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RESUMO 

 

Membranas preparadas à base de polissacarídeos vêm se revelando promissoras como 

biomateriais, devido à possibilidade de controle da sua composição e por serem biocompatíveis 

e biodegradáveis, facilitando assim a adesão e proliferação celular. A lactoferrina é a segunda 

proteína predominante no leite humano, apresentando também grande relevância nos bovinos, 

com concentrações mais elevadas no colostro. A galactomananaa foi extraída das sementes de 

Cassia grandis, utilizada para produção da membrana constituída de 0,6% (p/v) de 

galactomanana e de 0,2% (v/v) de glicerol acrescidas ou não de lactoferrina (Lf) (0,5 mg/mL). 

As mesmas foram caracterizadas através de análises físico-químicas [espectroscopia de 

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), cor (luminosidade-L*, verde ao vermelho- 

a*, amarelo ao azul-b* e opacidade-Y%), teor de umidade (TU), solubilidade, permeabilidade 

ao vapor de água (PVA), propriedades mecânicas, libertação proteica], assim como em relação 

a citotoxicidade in vitro sobre cultura de macrófagos da linhagem murina RAW 264.7. O FTIR 

obtido para a membrana de galactomanana sem lactoferrina (Lf) foi semelhante aos reportados 

na literatura enquanto que a presença de Lf foi confirmada pelo espectro das membranas que 

os comportava. Quanto à cor, ambas as membranas com e sem Lf apresentaram características 

brilhantes com uma forte tendência à brancura e aspecto ligeiramente amarelado; apresentando 

uma discreta opacidade (Y%). Os resultados referentes ao teor de umidade mostraram que as 

membranas à base de galactomanana contendo lactoferrina apresentaram uma redução 

significativa (p <0,05) quando comparados com a membrana sem Lf, o que pode ser explicado 

pelo fato de que a Lf apresenta regiões hidrofóbicas e hidrofílicas na sua conformação. Os 

resultados de solubilidade das membranas com e sem Lf foram de 92,00 ± 2,08 % e 98,67 ± 

7,68 %, respectivamente, não apresentando diferença estatística (p>0,05). Os resultados de 

PVA para as membranas de galactomanana com e sem lactoferrina foram de 6,97 ± 1,14 x 10-

7 (gh-1 m-1 Pa-1) e 5,84 ± 0,77 x 10-7 (gh-1 m-1 Pa-1), respectivamente, apresentando a mesma 

ordem de magnitude reportada na literatura para diferentes membranas polissacarídicas. Os 

resultados das propriedades mecânicas revelaram que a rigidez das membranas com Lf (0.37 

±  0.01  Mpa)  foi  inferior às das membranas sem Lf (0.98 ± 0.09 Mpa), quanto a resistência  a  

tração para as membranas com e sem Lf não foram detectadas diferenças significativas, 

apresentando valores de 2,64 ± 0,52 Mpa e 2,78 ± 0,17 Mpa; os valores de alongamento à 

ruptura foram de 5.75 ± 0.50 % e 13.05 ± 0.44 % para as membranas sem e com Lf, 

respectivamente, confirmando que as membranas com Lf imobilizada foram mais flexíveis que 



 

as membranas sem Lf. A cinética de libertação da Lf da membrana de galactomanana, 

confirmou sua libertação da matrix polissacarídica. As soluções de membranas da 

galactomanana sem e com lactoferrina incorporada nas concentrações de 3,125 a 25 µg/mL 

não apresentaram citotoxicidade frente a linhagem RAW 264.7. Os resultados obtidos 

demonstram que as membranas de galactomanana com e sem lactoferrina foram desenvolvidos 

com sucesso, sugerindo sua ampla aplicação na área alimentar e da saúde. 

Palavras-chaves: análises físico-químicas; galactomanana; lactoferrina; citotoxicidade. 



 

ABSTRACT 

Polysaccharides membranes revealed to be promising biomaterials due its composition control, 

biocompatibility and biodegradability, which facilitate cell adhesion and proliferation. 

Lactoferrin is a second protein predominant in human milk, with a higher incidence in bovine, 

with a higher proportion in colostrum. Galactomannan was extracted from C. grandis seeds, 

assembling a galactomannan 0,6% (w/v) and glycerol 0,2% (v/v) membrane supplemented or 

not with 0,5 mg/mL lactoferrin (Lf). Membranes were characterized by physiochemical 

analysis [Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), color (L*-luminosity, green to red-a 

*, yellow to blue-b * and opacity-Y%), moisture content (MC), solubility, water vapor 

permeability (WVP), mechanical properties, protein release], as well as in vitro cytotoxicity 

relation on macrophage culture of RAW 264.7 murine lineage. FTIR obtained for the 

galactomannan membrane without lactoferrin (Lf) was similar to those reported in the literature 

whereas the presence of Lf was confirmed by the spectrum of the membranes that carried them. 

In regard to color, both membranes with and without lactof presented bright characteristics with 

a strong tendency to whiteness and appearance slightly yellowish; The results for the moisture 

content exhibited a significant reduction (p<0.05) on galactomannan-based membranes 

containing Lf in comparison to the membrane without Lf, which can be explained by the fact 

that Lf has hydrophobic and hydrophilic regions on their conformation. The solubility results 

of membranes with and without Lf were 92.00 ± 2.08% and 98.67 ± 7.68%, respectively, with 

no statistical difference (p> 0.05) between them. The results of WVP for galactomannan 

membranes with and without Lf were 6.97 ± 1.14 x 10-7 (gh-1 m-1 Pa-1) and 5.84 ± 0.77 x 10-7 

( gh-1 m-1 Pa-1), respectively, with the same magnitude order reported in the literature for 

different polysaccharide membranes. The results of the mechanical properties revealed that the 

stiffness of the membranes with Lf (0.37 ± 0.01 MPa) was lower than the membranes without 

Lf (0.98 ± 0.09 MPa), and the tensile strength for the membranes with and without Lf did not 

detect significant differences , presenting values of 2.64 ± 0.52 Mpa and 2.78 ± 0.17 Mpa; 

the elongation at break values were 5.75  ±  0.50%  and  13.05  ±  0.44%  for  the  membranes  

without and with Lf, respectively, confirming that membranes with immobilized Lf were more 

flexible than membranes without Lf. The release kinetics of Lf from the galactomannan 

membrane confirmed its release from the polysaccharide matrix. Membranes forming solutions 

of the galactomannan without and with Lf incorporated in the concentrations of 3,125 to 25 

μg/mL conferred no cytotoxicity against RAW 264.7 line. The results obtained indicate that the 

galactomannan membranes with and without lactoferrin were successfully produced, 

suggesting their wide application in the food and health area. 



 

Keywords: pysicochemical analysis; galactomannan; lactoferrin; cytotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Um biomaterial, na terminologia médica, é qualquer material natural ou sintético (que inclui 

polímero ou metal) destinado à introdução em tecidos vivos como parte de um dispositivo 

médico ou implante. Os biomateriais podem ser definidos como materiais que possibilitam o 

contato com tecidos vivos sem provocar uma reação de rejeição imunológica (BHAT e 

KUMAR, 2013). Na engenharia de tecidos, por exemplo, os biomateriais devem ser capazes de 

se integrar com o tecido nativo, permitindo a infiltração, proliferação celular e degradação, 

auxiliando a formação de novos tecidos, sem causar uma resposta inflamatória (MALAFAYA, 

2007; VON DER MARK, 2013). 

Polímeros de ocorrência natural ou polímeros derivados de origens biológicas são materiais 

atrativos para a preparação de superfícies biocompatíveis. Os polímeros à base de proteínas ou 

peptídeos (SEO et al., 2013a; TAMURA et al., 2013), como por exemplo, colágeno (FLECK 

& SIMMAN, 2010; SEO & YUI, 2013; MAJUMDAR et al., 2015);e de 

polissacarídeos como por exemplo quitina (FRANCESKO & TZANOV, 2011), quitosana 

(PANDIS et al., 2014; CARDOSO et al., 2014), ácido hialurônico (LOPES et al., 2014), 

alginato (ZHENG et al., 2014) e galactomanana (ROSSI et al., 2016; YANG et al., 2017), 

demonstraram grande potencial de aplicação na preparação de compostos biocompatíveis (SEO 

et al., 2013b), transportadores de distribuição de drogas (NOH et al., 2012), matrizes para 

engenharia de tecidos (SGARBIERI, 2004; ZHANG et al., 2013) tratamento de feridas tópicas 

e queimaduras (OKAMURA et al. , 2013; VASILE et al., 2013; PLETTIG et al., 2014; XU et 

al., 2015), reparo de hérnias (BEALE, et al., 2012) e desenvolvimento de dispositivos 

hemostáticos (GRANVILLE-CHAPMAN et al., 2011; SMITH et al., 2013; GAHARWAR et 

al., 2014; OHTA et al., 2014), uma vez que se assemelham à matriz extracelular ou 

componentes dos fluidos biológicos. 

Entre os polímeros naturais, os polissacarídeos do tipo galactomanana oferecem várias 

vantagens em termos de biocompatibilidade, hidrofilicidade e propriedades bioativas 

(ALBUQUERQUE et al., 2014; ALBUQUERQUE et al., 2016), pois são polímeros formados 

por uma cadeia linear com unidades β-1,4-D-manopiranose substituídas por unidades ligantes 

α-1,6-D-galactopiranose obtidos principalmente de plantas, onde desempenham função de 

reserva cuja principal fonte é o endosperma das sementes, com destaque para os membros da 

família Leguminosae (DEA & MORRINSON, 1975). A galactomanana extraída das sementes 

de Cassia grandis, uma árvore típica do nordeste brasileiro, foi bem caracterizada por 
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Albuquerque et al. (2014); eles demonstraram que este polissacarídeo se apresenta como uma 

fonte alternativa para galactomananas convencionais devido à sua capacidade de apresentar 

tanto comportamento líquido como gel, sugerindo que, devido às suas propriedades reológicas, 

podem ser úteis em várias aplicações biotecnológicas, como produção de filmes comestíveis 

com base em sua comestibilidade e biodegradabilidade. 

A lactoferrina (Lf) é uma glicoproteína monomérica, globular e básica de ligação ao ferro de 

80 kDa da família da transferrina. Esta proteína pode ser encontrada no leite especialmente no 

colostro e na maioria dos fluidos biológicos, onde detêm importantes atividades biológicas, 

incluindo anticancerígena, antiinflamatória, antiviral, antifúngico, inibidor da formação de 

radicais livres, modulador imunológico, além de propriedades antimicrobianas contra um 

grande número de microorganismos (GONZÁLEZ-CHÁVEZ et al., 2009; JENSSEN, e 

HANCOCK, 2009; GARCÍA-MONTOYA et al., 2012; HABIB et al., 2013; BOKKHIM et al., 

2013; EMBLETON et al., 2013). 

A incorporação de compostos bioativos com propriedades funcionais nas membranas à base 

de galactomanana podem trazer várias vantagens para indústrias farmacêuticas e alimentares. 

Portanto, considerando-se as potenciais atividades da Lf, sua incorporação em membranas 

polissacarídicas facilitaria o uso tópico destas biomoléculas para aplicações biotecnológicas 

como cicatrizantes. Contudo, em se tratando de um novo biomaterial, antes de ser aplicado in 

vivo, é necessário a realização dos ensaios de caracterização e testes in vitro para que suas 

características físico-químicas, propriedades mecânicas, e avaliação de citotoxicidade atendam 

aos critérios de qualidade exigidos pelas indústrias. 

O presente trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar a membrana de galactomanana 

obtida através das sementes de Cassia grandis contendo ou não Lf incorporada, assim como a 

citotoxicidade dos produtos formados foi avaliado frente à cultura de células RAW 264.7 

(macrófagos murinos) (in vitro). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Produzir e caracterizar membranas à base de galactomanana, extraída das 

sementes da Cassia grandis, contendo ou não lactoferrina incorporada, e avaliar a sua 

citotoxicidade frente à cultura de células (in vitro). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Extrair e purificar a galactomanana presente nas sementes da Cassia grandis; 

 Desenvolver membranas à base de galactomanana; 

 Incorporar lactoferrina à membrana e realizar ensaios de liberação; 

 Caracterizar as membranas produzidas através dos parâmetros de 

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, cor, teor 

de umidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor de água (PVA) e 

propriedades mecânicas. 

 Avaliar a citotoxicidade da membrana, com e sem lactoferrina 

incorporada, utilizando cultura de células de macrófagos da linhagem 

murina RAW 264.7 (ensaios in vitro). 



18 

  

3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 BIOMATERIAIS 

 

Os biomateriais podem ser definidos simplesmente como materiais naturais ou sintéticos 

que compreendem toda ou parte de uma estrutura viva ou dispositivo biomédico, que podem 

entrar em contato com sistemas biológicos (incluindo fluidos biológicos), com aplicações 

diagnósticas, vacinais, cirúrgicas ou terapêuticas (PETRULYTE & PETRULIS, 2011; PIRES, 

2015). 

Um biomaterial pode ser defenido como qualquer substância ou combinação de 

substâncias, naturais ou sintéticas, que não sejam drogas ou fármacos, utilizados em aplicações 

biomédicas e que interagem com sistemas biológicos, que tratam, aumentam ou substituem 

quaisquer tecidos, órgãos ou funções do corpo (OLIVEIRA et al., 2010). 

A utilização de biomateriais não é recente; diversos registros ressaltam sua aplicação para 

resolução dos mais diversos problemas. Há registro, por exemplo, do uso de suturas de linho e 

ouro no Antigo Egito (2000 AC) e de intestino de gatos, na Europa, durante a Idade Média, 

assim como de dentes artificiais feitos de conchas pelos maias (600 AC), de ferro pelos 

franceses (200 AC) e de ouro e madeira pelos romanos, chineses e astecas (PIRES, 2015). 

Atualmente, os biomateriais vêm ganhando grande força devido aos avanços na biologia 

molecular, química, ciência dos materiais e engenharia; o envelhecimento populacional e 

buscas por melhoria na qualidade de vida contribuíram significativamente para esta evolução. 

Nas décadas de 1940 e 1950, os biomateriais tiveram grande destaque no ramo científico e vem 

crescendo a cada década (RATNER et al., 2013). 

No início do uso dos biomateriais de forma mais sistematizada, nas proximidades da década 

de 50, buscavam-se os materiais bioinertes (foco no material em si). Com o passar do tempo, a 

meta passou a ser a bioatividade dos biomateriais, e mais recentemente, o objetivo tem sido a 

regeneração de um tecido funcional de fato, com foco, então, no aspecto biológico (RATNER 

et al., 2013), ou seja, inicialmente tinha-se por objetivo a obtenção de materiais biocompatíveis 

que pudessem substituir um tecido danificado e prover suporte mecânico, com mínima resposta 

biológica do paciente. Com o passar do tempo, buscou-se aumentar a vida do implante por sua 

interação com a interface do tecido hospedeiro; em seguida, focou-se no desenvolvimento de 

materiais biodegradáveis, com capacidade de serem incorporados ou absorvidos (após 

dissolução) pelo tecido hospedeiro, e, mais recentemente, tem-se trabalhado com o conceito de 

biomimética, buscando-se materiais que participem de forma ativa no processo de recuperação, 

atuando no tecido de forma específica, com estimulação em nível celular. Tal conceito 
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evolutivo no desenvolvimento e utilização de biomateriais é ilustrado na Figura 1, que indica 

também que os materiais mais usados clinicamente na atualidade são biocompatíveis, bioativos 

e biodegradáveis, e os mais pesquisados, os bioativos, os biodegradáveis e os biomiméticos 

(HOLZAPFEL et al., 2013). 

 
Figura 1- Evolução da funcionalidade e da capacidade regenerativa dos biomateriais ao longo de seu 

desenvolvimento 

 

Fonte: SEIXAS et al. (2017). 

 

Generalizar as características ideais para os biomateriais não é a maneira correta para 

produção dos mesmos, pois é na sua aplicação singular que possivelmente se encontra as 

características especificas para sua confecção, alguns tipos de propriedades são frequentemente 

avaliados para que o projeto do dispositivo possa ser realizado de forma efetiva e 

economicamente atraente. Destacando-se diversas propriedades no ramo biológico, como a 

biocompatibilidade, hemocompatibilidade, citotoxicidade, alergenicidade, estimulação de 

adesão e proliferação celular; as propriedades físicas, como morfologia da superfície, energia 

superficial, encaixe anatômico, rugosidade, porosidade, cor, transparência e permeabilidade, 

propriedades mecânicas como tensão de ruptura, alongamento e flexibilidade e propriedades 

químicas, como densidade, estabilidade, resistência à esterilização e forma de degradação 

quando em contato com o organismo. (LAWSON et al., 2007; LUTOLF et al., 2009; PIRES, 

2015; RAFTERY et al., 2016; ALEXANDER, 2017). 
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3.1.1 Biomateriais à Base de Polímeros 

Polímeros são macromoléculas de alta massa molar formadas pela ligação de unidades 

repetitivas menores (meros) ao longo da cadeia principal. As ligações entre os meros são 

covalentes, no entanto, ligações de hidrogênio entre diferentes cadeias, assim como interações 

de van der Waals e reticulação por meio de ligações covalentes podem também ocorrer. Os 

polímeros, sejam naturais ou sintéticos, são moléculas grandes cujas cadeias são capazes de 

produzir matrizes contínuas que irão influenciar a formação bem-sucedida de filmes, 

membranas e revestimentos. (PARK et al., 2007; WONG e BRONZINO; MOMOH et al., 

2015). 

Biomateriais poliméricos são amplamente utilizados no âmbito médico, principalmente nos 

campos que incluem: entrega de medicamentos, andaimes de engenharia de tecidos, fabricação 

de dispositivos médicos e diagnósticos. A facilidade de fabricação de formas variadas 

(partículas, filmes, membranas e fios), alta flexibilidade sintética, alta razão superfície-volume, 

alta porosidade com tamanho de poros menores, biodegradação, biocompatibilidade e 

propriedades mecânicas adequadas ganham destaque frente aos materiais cerâmicos ou 

metálicos (HILL, 2005; DUNCANSO et al., 2007; KULLKARNI, 2013; PERTICI, 2017; 

WANG et al., 2018). 
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3.1.2 Polímeros Sintéticos 

Biopolímeros sintéticos atualmente vem se tornando alternativas atraentes para aplicações 

biomédicas pelas seguintes razões: (1) embora a maioria dos polímeros biodegradáveis 

possuam boa biocompatibilidade, alguns podem desencadear uma resposta imune no corpo 

humano, que poderia ser evitado pelo uso de um biopolímero sintético; (2) modificações 

químicas em polímeros biodegradáveis de origem biológica são difíceis; (3) modificações 

químicas em polímeros biodegradáveis de origem biológicas causam alterações das 

propriedades de volume. Uma variedade de propriedades pode ser obtida e modificações 

adicionais são possíveis com biopolímeros sintéticos projetados apropriadamente sem alterar 

as propriedades do volume (TIAN et al., 2012). Características como cinética de degradação 

conhecida e síntese controlada e reprodutível, também favorecem a utilização dos polímeros 

sintéticos, além de possuírem a vantagem de fácil adaptação como propriedades funcionais, 

sendo possível manipular, por exemplo, a forma e o tamanho dos dispositivos, assim como suas 

propriedades mecânicas (como a viscoelasticidade). Os principais tipos de polímeros 

constituintes de biomateriais são: poliamidas, polietileno, polipropileno, poliacrilatos, 

fluorocarbonos, poliésteres, poliéteres, poliuretanos, entre outros (ZHAOHUI et al., 2016). 

Reações indesejáveis podem ser desencadeadas ao longo do tempo de utilização de 

polímeros sintéticos, como inflamações, devido a degradações, essas por sua vez não 

compatíveis com as células por apresentarem subprodutos tóxicos nos grupamentos químicos; 

ligações químicas hidroliticamente instáveis na cadeia principal do polímero representam a 

relação da alta degrabilidade apresentando grupos funcionais instáveis como: os ésteres, 

carbonatos, amidas, uretanos, ureias e anidridos (NAIR et al., 2007; PIRES, 2015). 

Um exemplo deste caso é o poli (tereftalato de etileno) (PET), um poliéster linear 

termoplástico, é um dos polímeros mais versáteis atualmente em uso (MERCHANT 

RESEARCH e CONSULTING, 2015). Originalmente desenvolvido para aplicações têxteis e 

alimentícias, apresenta boa estabilidade térmica e propriedades dielétricas, alta inércia química, 

elevada resistência à água e impermeabilidade; Os PETs também apresentam boa 

compatibilidade com a maioria dos alimentos e medicamentos, sendo, portanto, fundamentais 

para a fabricação de itens de embalagem de alimentos e medicamentos (AWAJA e PAVEL, 
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2005) mas é também utilizado para a confecção de suturas e enxertos vasculares 

(HEATH e COOPER 2013). O PET necessita de tratamentos específicos como: limpezas 

e lavagens, devido a sua toxicidade durante a degradação, minimizando assim os 

possíveis efeitos deletérios durante sua utilização (SINGH et al., 2007; REZAEI et al., 

2016; BUNEKAR et al., 2016). 

Poli (metacrilato de metila) (PMMA) é outro exemplo de polímero sintético 

comercialmente disponível com muitas qualidades industriais atraentes, incluindo 

excelente transparência, baixo índice de refração, baixa expansão térmica, alta 

resistência a intempéries e baixa birrefringência (HU et al., 2016; MOHAMMADI et al., 

2017) mas em contrapartida pode causar efeitos tóxicos durante sua degradação (PIRES, 

2015). O PMMA é uma resina acrílica resultante da polimerização do metacrilato de 

metila (MMA) e tem sido utilizado em vários ramos da ciência moderna, como exemplo 

a utilização em tecido ósseo em cirurgias ortopédicas; a auto-polimerização do 

PMMA/MMA explica o processo de solidificação e adaptação para onde foi aplicado, 

entretanto, a adesão deste polímero aos ossos é limitada se a área de contato não é 

suficientemente grande, além disso, o mesmo pode gerar toxicidade e não induzir a 

remodelação (KIM et al., 2004; GOTO et al., 2005; HOMLAR et al., 2013; NATASA et 

al., 2017). Outras utilizações do metricilato de metila são vistos em: produção de 

nanocompósitos, filmes, hidrogéis, entre outros (MORENO et al., 2017; SIDDIQUI et 

al., 2018; MUSAZZI et al., 2018). 

O polietileno (PE), polímero sintético apresenta estrutura bastante simples, podendo ser 

classificado como a estrutura básica mais simples de qualquer polímero, sendo então bastante 

estudado devido as suas vastas características peculiares como: baixo preço, excelente 

isolamento elétrico em uma ampla gama de frequências, alta resistência química, fácil 

processabilidade, grande resistência, alta densidade e alta massa molar, bastante flexível, 

relativa transparência, altamente estável, sendo caracterizado por ser não antigênico, não 

alergênico, não absorvível e por apresentar baixa taxa de desgaste (APARECIDA et al., 2008; 

MAIA et al., 2010; ESPINOSA-RUIZ et al., 2015RONCA, 2017). Formada através da 

polimerização do composto orgânico etileno (C2 H4), onde a dupla ligação de cada molécula 

desse composto é quebrada, e os dois elétrons remanescentes fazem ligações simples com 

outros dois átomos de carbono pertencentes a outras moléculas de etileno, por essa razão este 
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material é classificado como inerte quando em contato com a maioria dos tecidos (PIRES, 

2015). O PE possui cadeia com estrutura linear e é o polímero base para outros materiais, tais 

como polipropileno e o politetrafluoretileno, O polietileno tem sido utilizado em ambientes 

clínicos há meio século, como destaque encontrasse a sua utilização como substituto articular, 

no entanto, é o desgaste do polietileno que causa muitos problemas a longo prazo com a 

articulação, na última década, os biomateriais de polietileno que foram reticulados reduziram 

esse problema, embora ainda não esteja comprovado se eles melhoram a vida útil da 

substituição da articulação, tais limitação pode ser reduzidas pelas mudanças morfológicas da 

peça de polietileno, a adição de poros auxilia o crescimento de matriz celular no polímero 

(AFFATATO, 2014; PIRES, 2015 ). 

 

3.1.3 Polímeros Naturais 

Polímeros de origem natural e sintética têm sido bastante utilizados em várias especialidades 

biomédicas. Os polissacarídeos, proteínas e poliésteres derivados dos reinos vegetais e animais 

constituem a família dos polímeros naturais. Vários destes polímeros fazem parte da nossa 

dieta e têm sido utilizados em diversas aplicações humanas, em excipientes farmacêuticos, 

próteses, administração de medicamentos e aplicações de imagiologia. Estes polímeros são 

conhecidos por serem reconhecidos pelo ambiente biológico e canalizados para a degradação 

metabólica. Devido à similaridade que os polímeros naturais compartilham com os 

componentes da matriz extracelular (MEC), esses materiais também podem evitar a 

estimulação de reações imunológicas crônicas e a toxicidade, frequentemente detectada com 

polímeros sintéticos (ARAVAMUDHAN et al., 2014). Biopolímeros de origem natural têm sido 

investigados para uma variedade de aplicações de preparações, devido à sua 

biocompatibilidade, características adesivas celulares e biodegradabilidade. No entanto, 

biomateriais de biopolímeros frequentemente requerem propriedades mecânicas aprimoradas, 

como: controle de porosidade e processamento otimizado para uso prático em engenharia de 

tecidos e medicina regenerativa. Muitos estudos sobre a preparação e aplicação de andaimes 

baseados em biopolímeros foram conduzidos, alcançando propriedades que são semelhantes ou 

melhores em relação a polímeros sintéticos (KUMATA e KAPLAN, 2011). Devido a 

características que otimizam a utilização dos polímeros naturais frente aos sintéticos, os 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9781782420316500088
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naturais ganham espaço no ramo da tecnologia farmacêutica, devido as suas diferentes funções: 

libertação controlada de princípios ativos tanto hidrofílicos como lipofílicos, penetração 

tecidual, distribuição intercelular e reconhecimento molecular. As características peculiares no 

ramo farmaêutico tornam possível a administração de fármacos, tendo como alvo: tumores, 

infecções bacterianas ou virais, inflamações, distúrbios neurais e doenças genéticas. Dentre as 

utilizações poliméricas destacam-se: lipossomas, niosomas, nanopartículas, membranas, 

filmes, micelas, dendrímeros, nanogéis, capsossomas e células artificiais poliméricas 

(LIECHTY et al., 2010; SHAIK et al., 2012; VILAR et al., 2012; VENKATESAN et al., 2015; 

KUMAR et al., 2016). 

As utilizações dos biopolímeros na regeneração de feridas e a libertação controlada de 

fármacos, se deve em parte às características de biodegradabilidade, biocompatibilidade, 

semelhança com a matriz extracelular e pela indução de estímulos cicatriciais (BELLINI et al., 

2012; MOGOSANU et al., 2014; LI et al., 2018). A degradação de polímeros naturais, na 

maioria das vezes ocorre devido a processos enzimáticos, aumentando a possibilidade destes 

materiais serem metabolizados pelo organismo. Também corroborando para uma obtenção 

ampla de produtos com características adaptáveis, destacam-se os grupos funcionais (como 

grupamentos amino, grupos carboxílicos e hidroxilas) disponíveis para modificações químicas 

(hidrólise, oxidação, redução, esterificação e ligações cruzadas) e enzimáticas, para interagir 

com outras moléculas (CHEUNG et al., 2007; GOMES et al., 2013; SELVI et al., 2018). 

Os polímeros naturais sensíveis a estímulos, também designados como "sensíveis ao 

ambiente" ou "inteligentes", são usados especialmente para administração de fármacos 

antitumorais: Mudanças estruturais são desencadeadas por pequenas variações físico-químicas 

no ambiente interno e/ou externo (temperatura, pH, enzimas específicas, antígenos, campo 

elétrico ou magnético, luz, exposição a ultra-sons (BAWA et al., 2009); Polímeros responsivos 

redox, para administração de fármacos, que são sensíveis a redução ou processos de oxidação 

(HUO et al., 2014); droga sensível a estímulos como uma nova abordagem para o tratamento 

de câncer (BHATNAGAR e VENUGANTI, 2015; TAGHIZADEH et al., 2015). 

Uma das classes de polímeros mais importantes são os polissacarídeos, classificados como 

um tipo de polímero natural, que é amplamente encontrado em animais, plantas e 

microorganismos, apresentam uma variedade de atividades biológicas, tais como: anti-

tumoral, anti-viral, anti-oxidante, neuroprotetor e regulador imunológico, não apresentando 

efeitos colaterais e tóxicos nas células normais (CHEN e HUANG, 2018; GAO et al.,2018). 

Propriedades como: renovabilidade, biodegradabilidade e por mimetizar os componentes da 

matriz extracelular, tornam essa classe de polímero elementos cruciais em processos biológicos. 
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Devido a sua solubilidade e propriedades tecnológicas, como: gelificação, emulsificação e 

hidratação estes biopolímeros ganham destaque nas novas formulações poliméricas 

(RINALDO, 2008; COOK et al., 2018; WANG et al., 2018). Obtidos de fontes tais como: 

animais, microbianas, vegetais ou algas, os polissacarídeos podem ser processados como: géis, 

filmes, partículas e pós membranas biodegradáveis e não tóxicas que podem ser utilizadas em 

diferentes aplicações (ANGELOVA e HUNKELER, 1999; HILIJIMA et al.,2017; 

KARABELAS et al., 2017). 

No campo farmacêutico foram utilizados filmes a base de alginato com o objetivo de 

desenvolver e caracterizar filmes estáveis com propriedades curativas de feridas (MOMOH et 

al., 2015), quitosana para o transporte de drogas (KATO et al., 2003) e policaju para aplicações 

de curativos cutâneos (MONTEIRO et al., 2007) devido à sua capacidade de adesão e 

libertação controlada de biomoléculas; enquanto as películas à base de galactomanana têm sido 

aplicadas como suporte para a imobilização de concanavalina A em experimentos 

imunológicos, visando à avaliação de interações entre polissacarídeos, proteínas e vírus da 

dengue (VALENGA., 2012). 

3.2 MEMBRANAS POLISSACARÍDICAS 

 

Membrana é uma barreira que separa duas fases e que restringe total ou parcialmente 

o transporte de uma ou várias espécies químicas nas fases. Quanto aos materiais de fabricação, 

as membranas podem ser divididas em dois grandes grupos: poliméricas e inorgânicas 

(HABERT et al., 2006). 

No grupo das poliméricas destacam-se as polissacarídicas, elas podem ser produzidas pela 

técnica de “solvent casting”, também denominada de método de evaporação de solvente, este 

método é o processo mais utilizado para a produção destes tipos de membranas descrito na 

literatura devido a simplicidade do processo e ao baixo custo (TANG et al., 2010; SIEVENS-

FIGUEROA et al., 2012). Esta técnica não requer grandes quantidades de matéria prima e não 

promove a extensa degradação do polímero verificada em outros tipos de processamento que 

exigem altas temperaturas e condições severas de cisalhamento (ARAÚJO e PIRES, 2013; 

GALDEANO et al., 2014). Neste método os polissacarídeos são inicialmente solubilizados em 

um solvente adequado, e em seguida a solução é transferida ou espalhada em um molde, 

superfície não adesiva, para a secagem em uma estufa para que o solvente evapore, depois que 

todo o solvente foi evaporado, a membrana seca pode ser retirada do suporte (JONES e 

MEDLICOTT, 1995; MORALES e MCCONVILLE, 2011). 
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Para uma maior uniformidade da matriz é recomendado a eliminação das bolhas de ar da 

solução que podem ser formadas durante a homogeneização dos materiais (DIXIT e PUTHLI, 

2009). Um dos problemas encontrados no processo de evaporação do solvente é que quando 

sistemas heterogêneos são empregados, como, por exemplo, quando o fármaco ou o 

polissacarídeo não forem solúveis no solvente, ocorre segregação durante a secagem da 

membrana, resultando em membranas com duas ou mais camadas diferentes, inviabilizando 

futuras aplicações (KFURI, 2003). 

O método de “spraying’’ também é utilizado na preparação de membranas, o método 

consiste em fazer incidir um “spray” (grande número de gotas, extremamente pequenas, 

impulsionadas por um gás de arraste) contendo uma solução iônica de um sal de interesse contra 

um substrato previamente aquecido, formando camadas homogêneas de membranas (OHRING, 

1992; KFURI, 2003; PEREDNIS et al., 2005). A energia térmica necessária para que ocorra a 

reação química, provém do contato com o substrato previamente aquecido, pelas gotículas 

arremessadas por uma força dirigida (SETOGUCHI et al., 1990; WILL et al., 2000; GOMES, 

2002). Devido às condições de processo, esse método possui a desvantagem da degradação de 

componentes termosensíveis, por isso a produção por evaporação de solvente é a mais utilizada 

(MORALES e MCCONVILLE, 2011). A formulação bem sucedida de membranas bioativas 

depende da seleção cuidadosa dos excipientes e compostos bioativos, onde deve ser levada em 

consideração a afinidade dos compostos de interesse e as propriedades mecânicas das 

membranas, pois a membrana deve ser suficientemente resistente para ser manejada e 

transportada sem ser danificada, além de manter o composto ativo estável até que ele seja 

liberado (DIXIT e PUTHLI, 2009; NAGAR et al., 2011). Atualmente vem crescendo a 

utilização de ingredientes naturais em alimentos, drogas e cosméticos (SULTZBAUGH e 

SPEAKER, 1996; QUONG e NEUFELD, 1999; BHARDWAJ et al., 2000; MIYAZAKI et al., 

2000; TONNESEN e KARLSEN, 2002; LIN et al., 2015; KUMAR et al., 2017). 

Tradicionalmente, os excipientes são constituídos com formulações de fármaco, com 

características inertes que proporcionam: peso, consistência e volume necessários para a 

administração correta do ingrediente ativo, mas nas formulações farmacêuticas modernas eles 

frequentemente cumprem funções multi-funcionais tais como: melhoria da estabilidade, 

libertação de fármacos, biodisponibilidade, aceitabilidade do paciente e desempenho de funções 

tecnológicas que garantem facilidade de fabricação (HAMMAN e TARIRAI, 2006; BENEKE 

et al., 2009). Dentre os polímeros utilizados para produção de filmes pode-se destacar o uso da 

quitosana (BOURBON et al., 2011; ABRUZZO et al., 2012; PINHEIRO et al., 2013; RAMOS 

AVILEZ et al., 2017; LANG DING et al., 2017), celulose (NISHIMURA et al., 2009; PENG 
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et al., 2017; BASU et al., 2017), galactomanana (CERQUEIRA et al., 2010;   VALENGA et   

al.,   2012;   CAMPIA et   al.,   2017;   OGUNJIMI   et   al.,   2017; ALBUQUERQUE et al., 

2017) e xiloglucana (FURTADO et al., 2012; AVACHAT et al., 2013; LUCYSZYN et al., 

2016; CULBERTSON et al., 2016). 

Apesar das membranas de polissacarídeos apresentarem inúmeras vantagens em comparação 

com as produzidas sinteticamente, as membranas naturais podem ter características adversas 

dependendo de sua utilidade, como exemplo, apresentando uma maior sensibilidade à água e 

maiores valores de permeabilidade ao vapor de água (AUDIC e CHAUFER, 2005; GARNI et 

al., 2016). Estudos envolvendo a otimização das características mecânicas e físico-químicas de 

membranas polissacarídicas pela adição de diferentes plastificantes foram realizados e sugerem 

que a adição dessas substâncias podem modificar consideravelmente tais características, 

otimizando assim suas aplicações (AUDIC e CHAUFER, 2005; VANIN et al., 2005; 

GODBILLOT et al., 2006; CERQUEIRA et al., 2012). 

A União Internacional de Química Pura e Aplicada (em inglês IUPAC) define um 

plastificante como uma substância ou material incorporado num material (geralmente um 

plástico ou elastômero) para aumentar a sua flexibilidade, trabalhabilidade ou distensibilidade. 

Um plastificante pode reduzir a viscosidade de fusão, baixar temperaturas de uma transição de 

segunda ordem ou até mesmo o módulo de elasticidade do produto, além disso são substâncias 

orgânicas inertes e com uma pressão de vapor baixa, usadas sobretudo para aumentar a 

flexibilidade estrutural. (KRAUSKOPF, 2003; RAHMAN et al., 2004; ZAWADZKI et al., 

2009; BIERMANN et al., 2012). Geralmente, os plastificantes são compostos orgânicos que 

são adicionados a uma formulação de polímero com o objetivo de melhorar a suas propriedades; 

muitas formulações de polímeros necessitam de um plastificante, tanto para assegurar a 

processabilidade dos materiais dos compostos finais quanto aumentar os seus domínios de 

propriedade físicas (BAGHERSAD et al., 2017). Por essa razão os plastificantes são utilizados 

na produção de membranas com a função de melhorar a fragilidade das mesmas, que ficam 

quebradiças devido às extensivas forças intermoleculares, à flexibilidade e manuseabilidade. 

Os plastificantes reduzem essas forças, suavizam a rigidez da estrutura da membrana e 

aumentam a mobilidade entre as cadeias biopoliméricas (SHARMA e PURKAIT, 2017). Para 

a escolha do plastificante deve-se levar em consideração a afinidade com polissacarídeo e com 

o componente ativo a ela adicionado, de forma que o plastificante não cristalize na membrana 

após a secagem (DIXIT e PUTHLI, 2009; CERQUEIRA et al., 2012; JUANSANG et al., 2017). 
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3.3 GALATOMANANAS 

Os polissacarídeos do tipo sum apresentam alto peso molecular (Figura 2), são polímeros 

formados por uma cadeia linear com unidades β-1,4-D-manopiranose substituídas por unidades 

ligantes α-1,6-D-galactopiranose, obtidos a partir de fontes microbianas, e principalmente de 

plantas, onde desempenham função de reserva de carbono e energia na germinação e cuja 

principal fonte é o endosperma das sementes (Figura 3), com destaque para os membros da 

família Leguminosae (pertencentes à família Fabaceae). Este polissacarídeo possui espécies 

espalhadas por todo o mundo, especialmente nas regiões tropicais e subtropicais, contribuindo 

para muitas aplicações tais como espessamento, emulsionante, gelificante, floculante e 

capacidade de formação de filme (DEA e MORRINSON, 1975; MCCLEARY et al.,1985; 

DANIEL et al., 1994; DAAS et al., 2000; DAAS et al., 2002; SINGH et al., 2000; 

CRESCENZI et al., 2004; LEWIS et al., 2005; SITTIKIJYOTHIN et al., 2005; 

MIKKONEN e TENKANEN, 2012; PRAJAPATI et al., 2013; LIYANAGE et al., 2015; 

MERLINI et al., 2015; WEI et al., 2015). 

 

Figura 2 – Segmento representativo de uma cadeia de galactomanana de origem vegetal. 
 

Fonte: SIERAKOWSKI et al. (2000).  

Figura 3 – Corte longitudinal de semente da família Leguminosae contendo endosperma 

 

Fonte: DAKIA et al. (2008) 

 



29 

  

 

A proporção média de galactose para manose (Man:Gal) é variável, dependendo da espécie 

da planta: Adenanthera pavonina 1,35 M:G; Caesalpinia pulcherrima 2,88 M:G; Cassia 

fastuosa 4,0 M:G; Cassia grandis 2,44 M:G; Dimorphandra gardineriana 1,84 M:G (MERCÊ 

et al., 1998; CERQUEIRA et al., 2009; CUNHA et al., 2009; ALBUQUERQUE et al., 2014). 

Em geral, quanto maior o teor em D-galactose, maior a sua solubilidade em água. A presença 

de unidades de galactose produz cadeias ramificadas e realiza o impedimento estérico entre as 

ligações de hidrogênio intermoleculares, minimizando a formação de agregados 

(SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005). A razão M:G exerce influência sobre a solubilidade 

relativa das galactomananas. A razão M:G não é o único fator que pode influenciar as 

propriedades funcionais das galactomananas e contribuir para a sua utilização industrial, a 

massa molar e a distribuição sequencial dos resíduos galactopiranosila, ao longo da cadeia 

principal, são também importantes. A razão M:G pode variar, numa mesma goma, de acordo 

com o tipo de extração e análise do polímero (BENTO et al., 2013). 

Dea e Morrison (1975) propuseram três possibilidades para a distribuição das substituições 

de galactose ao longo da cadeia principal de manana (Figura 4), ou seja, para a estrutura fina 

da molécula: 

 

Figura 4 – Distribuição das substituições de galactose ao longo da cadeia principal de manana 

 

 

1) Arranjo regular 
 

2) Arranjo irregular 
 

 

 

3) Arranjo em blocos 
 

Fonte: DEA e MORRISON (1975). 
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3.3.1 Aplicações Biotecnológicas 

A galactomanana é um polissacarídeo conhecido mundialmente e muito utilizado 

como agente espessante, floculante, gelificante, estabilizante, emulsificante e 

formador de película nas indústrias de alimentos, de cosméticos, têxtil, farmacêutica 

e biomédica (CERQUEIRA et al., 2011; BENTO et al., 2013). 

As três principais galactomananas utilizadas são goma guar (Cyamopsis 

tetragonobus, razão manose:galactose 1,6), goma tara (Caesalpinea spinosa, razão 

manose:galactose 3,3) e goma de feijão alfarroba (Ceratonia siliqua, razão 

manose:galactose 3,75) (DEA; MORRISON, 1975; GIDLEY e REID, 2006; DAKIA 

et al., 2008; MUDGIL et al., 2012a; MUDGIL et al., 2012b; SÉBASTIEN et al., 

2014). Outras galactomananas comercialmente conhecidas são a goma extraída de 

Cassia tora, com relação manose:galactose de aproximadamente 3,0 

(SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005; CHETHANA et al., 2017; SHUKLA et al., 2018) 

e a galactomanana de feno-grego Trigonella foenum- graecum (razão 

manose:galactose 1,1), comercializadas em menor escala, assim como aquela extraída 

das sementes de Prosopis juliflora (razão manose:galactose 4,2) (FIGUEIREDO, 

1983; CERQUEIRA et al., 2011; BATISTA et al., 2018). 

Em muitas pesquisas, as galactomananas têm sido usadas em misturas binárias com outros 

polissacarídeos, com a finalidade de avaliar as novas características e propriedades dos géis 

formados (FERNANDES et al., 1991; BRESOLIN et al., 1999). Mysore e Rudrapatnam (2015) 

realizaram análises reológicas de galactomanana e -carragenana, demonstrando que essa 

interação aumentou duas vezes a elasticidade comparada com a galactomanana isolada; Soares 

et al. (2015) apresentaram uma preparação de hidrogel de galactomanana e - carragenana com 

excelente organização dos polissacarídeos na matriz do hidrogel demonstrando que este 

hidrogel é estável com possíveis aplicações em campos médicos e cosméticos; Antoniou et al. 

(2015) preparou filmes de goma tara com inclusão de nanopartículas de quitosana, melhorando 

as propriedades mecânicas, físico-químicas e de barreira; Lucyszyn et al. (2006), por sua vez, 

aplicaram géis de misturas de galactomanana e ágar para cultivo de células vegetais. Pawar et 

al. (2015) avaliou a formulação de esferas de alginato carregadas com Captopril combinadas 

com gomas naturais contendo galactomananas (goma de sementes de Senna tora, goma de guar 

e goma de alfarroba), verificando que galactomananas em combinação com alginato de sódio 

apresentam propriedades de libertação sustentada. A galactomanana possui várias outras 

aplicações, incluindo o uso na indústria cosmética como espessantes e estabilizantes em cremes 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975016301367#bbb0660
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975016301367#bbb0660
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975016301367#bbb0665
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975016301367#bbb0785
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975016301367#bbb0785
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X14003294
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e loções (GIBBONS, 1993; WANDE et al., 1994). 

Campia et al. (2017) analisaram a libertação de peptídeos e enzimas antimicrobianos a partir 

da galactomanana; Almeida et al. (2015), exploraram o potencial de galactomananas de 

Dimorphandra gardneriana como sistemas de administração de fármacos; Albuquerque et al. 

(2017) imobilizaram compostos bioativos: lactoferrina, peptídeos e fitoesteróis em filmes à base 

de galactomanana de Cassia grandis, analisando sua Influência sobre as propriedades físico-

químicas; Coviello et al. (2007) estudaram duas galactomananas: goma de Guar e goma de 

alfarroba, onde foram utilizadas como matrizes para administração de fármacos: teofilina, 

vitamina B12 e mioglobina. Ughini et al. (2004) avaliaram a libertação sustentada de compostos 

ativos através de galactomanana e xantana. Galactomananas, em combinação com pectinas, têm 

sido usadas como revestimento de cápsulas e comprimidos com a finalidade de libertação 

controlada de drogas no intestino grosso, isoladamente, esses polissacarídeos não podem ser 

utilizados como carreadores de drogas ao cólon devido a sua solubilidade em água, entretanto, 

quando o revestimento produzido pela combinação de galactomanana e pectina possui pH 7,00 

ele torna-se elástico e insolúvel em fluidos gástricos e intestinais, e consegue atravessar o trato 

gastrointestinal superior, não ocorrendo libertação da droga no estômago e intestino delgado, 

havendo a libertação somente no intestino grosso (YANG et al., 2002; WU et al., 2008). 

As galactomananas também são adsorvidas pelas fibras de celulose e por isso são utilizadas 

na indústria de papel, pois melhoram as propriedades mecânicas através da regulação do estado 

de floculação na suspensão de fibras celulósicas (NEWMAN e HEMMINGSON, 1998; LIMA 

et al., 2003; DI et al., 2018). 

A galactomanana é bastante utilizada na indústria de alimentos, na produção de sorvetes, de 

queijos, de sopas e de molhos de salada, usado como espessante em bebidas dietéticas não 

alcoólicas, melhorando as propriedades dos produtos, principalmente pelo efeito espessante, 

estabilizante e gelificante, além de otimizar textura e aparência dos alimentos aumentando a 

sua resistência a variações de temperatura, dentre os produtos que utilizam a galactomanana 

destacam-se os produtos lácteos (em sobremesas como sorvetes e substitutos de gordura de 

baixa energia), géis de água à base de frutas, produtos em pó (sobremesas e pudins de leite 

quente), produtos de padaria (pastas e misturas de bolos) (SANFORD e BAIRD, 1983; REID 

e EDWARDS, 1995). 

As galactomananas também podem ser utilizadas para o desenvolvimento de filmes 

comestíveis que atuam como barreira contra transmissão de gases, vapores, solutos e ainda 

fornece proteção mecânica, características essas realizadas pela galactomanana e outros 

polissacarídeos (MIKKONEN et al., 2007; CASARIEGO et al., 2008; CERQUEIRA et al., 
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2009a, 2009b; CERQUEIRA et al., 2011a). A goma guar e a alfarroba são as espécies mais 

utilizadas (DOYLE et al., 2006), enquanto a galactomanana de tara tem sido aceita como uma 

alternativa àquelas já utilizadas (AZEROe ANDRADE, 2002). 

O Brasil apresenta fontes diversificadas para extração de galactomanana, mas suas 

utilizações continuam muito restritas, estudos complementares e pesquisas focadas no 

aprimoramento da utilização deste polissacarídeo são importantes não só para economia 

nacional, mas para o meio ambiente na substituição de materiais sintéticos (AZERO e 

ANDRADE, 2002; CUNHA et al., 2009). 

3.3.2 Galactomananas de plantas do Gênero Cassia 

O gênero Cassia apresenta o maior número de representantes na subfamília 

Caesalpinioideae, a qual corresponde à cerca de 200 gêneros e mais de 2250 espécies (LEWIS 

et al., 2005). As espécies desta subfamília são plantas leguminosas arbustivas, arbóreas ou 

trepadeiras das matas, raramente são ervas. Apresentam folhas compostas e frutos leguminosos 

e estão muito bem representadas no Brasil (JOLY, 1998). 

Várias pesquisas tendo como foco espécies do gênero Cassia confirmaram atividades 

antidiabética (YAN et al., 2015; FAUZI et al., 2016; VEERAPUR et al., 2017), antimicrobiana 

(SARAVANAKUMAR et al., 2015; ZHU et al., 2016; CUNHA et al., 2017), antinflamatória 

(YI et al., 2016; SUN et al., 2016), antioxidante (NTCHAPDA et al., 2015; SREELAKSHMI 

e ABRAHAM, 2016; SHARMILA et al., 2016; KAUR ET AL., 2016), imunomoduladora 

(FENG et al., 2016), antiplasmodial (KIPLAGAT ET AL 2016), formulações de biodiesel 

(PATEL et al., 2015), antifúngico (PEKMEZOVIC et al., 2015), antifertilizante (CHAUHAN 

e AGARWAL, 2010), anticâncer (DURAIPANDIYAN et al., 2012), resultados esses obtidos 

com utilização de segmentos diferentes como flores, folhas, sementes, cascas e vagens. 

As galactomananas do gênero cassia merecem destaque devido ao seu alto poder de 

utilização nas mais variadas áreas, podendo ser aplicadas individualmente ou associadas com 

outros compostos, inclusive com outras galactomananas. Algumas possíveis fontes de 

galactomananas foram identificadas em Cassia alata, C. angustifolia, C. didymobotrya, C. 

grandis, C. nodosa, C. occidentalis, C. saemaea, C. hirsuta e C. spectabilis, cujas sementes, 

geralmente de tamanho médio e contendo mais de 40% de endosperma, são consideradas, 

portanto, preferíveis para a exploração comercial (SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005). 

Diante de tantas pesquisas observadas acima, pode-se notar que estudos relacionados ao 

gênero Cassia, a espécie C. grandis ainda é pouco explorada. 
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3.3.3 Cassia grandis 

Cassia grandis é a maior espécie brasileira do gênero Cassia. O nome do gênero Cassia é 

hebraico ou grego e grandis significa grande, visto que sua vagem pode atingir 60 cm de 

comprimento. Pertence à Divisão Magnoliophyta (Angiospermae), à Classe Magnoliopsida 

(Dicotiledonae), à Ordem Fabales e à Família Caesalpiniaceae (Leguminosae: 

Caesalpinioideae). Trata-se de uma árvore caducifólia com 10 a 15 m de altura e podendo 

atingir dimensões próximas a 30m de altura na idade adulta (Figura 5). Apresenta fruto 

(legume) lenhoso indeiscente, cilíndrico, irregular, geralmente com 11 a 60 cm de comprimento 

e 36 a 50 mm de diâmetro, de duas suturas longitudinais e nervuras salientes e grossas, que 

ligam as suturas (Figura 6). Quebrando o pericarpo de seus frutos, aparecem os septos circulares 

que separam as sementes, e uma massa preta, pegajosa e adocicada. O fruto maduro é marrom-

escuro externamente e contém muitas sementes com aspecto oval e bastante duras, aplainada 

de um lado e carinada do outro, brilhante, castanho-amarelo-claro, com excisão no hilo de até 

1 cm de comprimento (CARVALHO, 2003). 

Oriunda de florestas tropicais e da América Central, bem como das Antilhas, sendo 

posteriormente levada para a Índia, foi a leguminosa de escolha para extração da 

galactomanana. É muito valorizada pelo seu uso ornamental e também pela sombra de sua copa 

(JOSHI e KAPOOR, 2003; ALBUQUERQUE et al., 2014), outros países além do Brasil 

apresentam a C. grandis em sua flora, aparecendo em países localizados próximos a linha do 

equador como no sul do México, Costa Rica, Honduras, Panamá, Porto Rico, Colômbia, 

Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname e na Venezuela (CARVALHO, 2003). Alguns países 

como Trinidad e Tobago, Havaí, Jamaica e Cuba também ganham destaque (CORREA e 

BERNAL, 1990), assim como na Índia, onde foi introduzida como uma árvore ornamental em 

jardins e avenidas, devido a sua sombra (JOSHI; KAPOOR, 2003). Segundo Carvalho (2003), 

C. grandis ocorre nas cinco regiões brasileiras, norte, nordeste, sul, sudeste e centro-oeste 

Cassia grandis pode ser empregada na alimentação humana e animal, bem como para fins 

medicinais, ornamentais, veterinários, entre outros. Os frutos da C. grandis, por exemplo, 

geralmente são deixados no pasto (CARVALHO, 2003) e usados na forragem. Em relação ao 

consumo humano, o fruto não é totalmente aceito devido à polpa amarga e adstringente com 

cheiro forte de sarro (VIEIRA, 1992), porém, ainda assim, apresenta ampla distribuição na 

forma silvestre e em áreas campestres, além da possibilidade de comércio da espécie (CORREA 

e BERNAL, 1990; MUTCHNICK e McCARTHY, 1997). 
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Figura 5 – Árvore e flores de Cassia grandis 
 

FONTE: http://wwwhttp://ntbg.org/plants/plant_details.php?plantid=2433. Acessado em 10 de janeiro. 2016. 

 

 

Figura 6 – Vagens e Fruto com sementes de Cassia grandis 

 

FONTE: http://wwwhttp://ntbg.org/plants/plant_details.php?plantid=2433.Acessado em 10 de janeiro. 2016. 

 

 

A aplicação medicinal de C. grandis é sugerida contra vermes e parasitas intestinais (LENTZ 

et al., 1998), doenças gástricas (BHAMARAPRAVATI et al., 2003), sanguíneas (PARRA e 

SADIÑAS, 2000), respiratórias (FREI et al., 1998; HEINRICH, 1998), de pele (CÁCERES et 

al., 1991; SALINAS e GRIJALVA, 1994), dentre outras. 

A planta é uma dicotiledônea e suas sementes ovais e duras, com tom castanho- amarelado-

claro, são separadas por septos circulares, envoltos por um material enegrecido, viscoso e 

adocicado (CARVALHO, 2003). As sementes são compostas por endosperma (50- 55 %), 

proteínas (9-12 %), pentosano (8-10 %) e uma goma solúvel em água (32-34 %) (Tabela 1). O 

gérmen tem um grande potencial econômico devido a sua grande quantidade de endosperma 

que é superior ao dos demais representantes da mesma espécie (JOSHI & KAPOOR, 2003). A 

galactomanana encontrada nas sementes de C. grandis, quando solubilizada em água, tem a 

http://ntbg.org/plants/plant_details.php?plantid=2433
http://ntbg.org/plants/plant_details.php?plantid=2433.Acessado
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capacidade gelificante, que consiste no cruzamento entre as cadeias poliméricas, o que 

possibilita a formação de géis e hidrogéis (ALBURQUERQUE et al., 2014). 
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Tabela 1- A análise química dos componentes da semente de Cassia grandis 

 

Partes das 

sementes 

Proteína 

(%) 

Umidade 

(%) 

Extrato 

etéreo (%) 

Cinzas 

(%) 

Fibra 

bruta 

(%) 

Carboidrato 

hidrossolúvel 

Tegumento das 

sementes 

(25-30%) 

16,1 5,2 2,2 3,8 35,5 Pentose 

Endosperma 

(50-55%) 

4,7 7,9 1,1 0,7 1,7 Galactomanana 

Germe 

(19-23%) 

36,9 4,6 8,6 4,9 27,8 Pentose, glicose 

Fonte: JOSHI E KAPOOR, (2003). 

 

3.4 EXTRAÇÃO DE POLISSACARÍDEOS 
 

A extração de polissacarídeos vem sendo bastante estudada, para um melhor aprimoramento 

de técnicas que possam otimizar o tempo de extração e o rendimento do produto final. 

Metodologias distintas têm sido propostas para extração de galactomananas de sementes, 

seguida da purificação ou fracionamento, que diminuem uma possível contaminação tais como 

proteínas e monossacarídeos. Variações no material extraído, ao solvente utilizado e ao tempo, 

são fatores primordiais para o rendimento final da extração, os métodos de extração tradicionais 

incluem tratamentos de água quente ou fria em que a variação de temperatura e tempo de 

extração são otimizados para aumentar os rendimentos de extração. Recentemente, a extração 

por microondas e por ultra-sons tem sido utilizada para recuperar os polissacarídeos de 

diferentes materiais vegetais, principalmente devido à sua capacidade de aumentar a ruptura 

das células, a transferência de massa e a penetração de solventes (CHEN et al., 2012; YOU et 

al., 2014; COELHO et al., 2014; SHI et al., 2014). 

O processo de obtenção da galactomanana se baseia na extração e purificação, onde na 

maioria dos estudos não são relatados em detalhes ou mesmo citados. Resumidamente, o 

tegumento das sementes é removido e o germe é separado do endosperma através de 
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procedimentos de separação, tais como: filtração, peneiração e, em alguns casos (em escala 

laboratorial, por exemplo), separação manual. O endosperma é dissolvido em água a uma 

faixa de temperatura que pode variar entre 20 e 120ºC e, em seguida, precipitado com álcool 

numa proporção de água:álcool que pode variar entre 1:1 e 1:3. Não foram relatados efeitos 

do álcool sobre a estrutura das galactomananas (DAKIA et al., 2007; DAKIA et al., 2008; 

POLLARD et al., 2008; CERQUEIRA et al., 2009c; CERQUEIRA et al., 2011a). 

Na escala industrial, como na extração de galactomanana das sementes de alfarroba e goma 

guar, a remoção do tegumento ocorre por moagem das sementes (DEA e MORRISON, 1975). 

Os polissacarídeos podem ser obtidos puros mediante extração aquosa, pela fervura das 

sementes sob agitação, em água ou álcool (BUCKERIDGE et al., 2000). 

Segundo Albuquerque et al. (2014), a extração de galactomanana pode ter um melhor 

rendimento quando se faz algumas modificações em extrações tradicionais, por exemplo 

através da imersão do tegumento em água para facilitar remoção do mesmo, aquecimento das 

sementes para inativação enzimática e filtragem da sementes moídas em 0,1 M NaCl, seguida 

por precipitação em etanol 46% e lavagens em etanol a 100% e acetona (P.A.). 

Smirnova et al. (2004) extraíram galactomanana de sementes de Styphnolobium japonicum 

(Sófora-do-Japão) a 25ºC, purificada com complexo de Cu2+, a 70ºC, e verificaram diferentes 

relações manose/galactose e distintos valores de massa molecular entre as extrações a quente e 

a frio. 

As principais preocupações dos processos de extração e purificação são os equipamentos 

utilizados, que precisam ser aprovados para o uso na indústria de alimentos. Durante o processo 

de extração, os solventes não incluídos na lista de solventes aprovados não devem ser 

utilizados (UNION E. DIRECTIVE, 2009). Além disso, embora o uso potencial de técnicas 

alternativas como ultra-som ou microondas é amplamente discutido, estes não são totalmente 

aceitos devido a seus efeitos desconhecidos para a saúde, bem como seus custos operacionais. 

Portanto, os métodos tradicionais prevalecem até que as autoridades legais garantam que todos 

os requisitos de segurança dessas novas metodologias sejam cumpridos e até que essas 

metodologias se tornem soluções economicamente viáveis para a indústria (NOBRE et al., 

2015). 
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3.5 LACTOFERRINA 
 

A lactoferrina (Lf) é a segunda proteína predominante no leite humano, com concentrações 

mais elevadas no colostro. Cada Lf é composta por um único polipeptídeo com dois lóbulos 

globulares localizados nas regiões terminais, denominados de lóbulo C (acetil) e N (amino), 

que são conectados por α-hélice, contendo cada lóbulo um sítio de ligação. Cada um deles 

consiste de dois sublóbulos denominados N1, N2, C1 e C2 (Figura 7), é uma glicoproteína de 

80 KDa de ligação ao ferro da família da transferrina (CHIERICI e VIGI, 1994; STEIJNS e 

HOOIJDONK, 2000; OCHOA e CLEARY, 2009; GARCIA-MONTOYA et al., 2012). Cada 

lóbulo pode se ligar a um metal em sinergia com o íon de bicarbonato, essencial para a ligação 

do ferro com a Lf. Os metais que comumente podem se relacionar são os íons de Fe+2 ou Fe+3, 

embora outros (Cu+2, Zn+2, Mn+2) também possam se ligar aos lóbulos da Lf (VAN DER 

STRATE et al., 2001). 

 

Figura 7 - Estrutura da Lactoferrina 
 

 

Fonte:http://http://ddcnovasprespectivas.blogspot.com.br/2012/12/lactoferrina-alactoferrina-e-

uma.html. Acessado em 19 de janeiro. 2017. 

 

Esta proteína pode ser encontrada além do leite em secreções mucosas incluindo lágrimas, 

salivas, fluidos vaginais, sémen, secreções nasais e brônquicas, bile, fluidos gastrointestinais e 

urina (ÖZTAŞYEŞIM e OZGUNES, 2005). A Lf tem inúmeras funções biológicas como anti 

cancerígeno, anti inflamatório, anti bacteriano, anti viral, antifungico, efeito imunomodulador 

e inibidor da formação de radicais livres (HABIB et al., 2013; BOKKHIM et al., 2013; 

EMBLETON et al., 2013). 

Xu et al. (2017) desenvolveram uma nano formulação de polissacarídeos (quitosana) 

http://ddcnovasprespectivas.blogspot.com.br/2012/12/lactoferrina-alactoferrina-e-uma.html
http://ddcnovasprespectivas.blogspot.com.br/2012/12/lactoferrina-alactoferrina-e-uma.html
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contendo curcumina, ácido hialurônico e lactoferrina; com propriedades de penetração na 

barreira hemato-encefálica, com o objetivo de desenvolver um novo sistema de administração 

em tumores malignos, as formulações foram investigadas quanto às características: físico- 

químicas, citotoxicidade, captação e penetração da barreira hemato encefálica; os resultados 

mostraram que as nano formulaçõe (concentração de Lf de 0,5 mg/mL) foram 

preferencialmente absorvidos por células endoteliais capilares do cérebro, podendo 

efetivamente concentrar-se e acumular-se dentro dos gliomas após a permeação aumentada 

através da barreira hemato-encefálica. 

Zhao et al. (2015) verificou a influência de polissacarídeos solúveis de soja (SSPS) e 

pectina de beterraba (BP) nas propriedades físico-químicas da emulsão de óleo de laranja 

revestida com Lf, os resultados mostraram que as características de gotículas de emulsões 

secundárias dependiam grandemente da concentração e do tipo de polissacarídeo, a menor 

degradação de compostos voláteis ocorreu em emulsão revestida com Lactoferrina-BP, estes 

resultados revelaram que a estabilidade fisico-química de emulsões de óleo de laranja revestidas 

com Lf foi melhorada pela adsorção de polissacarídeos aniônicos. 

Expósito et al. (2018) relatou em sua revisão as principais características conferida pela 

lactoferrina, como: agente imunomodulador que atua tanto na resposta imune inata quanto na 

adaptativa, atividade antimicrobiana contra parasitas, fungos e vírus; propriedades 

regenerativas ao nível dos tecidos e atividade anticancerígena, todas essas propriedades 

conferem à lactoferrina grande potencial terapêutico, do qual pouca vantagem foi obtida até o 

momento. 
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3.6 PROCESSOS DE CARACTERIZAÇÃO DE POLISSACARÍDEOS 

Neste tópico serão abordadas técnicas de caracterização físico-químicas utilizadas para 

realização das caracterizações das membranas estudadas. 

3.6.1 Espectroscopia de Infravermelho com  Transformada  de Fourier (FTIR) 

Uma das técnicas mais úteis para a identificação de estruturas polissacarídicas é a 

espectroscopia de infravermelho, que se baseia na análise de picos de absorção de determinados 

comprimentos de onda, expressos em cm-1 (GÓMEZ-ORDÓÑEZ e RUPÉREZ, 2011). 

Apresenta duas vantagens principais: requer pequenas quantidades de amostra (miligramas) e 

é um método não-agressivo com exatidão confiável (PEREIRA et al., 2003), no entanto, a 

técnica convencional necessita de procedimentos técnicos laboriosos para obter espectros com 

uma boa relação sinal/ruído (CHOPIN e WHALEN, 1993). Esta limitação foi superada com o 

desenvolvimento de técnicas de infravermelho interferométricas, associadas ao algoritmo 

transformado de Fourier, dando origem à espectroscopia de infravermelho transformada de 

Fourier (PEREIRA et al., 2009). 

Na análise estrutural de polissacarídeos (MATHLOUTHI e KOENIG, 1987), as regiões 

no espectro que podem ser descritas e foram reportadas por outros autores estão exemplificadas 

na (Tabela 2). 

Dessa forma, informaçãos sobre composição e estrutura podem ser obtidos a partir do 

FTIR, para caracterização de polissacarídeos. As bandas de absorção da espectroscopia de 

infravermelho a aproximadamente 3400, 2900, 1250, 1200, 1190, 1150, 1130, 1100, 980, 870, 

850, 840, 815 e 800 cm-1 são utilizadas para obter informações sobre a estrutura de 

polissacarídeos do tipo galactomanana (FIGUEIRÓ et al, 2004; PRASHANTH et al, 2006; 

YUEN et al., 2009; SMITH et al., 2010; CERQUEIRA et al., 2011b; PENG et al., 2012). 
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Tabela 2 - Frequências vibracionais de ligações químicas associadas à galactomanana 

 

Frequência 

(cm-1) 

Ligação Química Referência 

815 e 872 

813 e 870 

835-855 e 

870-890 

Confôrmeros α e β de 

carboidratos 

Cerqueira et al. (2011) López-

Franco et al. (2013) Sócrates 

(2004) 

1.016 

1.000-1.160 

950-1.150 

Estiramento C-O Nkafamiya et al. (2011) Sócrates 

(2004) 

López-Franco et al. (2013) 

1.200-1.460 Deformações e vibrações de C-

H e O-H 

Sócrates (2004) 

1.358 Deformação C-H no plano Nkafamiya et al. (2011) 

2.800-3.000 

2.900 

 

Estiramento C-H 
Cerqueira et al. (2011) Sócrates 

(2004); López- Franco et al. 

(2013) 

 

3.400 

3.350 

3.100-3.500 

3.453 

Estiramento O-H López-Franco et al. (2013) 

Sócrates (2004) 

Cerqueira et al. (2011) 

Nkafamiya et al. (2011) 

Fonte: FILHO et al. (2013) 

 

 

3.6.2 Espessura de Membranas Polissacarídicas 
 

A espessura dos filmes formados é um parâmetro que influencia suas propriedades (CUQ et 

al., 1996). O controle da espessura dos filmes é importante para se avaliar a uniformidade desses 

materiais, a repetibilidade da medida de suas propriedades e a validade das comparações entre 

filmes. O controle da espessura dos filmes é difícil, sobretudo nos processos de produção do 

tipo casting (SOBRAL, 1999). 

A espessura dos filmes é definida como a distância perpendicular entre duas superfícies 

principais do material. Conhecer a espessura é essencial para obter informações sobre a 

resistência mecânica e as propriedades de barreira aos gases e ao vapor d’água do material 

(OLIVEIRA et al., 1996). Ao estudar filme de proteínas do leite, Chen (1995) verificou relação 

entre a permeabilidade ao vapor d’água e a espessura. Park e Chinnam (1995) observaram 

comportamento linear entre permeabilidade e espessura dos biofilmes à base de zeína, glúten e 

derivados de celulose. Medeiros et al. (2011) verificou a espessura de um revestimento de 
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pectina e quitosana pela técnica de microscopia eletrônica de varredura. Farias et al. (2012) 

analisou a espessura de filmes comestíveis de amido adicionado de acerola com um micrômetro, 

e constatou que a adição de polpa de acerola e de glicerol provocou um aumento na espessura 

dos filmes. 

3.6.3 Permeabilidade ao Vapor de Água (PVA) 
 

Em filmes hidrofílicos, a atividade de água (Aa) e a temperatura a que são submetidos 

influenciam grandemente as propriedades de barreira. Ao se aumentar a Aa, produz-se um 

inchamento excessivo da matriz polimérica, que leva a um incremento na difusão das moléculas 

de água e, consequentemente, diminui as propriedades de barreira destes materiais (KAMPER 

e FENNEMA, 1984; BIQUET e LABUZA, 1988). Com o aumento da 

temperatura, a permeabilidade ao vapor de água também aumenta, e estas variações são 

dependentes do teor de umidade do material (DONHOWE e FENNEMA, 1994). 

Esta análise é fundamental para um entendimento do comportamento dos filmes 

poliméricos, visto que a água está presente tanto nos filmes quanto nos possíveis alimentos ou 

compostos que podem ser armazenados por eles. Quando um determinado material é exposto 

a uma umidade, ele perde ou ganha água para ajustar sua própria umidade a uma condição de 

equilíbrio com o ambiente. Isto ocorre quando a pressão de vapor de água na superfície do 

material se iguala à pressão de vapor de água do ar que o envolve (BONA, 2007). 

A presença de umidade em filmes hidrofílicos pode mudar sua permeabilidade a gases 

e vapores. Com o aumento da umidade observa-se aumento da PVA, isso acontece devido ao 

fato de a água absorvida pelo polímero age como plastificante diminuindo a energia de ativação 

para difusão favorecendo a penetração de moléculas de água, e consequentemente, aumento da 

PVA (MOREIRA, 2007). 

A umidade é considerada como fator importante na conservação de alimentos e 

tratamento com curativos que controlam a umidade, principalmente naqueles em que a 

deterioração ocorre por perda ou ganho de água (SOUZA, 2010; DUTRA et al., 2017). 

Longares et al. (2005), afirmam que os polissacarídeos, como por exemplo, gomas vegetais ou 
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microbianas, amidos, celuloses, entre outros, apresentam boas propriedades para formação de 

filmes. Filmes formados com esses componentes hidrofílicos proporcionam eficientes barreiras 

contra óleos e lipídios, mas suas propriedades como barreira para a umidade são pobres 

(OLIVEIRA e CEREDA, 2003). Veiga et al. (2005) verificou que os filmes de amido possuem 

baixa barreira à umidade. 

Rigo (2006) observou que quando a concentração de polissacarídeo aumenta, a umidade tende 

a diminuir, entretanto, quando a concentração de glicerol aumenta a umidade tende a aumentar, 

essa característica é facilmente explicada pelo caráter higroscópico do glicerol 

(FARMACOPÉIA, 1997). Machado, (2013) avaliou filmes biodegradáveis a base de amido de 

mandioca e bagaço de cevada, observando que o teor de umidade diminuiu com o aumento do 

bagaço de cevada, indicando que os filmes se tornam menos higroscópicos com aumento de 

bagaço na matriz polimérica, este comportamento foi observado por Müller et al. (2009) em 

filmes de amido incorporados com fibras, atribuindo a menor higroscopicidade dos filmes às 

fibras em relação ao amido. 

Estudos recentes relatam que curativos modernos além de proporcionarem proteção 

mecânica, barreira contra infeções bacterianas e perda de fluidos e proteínas, os curativos 

devem também proporcionar um ambiente de regeneração celular adequado (transporte de 

gases e líquidos, manutenção de umidade e temperatura, por essa razão o estudo do teor de 

umidade é indispensável (CLASEN et al., 2006; OKAMOTO, 2013). 

3.6.4 Solubilidade em Água 

A análise de solubilidade avalia a quantidade máxima que uma substância pode dissolver-se 

em água, definindo a tolerância do material a água, e é determinada pela sua estrutura química. 

Os testes de solubilidade em água de um material visam fornecer informações sobre a 

integridade da amostra após sua imersão em água, à temperatura e tempo específicos (LEE et 

al., 2004). 

As propriedades de solubilidade em curativos para feridas é um parâmetro bastante útil, 

devido a interação do curativo e a região em contato lesionada. Li et al. (2016) observaram 

propriedades de solubilidades favoráveis como absorção do exsudado da ferida e otimização no 

ambiente úmido do hidrogel. 
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O parâmetro de solubilidade também é muito importante no ramo alimentício definindo as 

possíveis aplicações do material, visto que, uma alta solubilidade não inviabiliza o filme, pois 

esta pode ser necessária, como é o caso de filmes que precisam ser submetidos ao contato com 

a água durante o processamento do alimento desidratado embalado. Nesse caso, embalagens 

comestíveis têm sido utilizadas para acondicionamento de alimentos em que a embalagem pode 

ser consumida juntamente com o produto embalado, onde é desejável uma alta solubilidade. 

Um filme com alta solubilidade possui uma baixa resistência à água e vice- versa (FARIAS et 

al., 2012). Bertuzzi et al. (2007) afirma que a afinidade pela água é uma importante propriedade 

dos filmes de amido. Dependendo da aplicação do produto a insolubilidade pode ser desejada, 

para proteger a integridade do produto, ou solubilidade no caso de encapsulação de alimento ou 

de aditivo. 

De acordo com Müller et al. (2008), a solubilidade é influenciada pelo tipo e pela 

concentração do plastificante. Esses autores constataram que o glicerol e os grupamentos (- 

OH) do sorbitol aumentaram os valores de solubilidade do filme. Para o armazenamento é 

requerida uma baixa solubilidade do filme, porém para alimentos que sofrerão cocção com os 

filmes, uma solubilidade alta é desejada. 

3.6.5 Propriedades Mecânicas 

As propriedades mecânicas dos materiais determinam a resposta destes às influências 

mecânicas externas, estando associadas à capacidade de desenvolver deformações reversíveis 

e irreversíveis e de apresentar resistência à fratura. O teste mais utilizado para medir força 

mecânica é o teste de tração, onde podem ser derivadas as propriedades de resistência à 

tração, elongação, força resultante e módulo de elasticidade. As propriedades mecânicas são 

medidas por deformação de uma amostra e monitoração da força e deformação até que esta se 

rompa (OKAMOTO, 1978). As propriedades mecânicas de filmes flexíveis são importantes 

durante o processamento, pois estão associadas com o desempenho mecânico desses materiais 

nos equipamentos de conversão, nas máquinas de acondicionamento e frente às inúmeras 

solicitações dos ambientes de estocagem e distribuição. Em filmes flexíveis monocamadas, as 

propriedades mecânicas dependem da espessura, das características inerentes dos materiais e 

do processo de fabricação (SARANTÓPOULOS et al., 2002). 
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3.6.6 Propriedades de Tração (Tensile Strength) 

As propriedades de tração são úteis para identificação e caracterização de filmes flexíveis e 

expressam a resistência do material ao alongamento e mesmo ao rompimento, quando 

submetidos à tração (OLIVEIRA, et al. 1996). 

A resistência à tração é medida pela força máxima de tração que o filme pode sustentar. A 

elongação é geralmente tirada do ponto de quebra e é expressa como porcentagem de aumento 

do comprimento original da amostra. Força resultante é a força de tração na qual ocorre o 

primeiro sinal de deformação não elástica. O módulo de elasticidade ou módulo de Young mede 

também a resistência do filme (BARRETO, 2003). 

O termo resistência à tração refere-se à quantidade de esforço de tensão (alongamento) que 

um material pode suportar antes de romper ou falhar. A resistência à tração final de um material 

é calculada dividindo a área do material testado (a secção transversal) pela tensão colocada no 

material, geralmente expressa em termos de libras ou toneladas por polegada quadrada de 

material. A resistência à tração é uma medida importante da capacidade de um material, é 

amplamente utilizada quando se descrevem as propriedades de metais e ligas (IPC-TM-650 

TEST METHODS MANUAL). A fórmula para medida de resistência a tração esta representada 

abaixo: 

 

(1) 
 

 

O ensaio de determinação das propriedades de tração de uma estrutura flexível envolve 

a separação, a uma velocidade constante, de duas garras que prendem as extremidades de um 

corpo-de-prova, registrando-se ao longo do ensaio a força ou a resistência que o material 

oferece à deformação (alongamento). Inicialmente, o material oferece resistência crescente à 

solicitação de tração, a qual provoca seu alongamento. A partir de certo ponto, o aumento de 

resistência passa a ser menor para um mesmo aumento de deformação até o ponto de 

escoamento, a partir do qual é possível alongar o filme sem que este responda com um aumento 

de resistência. Continuando o alongamento, o material resiste até que ocorre sua ruptura 

(SARANTÓPOULOS et al., 2002). 

Materiais diferentes exibem padrões de tração diferentes. Por exemplo, um 

polissacarídeo possui alta resistência à tração e pouca elongação, enquanto que materiais 

proteicos apresentam moderada resistência à tração e grande elongação. Essas diferenças 

podem ser derivadas da diferença na estrutura molecular. A estrutura da cadeia polimérica de 
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um polissacarídeo é linear, enquanto que as proteínas apresentam uma estrutura complexa 

devido às interações inter e intramoleculares dos grupos radicais (CHEN, 1995). As medidas 

de resistência à tração e elongação são geralmente conduzidas de acordo com o método padrão 

de propriedades de tração de filme plástico fino (ASTM, 1993) e utiliza-se um instrumento 

universal de teste mecânico, como o Instron ou o texturômetro TAXT2. 

3.6.7 Porcentagem de Alongamento (Elongation) 

É a relação entre o alongamento do corpo-de-prova e o seu comprimento inicial, 

podendo ser determinada para a situação de ruptura ou no ponto de escoamento (OLIVEIRA 

et al., 1996). Fórmula representada abaixo: 

 

 

 

 

3.6.8 Módulo de Elasticidade ou de Young  

É a relação entre a resistência à tração e a porcentagem de alongamento na região linear 

da curva resistência à tração versus deformação, ou seja na região em que a resposta do corpo-

de-prova ao alongamento é crescente e proporcional à deformação imposta (conhecida como 

região elástica). Em termos práticos o módulo de elasticidade é um indicador da rigidez do 

filme sendo que, quanto maior o módulo, mais rígido é o material. Quando vários materiais são 

comparados quanto à rigidez por meio do módulo de elasticidade devem ser ensaiados 

corpos-de-prova com dimensões idênticas, inclusive na mesma espessura (OLIVEIRA, et al. 

1996). Fórmula representada abaixo: 

 

 

 

 

 

(2) 

(3) 
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3.6.9 Propriedades Mecânicas na Literatura 

Rodríguez et al. (2006) verificou que o glicerol causou diferenças significativas na 

resistência à tração, as moléculas plastificantes interferiram com o filme, diminuindo a tração 

e mobilidade crescente do polímero, promovendo um aumento no alongamento e uma 

diminuição na resistência à tração, o efeito do surfactante na elongação de filmes com glicerol 

depende da concentração de surfactante, assim, a adição de uma quantidade mais baixa de 

tensioativo reduz o alongamento dos filmes. Contudo, quando se eleva o teor de tensoativos um 

aumento significativo no alongamento é encontrado, independentemente do surfactante 

utilizado, resultados semelhantes foram previamente relatados para hidroxipropil-amido 

(Arvanitoyannis et al., 1998), filmes de amido de batata e cevada (Koskinen et al., 1996) e 

posteriormente para filmes de quitosana (Ziani et al., 2008). 

Carneiro-da-Cunha et al., (2009) relatou que houve uma redução na resistência à tração e 

elongação de filmes à base de quitosana quando a concentração do polissacarídeo era 

aumentada. 

Sun et al. (2017) constatou que filmes de quitosana com adição crescente na concentração 

de polifenóis de maçã, acarreta em uma diminuição tanto da resistência à tração quanto 

alongamento na ruptura. 

Martelli-Tosi et al. (2017) realizou tratamento de filmes com base na proteína isolada de soja, 

com adição de palha de soja os filmes não apresentaram melhora nas propriedades mecânicas, 

no entanto, a incorporação de fibras quimicamente tratadaas, promoveram maior resistência à 

tração e módulo de Young, e uma diminuição no alongamento de ruptura, em comparação com 

a película de controle. 

3.7 COLORIMETRIA 

Colorimetria refere-se à ciência e a tecnologia usada para quantificar e descrever (pela ajuda 

de modelos matemáticos), as percepções humanas da cor. A percepção das cores pelos olhos 

não é um processo meramente visual, mas sim psicovisual. A cor é algo que se vê com os olhos 

e se interpreta com o cérebro é o resultado da interação da luz com os materiais. Para a física 

ótica, a cor é definida como um feixe de radiações luminosas com uma determinada distribuição 

espectral. Os materiais transferem a luz que chega a eles de forma que a luz transmitida tem 

diferente distribuição espectral. A composição química e a estrutura do material vão definir a 

capacidade deste de alterar a distribuição espectral da luz (CALVO & DURÁN, 1997). 

A CIE (Commision Internationale de L’Eclairage) definiu os valores triestímulos em função da 

integração da distribuição espectral relativa de potência do iluminante (Sλ), as funções do 
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observador (Xλ,Yλ,zλ) e a função espectral de radiância do objeto (Rλ). Esses valores são 

obtidos aproximadamente, pelo somatório do produto da DEP (Distribuição Espectral da 

Potência), dos valores do observador e dos fatores de refletância com intervalo de medição de 

5 nm e faixa de comprimento de onda de 380nm a 780nm para objetos. Para fontes de luz os 

fatores de refletância não são incluídos. Os diagramas de cromaticidade mostram apenas 

proporções de valores triestímulos (X, Y e Z) e não suas reais magnitudes, eles são aplicados 

estritamente a cores que tem a mesma luminância. Em geral as cores diferem entre si tanto em 

cromaticidade quanto em luminância, e algum método que combine estas variáveis se torna 

necessário. Como os valores X, Y e Z definem um espaço psicofísico que não é real, a CIE 

recomendou o uso de um dos dois espaços de cor alternativos, CIELAB ou CIELUV, que 

incluem em fator de luminância em um plano de cromaticidade (Berns, 2000). 

No espaço psicométrico CIELAB  as  cores  são  descritas  ou  por   luminosidade 

(L*),   coordenada a* (conteúdo do vermelho ao verde) e coordenada b* (conteúdo do amarelo 

ao azul) ou pelo uso de coordenadas cilíndricas de luminosidade (L*), tonalidade (ho) e o croma 

(C*) (Figura 8), relacionadas diretamente com as coordenadas de Munsell (TIANO, 2009). 

Fórmulas do croma (C*) e tonalidade (ho), representado, respectivamente nas fórmulas (4) e 

(5) abaixo: 

 

            (4) 

 
(5) 
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Figura 8 - Diagrama CIELAB no espaço de cor L*a*b * 

 

 

 

Fonte: http://sensing.konicaminolta.com.br/2015/08/compreendendo-o-espaco-de-cor-cie-lch/. 

Acessado em 20 de janeiro. 2017. 

 

3.8 AVALIAÇÃO CITOTÓXICA 

A utilização de testes in vitro, por meio de ensaios de viabilidade celular, constitui o 

primeiro passo para a avaliação da compatibilidade biológica de uma substância e pode fornecer 

elementos importantes para a análise da biocompatibilidade dos diferentes materiais. De 

acordo com o Órgão Internacional de Padronização (International Standard Organization), ISO 

10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade 

de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos, e depois de comprovada a sua não 

toxicidade é que o estudo da biocompatibilidade do produto pode ter continuidade realizando-

se os ensaios necessários em animais de laboratório. Pela exposição de uma cultura celular a 

determinado biomaterial de interesse, é possível caracterizar reações adversas de citotoxicidade 

resultantes de substâncias presentes no ambiente que sejam potencialmente danosas ao 

organismo humano caso sejam assimiladas, ou substâncias sintéticas farmacológicas antes de 

chegarem ao comércio, necessitando de investigação quanto ao nível de risco que possam 

apresentar. A citotoxicidade é basicamente medida pela taxa de crescimento celular (ROGERO 

et al., 2003; FIGUEREDO, 2014). 

Para ser aprovado no teste de citotoxicidade in vitro, um produto não deve ocasionar a 

morte das células nem afetar suas funções celulares. Assim sendo, com o uso de técnicas de 

cultura de células, os testes podem detectar a ocorrência de lise das células, de inibição do 

crescimento celular e de outros efeitos que possam ser desencadeados nas mesmas (DAGUANO 

http://sensing.konicaminolta.com.br/2015/08/compreendendo-o-espaco-de-cor-cie-lch/
http://sensing.konicaminolta.com.br/2015/08/compreendendo-o-espaco-de-cor-cie-lch/
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et al., 2007). 

A análise mais aceita e realizada para verificar citotoxicidade de compostos frente a 

cultura de células é o ensaio de (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina) 

(MTT), baseado em um método colorimétrico que avalia a capacidade de enzimas 

desidrogenases mitocondrial, presentes em células viáveis em converter o sal de brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol, solúvel em água, em cristais de formazan, produto 

insolúvel em água. Os cristais de formazan são solubilizados e a densidade ótica pode ser 

determinada pelo espectrofotômetro UV-visa 595 nm. O número de células viáveis é 

diretamente proporcional à quantidade de cristais de formazan produzidos (SANTOS, 

2014; GALDINO, 2014). Desde a descrição original do teste do MTT por Mosmann 

(NANKIVELL et L., 2003), o mesmo tem sido utilizado em experimentos com cultura de 

células (SOLEZ et al., 2007). 

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relação aos in vivo tais como poder limitar 

o número de variáveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente além do 

período de teste ser, em muitos casos, mais curto. O problema da extrapolação dos dados 

obtidos in vitro para a aplicação clínica dos biomateriais pode ser superado pelo uso de 

materiais de referência apropriados, atualmente em uso em clínicas. Estudos com estes métodos 

demonstraram que os testes com culturas celulares podem ser utilizados com sucesso, pois são 

reprodutíveis, rápidos, sensíveis e financeiramente acessíveis para a execução do estudo de 

biocompatibilidade in vitro (ROGERO et al., 2003). 
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Abstract 

 

Galactomannan membranes extracted from Cassia grandis seeds, containing 

or not lactoferrin (Lf), were characterized by FTIR, color, moisture content (MC), 

solubility, water vapor permeability (WVP), mechanical properties, protein release 

and in vitro cytotoxicity rate on macrophage culture of RAW 264.7 murine lineage. 

The galactomannan membrane FTIR without Lf was similar to that reported in the 

literature, whereas the spectrum of galactomannan membrane containing Lf 

confirmed the incorporation of the protein, both membranes with and without Lf 

showed a strong tendency to whiteness, slightly yellowish appearance and opacity. 

The MC values for Lf-galactomannan membranes were significantly lower than those 

of the Lf-free membrane. The solubility results of both membranes, with and without 

Lf, displayed no statistical differences between them. The WVP for the 

galactomannan membranes, with and without Lf, presented the same magnitude order 

reported in the literature for different polysaccharide membranes. Mechanical 

properties confirmed that membranes with immobilized Lf were more malleable than 

membranes without Lf. The Lf release kinetics confirmed its membrane dispensation. 

Both membranes in concentrations from 3.125 to 25 mg/mL showed no cytotoxicity 

against RAW 264.7 lineage. The results obtained suggest that the galactomannan 

membranes with and without Lf were successfully accomplished, suggesting their 

wide application in the food and health area. 

Keywords: Physicochemical Analysis; Galactomannan; Lactoferrin; Cytotoxicity. 
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1. Introduction 

 

Polymeric biomaterials are among the most used on the medical field. The main 

advantages of polymeric biomaterials include the ease of manufacturing to produce diverse 

forms (particles, films, membranes, wires, among others), secondary processing, reasonable 

cost and oportunity in finding materials with desired mechanical and physical properties for 

specific applications (Pertici et al., 2017). 

Polymers are high molar mass macromolecules formed by the binding of smaller repeating 

units along the main chain. The polymers, whether natural or synthetic, are large molecules 

whose chains are capable of producing continuous matrices, which will influence the 

successful formation of films, membranes and coatings (Momoh et al., 2015). 

Biological origin polymers are abundant and their degradation products are biocompatible and 

non-toxic, which makes them safe for use in biomaterials structure. Moreover, they are 

affordable and obtained from renewable sources, widely used in pharmaceutical technology, 

taking into consideration their different functions: controlled release of active principles, both 

hydrophilic and lipophilic, tissue penetration, intercellular distribution and molecular 

recognition. In behalf of so many peculiar characteristics, different modern systems based on 

natural polymers and encapsulation of active principles are implemented for drugs 

administration, which can target: tumors, bacterial or viral infections, inflammations, neural 

disorders and genetic diseases. Among polymer uses are: liposomes, niosomes, polymer 

nanoparticles, membranes, films, micelles, dendrimers, nanogels, capsosomes and artificial 

polymeric cells (Liechty et al., 2010; Shaik et al., 2012; Vilar et al.,2012; Mogosanu et al., 

2014; Kumar et al., 2016). 

Among natural polymers, polysaccharides have been used as an alternative material for 
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the development of non-toxic films and membranes that can be used in different applications, 

such as wound dressings in alginate based films (Momoh et al.,2015), chitosan (Kato et al., 

2003) and policaju (Monteiro et al., 2007), as a result of their adhesion capacity and controlled 

release of biomolecules. 

The galactomannan polysaccharides type are polymers formed by a linear chain of β-1,4-D-

mannopyranose units replaced by α-1,6-D-galactopyranose binder units, obtained from 

microbial sources, especially from plants, which play reserve function and whose main source 

is the seeds endosperm, notably the Leguminosae family members (Antoniou et al, 2015; 

Merlini et al., 2015). Galactomannan is a globally known polysaccharide widely used as a 

thickening, flocculating, gelling, stabilizing, emulsifying and film forming agent in the food, 

cosmetics, textile, pharmaceutical and biomedical industries (Cerqueira et al., 2011; Bento et 

al., 2013). Galactomannan based films were applied as support for Concanavalin A 

immobilization, in immunological experiments, evaluating interactions between 

polysaccharides, proteins and dengue virus (Valenga et al., 2011); and release of polymyxin 

B, antibiotic, based on galactomannan aerogels (Campia et al., 2017).The galactomannan 

extracted from Cassia grandis seeds of, a typical Brazilian tree, was previously characterized 

by Albuquerque et al. (2014), indicating galactomannan as an alternative source for 

conventional galactomannans, due to its ability to exhibit liquid and gel behavior, suggesting 

that it may be useful in various biotechnological applications. Immobilization of bioactive 

compounds in films based on Cassia grandis galactomannan, analyzing their influence on its 

physicochemical properties (Albuquerque et al, 2017.); Lactoferrin is the second most prevalent 

protein in human milk, with higher concentrations in colostrum. 80 kDa iron- binding 

glycoprotein of the transferrin family is composed of a single polypeptide with two globular 

lobes located in the terminal regions, called the C (acetyl) and N (amino) lobes, which are 

connected by an α-helix, each lobe containing a binding site. Each of them consists of two sub 
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lobes called N1, N2, C1 and C2 (Chierici and Vigi, 1994; Steijns and Hooijdonk, 2000; Ochoa 

and Cleary, 2009; Garcia-Montoya et al., 2012). Lactoferrin has numerous biological functions 

as anti-carcinogenic, anti-inflammatory, anti-bacterial, antiviral, antifungal, 

immunomodulating effect and inhibitor of free radical formation (Habib et al., 2013; Bokkhim 

et al., 2013; Embleton et al. ., 2013). 

Several studies have reported the immobilization of Lf (Zhao et al, 2015;. Bokkhim et al, 

2016;.. Xu et al, 2017), nevertheless immobilization of these bioactive compounds in 

galactomannan based films is emerging as an effective means for biotechnological application 

in food and pharmaceutical industries, since it can be an alternative, for example, to individuals 

with cutaneous wounds. 

The aim of this work was to produce and characterize galactomannan-based membranes, 

extracted from Cassia grandis seeds, with or without lactoferrin incorporated, through the 

parameters of by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), color, moisture content, 

solubility, water vapor permeability (WVP) and mechanical properties, as well as in vitro 

cytotoxicity on RAF 264.7 murine macrophages culture. 

 

2. Material and methods 

2.1 Material 

 

C. grandis pods were collected at the rural zone of Pernambuco state, in the city of 

Angelim (Brazil), in July 2015. Ethanol (99.8%), acetone (PA) and sodium chloride were 

obtained from Vetec Fine Chemicals Ltda. (Brazil). LF was obtained from DMV International 

(USA). All other reagents were of analytical grade. 

2.2. Membrane preparation 
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The galactomannan contained in C. grandis seeds was obtained according to Albuquerque 

et al. (2014), with an extraction yield of 36 ± 8% and a composition of 71.0% mannose and 

29.0% galactose. Briefly, the purification process was performed by immersion of the pods of 

C. grandis in distilled water at 25 ◦C for 18 h; the pods were then separated in a half part, 

revealing the seeds, which were removed and dried until reaching a constant weight. The dry 

seeds were boiled in distilled water 1:5 (w/v) at 100 ◦C for 1 h for enzyme inactivation and 

maintained in water by 18 h at 25 ◦C to facilitate the hull removal. After that, the hull was 

removed and the residual was triturated in a blender with 0.1 M NaCl 5% (w/v) at 25 ◦C, 

filtered through a veil tissue and after using a screen-printing cloth, and precipitated with 46% 

ethanol 1:3 (v/v) for 18 h. The white precipitate obtained was washed with 100% ethanol 1:3 

(w/v) for 30 min and two times with acetone 1:3 (w/v) for 30 min, filtered on screen printing 

cloth between each washing. The precipitate was dried until constant weight, milled and finally 

called galactomannan. 

The membrane forming solutions were prepared in distilled water with 0.6% (w/v) 

ofgalactomannan and 0.2% (v/v) of glycerol, maintained under magnetic stirring (500 rpm) for 

18h, at room temperature (20 ± 2 ◦C), and finally called membrane A. Galactomannan and 

glycerol concentrations were chosen based on preliminary analyses (results not shown). Lf (0,5 

mg/mL for membrane B) were added to the membrane forming solutions (w/v), and left under 

magnetic stirring (500 rpm) for 2h, at room temperature (20 ± 2 °C). A constant amount (15 

mL) of each obtained membrane forming solutions was cast onto a 90 mm diameter polystyrene 

Petri dish. The films were then dried in an oven at 33 ºC ± 2 °C for 9h and maintained at 20 ºC 

and 54% relative humidity (RH) until further characterization. 

 

2.3. Film thickness 

 

Film thickness was measured with a digital micrometer (No. 293–561, Mitutoyo, Japan). 
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Five different randomly chosen points were performed on each film and the mean values were 

used in the calculations of water vapor permeability (WVP) and mechanical properties. 

 

2.4. Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy 

 

The films were characterized by Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy on a 

Bruker FT-IR VERTEX 80/80v (Boston, USA) in Attenuated Total Reflectance mode (ATR) 

with a platinum crystal accessory between 400 and 4000 cm-1, using 16 scans at a resolution 

of 4 cm-1. Data analysis was performed with GraphPad Prism 5.00.288 (GraphPad Software, 

Inc., San Diego, CA, USA). 

 

2.5. Colour and opacity 

 

The colour and opacity were determined using a digital colorimeter (Konica Minolta, 

model Chroma Meter CR-400, Osaka, Japan) calibrated at illuminant C with a white standard. 

The parameters determined were L* (L* = 0 [black] and L* = 100 [white]), a* (-a* = greenness 

and + a* = redness) and b* (-b* = blueness and + b* = yellowness). These parameters are the 

ones recommended by the International Commission on Illumination (Bible and Shinga, 1993). 

The films were whitish and not completely opaque, and their opacity was calculated as the 

ratio between the opacity of each sample on the black standard (Yb) and the opacity of each 

sample on the white standard (Yw). Five measurements were determined at random Yb and Yw 

and an average of them were used for calculations. The experiment was done in triplicate and 

the results were expressed as percentage: Y (%) = (Yb/Yw) . 100. 

 

2.6. Moisture content 

 



58 

  

The moisture content (MC) was expressed as the percentage of water removed from the initial 

mass sample. MC was determined gravimetrically by drying the films at 105 °C in an oven with 

forced air circulation for 24h. The experiments were performed in triplicate and the results were 

expressed as media +/- standard deviation. 

2.7. Solubility 

 

The measurement of solubility was determined according to Gontard, Duchez, Cuq, & 

Guilberts (1994). Triplicates of each film were cut with a circular mould of 2 cm diameter, 

weighted and dried at 105 °C in an oven for 24h. After reweighting, the films were placed in 

cups with 50 mL of distilled water, sealed over with parafilm and homogenized at 60 rpm for 

24h. The non-soluble part of each film was dried at 105 ºC for 24h and weighted again. 

 

2.8. Water vapour permeability 

 

The measurement of water vapor permeability (WVP) was determined gravimetrically based 

on ASTM E96-92 method (McHugh et al., 1993; Guillard et al., 2003). The film was sealed on 

the top of a permeation cell containing distilled water (100% RH; 2337 Pa vapor pressure at 20 

ºC), placed in a desiccator at 20 ºC and 0% RH (0 Pa water vapor pressure) containing silica. 

The cells were weighted at intervals of 2h for 10h. Steady-state and uniform water pressure 

conditions were assumed by maintaining the air circulation constant outside the test cell by 

using a miniature fan inside the desiccator (McHugh et al., 1993). The slope of weight loss 

versus time was obtained by linear regression. Three replicates were made for each sample. 

The results were expressed as media +/- standard deviation. 

2.9. Mechanical properties: Young´s modulus, tensile strength and elongation break 

 

Young´s modulus (YM), tensile strength (TS) and elongation break (EB) were measured 

using a TA.HD plus Texture Analyzer (Serial RS232, Stable Micro Systems, Surrey, UK) 
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following the guidelines of ASTM D 882-02 (2010). According to the ASTM standard, film 

strips with a 100 mm length and a width of 20 mm were used and the average film thickness 

was measured as previously described in section 2.3. The initial grip separation was set at 100 

mm and the crosshead speed was set at 5 mm min-1. YM was related as the slope of the elastic 

region in a plot of stress x strain. TS was expressed in MPa and was calculated by dividing the 

maximum load (N) by the initial cross-sectional area (m2) of the specimen. EB was calculated 

as the ratio of the final length at the point of sample rupture to the initial length of a specimen 

(100 mm) and expressed as a percentage. At least six replicates were performed for each 

sample. The results were expressed as media +/- standard deviation. 

2.10. Release Assay 

 

For release assays, membranes (A) and (B) in solution before drying with 28 ml were kept 

in contact with phosphate buffer solution (pH 7.4) 28 ml, and every 1 h during 15 h , 1 mL 

aliquots were separated for protein quantification (Smith et al., 1985). For each volume 

removed through the test, the same amount was restored. Protein determinations were 

performed in triplicate (expressed as mean ± standard deviation) readings were performed in a 

spectrophotometer used for construction of the release curve as a function of time. 

 

2.11. Cytotoxic activity 

 

Cytotoxic activity was performed using the MTT method of 3-(4,5-dimethylthiazol- 2-

yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide (Alley et al., 1988; Mosmann, 1983). The normal cell 

lineage used was RAW 264.7 (murine macrophages) maintained in DMEM culture medium. 

The media were supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% antibiotic solution 

(penicillin and streptomycin). Cells were kept in an oven at 37 ° C in a humidified atmosphere 

enriched with 5% CO2. 
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RAW 264.7 cells (105 cells / ml) were plated in 96-well plates and incubated for 24 h. 

Subsequently, 5 different samples were tested: samples of pure galactomannan (GAL), 

incorporated galactomannan and lactoferrin (GAL + LAC), galactomannan with the addition of 

glycerol (GAL + GLI), pure glycerol (GLI) and pure lactoferrin (LF), dissolved in DMSO and 

added to the wells with final concentration adjustments of 3.125 to 25 μg/mL. After 72 h of 

reincubation, 25 μl of MTT (5 mg / ml) was added and after 3 h of incubation, the MTT culture 

medium was aspirated and 100 μl of DMSO was added to each well. The absorbance was 

measured on a microplate reader at 560 nm wavelength. 

 

 

2.12. Statistical analyses 

 

Statistical analyses were performed using Analysis of Variance (ANOVA) and linear 

regression analysis. The Tukey test (ρ<0.05) was used to determine any significance of 

differences between specific means (GraphPad Prism 5.00.288, GraphPad Software, Inc., San 

Diego, CA, USA). 

 

3. Results and Discussion 

 

3.1. FTIR 

 

FTIR was used to evaluate possible chemical interactions between Lf and the membrane 

matrix and possible changes on their structure (Figure 1). The galactomannan membrane had a 

FITR spectrum similar to that obtained by Albuquerque et al. (2014), confirming that the 

membrane (A) has exclusively polysaccharide purified from f C. grandis seeds; however, 

particular differences were observed for membranes containing immobilized Lf. In general, all 

membranes showed a broad band between the regions 3100-3500 cm-1, which represents the O-
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H stretch vibration formed by hydroxyl groups of galactomannan and water involved in 

hydrogen bonding. Additionally, a wide band around 2800 - 3000 cm-1, attributed to C-H 

stretching vibration, is also presented in all samples (Yuen et al., 2009). The membrane with of 

lactoferrin was recognized to have an intensity of O-H stretch vibration similar to the 

galactomannan membrane (A) used as control. The peak near 1000 cm-1 corresponds to the C-

O stretching vibration at C-O-C bonds and appears in all films previously studied (Pelissari 

et al., 2009), while the anomeric region (950-700 cm-1) and peaks close to 870 and 810 cm-

1 are representative of α-D-galactopyranose and β-D- mannopyranose units, respectively (Yuen 

et al., 2009). According to the literature (Figueiró et al., 2004) the signals at 1650 and 1550 cm-

1 are assigned to the axial deformation of CO bond (amide I) and the angular deformation of 

the connecting NH (amide II) proposed for protein identification. These peaks can be clearly 

seen in membranes having incorporated Lf. 
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FIG. 1. FTIR spectrum of the Galactomannan (A) and Galactomannan with 

incorporated lactoferrin (B) 

 

 

3.2. Colour and opacity 

 

Pharmaceutical or food industry products require color and opacity analyzes for consumer 

acceptance of products. Table 1 shows the color and opacity parameters of the films. All the 

studied films were bright with a strong tendency towards whiteness, as presented by the values 

of coordinates L*, and a yellowish aspect represented by the coordinate b*; both membranes 

were slightly opaque (Y%). Lactoferrin did not significantly 

1000 C-O 

 

3100-3500 O-H 810-870 

2800-3000 C-H 

α-D- galactopiranose 

β-D-manopiranose 

 

1550 N-H (amida II) 

1650 C-O (amida I) 



63 

  

 

alter the membranes color and opacity parameters (p> 0.05), confirming that, due to the use 

of small concentrations, they did not alter their colorimetry. These results are in agreement 

with preparations of galactomannans previously reported in the literature (Cerqueira et al., 

2010, Cerqueira et al., 2010, Martins et al., 2010, Albuquerque et al., 2017). 

 

Table 1 

 

Colour parameters L* (luminosity), a* (-a* = greenness and + a* = redness), b* (−b* = 

blueness and + b* = yellowness) and Y (opacity) for the galactomannan membrane 

and galactomannan with lactoferrin. 

Membranes L* a* b* Y (%) 

Galactomanana 96.00 ± 0.35a 0.46 ± 0.02a 5.107 ± 0.32a 11.77 ± 0,21a 

Galactomanana 

+ lactoferrina 
96.32 ± 0.30a 0.54 ± 0.01a 4.860 ± 0.15a 12.05 ± 0.33a 

 

Equal superscripts letters in the same column indicate no statistically significant difference (p> 

0.05). 
 

 

3.3. Moisture content (MC), solubility (Sol), water vapor and permeability (WVP) 

 

Membrane moisture-binding potential can affect physical and barrier properties, so 

knowledge of the membrane matrix content and affinity to water is a key parameter when 

choosing a membrane for specific applications (Kowalczyk et al., 2015). This analysis is crucial 

for an understanding of polymeric membranes behavior, since water is present in both the 

membrane and possible support structures. When a certain material is exposed to 

humidity, it loses or gains water to adjust its own moisture to a condition of equilibrium with 

the environment (Bona, 2007; Moreira, 2007). 

Table 2 shows the values of moisture content (MC), solubility and water vapor 

permeability (WVP). The results displayed that the MC of the lactoferrin membrane 
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incorporated presented a significant reduction (p <0.05) compared to the membrane without 

galactomannan lactoferrin. Bourbon et al. (2011) reported that the incorporation of bioactive 

compounds into chitosan films led to an increase in MC, however this increase was not 

significant for Lf films. Our results showed that Lf incorporation decreased the MC, which may 

be explained by the fact that Lf has hydrophobic and hydrophilic regions on its conformation, 

which is consistent with preliminary results (Albuquerque et al., 2017). Lf has a net positive 

charge when in neutral pH (Teo et al., 2015) with a hydrophobic domain (Sinha et al., 2013), 

as well Lf in the galactomannan membrane can have reduced the availability of hydroxyl 

groups, lowering the interaction with water, resulting in a decline of MC values. Another 

explanation for hydroxyl groups availability of and minor interaction with water on 

galactomannan membranes was analyzed by Antoniou et al. (2015), who worked with gum- 

tare films, reporting the compounds addition influence on MC. 

The solubility results showed that Lf addition of to the galactomannan membrane did not 

alter its solubility significantly (p <0.05), table 2. This parameter defines possible 

applicationsfor the material, since a high solubility does not make the membrane unviable, as 

it may be necessary, in case of membranes that need to be submitted to water contact during 

processing or final use. Müller et al. (2008), demonstrated that solubility is influenced by the 

type and concentration, these authors found that glycerol and sorbitol (-OH) groups increased 
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the film solubility values, a fact that can be explained by galactomannan membranes high 

solubility, with and without incorporated Lf, but also the proportion and distribution of galactose 

units along the mannan chain may play an essential role in galactomannans water content. The 

solubility in water tends to increase with increasing galactose content for galactomannan M/G 

(Jouki et al., 2013, Dos Santos et al., 2015). The membranes solubility values gathered were 

higher than those reported by Antoniou et al. (2014), for gum-tare with glycerol influence. 

Cerqueira et al. (2012) reported the influence of different concentrations of glycerol on 

solubility, endorsing that the membranes prepared on the present work, due to its similar 

glycerol concentrations, did not present significant alterations. The galactomannan extracted 

from seeds of C. grandis used in this work has a mannose / galactose ratio (2.44: 1). This molar 

ratio, and the presence of glycerol, may have influenced galactomannan membrane structure, 

explaining the differences acquired for MC and high solubility when compared to other 

galactomannan membranes and films. 

WVP perform an important role in medical and food products, and are used in a wide 

variety of products, are one of the most important properties for membranes and films. The test 

provides information on water vapor transmission and membranes barrier capacity. The 

polymeric film barrier capability information is essential for polymers selection for producing 

controlled drug because the coating should protect the formulation from moisture in the 

environment during storage (Ribeiro et al., 2016). The WVP membranes values showed 

positive results as it relates to membranes produced with polysaccharides (Table 2). 

Albuquerque et al. (2017) reported similar results on galactomannan films immobilized with 

bioactive compounds. According to Antoniou et al. (2014), the hydrophilicity high degree 
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attracts water to the membrane matrix contributing to create regions of greater water mobility, 

with larger inter-chain distances on galactomannan, reason this can be attributed to present 

results galactomannan membranes containing or not incorporated lactoferrin. 

Table 2 

 

Moisture content (MC), solubility, and water vapour permeability (WVP). Galactomannan 

membranes with and without incorporated lactoferrin. 
 

 

Membranes 
 

MC (%) 
 

Solubility (%) 
WVP x 10-7 

(gh-1 m-1 Pa-1) 

 

Galactomannan 
 
21,33 ± 0,66a 

 
92,00 ± 2,18a 

5,84 ± 0,77a 

Galactomannan + lactoferrin 
 

14,67 ± 2,02b 

 

98,67 ± 7,78a 

 

6,97 ± 1,14a 

Equal superscripts letters in the same column indicate no statistically significant difference (p> 

0.05). 

 

 

3.4. Mechanical properties 

 

The mechanical properties, including Young's modulus (YM), tensile strength (TS) and 

elongation to bleak (EB), (depend on the composition and nature of membranes and films 

(Vieira et al, 2011). The materials mechanical properties determine their response to external 

mechanical influences, being associated with the capacity to develop reversible and irreversible 

deformations, as well to present resistance to fracture (Fakhreddin Hosseini et al., 2013). The 

measurement of these properties allow to predict how the material will behave under different 

processing conditionsTable 3 shows the mechanical of membrane (A) and (B). YM is a 

measure of a sample stiffness and a decrease in this value means a reduction of membrane 

stiffness, i.e., YM reduction increases film deformability (Saurabh et al., 2013). Membranes 

with incorporated (Lf) presented a statistically significant difference (p <0.05) for YM when 

compared to membrane without (Lf), the membrane with bioactive compound incorporated 
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presented a lower tenacity when compared to membrane without (Lf). Albuquerque et al. (2017) 

obtained opposite results demostrating that lactoferrin addition increases YM, this data may be 

related to higher concentration of galactomannan and (Lf) in the samples. 

TS indicates the maximum tensile stress the membrane can sustain. It is a parameter related 

to the chemical structure of the membrane and strongly depends on its composition, being 

influenced by: water, plasticizers, surfactants and bioactive compounds immobilized in the 

membrane matrix (Bourbon et al., 2011). Membranes (A) and (B) showed no statistical 

differences (p> 0.05) on TS values, the result can be attributed to similar concentrations of 

glycerol in both membranes production. Similar results were reported by Cerqueira et al. 

(2009), with TS values ranging from 2.56 to 3.96 MPa. 

EB is related to the membrane flexibility, is the increase in length, expressed as a 

percentage, which occurs before the break under tension. The results show that the Lf 

membrane obtained significant results (p <0.05), they were more flexible than the membrane 

(A). Muscat et al. (2012) analyzed that starch-based films with high plasticizer content reduced 

the intramolecular attraction forces between the starch chains, promoting the formation of 

hydrogen bonds between the plasticizer and starch molecules, resulting in greater flexibility and 

subsequently decreasing tensile strength, a fact that can be compared to Lf addition in the 

membrane matrix also increasing its flexibility. Abugoch et al. (2011) found 
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that by adding quinoa protein to chitosan formulation, increased EB values similarly to 

membrane (B) of the present study. Chitosan films displayed significantly higher EB values 

compared to films produced with other biopolymers such as wheat gluten, maize zein protein 

and soy protein isolate, suggesting that the type of polysaccharide and component used in its 

matrix may modify this parameter (Cunningham et al., 2000). 

 

Table 3 

 

Effect of concentration on Young’s modulus (YM), tensile strength (TS) and elongation break 

(EB) of the membranes galactomannan (A) and Lf 0,5 mg/ml (B). 
 

Membranes 
Young’s 

Modulus 

(Mpa) 

Tensile 

Strenght 

(Mpa) 

Elongation 

Break 

(%) 

Galactomannan 0.98 ± 0.09a 2.64 ± 0.52a 5.75 ± 0.50a 

Galactomannan + 

lactoferrin 
0.37 ± 0.01b 2.78 ± 0.17a 13.05 ± 0.44b 

Equal superscripts letters in the same column indicate no statistically significant difference 

(p> 0.05). 

 

 

3.4  Protein release 

 

The results of the release assays confirmed that the protein Lf has the ability to release 

from the polysaccharide matrix of the membrane, thus being able to perform its various 

functions. Over a period of 15 hours more than 85% of protein release was confirmed (Figure 

2), showing that the membrane is a highly effective vehicle, trapping Lf as release over time. 

Based on the methodological concepts and protocols used for low molecular weight drug 

release studies in coatings (Müller and Keßler, 2012; Torger et al., 2013; Müller et al., 2015), 

the release of protein (Lf) , Of the galactomannan membrane. 



69 

  

 

 
 

FIG. 2. Protein release % (Lf) as a function of time in hours. 

 

 

3.6 In vitro cytotoxicity 

 

The use of in vitro tests, by cell viability assays, is the first step to evaluate the substance 

biocompatibility and can provide important elements for the biocompatibility analysis of 

various materials. The cytotoxicity assessment is very important for membranes with possible 

applications on dressing wounds, analyzes with polysaccharides from different sources is 

extremely important, especially when they need to   be in contact to the internal body 

environment in order to exercise their functions. The MTT assay is frequently used to assess in 

vitro cytotoxicity of polymeric components. It is a fast and effective method for testing the 

mitochondrial impairment correlating very well with cell proliferation. It is based on tetrazoline 

(3- (4,5-dimethylthiazol-2yl) -2,5-di-phenylbromide) (MTT), colorimetric method which 

assesses the ability of mitochondrial dehydrogenases enzymes present in viable cells to convert 

the water-soluble 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazole bromide salt into 

formazan crystals, a water insoluble product. 
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The cell viability of the constituents (LF), (GAL), (GLY), (GAL + GLY) and (GAL+ 

LF) used for membranes (A) and (B) production were tested in proportions of 3.125 μg / mL 

at 25 μg / ml, in RAW 264.7 cells (Fig. 3). According to GB/T 16886.5-2003 (ISO 10993-5: 

1999), samples with cell viability greater than 75% can be considered non-cytotoxic. The results 

for all samples tested reported greater cell viability than 100%, this indicates that there is no 

cytotoxicity to the membranes compounds.  

Membranes (A) and (B) showed no reduction in cell viability independent of 

concentration. Gaoxing et al. (2016) assessed the cytotoxicity of polysaccharide extracted 

from Pleurotus eryngii, confirming a reduction in cell viability. Liang et al. (2014) reported the 

effects of red seaweed polysaccharide and derivatives in cell viability by noting that the 

concentration clearly influenced cell viability; Ogunjimi et al. (2017) analyzing Delonix- based 

nanoparticles with perspective of ocular use, a galactomannan polysaccharide extracted from 

the endosperm of the Delonix regia plant, verified that the nanoparticles were not cytotoxic. 

Data from the MTT assays revealed that no significant differences were observed 

between the tested and control groups for RAW 264.7 cells. Cells grew very well after exposure 

of the samples. Therefore, the constituents of membranes may be considered biocompatible. 

 

 

Figure. 3. Cell viability of the constituents of membranes (A) and (B), (LF), (GAL), 

(GLY), (GAL + GLY) and (GAL + LF). 
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4 Conclusions 

 

Lactoferrin can be added to galactomannan-based membranes maintaining its main 

structure without significantly altering the results of: WVP, solubility and color of membranes. 

The incorporation of lactoferrin decreased the membranes stiffness and increased its elasticity 

leading to a mobility improvement. 

Lf immobilization on galactomannan membranes may be valuable for a large number of 

applications. For example, in the pharmaceutical field, galactomannan with immobilized Lf can 

be tested as a candidate for wound dressing by combining the polysaccharide physicochemical 

properties and the protein excellent biological activities. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O polissacarídeo contido nas sementes de Cassia grandis foi eficientemente extraído, 

apresentando rendimento de 36% ± 8. O FITR confirmou que a membrana composta apenas 

por galactomanana, está em uniformidade com outros trabalhos, apresentando exclusivamente 

polissacarídeo purificado a partir de sementes de C. grandis, também foi confirmado a presença 

de Lf nas membranas com a proteína incorporada. As propriedades fisico-químicas: WVP, 

solubilidade e cor, não apresentaram diferenças significantes quando se adicionou a Lf as 

membranas de galactomanana, mas apresentaram características particulares para várias 

aplicações biotecnológicas. As propriedades mecânicas revelaram que membranas com Lf 

incorporada apresentam aspectos menos rígido e mais elastico, melhorando assim sua 

mobilidade quando comparado a membrana sem a proteína incorporada. Os ensaios de 

libertação proteica, mostraram que a Lf consegue ser libertada gradualmente da matriz 

polissacarídica. Quanto a citotoxicidade, as células cresceram muito bem após exposição das 

amostras. Portanto, os constituintes das membranas podem ser considerados biocompatíveis. 

Em conclusão, os resultados obtidos sugerem um potencial de aplicação biotecnológica das 

membranas contendo Lf incorporada, com possibilidade de aplicação nas indústrias alimentícia 

e farmacêutica. 
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