
partes polares das moléculas tanto do AO quanto da proteina (SCRAMIN et al., 2011,
MUTHUSELVI et al., 2006). No entanto, neste trabalho o plastificante utilizado foi um
triglicerideo, o OC, que ¢ totalmente apolar, diferente do AO, desta forma o efeito de
reorientagdo ndo deve ser o responsdvel pela maior hidrofilicidade, mas sim como sera
discutido no proximo item (MFA), a uma maior rugosidade nos revestimentos que contém
maior propor¢do de OC, o que segundo a literatura leva a um aumento da molhabilidade dos
mesmos (CHOW, 1998).

Contudo, ao comparar os revestimentos depositados no epicarpo das frutas, aqueles
com adicdo de NPs de QS apresentaram-se menos hidrofilicos tanto para a formulagao
contendo 0,25% de OC quanto para 0,50 do OC quando comparados com aquelas sem adig¢ao
de NPs de QS. Este mesmo comportamento foi observado nos resultados apresentado para
magas, como descrito acima.

Estudos recentes mostraram que a incorporacdo de NPs de QS em revestimentos
comestiveis tem diminuido consideravelmente a permeabilidade ao vapor d’agua. Esta
diminuicdo est4 relacionada com a interagdo entre as NPs de QS e a matriz polimérica por

diferentes tipos de ligagdes, tornando o revestimento mais compactado e assim dificultam a

1
300



87

difusdo do vapor d’agua. Moura et al., 2009, relata que quanto menor o tamanho das NPs,
menor serd a permeabilidade, pois as NPs de menor tamanho tem maior capacidade de se
difundir pela matriz polimérica e ocupar o0s espagos vazios (poroso) presentes nos
revestimentos. Estes mesmos autores produziram filmes de polpa de goiaba com adi¢ao de
NPs de QS e observaram que, quando NPs de QS foram adicionadas nos filmes, os mesmos
apresentaram propriedades mecanicas superiores € houve uma diminui¢do na hidrofilicidade
destes filmes em questdao (MOURA et al, 2008).

Martelli et al., (2013) também obtiveram filmes usando como matéria prima puré de
bananas maduras com adi¢do de pectina (0,5%), glicerol (usado como plastificante na
concentragdo de 5% e 0,2 % (m/m) NPs de QS (88,79 £ 0,42 nm de tamanho médio )
incorporados em como material de reforco. A incorporacdo de NPs de QS também promoveu
melhora das propriedades mecanicas e atuou na redugdo do taxa de permeagao de vapor de
agua em 21% para os filmes processados com pectina e até 38% para filmes processados sem
pectina, quando comparado com o controle (filmes puré sem pectina e nanoparticulas).

No entanto, Rhim et al., (2006) analisaram nanocompdsitos contendo NPs de QS e
argila (ambas hidrofilicas) e observaram também uma reducdo a permeabilidade no vapor
d’agua. Porém, os autores ndo encontraram uma explicacdo para este efeito e afirmam que
mais estudos devem ser realizados para explicar tal fendmeno.

Nas figuras 39 e 40, estdo as imagens do angulo de contato formado na superficie de

cada revestimento.
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Controle

Os 30s 60 90 120s 270s

0,25% OC

VT V]

0,25% OC + 0,1% NPs de QS

0,50% OC

0,50 OC + 0,1% NPs de QS

Figura 379: Imagens do angulo de contato formado pela gota de agua depositada na
superficie dos diferentes revestimentos aplicados no epicarpo de magas.
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Controle

Os 30s 60s 90s 120s 270s

0,25% OC

0,25% OC + 0,1% NPs de QS

0,50% OC

0,50 + 0,1% NPs de QS

Figura 40: Imagens do angulo de contato formado pela gota de agua depositada na superficie
dos diferentes revestimentos aplicados no epicarpo de peras.
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4.6.6 Analise por MFA.

Nas figuras 41 e 42 estao as imagens dos epicarpos de magas e peras e destes apos a
aplicagdo dos revestimentos sem NPs. Nas imagens com aplicagdo dos revestimentos
observaram-se estruturas arredondadas. Isto pode ser atribuido a aglomeracao das proteinas
juntamente com o OC. Este mesmo padrao de imagem foi observado na literatura por Forato
et al., 2001 para zeinas depositadas em filmes de mica, onde os autores atribuiram tal padrao
de imagem a uma aglomeracdo de proteinas hidrofébicas juntamente com seus lipideos
endogenos sobre uma superficie hidrofilica (mica).

Nas figuras 43 e¢ 44, onde ha adi¢do de NPs de QS, tais aglomerados ndo sdo
observados e isto pode ser atribuido a propriedade emulsificante da quitosana que torna o
filme mais homogéneo. Segundo Pereda et al., 2012, a quitosana age como um estabilizante
de hidrocoloides promovendo a formacdo de emulsdo e estabilizacdo interfacial. Assim, ¢
frequentemente utilizada para emulsionar o 6leo adicionado em solugdes de formagao de
pelicula. A quitosana tem sido utilizada para estabilizar emulsdes contendo 6leo de girassol
(RODRIGUEZ et al., 2002), 4cido oleico (VARGAS et al., 2009) e 6leos essenciais como o
6leo de bergamota (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2010) sem a adigéo de surfactantes.

Esta a¢dao da quitosana como emulsificante estd de acordo com os resultados obtidos
neste trabalho através das medidas de rugosidade realizadas pelas imagens topograficas de
MFA. Na tabela 3, estdo apresentados os resultados obtidos referente a 4rea total da imagem

com dimensao de 5 um x Spum.

Tabela 3: Medida de rugosidade dos revestimentos com e sem NPs variando a concentragdao
do plastificante OC aplicado no epicarpo das macas e peras.

Sem NPs de QS Com NPs de QS
Controle
0,25% OC 0,50% OC |0,25%0C 0,50% OC
Macas 109,6 nm | 114 nm 145 nm |39,8 nm 85,2 nm

Peras 20,7 nm | 108,3 nm 330nm |42,2 nm 49,9 nm
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Figura 38: Imagens em 2 e 3D de MFA do epicarpo de macgds. A) controle (sem
revestimento), B) epicarpo revestido com 2% de kafirina e 0,25% OC e C) epicarpo revestido
com 2% de kafirina € 0,50% OC.
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Figura 39: Imagens em 2 ¢ 3D de MFA do epicarpo de peras. A) controle (sem revestimento),
B) epicarpo revestido com 2% de kafirina e 0,25% OC e C) epicarpo revestido com 2% de
kafirina e 0,50% OC.
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Figura 40: Imagens de MFA do epicarpo de macas. A) epicarpo revestido com 2% de kafirina
+0,25% OC ¢ 0,1% de NPs de QS e B) epicarpo revestido com 2% de kafirina + 0,50% OC e
0,1% de NPs de QS.
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Figura 41: Imagens de MFA do epicarpo de peras. A) epicarpo revestido com 2% de kafirina
+0,25% OC e 0,1% de NPs de QS e B) epicarpo revestido com 2% de kafirina + 0,50% OC e
0,1% de NPs de QS.
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Pode-se observar, pelos resultados de rugosidade, que a superficie dos revestimentos
sem NPs de QS ¢ mais rugosa em relagdo aos com NPs de QS. Fazendo uma comparagdo
entre os revestimentos sem NPs, observou-se que ao aumentar a quantidade de plastificante, o
OC, a rugosidade também aumenta. O revestimento contendo 2% de kafirina e 0,50% de OC
possui rugosidade 145 nm enquanto que o revestimento com 2% de kafirina e 0,25% de OC
apresentou rugosidade de 114 nm, ambos aplicados no epicarpo das macas. Em peras esse
mesmo comportamento pode ser observado, porém com valores de 330 nm para o
revestimento contendo 0,50% OC e 108,3 nm para o revestimento com 0,25% OC. Contudo,
ao adicionar NPs, houve uma redu¢do na rugosidade como ja observado e entdo confirmado
pelas medidas de rugosidade por MFA.

A rugosidade presente num revestimento pode aumentar a molhabilidade de sua
superficie (JIANG et al., 2000). Chow (1998) relata que uma superficie rugosa reduz o dngulo
de contato, pois aumenta a tensdo superficial e alarga a linha de contato entre o sélido, no
caso a superficie do revestimento, o liquido depositado em sua superficie e o vapor d’agua
presente em volta. Como foi possivel observar pelas medidas de AC, ao aumentar a
concentracdo de OC, os revestimentos ficavam mais hidrofilicos, isto com e sem adicao de
NPs de QS. Sendo assim, a rugosidade da superficie dos revestimentos esta diretamente
relacionada com as medidas de AC, pois quanto mais rugosa ¢ a superficie devido a presenga
do OC, mais hidrofilico o revestimento tende a ficar, por isso os valores de AC para os

revestimentos contendo 0,50% OC s@o mais hidrofilicos do que os com 0,25% de OC.
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4.7 Toxicidade.

Para investigar a toxicidade do revestimento comestivel a base de kafirinas e NPs de
QS, testes toxicologicos foram realizados. Os parametros analisados foram: consumo de
racdo, ingestdo hidrica e excre¢do de fezes e urina; massa corporal e massa dos 6rgdos;
ensaios bioquimicos do soro sanguineo e ensaios biomecanicos, densitometria e
microtomografia ossea.

Para o célculo das médias, foram utilizados como base apenas 9 ratos do grupo
controle € 0 mesmo niimero para o grupo experimental. Durante todo o experimento, 10 ratos
constituiam os dois grupos, porém o animal 2 do grupo controle € o animal 4 do grupo
experimental apresentaram problemas desde o primeiro dia de experimento, podendo ser
diagnosticado nos resultados obtidos para estes individuos. Sendo assim, para ndo influenciar
na média final, optou-se pela retiradas destes dois ratos.

A seguir serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos referentes a estes
parametros mencionados. Os resultados apresentados como média foram comparados entre os
grupos controle e experimental pela analise de variancia ANOVA seguido do teste t de
Student aplicados pelo software Oringin™. O nivel de significancia adotado foi de p< 0,05.
Vale ressaltar que para todas as andlises aqui realizadas, nenhuma apresentou diferenga
significativa entre os grupos em analise, controle e experimental, exceto na massa corporal

inicial dos ratos. Em seguida, serdo apresentados os resultados obtidos.

4.7.1 Massa Corporal (MC).

A pesagem dos animais € uma forma de verificar se 0s mesmos estdo perdendo ou
ganhando massa corporal. Na figura 45 estd o grafico representando a massa corporal dos
grupos controle e experimental durante as cinco semanas de duragdo do experimento.
Inicialmente os grupos apresentaram uma diferenca significativa na MC, uma vez que 0s
individuos ndo apresentam valores iniciais iguais. Apds uma semana de experimento, 0 grupo
controle ndo apresentou alteracdo significativa em sua MC enquanto que 0 grupo

experimental apresentou diminuicao de aproximadamente 6,7% no valor médio.



97

440
420 _
— 400
20
® 380
o]
=
[e) 360
[s]
]
a 340
o]
£
320
300 —
massa inicial Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5
M Controle 3542 356,22 a 365,78 4 375,33 a 381,11 a 386,89 a
H Experimental 385,33b 359,782 378,89 a 389,78 a 390,44 4 393,11 a

Médias seguidas letras diferentes apresentaram diferenca estatistica (p<0,05).

Figura 42: Gréaficos representativos da massa corporal dos grupos controle (azul) e
experimental (vermelho).

Sabendo que antes do inicio do experimento os animais eram mantidos em gaiolas
comunitarias e a racdo era em forma de "pellet”, alteracdes na MC na primeira semana de
experimento j& era esperado, devido as mudanca de ambiente e da forma na qual os ratos eram
alimentados. Porém ¢é dificil afirmar que somente estas sejam as causas exatas da perda de
MC do grupo experimental, pois o grupo controle ndo sofreu perda de MC durante este
mesmo periodo. Entretanto, uma semana é considerada o tempo habil para a readaptacdo
destes animais. Nas semanas seguintes foi possivel observar ganho de MC para ambos o0s
grupos, como ja esperado, indicando adaptacdo ao novo ambiente e crescimento de ambos 0s
grupos.

Antes de se discutir as causas pelas quais o0 grupo experimental apresentou perda em
sua MC na primeira semana, deve-se verificar como foi 0 consumo de ra¢do ao longo do
experimento. O consumo de racdo dos animais de ambos 0s grupos, foi quantificado
diariamente durante todo o experimento. Na figura 46 estdo apresentados as médias do
acumulado de cada semana do consumo de ragao para o grupo controle (azul) e experimental

(vermelho).



98

250

200

150

100

consumo de ragdo (g)

50

Média do acumulado
semana 1

Média do acumulado
semana 2

Média do acumulado
semana 3

Média do acumulado
semana 4

Média do acumulado
semana 5

® Controle

118,02

139,11

136,31

150,36

160,75

® Experimental

94,64

154,28

160,08

151,00

165,64

Figura 43: Consumo médio de ragdo pelos animais dos diferentes grupos, controle e
experimental, durante o periodo de experimento. Os dados sdo apresentados como média do
acumulado de cada semana.

Na primeira semana o grupo experimental teve um consumo de ragéo inferior de ragéo
quando comparado com o grupo controle. Porém essa diferenca, entre os grupos, nao
apresentou nenhuma significancia. Ao analisarmos este parametro no decorrer das semanas,
nota-se que o nivel no consumo de racdo aumentou sendo praticamente igual para ambos 0s
grupos. Tais resultados estdo compativeis com os apresentados na figura 45 referente a perda
de massa. Sendo assim, essa perda de MC observada no grupo experimental durante a
primeira semana de experimento pode entdo ser atribuida ao cheiro da racéo revestida e a até
mesmo ao gosto, uma vez que estes animais apresentam fatores sensoriais como olfato e
paladar extremamente sensiveis, sendo capaz de detectar no ar cheiro de determinadas
substancias (ANDRADE et al., 2002).

Segundo Neves et al. (2013) a mudanca comportamental e principalmente a alteragéo
na alimentacdo, sdo os principais paramentos que influenciam diretamente no metabolismo
dos ratos, ao passo que estes animais apreciam 0 convivio em grupo e por serem animais
roedores, passam a maior parte do tempo forrageando, sendo uma forma de distracao.
Qualquer modificacdo nestes habitos exige um esforco adicional para o restabelecimento no
novo ambiente. Portanto, pela modificagdo nos habitos convencionais e pela adicdo do

revestimento na ragéo, fator este que mais influenciou nos resultados aqui apresentados, o
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grupo experimental sofreu maior perda de MC na primeira semana do que 0 grupo controle
devido ao baixo consumo de ragéo.

Outro parametro importante a ser analisado ¢ o da ingestao hidrica. Freudenberg et al.
(2013) constatou que, ao aumentar o nivel de proteina na alimentacdo de ratos,
significativamente aumentava a ingestdo hidrica destes mesmos animais. Neste experimento,
os autores compararam a ingestdo hidrica entre dois grupos. O primeiro grupo, chamado de
controle, teve em sua alimentacdo apenas 10% de contetido proteico, quantidade esta
considerada adequada. O segundo grupo, teve uma dieta incrementada com 50% de conteudo
proteico. Apos sete dias de experimento, o consumo total de dgua do grupo HP duplicou em
relacdo ao grupo controle.

Corréa (2013) também constatou que ao alimentar os animais (ratos da linhagem
Wistar machos) com racdo revestida contendo 4% de zeina com 0,1% de nanofibras de
celulose e 0,5% de acido oleico, aumentou significativamente em 14% na ingestdo hidrica
desses quando comparados com o grupo controle, alimentados com racdo sem revestimento,
devido ao aumento de 5% do contetido proteico.

Para investigar possiveis alteracdes na ingestdo hidrica, o consumo de agua dos
animais de ambos os grupos, foi quantificado diariamente durante todo o experimento. Os

resultados estdo apresentados na figura 47.
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Figura 44: Grafico de consumo hidrico. Média e DP do acumulado de cada semana dos 2
grupos em andlise, controle (azul) e experimental (vermelho).
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O volume de agua consumido pelos animais de ambos 0s grupos manteve-se num
padréo durante todo o experimento, como mostra a figura 47. Ao analisarmos o0 consumo
médio de cada grupo, observamos que, apesar desta diferenca ndo ser significativa pelo
calculo de Levene (teste t), na quarta semana o grupo experimental teve um declinio na
ingestdo hidrica. Tal variagdo pode estar associada a varios fatores e esta diminui¢do nao pode
ser consideravel, pois na semana seguinte este mesmo grupo apresentou aumento no consumo
hidrico.

Os animais deste estudo foram mantidos em gaiolas metabodlicas para, além de
quantificar a ingestdo hidrica e o consumo de racéo, quantificar também a excre¢do das fezes
e urina. Ao coletar as fezes e obter o valor médio do acumulado de cada semana para ambos
0s grupos, controle e experimental, ndo foi observado nenhuma diferenca significativa entre
estes grupos em relacdo a quantidade de fezes excretada. Porém, na quarta semana, a
quantidade de fezes excretada pelo grupo experimental esta baixo do resultado observado pelo
grupo controle, figura 48.
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Figura 45: Excrecdo de fezes dos animais do grupo controle (coluna azul) e experimental
(coluna vermelha). Os resultados estdo representados pela média obtida do acumulado de cada
semana e seu DP.

O bom funcionamento intestinal estd associado a boa alimentagdo e também a
quantidade de agua que ingerida. A quitosana, como ja mencionado, € constituida de fibras

ndo digeriveis. Estas fibras ajudam a prevenir a constipacdo pelo aumento de peso do
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conteddo intestinal auxiliando na eliminacdo do bolo fecal. Tal atividade ¢ melhorada se, em
paralelo, o consumo de agua for regular.

Como na quarta semana o grupo experimental ingeriu menos agua, esta diminuicao na
ingestdo hidrica alterou o bom funcionamento intestinal resultado na diminuicdo da excregédo
das fezes nesta mesma semana. Estes resultados indicam que o grupo experimental néo
apresentou quaisquer problemas relacionados com a digestdo ou problemas gastrointestinais,
uma vez que estes valores ndo apresentaram nenhum nivel de significancia entre os grupos,
controle e experimental.

Os resultados apresentados na figura 49, referente ao volume da urina excretada, estéo
de acordo com os resultados obtidos pela ingestdo hidrica apresentados na figura 46, pois com
a diminuicdo na ingestdo hidrica na quarta semana, houve também uma diminui¢cdo no

volume de urina coletado neste mesmo periodo.
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Figura 46: Volume de urina dos animais do grupo controle (coluna azul) e experimental
(coluna vermelha). Os resultados estdo representados pela média obtida do acumulado de cada
semana e seu DP.
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Ap0s os 30 dias de experimento, tanto o grupo controle quanto o grupo experimental
foram eutanasiados, por decapitacdo, e foram retirados os seguintes 6rgaos: rins, baco, figado,
coracdo, testiculos, prostata e as vesiculas seminais onde os mesmo foram pesados para a
obtencdo de suas massas. As vesiculas seminais foram esvaziadas para a pesagem. A analise
mostrou que ndo houve diferenca de massa entre os 6rgdos do grupo controle com os do

grupo experimental.

14
- 12
20
7] 10
o
s
Lo 8
o
0
8 6
-]
M 4
0
©
2
; i L L i cmln
0 Vesicul
Rins Baco Figado Coragdo Testiculos Prostatas esteuts
Seminal
M Controle 2,41 1,08 11,02 1,10 2,87 0,50 0,45
H Experimental 2,41 0,99 10,65 1,14 2,92 0,57 0,48

Figura 50: Massa dos 6rgdos coletados apos a eutanasia dos animais.

Sendo assim, com base nos resultados apresentados, os ratos do grupo experimental
apresentaram-se semelhantes, em relacdo ao grupo controle, em todos os parametros até aqui
analisados. Pelo fato do grupo controle ter sido alimentado com racdo sem revestimento e o
grupo experimental com racéo revestida, tal semelhanca é um indicativo que a racdo contendo
0 revestimento ndo apresenta nenhum efeito nocivo. Porém, outros testes, como anélise

bioquimica do soro sanguineo, foram realizados e serdo apresentados a seguir.

4.7.2 Analise bioquimica sanguinea.

Os testes bioquimicos do soro sanguineo foram realizados na tentativa de diagnosticar
possiveis alteragdes bioquimicas que poderiam ser provocadas pela ingestdo do revestimento
comestivel contendo NPs de QS. Os resultados obtidos foram comparados entre os grupos,
controle e experimental e através dos célculos estatisticos, no qual o nivel de significancia
adotado foi de p<0,05, nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos. Este

resultado se aplica para todas as concentragdes séricas aqui estudadas.
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Assim como o colesterol, os triglicérides sdo tipos de lipideos (gorduras) e quando
encontrados em excesso no organismo sdo prejudiciais podendo causar algumas doengas com
as coronarias. Fazendo uma comparacdo entre 0S grupos, a concentracdo serica do
triglicérides e do colesterol total dos animais que compdem o grupo controle e experimental
ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo aos niveis destas substancias encontradas
no soro sanguineo, tabela 4. O mesmo pode ser observado na concentracdo sérica de glicose
no qual o grupo controle apresentou 94 mg/dL e 95,89 mg/dL para o grupo experimental.

Em andlises das concentracGes sericas de acido Urico e creatinina, substancias estas
que indicam o bom funcionamento dos rins, os resultados foram semelhantes entre os grupos
controle e experimental. Para se analisar o estado do figado, os niveis de AST (Aspartato
Aminotranferase, antigp TGO — Transaminase Glutamica Oxalacética) e ALT (Alanina
Aminotransferase, antigo TGP — Transaminase Glutamica Pirtvica) no soro sanguineo foram
investigados, pois sdo indicadores de lesdes hepaticas. As concentragdes séricas de AST e
ALT estéo representadas na tabela 4.

Tabela 4: Analise bioquimica do soro sanguineo do grupo controle e experimental. Os dados
estdo apresentados como MED= DP.

Unidade Controle Experimental
Triglicérides mg/dL 64,44 27 08 78,89 0757
Colesterol Total mg/dL 62,78 +6,61 69,44 +7,60
Glicose mg/dL 94 +8,46 95,89 +10,49
Acido Urico mg/dL 1,41 +0,46 1,31 +0,32
Creatinina mg/dL 0,58 +0,07 0,51 +0,03
AST U/L 296,33 +144,12 231,67 +53,24
ALT U/L 67,56 +19,36 56,89 <1157
Fosfatase Alcalina U/L 136,67 +30,12 139,11+43,00
Fosforo mg/dL 6,99 <078 8,68 <037
Calcio mg/dL 6,61 +0,74 9,08 +0,54
Bilirrubinas Totais mg/dL 0,2 0,2

A fosfatase alcalina pertence a um grupo de enzimas que catalisam a hidrolise de
varios fosfo-monoésteres em valores pH considerados alcalinos. Essa esta amplamente
distribuida por alguns 6rgdos como 0ssos, figado, tubulos renais, bago, entre outros. Quando
0 nivel de fosfatase alcalina no organismo estd elevado, ocorre a hiperfosfatermia (nivel
anormal de fésforo no sangue). Esta acdo é um indicativo de condicdes patoldgicas como
hepatites virais, tumores nos 0ssos, fraturas ésseos, insuficiéncia renal, entre outras. Na tabela

4 estdo as concentracOes sericas de fosfatase alcalina encontradas no grupo controle, 136,67
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U/L e experimental, 139,11 U/L. Nota-se uma semelhanca nos resultados entre os grupos, néo
apresentando diferenca significativa nos niveis de fosfatase alcalina encontrada. Como  ndo
houve anormalidade nos niveis de fosfatase alcalina, é possivel observar que entre o grupo
controle e experimental as concentracbes séricas de fosforo encontrada sdo muito
semelhantes. O mesmo pode ser observado nos niveis séricos de calcio.

A bilirrubina é um pigmento de cor amarelada encontrada na bile, que normalmente
circula no sangue sendo transportada até o figado. A bilirrubina indireta, assim denominada
quando esta ligada a albumina plasmatica, ndo é solivel em agua. No figado, a bilirrubina se
desliga da albumina e logo é conjugada com o &cido glicurdnico, formando a bilirribina direta
ou conjugada. Esta se torna solGvel em agua sendo excretada pela bile. Quantidade aumentada
de bilirrubina (hiperbilirrubinemia) € indicio de doencas hepaticas e se a concentracdo sérica
for baixa, pode ser um pré- diagnostico de anemia croénica. Sendo assim, através da obtencéo
das concentracdes séricas de bilirrubinas no soro sanguineo, tabela 4, observou-se que 0s
valores obtidos para o grupo experimental foram iguais aos do grupo controle.

Através dos resultados aqui apresentados, pode-se observar que 0 grupo experimental,
tratado com racdo revestida contendo NPs de QS nédo apresentou alteracdes significativas nos
niveis das substancias aqui analisadas em relacdo ao grupo controle. N&o foi observado efeito
toxico na ingestdo de NPs de QS incorporadas no revestimento no figado, pois os niveis de
AST, ALT, fosfatase alcalina e bilirrubinas foram semelhantes aos dos animais do grupo
controle. O mesmo ocorreu nos rins, devido a ndo alteracdo nas concentracdes sericas de
acido drico e creatinina.

No entanto, mesmo ndo apresentando anormalidade, ndo podemos afirmar se houve
acumulo destas NPs nos tecidos, uma vez que o diametro das NPs aqui estudadas foi inferior
a 100 nm e tecidos como exemplo, o figado, permitem a passagem de materiais com tamanho
acima de 100 nm (GARBETT; KALLINTERI, 2006) e ndo foi possivel analisar os tecidos

dos drgdos coletados.

4.7.3 — Analise biofisica e biomecanica dos o0ssos.

Pela andlise de densitometria dssea € possivel verificar a quantidade de todos o0s
minerais 0sseos presentes numa area projetada no conteddo mineral 6sseo (CMO), e a
densidade mineral 6ssea (DMO) é medida pela relacdo entre a massa e o volume presentes no
tecido, dado pela unidade g/cm?®. Na tabela 10, est&o os valores de CMO e DMO encontrados
no fémur e na tibia do grupo controle e experimental. Como visto, ndo existe diferenca

significativa nos valores encontrados quando comparados os dois grupos. Sabendo que o



105

grupo controle foi alimentado com racdo sem revestimento e o0 grupo experimental com ragao

revestida, € possivel pontuar que o revestimento aqui utilizado ndo apresenta nenhuma

influéncia na perda ou no ganho excessivo de minerais presentes no 0sso.

Tabela 5: Valores de CMO e DMO encontrados no fémur e a tibia dos grupos controle e

experimental.
Fémur Esquerdo Tibia Esquerda
g/em’ - -
CMO Area DMO |CMO Area DMO
Controle 0,361 +0.02 1,744 0,188 0,01 10,262 +0.01 1,57 0,151 +0.01
Experimental | 0,349 <004 1,683 0,188 +0.01 {0,269 +0.02 1,528 0,160 +0.01

Fazendo uma comparacdo com os resultados da quantificagdo morfologica pela uTC,

apresentados na tabela 11, entre os grupos controle e experimental, nota-se que os valores

para o volume do tecido 6sseo, a espessura, 0 numero e 0 espacamento das trabéculas séo

semelhantes.

Tabela 6: Resultado da quantificagdo morfoldgica 3D das amostras da vértebra L4 do grupo

controle e experimental.

Controle Experimental

Volume do Tecido dsseo 159,98 136,97 162,34 +33,18
(mm’)

Volume do osso 17,33 12,65 20,02 2,09
(mm’)

Volume do 0sso em porcentagem 11,39 +3,09 12,75 +2.55

(%o)

Espessura da Trabécula 0,20 +0,0 0,21 +0,01
(mm’)

Nimero de Trabéculas 0,57 +0,13 0,62 0,11
(mm’)

Separacio das Trabéculas 1,70 +0,3 1,66 +0,28
(mm’)
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Também ¢é importante notar que a porcentagem do volume 6sseo do grupo controle,
11,39+ 3,09 e do grupo experimental, 12,75 +2,55 estdo bem proximos. Caso o grupo
experimental apresentasse uma porcentagem menor, isso seria um indicativo que o 0Sso
estaria mais poroso, isto ¢, mais fraco podendo apresentar algumas doengas como a
osteoporose (SALES, 2010). Contudo, pela pTC nao foi possivel verificar alguma diferenca
significativas entre os grupos, como também ja visto pela andlise de densitometria. Para

confirmar tais resultados, foram realizados os testes biomecanicos.

Pelas andlises realizadas no fémur direito, os resultados mostraram que a forga
maxima, que corresponde a carga maxima suportada pelo osso, ndo apresentou diferenga
significativa entre o grupo controle, 137,7 N (£0,01), e o grupo experimental, 143 N (£0,01).
O mesmo ocorreu com a rigidez (capacidade do osso em resistir a deformagdes), onde o grupo
controle apresentou rigidez de 277, 4 N/mm (£35) e o grupo experimental, 308 N/mm (+34).

Sendo assim, pode-se se dizer que a qualidade do osso nao foi alterada.



CAPITULO 5 CONCLUSOES

¢ Pelos resultados obtidos nas analises de SDS/PAGE pode-se observar que as kafirinas
foram extraidas tanto na presenca quanto na auséncia de agente redutor, o bissufito de sédio.
Na auséncia deste observou-se a presenca da fracao B em alta concentragdo e as fragdes o € y
em concentracdes reduzidas, todas em suas formas monoméricas no grdo. Com a adi¢do do
bissulfito observou-se a presenga da fragdo [ em menor concentracdo € maiores

concentragdes das fragdes a e v, ou seja, polimerizadas no grao.

« Com as técnicas de IV ¢ RMN de alta resolugdo no estado solido foram obtidos os
espectros, onde foi possivel identificar sinais tipicos de proteinas, indicando que a extragao foi
bem sucedida. Foi possivel também identificar a presenca de amido e de acidos graxos livres
nestas amostras. Ao adicionar bissulfito de s6dio no processo de extragdo, observou-se uma
reducdo significativa do amido. A presenga de acidos graxos livres, mesmo apds a extracao
com solventes organicos, foi confirmada pelos espectros. Foi entdo levantada a hipotese de
que as kafirinas, assim como as zeinas, podem estar interagindo com os acidos graxos

enddgenos presentes nos graos.

<> Pela técnica de IV, as ES das kafirinas foram quantificadas, indicando que estas
proteinas apresentam predominancia em estruturas do tipo a hélices. Ao serem extraidas com
etanol 70% sem agente redutor os valores encontrados foram de 43% de a hélices e 23% de
folhas B. Kafirinas extraidas com agente redutor apresentaram 35% de estruturas do tipo o
hélices e 28% de folhas . Este aumento nas estruturas folhas 3 esta relacionado com a
diferenga do contetdo protéico indicado nos géis com e sem agente redutor, no entanto
somente com as fragdes isoladas das kafirinas se pode afirmar qual a contribuigdo de cada

fragao nas ES totais.

X/

<> A avaliagio das ES das kafirinas a partir dos seus espectros por RMN de "*C
(CPMAS) revelou 66% e 22% de estruturas o hélices e folhas B e 47% e 24% com e sem
agente redutor, respectivamente. A maior propor¢do de hélices a, sem uso de agente redutor,

estd de acordo com os dados de IV, no entanto diferem um pouco da quantificagdo devido a
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diferenga dos métodos utilizados, pois para a quantificacdo por RMN utilizou-se métodos de
aumento de resolugdo (segunda-derivada e ajuste do sinal) que dependem muito do operador e
no caso do IV, utilizou-se um método de reconhecimento de padrdes, que nao apresenta esta

limitagao.

<> Quanto ao aumento do tempo de prateleira dos frutos, observou-se que na presenga
dos revestimentos, com e sem NPs, as frutas amadureceram mais lentamente. No caso das
magcas, as frutas duraram 25 dias, 10 dias a mais que as frutas controles (sem revestimento) e
as peras duraram 17 dias, 7 dias a mais que o controle. No entanto, foi observado que ao se
adicionar NPs nos revestimentos, a perda de massa era maior. Isto foi atribuido ao fato de que
os experimentos foram realizados em meses diferentes, ¢ devido as altas temperaturas do més
de setembro, as frutas revestidas com NPs e analisadas neste periodo perderam mais massa do

que as frutas revestidas sem NPs e analisadas no més de julho.

<> Pelos resultados de colorimetria, ndo foi possivel observar mudangas significativas na
cor das magcas revestidas ao longo do tempo. Este comportamento indica que ndo houve
degradagdo dos principais pigmentos, como as antocianinas e os carotenoides, presentes nesta
fruta devido a barreira protetora formada pelos revestimetos protegendo a fruta e, assim,
reduzindo a permeagdo de gases como O, sendo este o responsavel pela oxidacdo de tais
pigmentos. Em peras, foi possivel visualizar uma mudanca na cor, de verde para amarelo ao
longo do experimeto. Porém, esta mudanga de cor esta relacionada com o amadurecimento
natural das frutas, pois no 16° dia o angulo de Hue para ambos os revestimentos, com e sem
NPs, foi de 87° e 80° respectivamente, indicado uma leve mudanga na cor ja que angulo de

Hue proximo de 90° a fruta ¢ um indicativo de cor amarelada.

<> As medidas de textura indicaram que, para magas, o periodo de 12 dias foi insuficiente
para diagnosticar possiveis modificagdes tanto no epicarpo quanto na polpa, sendo necessario
realizar mais medidas por um periodo maior. Para peras, com esse mesmo periodo de analise,
foi possivel diagnosticar mudangas na textura, principalmente na polpa indicando que os
melhores revestimentos foram aqueles contendo 2% de kafirinas e 0,5% de OC e 2% de
kafirinas; 0,25% de OC e 0,1% de NP de QS, os quais também apresentaram menores taxas

de perda de massa.

X/

> Com as imagens de MFA concluiu-se que as kafirinas tendem a formar aglomerados

na presengca do plastificante sem NPs. Ao adicionar as NPs de QS, foi observado o
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desaparecimento dos aglomerados nos revestimentos. Este fato foi atribuido a acdo de
estabilizante e emulsificante que a quitosana apresenta, pois nos teste de rugosidade os
valores obtidos para os revestimentos contendo NPs de QS foram menores que os sem NPs e

isto para ambas as frutas analisadas, peras e magas.

<> Os resultados obtidos pelos testes toxicologicos indicaram que ndo houve diferenga
significativa nos parametros analisados entre os grupos controle e experimental. Isto indica
que, neste pré diagnostico, o revestimento contendo NPs de QS, ndo € nocivos, porém outros

tipos de teste, como analise dos tecidos dos 6rgdos deverdo ser realizados.



PESPECTIVAS FUTURAS...

X/
L X4

Extrair e quantificar as ES de cada fragdo, o, B e y de diferentes cultivares. Na literatura

existem somente informagdes sobre as ES das kafirinas no geral e nao de cada fracao;

Estudar as possiveis interagdes entre as kafirinas e os acidos graxos enddgenos presentes
no grao de sorgo, uma vez que foi observado neste trabalho a presenga deste nos espectros

de IV e RMN obtidos mesmo apos a sua extragao;

Desenvolver outros tipos de revestimentos usando as kafirinas como matriz, incorporar
outros tipos de plastificantes bem como variar sua concentracao ¢ também utilizar outros
tipos de NPs. Também seria interessante avaliar, nas mesmas condi¢des de temperatura os
revestimentos desenvolvidos, uma vez que este fator influencia diretamente na perda de

massa;

Aplicar estes revestimentos desenvolvidos em outros tipos de frutas e também em

hortaligas, pois para cada tipo de fruta o revestimento apresenta uma agao diferente;

Realizar ensaios mecanicos dos revestimentos;

Dar continuidade aos testes toxicoldgicos, pois sabe-se os beneficios que estes tipos de
revestimentos podem trazer, porém ainda sdo poucos os estudos realizados referente a esta

questao.
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