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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os processos diretos e seqiienciais nos
tempos de 1, 2, 3, 4, 6, 24 e 48 horas das extracdes de galactomananas de sementes de
bracatinga — GM (Mimosa scabrella), barbatimdao — GS (Stryphnodendron
adstringens) e guapuruvu — GG (Schizolobium parahybae). A eficiéncia das extracdes
foi avaliada através das andlises por cromatografia de exclusdo estérica de alta
performance (HPSEC) acoplada aos detectores de espalhamento de luz laser com
multidngulos (MALLS), indice de refracdo (RI) e viscosimétrico (VIS), (HPSEC-
MALLS/IR/VIS). As extracoes diretas de galactomananas de bracatinga apresentaram
relacdo manose:galactose que variou de 1,1:1 a 1,2:1, para os polissacarideos de
barbatimdo a variacado foi de 2,0:1 a 2,6:1, enquanto para as extragdes de guapuruvu a
variacdo foi de 2,2:1 a 2,6:1. Para as extracOes seqilienciais, a variacdo de
galactomananas de bracatinga foi de 1,1:1 a 1,2:1, as galactomananas de barbatimdo
variaram de 2,0:1 a 2,3:1 e para os polissacarideos de guapuruvu a variagdo ocorreu
entre 2,5:1 e 4,2:1. As extragOes diretas correspondentes aos tempos de 1 hora
(GM1d), 6 horas (GS6d) e 2 horas (GG2d) para bracatinga, barbatimio e guapuruvu,
respectivamente, foram as fragdes que apresentaram a melhor eficiéncia nos processos
de extracdo, considerando rendimento e resultados obtidos por HPSEC-
MALLS/RI/VIS, tais como massa molecular ponderal média (My), indice de
polidispersdo (M,/M,), raio de giro (R,), taxa de recuperacdo (%) e viscosidade
intrinseca ([n]w). Os rendimentos e valores de M,, das extracdes escolhidas resultaram
em 22,2% e 1,08x10° g/mol, 18,3% e 1,15x10° g/mol e 24,9% e 0,94x10° g/mol
respectivamente para GM1d, GS6d e GG2d. Os valores de M, encontrados
corresponderam aos maiores valores de R, e [n],, na maioria das extragdes analisadas.
As distribui¢des de massas moleculares apresentaram concordancia com os resultados
de My, pois evidenciaram elevadas massas moleculares nos tempos iniciais e
degradacdo principalmente nos tempos de 24 e 48 horas de extracdo. Os resultados
para as extracdes diretas de 24 horas apresentaram as variagdes de 1,5x10° a 7x10°
g/mol para bracatinga, 9x10* a 5,5x10° g/mol para barbatimao e 2x10* a 3x10° g/mol
para guapuruvu. Os resultados obtidos permitiram verificar que cada fonte vegetal de
galactomanana apresenta um tempo de extracdo direta eficaz relativa ao rendimento,
ao comportamento macromolecular em solugdo e as caracteristicas fisico-quimicas. Os
resultados também favoreceram a aplicacdo industrial desses polissacarideos como
potenciais fontes de galactomananas.

Palavras-chave: galactomanana, extracdo, Mimosa scabrella, Stryphnodendron
adstringens, Schizolobium parahybae, cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC)



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the extraction of galactomannans from seeds of (Mimosa
scabrella) - GM, (Stryphnodendron adstringens) - GS and (Schizolobium parahybae) -
GG in direct and sequential processes at the time 1, 2, 3, 4, 6, 24 and 48 hours. The
efficiency of extraction was assessed through the analysis of high performance size
exclusion chromatography (HPSEC) coupled to the multiangle laser light scattering
(MALLS), refractive index (RI) and viscometric (VIS) detectors, resulting HPSEC-
MALLS/RI/VIS. The direct extraction of M. scabrella galactomannans presented for
mannose:galactose ranged from 1.1:1 to 1.2:1, for the polysaccharides of S.
adstringens range was 2.0:1 to 2.6:1, while for the extraction of S. parahybae range
was 2.2:1 to 2.6:1. For sequential extractions, the variation of M. scabrella
galactomannans was 1.1:1 to 1.2:1, the S. adstringens galactomannans ranged from
2.0:1 to 2.3:1 and the S. parahybae polysaccharides variation occurred between 2.5:1
and 4,2:1. Extractions corresponding to direct time of 1 hour (GM1d), 6 hours (GS6d)
and 2 hours (GG2d) for M. scabrella, S. adstringens and S. parahybae, respectively,
were the fractions that presented the best efficiency in the extraction process,
considering yield and results obtained by HPSEC-MALLS/RI/VIS, such as molecular
weight average (M,,), polydispersity (My/M,), radius of gyration (R,), recovery rate
(%) and intrinsic viscosity ([n]y). Yield and M,, values of the chosen extraction
resulted in 22.2% and 1.08 x106 g/mol, 18.3% and 1.15 x106 g/mol and 24.9% and
0.94 x106 g/mol respectively for GM1d, GS6d and GG2d. The values of My, found to
the highest values of R, and [n],, in most samples. Distributions of molecular weight
have agreed with M,, because showed the highest values for molecular weights at the
initial extraction times and degradation especially at 24 and 48 hours of extraction
times The results for the 24 hours direct extractions showed variations of 1,5)(105 and
7x10° g/mol for M. scabrella, 9x10* and 5,5x10° g/mol for S. adstringens and 2x10*
and 3x10° g/mol for S. parahybae. The results obtained ensured that each plant source
of galactomannan presents an effective time direct extraction on the performance, on
its macromolecules in solution behavior and its physical-chemical properties. The
results also had favored the industrial application of these polysaccharides as potential
sources of galactomannans.

Keywords: galactomannan, extraction, Mimosa scabrella, Stryphnodendron
adstringens, Schizolobium parahybae, size exclusion chromatography (SEC)
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1. INTRODUCAO

As galactomananas sido polissacarideos extraidos geralmente do endosperma
das sementes de diferentes espécies da familia Leguminosae e que tém grande
aplicacao industrial, especialmente nos ramos petroquimico, farmacéutico, cosméticos,
papel, tecidos, minério, explosivos (SRIVASTAVA, KAPOOR, 2005) e alimentos.
Especificamente neste ultimo, sd3o comumente utilizados como espessantes,
estabilizantes e substitutos de gorduras em sorvetes, molhos, dentre outros produtos
alimenticios (POLLARD, FISHER, 2006), além de proporcionarem melhoramento nas
caracteristicas organolépticas dos produtos (SHIRANI, GANESHARANEE, 2009).

Atualmente, as tendéncias industriais exigem a introdu¢do de fontes
alternativas de polissacarideos, portanto, ¢ fundamental a busca de fontes renovaveis,
de fécil acesso pela abundancia das espécies vegetais e baixo custo (CERQUEIRA,
2009; JOSHI, KAPOOR, 2003).

As galactomananas procedentes de fontes originadas na America Latina sdo
pouco utilizadas industrialmente, apesar da biodiversidade da flora local e do clima
favoravel para sua produgdo ou para o desenvolvimento das espécies nativas (AZERO,
ANDRADE, 2002). No Brasil a importacdo de polissacarideos supera a exportacdo e
apresenta um custo médio superior (CUNHA, PAULA, FEITOSA, 2009).

Entre os anos de 2003 e 2007, a importacdo das principais galactomananas
utilizadas comercialmente, guar e alfarroba, atingiu mais de 10 mil toneladas, o
equivalente a valores superiores a 20 milhdes de doélares (CUNHA, PAULA,
FEITOSA, 2009).

A bracatinga (Mimosa scabrella), o barbatimdao (Stryphnodendron
adstringens) e o guapuruvu (Schizolobium parahybae) sdao leguminosas nativas
brasileiras, que apresentam, no endosperma de suas sementes, galactomananas que
variam quanto a freqiiéncia do substituinte galactose. A relacdo manose:galactose
(Man:Gal) de bracatinga, guapuruvu e o barbatimao € de aproximadamente 1,1:1; 3:1 e
1,5:1, respectivamente (GANTER et al., 1995). As galactomananas das referidas

espécies tém estrutura quimica j4 estabelecida pelo grupo de Carboidratos Vegetais do
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Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana
(GANTER et al., 1991; GANTER et al., 1992; REICHER et al., 1992; GANTER et
al., 1993).

A razdo manose:galactose (Man:Gal) proporciona variacdes de tamanho
molecular e estrutura entre as galactomananas oriundas da mesma espécie ou espécies
diferentes, e este fator caracteriza as propriedades funcionais das galactomananas em
dispersdes aquosas. Esta relacdo depende tanto da fonte vegetal quanto do método de
extracdo utilizado. O grau de substituicdo das galactomananas afeta a solubilidade do
polissacarideo em &4gua e € determinante quanto a capacidade das moléculas
interagirem entre si € com outros polissacarideos (MCCLEARY, 1981; LARIZADOU,
BILIADERIS, IZYDORCZYK, 2000; SECOUARD, GRISEL, MALHIAC, 2006).

Tendo em vista a influéncia do tamanho molecular destas macromoléculas nas
propriedades funcionais e conseqiiente aplicacdo industrial, esse trabalho avaliou as
propriedades fisico-quimicas das galactomananas extraidas de sementes de bracatinga,
guapuruvu e barbatimdo a partir de diferentes métodos de extracdo visando a

otimizacdo da obtencao desses polissacarideos.

1.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar o processo de obtencdo de galactomananas de bracatinga (Mimosa
scabrella), barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) e guapuruvu (Schizolobium
parahybae) comparando os produtos obtidos em diferentes tempos de extracdo através
de andlises por cromatografia de exclusdo estérica de alta performance com

multidetec¢ao (HPSEC-MALLS/IR/VIS).
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Extrair as galactomananas de sementes de bracatinga (Mimosa
scabrella), barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) e guapuruvu (Schizolobium
parahybae) pelos métodos direto e seqiiencial em diferentes tempos;

. Determinar a relacdo manose:galactose das galactomananas;

. Determinar os parametros fisico-quimicos em solu¢do das
galactomananas obtidas pelos diferentes tipos e tempos de extracdo por cromatografia
de exclusdo estérica com multideteccdo, tais como: massa molecular, indice de
polidispersdo, distribuicdo das massas moleculares, raio de giro e viscosidade

intrinseca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 GALACTOMANANAS

Dentre outras fontes, tais como de fungos, bactérias, algas, as galactomananas
estdo contidas em sementes de plantas e sdo utilizadas como fonte de reserva para o
vegetal. As sementes exalbuminosas sdo constituidas por casca, endosperma e

embrido, conforme representado na figura 1:

Casca

Endosperma

Embriao

FIGURA 1 - CORTE LONGITUDINAL DE SEMENTE DA FAMILIA
LEGUMINOSAE CONTENDO ENDOSPERMA
FONTE: adaptado de Dakia et al. (2008)

Na germinagcdo de vdarias sementes pertencentes a familia Leguminosae, a
galactomanana, que € o polissacarideo de reserva do endosperma, ¢ degradada por 3
tipos de enzimas: a-galactosidase, B-mananase e B-manosideo-hidrolase para liberacao
de energia (MCCLEARY, 1984). Entretanto, para a andlise das galactomananas, a
semente deve estar em um estado de maturagdo correspondente a integridade da
molécula, ou seja, em um periodo anterior a quebra enzimdtica para utilizacdo dos
oligos ou monossacarideos.

A maioria das galactomananas extraidas de plantas superiores tem origem na
familia Leguminosae ou Fabaceae (DEA, MORRISON, 1975). Conforme Cronquist

(1988), a classificagdo abrange 3 familias: Fabaceae, Caesalpiniaceae e Mimosaceae.
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No entanto, tradicionalmente, a familia Leguminosae é subdividida de 3 subfamilias:
Papilionoideae ou Faboideae, Caesalpinioideaec e Mimosoideae, as quais serao
adotadas neste trabalho (LOPES et al., 2009).

A presenca das espécies da subfamilia Mimosoideae se dd nas regides da
América do Sul e Central, Africa e Austrdlia (ELIAS, 1981; LOPES er al., 2009).
Cerca de 80% das espécies dessa subfamilia ocorrem no Brasil, nas quais se
enquadram a bracatinga (Mimosa scabrella), presente nos estados do sudeste e sul, e o
barbatimdo (Stryphnodendron adstringens), que € encontrado principalmente no
estado do Parand e € uma espécie de distribuicdo tropical (CARVALHO, 1994;
LOPES et al., 2009). A figura 2 retrata as sementes de bracatinga (A) e de barbatimado

(B).

FIGURA 2 — SEMENTES DE BRACATINGA (A) E DE BARBATIMAO (B)
FONTES: Alex Santos (2009); http://timblindim.wordpress.com/arvores/barbatimao.

Acesso em 22/09/2009

O guapuruvu  (Schizolobium  parahybae) pertence a  subfamilia

Caesalpinioideae (ERNANI, 1994) e € caracteristico do sul do estado da Bahia



23

(CARVALHO, 1994). A espécie € encontrada também nas regides de Mata Atlantica,
como nos estados do sul e sudeste do Brasil (MENDES et al., 2008). Na figura 3

encontram-se sementes de guapuruvu.

FIGURA 3 - SEMENTES DE GUAPURUVU

As espécies das subfamilias Caesalpinoideae e Mimosoideae evoluiram quanto
a adaptacdo em ambientes de clima tropical, enquanto espécies da subfamilia
Faboideae sdo encontradas principalmente em clima temperado e semi-arido.
Exemplos de sementes pertencentes a subfamilia Faboideae sdo Cyamopsis
tetragonoloba, de onde se extrai a galactomanana comercial de guar, e Trigonella
foenum-graecum, origindria da galactomanana fenogrego. Outras fontes de
galactomananas utilizadas comercialmente sdo Ceratonia siligua e Caesalpinia
spinosa, de alfarroba e tara, respectivamente, pertencentes a subfamilia

Caesalpinoideae (ERNANI, 1994; POLLARD et al., 2010).
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2.2.1 Estrutura

A estrutura bésica das galactomananas pode ser representada de acordo com a
figura 4. As unidades de D-manose se repetem ao longo da cadeia principal, enquanto
as de D-galactose ocorrem na cadeia como substituintes no carbono 6 da D-manose em
ligacdo a(1—6) (POLLARD, FISHER, 2006). No esquema da figura 4 estdo
destacadas as relacdes manose:galactose (Man:Gal) das galactomananas de guapuruvu,

barbatimao e bracatinga.

Galactose

Manose

/

N
0 H H B
I’_—},/O HO \ﬁ\ﬁ“‘mn
‘ i
d H OH

Guapuruvu - Man/Gal = 3,0:1 i

L ]
: Barbatimio - Man/Gal = 1,5:1
L [

Bracatinga - Man/Gal = 1,1:1 0

FIGURA 4 - ESTRUTURA GERAL DAS GALACTOMANANAS
FONTE: adaptado de Secouard, Grisel, Malhiac (2007)

Ganter et al. (1995) verificaram a distribuicdo de unidades de D-galactose ao
longo da cadeia principal de manose através de ressonancia magnética nuclear ("
RMN) para galactomananas de bracatinga, guapuruvu e barbatimao. A bracatinga, que
¢ altamente substituida por grupos D-galactosil, caracteriza-se pela presenca de 2
substituicoes seguidas na cadeia de manose. Para guapuruvu e barbatimao, ocorre uma
substituicdo a cada duas unidades de D-manose; no entanto, o sinal em 78.6 mais

intenso para guapuruvu revelou a presenca de regides ndo-substituidas. Esses
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resultados sdo consistentes com um arranjo aleatorio das unidades de D-galactose nas 3
galactomananas.

Avaliando os polissacarideos de uso industrial, a galactomanana da goma guar
¢ mais substituida do que a de alfarroba, por isso mais solivel. A maior solubilidade é
atribuida a significativa hidratacdo das regides ricas em galactose. No entanto,
associagOes intermoleculares podem ocorrer na cadeia principal, de manana, em
regidoes com mais de 6 unidades de manose ndo substituidas (DEA, CLARK,
MCCLEARY, 1986). A goma tara apresenta solubilidade intermedidria, pois € menos
substituida que o guar e possui mais unidades de D-galactose que alfarroba (DAKIA et
al., 2008).

A figura 5 mostra, de maneira esquemadtica, a seqiiéncia de distribuicdo das
unidades de D-galactose ao longo da cadeia D-manose, a influéncia que o tamanho da
cadeia causa na massa molecular do polimero e a seqiiéncia de distribuicdo das

unidades de galactose ao longo da cadeia de manose.

Relaciio manose:galaciose

* * =
L1s:1
-& Manose
: : : ® Galaciose
1:0 AV AT AT AT T AT AT AT AT AT AT 4T
Distribuicio de massa molecular Seqiiéncia de distribuicio
Alia e @® L R

i i*:'—&It!l:i:i!’lfx?iT:#-l Ao acase 4 e @& "

® I I : i ‘_:.:_:JJH*rgvn:II:::vﬁ-vh
f:;:- i-:#-&: v-i:-.t:-n..r 'I~I-'—i«l'-:l-h hEll::ms ""“"““"‘"‘I'I':'I‘:'x':'x‘:';lr‘ﬂ

FIGURA 5 - COMPOSICAO, DISTRIBUICAO E SEQUENCIA DA
DISTRIBUICAO DAS UNIDADES DE  D-GALACTOSE  NAS
GALACTOMANANAS

FONTE: adaptado de Pollard, Fischer (2006)

Hassa
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No que se refere a seqiiéncia de distribuicdo das unidades de D-galactose ao
longo da cadeia da manana, pode-se classificar o polimero em distribui¢do ao acaso,
alternada ou em blocos, fator que determina a interacdo com outros polissacarideos
(DEA, MORRISON, 1975).

E conhecido que galactomananas apresentam diferentes caracteristicas
moleculares em solugdo, como diferentes conformacdes, fato muitas vezes atribuido ao
resultado direto da massa molecular ou de diferencas de comprimento da cadeia
polimérica, bem como de seus substituintes. A viscosidade intrinseca também pode ser
influenciada por uma expansdo ou contracdo da cadeia, devido a influéncia da
substituicdo da cadeia de manose por galactose (SEMENOVA, 2007; POLLARD et
al., 2010).

2.2.2 Propriedades fisioldgicas e aplicacdo industrial

Polissacarideos ndo amildceos sdo os principais constituintes das fibras
dietéticas, que é um termo genérico para substincias encontradas nas por¢des
comestiveis da planta, resistentes a digestdo e a absorcdo pelo intestino delgado
humano e com fermentacdo completa ou parcial pelo intestino grosso (SLAUGHTER
et al., 2002; ESPOSITO et al., 2005).

As fibras dietéticas sdo classificadas de acordo com sua solubilidade em 4gua,
em soldveis e insoldveis. Como exemplos de fibras insoldveis, encontram-se celulose,
hemicelulose e lignina e alguns exemplos de fibras soliveis sdo as pectinas, gomas e
mucilagens, tais como galactomananas (ESPOSITO et al., 2005).

Os efeitos das fibras soliveis no metabolismo sdo altamente benéficos, como a
diminuicdo do LDL-colesterol (BEHR et al., 1998) e lipideos totais (SRICHAMROEN
et al, 2008) e podem resultar na formacdo de solucdes viscosas no trato
gastrointestinal e retardar a absor¢do de nutrientes, como, por exemplo, a de glucose
no intestino delgado (SLAUGHTER et al., 2002). Apresentam-se ainda como bom

substrato para algumas cepas de bactérias lacticas e bifidobactérias, que constituem
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acdo prebidtica, promovendo equilibrio da microflora intestinal, benéfica a saide do
intestino (GRIZARD, BARTHOMEUF, 1999). De acordo com tais propriedades,
esses produtos podem ser utilizados na prevencdo e tratamento de desordens
metabolicas (SLAUGHTER et al., 2002).

Inicialmente, as propriedades anti-diabéticas das espécies vegetais foram
atribuidas ao alto teor de galactomananas das sementes, portanto ao elevado teor de
fibras. No entanto, hoje se sabe que outros componentes também estdo envolvidos
nesta acdo, como a 4-hidroxiisoleucina e as saponinas esteroidais (BASU,
SRICHAMROEN, 2010).

Ao aumentar a viscosidade do conteido intestinal, as fibras retardam a
absorcdo de carboidratos, afetando a resposta de glucose plasmatica pos prandial.
Além disso, aumentam a presenca dos acidos graxos de cadeia curta no intestino.
Quando administradas sob forma de suplementos, as fibras soldveis também
apresentam-se eficazes na redugdo de lipideos totais circulantes no sangue (BASU,
SRICHAMROEN, 2010).

Além de constituirem beneficios ao organismo humano, as propriedades
fisico-quimicas das galactomananas sdo vantajosas para o uso industrial. Devido a tais
propriedades, as galactomananas sdo utilizadas comercialmente em alimentos como
espessantes e agentes geleificantes, além de estabilizantes em dispersdes. Os
espessantes aumentam a resisténcia ao fluxo de um liquido e promovem “corpo” e
textura ao alimento (SANFORD, BAIRD, 1983). Atuam sobre o controle da textura,
manutencao da caracteristica da mistura e controle da mobilidade de d4gua em produtos
alimenticios (ACHAYUTHAKAN, SUPHANTHARIKA, 2008).

As galactomananas de guar e de alfarroba ou locusto sdo as espécies mais
utilizadas na industria alimenticia (DOYLE et al., 2006). A galactomanana de tara tem
sido aceita como uma alternativa as jd utilizadas no uso industrial (AZERO,
ANDRADE, 2002).

Esses polissacarideos sao utilizados em alimentos com diferentes propriedades
(AZERO, ANDRADE, 2002), como em produtos lacteos como espessantes de
sobremesas ou sorvetes. Podem ser também utilizadas como geleificantes de produtos

a base de frutas, em misturas com pectinas, produtos em p6 (sobremesas e pudins) e
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produtos de panificacdo, como misturas para bolos e tortas (REID, EDWARDS,
1995).

Incluindo as caracteristicas de espessante e geleificante, as galactomananas sao
capazes de interagir com outros polimeros, como proteinas, amido e outros
polissacarideos. A interagcdo promove modificacdes das propriedades fisico-quimicas
de cada componente, causando efeito sinérgico como aumento na viscosidade da
mistura ou mesmo a geleificacdo (CUI et al., 2006).

Galactomananas pouco substituidas interagem com carragenanas, porém muito
melhor com agarose, por esta ser constituida apenas por cadeia formada por unidades
de D-glucose (glucana). A combinagdo entre as gomas xantana e alfarroba resulta em
um gel forte; o local de interagdo da goma xantana com a goma alfarroba é composto
pelos segmentos de cadeia substituida (DEA, MORRISON, 1975; DEA, CLARK,
MCCLEARY, 1986).

Devido as suas caracteristicas estruturais, as galactomananas exibem
interacdes sinérgicas com outros polissacarideos que possuem cadeia principal rigida,
como xantana, K-carragenanana e agarose. Essas interagdes tém sido amplamente
estudadas a fim de buscar alternativas para a inddstria alimenticia e melhorar o
processo € a qualidade dos produtos ja existentes (CUI er al., 2006). As texturas
obtidas pela sinergia entre os polissacarideos variam entre macias, eldsticas a
mastigagdo e géis rigidos (SANFORD, BAIRD, 1983).

O sistema xantana-galactomanana é empregado porque individualmente estes
polissacarideos sozinhos ndo sdo capazes de formar gel, porém sua mistura resulta em
um espessante bastante eficaz. Bresolin et al. (1997) investigaram o mecanismo de
interacdo entre xantana e galactomanana de bracatinga e guapuruvu através de andlises
reoldgicas. Estes autores observaram que o mecanismo de interagdo da xantana com a
galactomanana de bracatinga, que € altamente substituida, ocorreu diferentemente dos
modelos propostos anteriormente para galactomanana de guapuruvu, que interage com
xantana através da regido ndo substituida desta dltima.

Koop et al. (2009) investigaram as propriedades reoldgicas do sistema
xantana-galactomanana, de bracatinga ou guar, como matriz em formulacdes contendo

acido ascorbico e 1,2-propanodiol. Os autores observaram melhoria no comportamento
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do hidrogel com galactomananas provenientes de ambas as espécies em dispersoes em
tampao fosfato e 1,2-propanodiol. Os testes de estabilidade sugeriram que os hidrogéis
contendo galactomanana representam uma matriz potencial para formulagdes

cosméticas com acido ascorbico.

2.2.3 Extragdo

H4 uma semelhanca entre os polissacarideos do endosperma das sementes de
guapuruvu e alfarroba. Enquanto o primeiro apresenta relacio Man:Gal 3:1 (GANTER
et al., 1995), a galactomanana de alfarroba apresenta a relacdo 3,5:1 (DAKIA et al.,
2008), podendo atingir a relagdo 4:1 (POLLARD et al., 2007).

Na maioria dos estudos que envolvem extracdo de galactomananas do
endosperma de leguminosas, os procedimentos de moagem e extracdo nao sao
especificados em detalhes ou mesmo citados. O tratamento seqiiencial das sementes
deve incluir moagem das sementes inteiras e extracdo aquosa das galactomananas
pelas etapas de agitacdo e posterior precipitagdo em meio alcodlico (DAKIA et al.,
2007; POLLARD et al., 2008).

As extracOes de galactomananas de sementes de alfarroba e goma guar em
escala industrial usualmente envolvem a remocdo da casca por moagem da semente
(DEA, MORRISON, 1975). Os polissacarideos podem ser obtidos puros mediante
extracdo aquosa apds o endosperma ser separado do embrido. Esse processo pode ser
realizado pela fervura das sementes em dgua ou dlcool até que a separacdo manual dos
componentes da semente seja possivel (BUCKERIDGE, DIETRICH, LIMA, 2000).

Em sementes como de fenogrego, o método de separagdo manual dos
componentes da semente apresenta vantagem, pois nas c€lulas do endosperma ha
pouca quantidade de citoplasma apds a maturacdo da semente e separd-lo do embrido é
um importante passo de purificacdo (BUCKERIDGE, DIETRICH, LIMA, 2000).

Diferentes metodologias t€ém sido propostas para extracdo de galactomananas

de sementes, como apresentado na tabela 1.
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TABELA 1 - METODOLOGIAS DE EXTRACAO E CARACTERISTICAS QUIMICAS E FISICO-QUIMICAS DE ALGUMAS
GALACTOMANANAS

continua
Espécie Material extraido Solvente Tempo; Inativacao M,, Ryw) [nlvw  Relacao Referéncia
Rendimento temperatura* enzimatica (x106g/mol) (nmm) (mL/g) Man:
Gal
Faboideae
Semente inteira Agua Overnight, - 1,39 - 1050 1,6:1 Rayment et al.
C. tetragonoloba - 34°C (1995)
(guar) Semente inteira - - - 1,303 76,64 1050 2:1 Brummer, Cui, Wang
- (2003)
T. foenum-graecum Semente inteira; Agua 2 horas, 10°C  Etanol 70%, 1,418 75,08 961 1,2:1 Brummer, Cui, Wang
(fenogrego) 22% 180 min (2003)
Caesalpinoideae
Semente inteira; Agua 1 hora, a 100°C - 1,024 61,0 710 3,5:1 Dakia et al. (2008)
C. siliqua 56%
(alfarroba) Endosperma Agua Pré tratamento: - 0,99 - 1460 - Pollard et al. (2008)
- 90°C + 3 dias,
25°C

C. spinosa (tara) Endosperma Agua 1 hora, 95°C - 1,4 - 1730 3:1 Pollard et al. (2010)



TABELA 1 - METODOLOGIAS DE EXTRACAO E CARACTERISTICAS QUIMICAS
GALACTOMANANAS COMERCIAIS E DE BRACATINGA, BARBATIMAO E GUAPURUVU
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E FISICO-QUIMICAS DE

conclusdo
Espécie Material extraido Solvente Tempo; Inativacao M,, Ryw) [nlvw  Relacao Referéncia
Rendimento temperatura*  enzimatica (xlO“g/mol) (nmm) (mL/g) Man:
Gal
S. parahybae Endosperma; 25% Agua 4 horas, 25°C - 1,35 - 1280 3:1 Bresolin et al. (1997)
(guapuruvu) Endosperma; Agua 1 hora, 25°C Agua 98°C, 1,56 108.,6 - 3,2:1 Vianna-Filho (2009)
27.5% 10 minutos
Mimosoideae
Semente inteira; Agua 4 horas, 25°C - 1,4 - 740 1,1:1 Bresolin et al. (1997)
17%
M. scabrella Semente inteira; Agua 25°C Agua 98°C, 1,15 73 740 1,1:1 Ganter, Reicher
(bracatinga) 28% 10 minutos (1999)
Semente inteira Agua 1 hora, 25°C Agua 98°C, 0,57 - - - Noleto et al. (2009)
(extragdo A*¥*) 10 minutos
S. adstringens Semente inteira Agua 16h, 4, 25, Metanol- - - 1400 1,5:1 Ganter et al. (1995)
(barbatimao) 60°C dgua, 30min
Semente inteira Agua 16h, 4, 25, Metanol- - - 1400 1,5:1 Reicher et al. (1992)
60°C dgua, 30min

NOTAS: os espacos ndo preenchidos (-) correspondem a auséncia dos respectivos parametros na referéncia correspondente; * os resultados de Mw, Rg e [n]
das espécies que apresentaram mais de uma temperatura de extracdo correspondem a temperatura de 25°C; ** a referéncia indica duas extracdes, de
galactomananas A e B, conforme detalhado nos pardgrafos abaixo



32

Na tabela 1, Rayment et al. (1995) avaliaram propriedades reoldgicas da
galactomanana de guar, obtida por extracdo aquosa a 34°C, sob agitacdo durante a
noite e obtiveram pardmetros fisico-quimicos como 1,39x10° g/mol para massa
molecular ponderal média (M,,) e 1050 mL/g para [n]. A relagdo Man:Gal foi de 1,6:1,
semelhante aos valores previamente dispostos na literatura.

Para a purificacdo da galactomanana de guar destinada a aplicaciao bioldgica,
Cunha et al. (2007) desenvolveram quatro métodos: 1 — tratamento com enzima
proteolitica, 2 — etapas sucessivas de dissolugdo, centrifugacdo e precipitacdo; 3 —
precipitagdo com solu¢do de Fehling; 4 — método 2 seguido de 3. Os parametros
avaliados foram rendimento, proteinas, contaminagdo por mono, oligo e
polissacarideos, cobre, turbidez, e pardmetros reoldgicos como energia de ativacao do
fluxo e temperatura inicial. Os resultados obtidos para viscosidade intrinseca ([n]y) €
M,, apresentaram reducdo progressiva do método 1 ao método 4, e os maiores valores,
obtidos pelo método 1, []y: 1000,9 mL/g e M, 3,5x10° g/mol, foram inferiores aos
da amostra nao purificada, [n]y: 1250 mL/g e My: 4,5x10° g/mol. Segundo os autores,
considerando a utilizacdo de grande quantidade de galactomanana de guar, o método 2
foi indicado para encapsulamento de drogas, enquanto o método 4 foi observado como
ideal para tratamento de osteoartrite, considerando o percentual de proteinas como
parametro crucial. Levando em conta a pureza, estabilidade térmica, propriedades
reoldgicas da galactomanana e o custo e a simplicidade do procedimento, o método 2
pareceu ser o mais vantajoso para aplicacao bioldgica.

Brummer, Cui, Wang (2003) realizaram andlises fisico-quimicas da extracdo
aquosa fervente, por aproximadamente 2h, de galactomanana de fenogrego (Trigonella
foenum-graecum) e de galactomananas de guar e alfarroba. Para a galactomanana de
fenogrego, os resultados de M,,, R,, [n]y € relagdes Man:Gal foram de 1,418 g/mol,
75,08 nm, 961 mL/g e 1:1, respectivamente. Os autores utilizaram a enzima pronase e
promoveram a purificacdo da galactomanana de fenogrego a partir do processo de
extracdo seqiiencial realizado a 10°C, por 3 horas, por esta apresentar quantidade de
proteina inferior a da fracdo obtida por extracdo direta ndo enzimatica. Foi observado
ligeira diferenca na relacdo Man:Gal entre os processos de extracdo, 1,02:1 na extracao

direta e 1,05:1 na extracdo seqiiencial. O valor de Mw manteve-se em torno de 1,4x10°
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g/mol, valor superior aos das galactomananas comerciais, fato justificado por
modelagem molecular presente na literatura, que indica que a introdu¢do do grupo
galactosil na manana induz a uma reducdo da dimensdo da cadeia (PETKOWICZ et
al., 1999).

Smirnova et al. (2004) realizaram extra¢des de galactomanana de sementes de
Styphnolobium japonicum (So6fora-do-Japao) a 25°C, purificada com complexo de
Cu®*, e a 70°C e verificaram que a relagio Man:Gal da extracdo “a frio” foi de 4,8:1 e
a quente, de 5,3:1. Houve diferengas quanto aos valores de massa molecular (My,) das
galactomananas entre os 2 processos de extracdo e em relacdo a literatura (7000 kDa
em Kooiman, 1971), onde sdo encontrados valores inferiores aos obtidos: 1190 kDa
(g/mol) para a extracdo a frio e 1400 kDa (g/mol) para a extracao a quente.

Cerqueira et al. (2009) estipularam 3 metodologias para avaliar o rendimento
de extracdo e purificacdo das galactomananas de Adenanthera pavonina, Caesalpinia
pulcherrima, Gleditsia triacanthos e Sophora japonica: 1 — massa do endosperma em
relacdo a massa de sementes inteiras; 2 — massa do endosperma em relagdo a massa da
extracdo etandlica do polissacarideo apds filtracdo e centrifugacdo do material; 3 —
rendimento total da extracdo e purificacdo. O melhor rendimento foi obtido para G.
triacanthos e C. pulcherrima, que apresentaram valores proximos a 25% e relagdes
Man:Gal em torno de 3:1, condizentes com a literatura (ANDRADE et al., 1999;
SCIARINI et al., 2008) e semelhantes a galactomananas comerciais como alfarroba, o
que indica que a metodologia empregada pode ser extrapolada a outras
galactomananas. Os resultados também mostraram que o processo de extracdo e
purificacdo permite valores de pureza entre 80 e 98%, avaliados a partir do conteudo
total de monossacarideos das amostras.

Pollard et al. (2008) desenvolveram uma metodologia para a extracdo de
galactomanana de alfarroba que abrangeu pré tratamento das sementes inteiras a 90°C,
imersdo das sementes em dgua por 3 dias e extracdo do endosperma manualmente,
imersdo do endosperma em dgua por 30 minutos para aumentar a hidratacdao e moagem
do endosperma hidratado. Os autores avaliaram se o procedimento influenciava a
massa molecular da galactomanana, que industrialmente € derivada de extracdo de

uma mistura de sementes de diferentes origens. Verificaram que o método utilizado
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ndo alterou a estrutura das galactomananas e, portanto, ndo modificou a massa
molecular.

Dakia et al. (2008) realizaram extracao por 1 hora a 100°C de galactomananas
de alfarroba e obtiveram rendimento de 56% a partir das sementes inteiras € a relacdao
Man:Gal de 3,5:1. Analisaram os polissacarideos por HPSEC, com a obten¢do de M,
R, e [n]w de 1,024x10° g/mol, 61 nm e 710 mL/g, respectivamente.

De maneira semelhante, Pollard et al. (2010) realizaram extragdo de
galactomananas de tara por 1 hora a 95°C, cuja relacio Man:Gal encontrada na
literatura é de 3:1 (DAAS et al., 2002; BRUMMER, CUI, WANG, 2003). Na analise
por HPSEC, obtiveram 1,4x10° g/mol relativo a M, e 1730 mL/g referente a [1],,.

Extracoes de galactomananas de fontes nativas, como bracatinga, barbatimao e
guapuruvu, foram relatadas na literatura. Bresolin et al. (1997) realizaram extragdes
aquosas de guapuruvu e bracatinga por 4 horas a 25°C. Os autores obtiveram relagdes
Man:Gal de 3:1 e 1,1:1, M,, de 1,35 e 1,4x10° g/mol e [n],, de 1280 e 740mL/g,
respectivamente para guapuruvu e bracatinga. Tais pardmetros foram resultantes de
andlises por espalhamento de luz (SEC) com um angulo e detector viscosimétrico
acoplado.

Vianna-Filho (2009) e Ganter, Reicher (1999) realizaram extra¢des aquosas
por 1 hora a 25°C, de galactomananas de guapuruvu e bracatinga, cujas relacdes
Man:Gal foram respectivamente de 3,2:1 e 1,1:1 e os rendimentos foram de 25% com
relacdo ao endosperma de guapuruvu e 28% com relagdo a semente inteira de
bracatinga. Em ambos os processos foi realizada inativacdo enzimdtica com &4gua
fervente por 10 minutos e os resultados referentes a M,, foram de 1,56 e 1,15x10°
g/mol e a [n], foram de 1280 e 740 mlL/g, respectivamente para guapuruvu e
bracatinga. As andlises de guapuruvu foram realizadas utilizando HPSEC-MALLS,
enquanto de bracatinga, apenas SEC, com resultado adicional de R,, 73 nm.

Recentemente, Noleto ef al. (2009) realizaram extracOes de galactomananas de
sementes de bracatinga por dois procedimentos diferentes: A — extragdo aquosa por 1
hora com inativacdo enzimatica através de dgua fervente por 10 minutos, B — extracdo
aquosa por 5 horas sem inativagdo enzimdtica. Os autores verificaram que os

diferentes processos resultaram em variacdes de massa molecular ponderal média
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(My) e indice de polidispersao (M,/M,). O valor de M, encontrado para o
procedimento de extracdo A foi de 5,706x10° g/mol e para B, 3,508x10* g/mol e a
reducdo foi atribuida a a¢do enzimatica. O M,,/M, foi de 1,1 e 1,7, para as extragdes A
e B, respectivamente.

Extracdes de galactomananas de barbatimdo foram realizadas pelo grupo de
quimica de carboidratos vegetais da UFPR (Ganter er al. 1995; Reicher et al. 1992)
onde demonstraram que extracdes aquosas a 4, 25 e 60°C foram realizadas. Em ambos
os estudos, as galactomananas apresentaram relacdes Man:Gal de 1,5:1 e [n],, de 1400
mlL/g.

As metodologias de extragdo variando temperatura implicam em diferentes
relacdes Man:Gal, valores de massa molecular e viscosidade intrinseca para os
polissacarideos analisados. Resultados diversificados de rendimento empregando um
mesmo método de extracao sdao conseqiiéncia da andlise de diferentes espécies, mesmo
que apresentem relacdes Man:Gal semelhantes (DA SILVA, GONCALVES, 1990;
FERNANDES, 1994).

A maior parte dos estudos envolvendo extragdes de galactomananas incluem,
além dos rendimentos e relacdes Man:Gal, resultados de massa molecular (M,,) e
viscosidade intrinseca ([n]y). Tais parametros sao obtidos por técnicas de andlise de

polimeros, e mais recentemente sao analisados por espalhamento de luz.

2.3 ANALISE DE POLIMEROS

2.3.1 Espalhamento de luz

O espalhamento de luz € um dos poucos métodos absolutos capazes de
determinar a massa molecular e, certamente, € aplicdvel sobre a mais ampla gama de

massas moleculares (WYATT, 1993). Oferece informacdes ao nivel molecular,
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permitindo a determinacdo da massa da particula, forma e dimensao (NICOLAU et al.,
2009).

Qualquer sistema € capaz de espalhar luz, porém o interesse maior estd no
estudo de sistemas puros ou de moléculas dispersas ou em suspensdo. Através do
espalhamento de luz observa-se principalmente moléculas pequenas, polimeros e
agregados moleculares em solugdes, dispersdes de coldides, suspensdes e géis (CHU,
1991).

Quando a luz incide sobre uma particula, ela pode ser desviada, absorvida ou
transmitida. Para as particulas que sdo grandes em compara¢ao com o comprimento de
onda da luz emitida, ocorre a reflexdo, refragdo ou difracao. Para as particulas menores
ou de mesmo tamanho do comprimento de onda incidente, ocorre o espalhamento de

luz (JONES, 1999).

2.3.1.1 HPSEC-MALLS

Diversas técnicas tais quais refratometria, difracdo de raios-X e espalhamento
de luz dindmico ja foram utilizadas na andlise de polimeros. Alguns autores, porém,
utilizam a multideteccdo acoplada ao espalhamento de Iluz no estudo de
macromoléculas, exploram fundamentos matemdticos e desenvolvem técnicas de
obtencdo de parametros como massa molecular ponderal média (M,,) a partir da
correlagdo com outros pardmetros como raio de giro (R,) e viscosidade intrinseca ([n])
(WYATT, 1993; REED, 1996). Para a andlise dos polissacarideos poliestireno
sulfonato de sodio, hidrobrometo de poli(L-lisina), dextrana e pectina (PC1), Michel
(1999) apresentou resultados de dissolucao, agregacdo e degradacdo pelo emprego das
técnicas de cromatografia de exclusdo estérica de alta performance, acoplada a
espalhamento de luz laser com multidangulos (HPSEC-MALLS).

A luz é espalhada pela interacdo dos elétrons nas moléculas com a radiacdo
incidente. O campo elétrico oscilatério causa uma vibracdo nos elétrons gerando

dipolos oscilatorios, que reemitem a radiacdo. Como a movimentagao dos elétrons sdao
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fontes de radiacdo em movimento, a freqiiéncia da radiacdo € deslocada para
freqiiéncias maiores ou menores, dependendo de sua velocidade e de sua direcdo
relativa ao detector, o que caracteriza o efeito Doppler. As moléculas em solugdo se
movem em todas as direcdes com igual probabilidade e apresentam velocidade
continua de distribuicao. Dessa forma, a extensdo do espectro € observada (SANTOS,
CASTANHO, 1996).

O detector de espalhamento de luz estitico utiliza o principio de que a
intensidade de luz polarizada por uma molécula € diretamente proporcional a massa
molecular, conceito que caracteriza o espalhamento de Rayleigh. Este sistema mede a
média total de intensidade de espalhamento em um determinado periodo e proporciona
andlises rapidas, depende de apenas uma solu¢do para emitir resultados e determina os
parametros contidos na equagao bésica do espalhamento de luz, a equagdo de Rayleigh
(1) (WYATT, 1993; KOSTANSKI, KELLER, HAMIELEC, 2004; AL-ASSAF,
PHILLIPS, WILLIAMS, 2006; SEMENOVA, 2007; GABORIEAU et al., 2008):

Kc/ RO = (1/M,, + 2A50)[ 1 + (16n°/307)Rsen’(6/2)] (1)

onde RO é o razao de Rayleigh em um determinado angulo, K € a constante ptica, ¢ €
a concentracdo, M,, é a massa molecular do polimero analisado, A, € o segundo
coeficiente de expansdo virial, 4 € o comprimento de onda do laser, R, € o raio de giro.
A equacdo 2 corresponde a uma solugdo diluida ideal, em que ndo h4 dependéncia

angular e concentracao:
Kc/RO=1/M,, 2)

O fator K varia de acordo com cada equipamento e também pode ser
determinado de acordo com a fonte de luz incidente verticalmente polarizada,

conforme a equacgao 3:

K = 47’n,*(dn/dc)*/(N A (3)
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onde n,” é o indice de refracdo do solvente, dn/dc corresponde ao incremento do indice
de refracdo da amostra em funcdo da variacdo da concentracdo, N4 € o nimero de
Avogadro e A, o comprimento de onda do laser (WYATT, 1993; STRELITZKI,
REED, 1999).

A equacdo de Rayleigh/Debye/Gans (eq. 4) acrescenta pardmetros a equagao
de Rayleigh e pode ser descrita para uma solu¢do ndo ideal com particulas grandes

(4a) ou para uma solucdo ideal (4b):

Kc/ RO =1/ MyP(0) + 2A,c + 3Asc + ... (4a)

Kc/ RO = (1/M,, + 2A,¢)P(0) (4b)

onde M,, é a média ponderal das massas moleculares em peso, A, é o segundo
coeficiente de expansdo virial e P(6) € o fator de forma ou fator de espalhamento
referente ao angulo de andlise do polimero. O segundo coeficiente virial (A,)
corresponde a uma funcdo complexa de temperatura, pressdo e outros parametros do
sistema polimero-solvente e classifica a interacdo desse sistema (KOSTANSKI,
KELLER, HAMIELEC, 2004). Em uma solucao ideal, as interacdes entre polimero-
solvente sao consideradas nulas e o solvente é considerado ideal; nessas condic¢des, o
coeficiente virial € nulo. Em moléculas de alta massa molecular, devido as diferencas
de espalhamento em particulas grandes, a assimetria na distribuicdo angular da
intensidade da luz espalhada fornece informacdes sobre tamanho e conformacio das
particulas em dispersdo, contidas na funcdo P(6) (KERKER, 1969, apud WYATT,
1993). A equacdo 5 define P(6):

P(0) = [1 - (16n°Ry"n,*/3)%)] sen’(6/2) (5)

sendo @ o angulo de espalhamento, Rg2 o raio de giro quadratico médio das moléculas
e 4 o comprimento de onda (OSTER, 1972 apud SANTOS, CASTANHO, 1996).
A equagdo 4 € a base do grifico de Zimm. Em baixas concentracdes e

considerando que o vetor de espalhamento (g) € escrito como: g = (47n/A)sen(6/2) (eq.
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6) e q2<SZ> < 1, a equacdo de Rayleigh modificada pode ser escrita como uma

populacdo de polimeros polidispersa, através da equacao 7:

Kc/RO=_1 +(1+q’<S8>>) + 2A, (7)
M,, 3

e esta equacdo permite determinar o quadrado da soma das médias sobre as distancias
intramoleculares do centro de massa da particula <S5’ >_ (STRELITZKI, REED, 1999).

A equacdo bdésica do espalhamento de luz confere a relagcdo entre a intensidade
de espalhamento e propriedades fisicas da molécula. A deducdo grafica de Zimm ou
Debye, entre Kc/RO e sen’(6/2) extrapolada ao angulo zero e a concentragdo zero,
permite obter os pardmetros R,, A; e M,, (NICOLAU et al., 2009). A figura 6 exibe
um exemplo de gréafico de Zimm, com Kc/ RO em fun¢do do sen’(6/2), em que os
pontos que constituem as linhas horizontais correspondem a concentragdo e 0s pontos
formadores das linhas verticais correspondem ao angulo 6.

Raio de giro (R,) refere-se a distincia de rotagdo em torno de um eixo fixo no
espaco. Dessa forma, qualquer objeto tem um ndmero infinito de raios de giro, pois ha
um nudmero infinito de eixos correspondentes. No exemplo de uma molécula esférica,
o0 eixo passa pelo seu centro de gravidade e o raio de giro estipula o tamanho da cadeia

polimérica (WYATT, 1993; RODEMBUSCH, 2001).
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FIGURA 6 - MODELO DE GRAFICO DE ZIMM OBTIDO POR HPSEC-MALLS
FONTE: adaptado de Li et al. (2006)
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A figura 7 correlaciona a distancia calculada para o raio de giro (R,) e o raio
hidrodinamico (Ry), que € obtido pela técnica de espalhamento de luz dindmico, a

partir do centro de gravidade de um polimero em solugao.

Raio hidrodinimico

FIGURA 7 - COMPARACAO ENTRE RAIO HIDRODINAMICO E RAIO DE
GIRO DE UM POLIMERO EM SOLUCAO
FONTE: Giacomelli (2008)

A cromatografia de exclusdo estérica de alta performance (HPSEC - high
performance size exclusion chromatography ou GPC - cromatografia por gel
permeacdo) acoplada a espalhamento de luz laser com multidngulos (MALLS) €
utilizada no estudo do comportamento das particulas em solu¢ao. Algumas moléculas
que sdo soluveis na fase movel do equipamento podem ser analisadas em conjunto
com outros detectores além do detector de espalhamento de luz laser em multiangulos.
Dentre os possiveis detectores utilizados estdo o de indice de refracdao (IR), que se
relaciona com a concentracdo da solucdo, e o detector viscosimétrico (VIS), que
determina a viscosidade absoluta do polimero em solucdo (KOSTANSKI, KELLER,
HAMIELEC, 2004).

O polissacarideo em solucdo a ser analisado é carreado pelo solvente até uma
ou mais colunas dispostas em série, preenchidas com material poroso. A separacdo
ideal por tamanho ocorre pela permeabilidade diferencial dos poros. As moléculas

maiores, de maior massa, apresentam tempos de retencdo reduzidos e aparecem
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primeiro no perfil de eluicdo, enquanto as moléculas pequenas aparecem ao final da
andlise (KOSTANSKI, KELLER, HAMIELEC, 2004).

Como as colunas de gel permeagdo separam o polimero de acordo com o
tamanho, cada fracdo € encaminhada a luz laser e os detectores multiangulos medem
instantaneamente das intensidades espalhadas. O detector de indice de refragdo,
conectado em série ao equipamento, fornece a concentracdo da solugdo polimérica
(figura 8) além da taxa de recuperacdo, que corresponde a subtragcdo da massa
estimada (solubilizada e purificada previamente a injecdo) pela concentragdo real

(material detectado pelo detector IR) (WANG et al., 2009; FUNAMI et al., 2007).
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FIGURA 8 — MODELO DE PERFIL DE ELUICAO OBTIDO EM GPC ACOPLADO
AO DETECTOR RI EM FUNCAO DO VOLUME DE ELUICAO DA AMOSTRA
FONTE: adaptado de Kostanski, Keller, Hamielec (2004)

Para polimeros simples, ha uma tnica relagdo entre o raio de giro e a massa
molecular, assim, tais polimeros sdo separados de acordo com a massa molecular.
Polimeros complexos, de cadeia longa ramificada, por exemplo, sdo separados de
acordo com o tamanho. Se os perfis se mostram pouco polidispersos, ou seja,
apresentam tamanhos semelhantes, os detectores verificam o mesmo raio de giro para

as varias massas moleculares (KOSTANSKI, KELLER, HAMIELEC, 2004).
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O uso do detector de espalhamento de luz fornece determinagdes absolutas a
respeito da distribuicdo de massas moleculares do polimero. Uma vez obtidos os
valores de massa molecular ponderal em cada ponto da curva de eluicdo, calcula-se os
valores médios de M, (eq. 8), My, (eq. 9) e M, (eq. 10) , que correspondem a massa
molecular numérica média, massa molecular ponderal média e massa molecular z-

média, respectivamente:

Mn = ZCi/Z(Ci/Mi) (8)
M, = Z(c;M))/ Z¢; )]
M, = Z(c;M*)/Z(cM;) (10)

onde c; é a concentragdo em massa na espécie i € M; é a massa do polimero em funcao
do comprimento da cadeia i. Em um polimero composto por x fragdes, pode-se
calcular as médias das massas utilizando as equagdes com o pressuposto de que as
fracdes sdo tomadas em intervalos de igual volume de eluicdo e que a concentragcdo de
fator de resposta do detector é independente do peso molecular. Essa metodologia
elimina a necessidade de utilizar uma curva de calibragdo a partir de padroes (REED,
1995; KOSTANSKI, KELLER, HAMIELEC, 2004; FUNAMI et al., 2008).

A polidispersdao ou distribuicdo bruta de massa do polimero, obtida pela
relacdo M,,/M,, ocorre devido a variagdes estruturais, tais quais: grau de substituicdo,
padronizacdo da substituicio e grau de polimerizacdo. Essas variagdes e as
distribuicdes intra e intermoleculares associadas estdo diretamente relacionadas a
biossintese da fonte de reserva da planta e apresentam importante impacto sobre a

funcionalidade comercial das galactomananas (POLLARD et al., 2008).

2.3.1.2 Viscosidade

A conformacdo de polissacarideos em solugdes aquosas pode ser investigada

de acordo com a teoria de solucdes poliméricas diluidas. Um polimero emaranhado ao
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acaso, por exemplo, apresenta uma estrutura compacta e € altamente denso em
solug¢do, o que proporciona valores baixos de viscosidade intrinseca (DAKIA et al.,
2008).

A viscosidade intrinseca € uma propriedade do polissacarideo em solugdo,
definida como o volume hidrodindmico ocupado pelas moléculas de um polimero
isolado. Para a obtenc¢do da viscosidade intrinseca [n], Huggins desenvolveu um
modelo matematico em funcdo do incremento da viscosidade relativa #;, da
concentracdo da solugdo ¢ e da constante de Huggins K, de acordo com a equacdo 11,

extrapolando a dilui¢do infinita:

n/c = ] + Kl (11)

O valor de K geralmente encontra-se entre 0,3 e 0,8, variando de 0,3 a 0,4 para
solucdes com bons solventes, de 0,5 a 0,8 para polimeros em solventes 0 e acima de
0,8, pode ocorrer a formagdo de agregados (KHOURYIEH et al., 2007; YANG,
ZHANG, 2009).

A viscosidade relativa 7,,, pode ser calculada a partir da viscosidade da

solucdo 7 e da viscosidade do solvente #; pela equacao 12:

Nrel = n/ns (12)

Conforme a equacdo 13, o incremento da viscosidade relativa também pode
ser obtida em funcdo da viscosidade relativa 7,,.;, da viscosidade da solugdo # e da

viscosidade do solvente 7,:

N = (M — Mg/ (13a)
MNi = Neet — | (13b)

A partir do grafico de Huggins, que relaciona 7;/c e ¢, a viscosidade intrinseca

¢ obtida pelo coeficiente linear e a constante de Huggins K € obtida pela inclinacao da
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reta, extrapolando a concentracdo zero (TANGLERTPAIBUL, RAO, 1987 apud
KHOURYIEH et al., 2007).

A viscosidade intrinseca ¢ uma medida volumétrica, normalmente € expressa
em dL/g, pois estd relacionada com o inverso da densidade do polimero em solucdo.
Esta pode ser determinada em sistemas de multideteccdo como HPSEC-MALLS e
calculada a partir da massa molecular. Somente o espalhamento de luz acoplado a
multideteccdo pode gerar tais parametros simultaneamente e de forma independente,
pois a massa molecular € determinada através do espalhamento de luz, enquanto a
viscosidade intrinseca € obtida através de cdlculos matemdticos derivados da
viscosidade absoluta, proveniente do detector viscosimétrico (DAKIA et al., 2008;
POLLARD et al., 2010).

Para solugdes aquosas ndo idnicas como as galactomananas, a determinacao da
viscosidade intrinseca assume particular importancia em aplicacdes industriais, ja que
esta caracteristica fisico-quimica estd relacionada com a estrutura quimica da cadeia
polimérica. Galactomananas altamente substituidas resultam em valores de
viscosidade intrinseca e raio de giro reduzidos, quando comparados a polissacarideos
pouco substituidos. De acordo com o exemplo demonstrado experimentalmente e por
modelagem molecular, a introdu¢cdo de grupos galactosil na cadeia principal de
manose das galactomananas induz uma reducido da dimensao da molécula e ha uma
correlacdo entre o grau de substitui¢do, rigidez e extensdo das cadeias poliméricas
(PETKOWICZ, REICHER, MAZEAU, 1998; PETKOWICZ et al., 1999;
BRUMMER, CUI, WANG, 2003; POLLARD et al., 2010).

E possivel relacionar massa molecular, raio de giro e viscosidade intrinseca. A
equacdo de Flory-Fox indica que a viscosidade intrinseca € inversamente proporcional

a M,,, como indica a equagao 14:
[Nl = @6""Ry /M, (14)

onde @, € o pardmetro de viscosidade, R, € o raio de giro e M,, € a massa molecular

ponderal média em peso (FLORY, 1953 apud FREITAS et al., 2005).
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Segundo Gidley et al. (1991), o raio de giro sofre influéncia do volume de
exclusdo, que é o resultado da repulsdo entre as moléculas do polimero. O parametro
de viscosidade € obtido através de dois calculos matemadticos, cuja varidvel € o fator de
expansao da cadeia. O fator de expansao (g), inserido na equagdo 15, é definido como
a razdo das dimensdes da cadeia em um determinado solvente, a uma temperatura
especifica. O pardmetro de viscosidade em fungdo do fator de expansdo da cadeia (g)
estd descrito na equacao 16 (LUCAS, SOARES, MONTEIRO, 2001; FREITAS et al.,
2005).

[n] = e6""R,’/ M, (15)
e = @o(1 — 2,63¢ — 2,86¢%) (16)
e=20-1 (17)

O angulo a define o fator de expansao da cadeia (eq. 17) corresponde a relagao
grifica entre o raio de giro e a massa molecular (YAMAKAWA, 1971; GIDLEY et
al., 1991; FREITAS et al., 2005). Para a obtencao de a através de calculo matematico,

utiliza-se a equacao de Mark-Houwink-Sakurada, conforme descrito na equacgao 18:

[n] = KM,/* (18)

Tanto K quanto a refletem uma combinacdo de contribuigdes; K estd
relacionada a flexibilidade da cadeia, inclusive a orientacao das ligagdes glicosidicas,
enquanto a reflete a geometria da cadeia ramificada, esfera, haste, bastao, emaranhado
ao acaso e a qualidade do solvente: ruim, 6 ou bom (YOUNG, LOVELL, 1991 apud
PICOUT, ROSS-MURPHY, 2007). Em um grafico que relaciona M,, € R,, 0 ponto
onde a reta cruza o eixo y € K e a corresponde ao angulo da reta (FREITAS et al.,
2005).

Os parametros K e a sdo constantes para um polimero em solucdo em solvente

e temperatura fixos. Para moléculas emaranhadas ao acaso flexiveis em solu¢do com
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bom solvente, o valor de a permanece entre 0,5 e 0,8, para polimeros emaranhados
compactos em solvente 0 (que nao influencia a conformacdo do polimero), a gira em
torno de 0,8 e no caso de cadeias rigidas, o valor de a € superior a 1,0 (HUANG,

ZHANG, 2005; YANG, ZHANG, 2009).

2.3.1.2.1 Andlise de agregados

E possivel definir agregados como sendo estruturas de vérias cadeias
poliméricas entrelacadas em solugdo. Esta associacdo pode ser induzida pelo solvente,
por mecanismos eletrostdticos, pela associacdo de moléculas pequenas, no caso de
acucares neutros e proteinas ou residuos de extracdo nao removidos por purificacdo
(MICHEL, 1999). Quando solubilizados em 4gua, polissacarideos formam agregados
macromoleculares devido a numerosas pontes de hidrogénio intermoleculares (LI et
al., 2006).

A agregacdo em solugdes poliméricas dificulta a caracterizacdo das moléculas
e das propriedades fisico-quimicas da solu¢@o, como propriedades termodinamicas e
espaciais, além do coeficiente de difusdo, por espalhamento de luz (KANAO, 2003).

Alguns métodos fisicos como filtragdo, aquecimento e centrifugacdo podem
minimizar ou eliminar os agregados das solu¢des (VARUM et al., 1992; GOMEZ et
al., 1997).

Através da técnica de solubilizacdo utilizando pressio e temperatura
controlados, Picout et al. (2003) observaram a reducdo da agregacao molecular em
xiloglucanas através de andlises por espalhamento de luz. A presenca de agregados nas
amostras ndo tratadas foi qualificada pela baixa reprodutibilidade dos valores
determinados para massa molecular. Com o tratamento, os resultados obtidos por
HPSEC-MALLS/VIS apresentaram elevada reprodutibilidade devido a diminuicdo ou
auséncia de agregados, comprovando a estreita relacido entre solubilizacdo e formacado

de agregados moleculares.
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Outra maneira de evitar a formagao de agregados ou de redes entre as cadeias
poliméricas € a derivatizacdo. Grimm, Kriiger, Burchard (1995) transformaram uma 3-
glucana obtida de cerveja em [-glucana tricarbanilato utilizando tetrahidrofurano
como método de derivatizagdo.

A formacdo de agregados aumenta expressivamente a rigidez da cadeia e essa
formacao pode nao ser detectada por técnicas como por pressdo osmotica, caso O
nimero de moléculas envolvidas na agregacdo seja pequeno, entretanto pode
representar uma fragdo significativa da massa molecular (VARUM et al., 1992; LI et
al., 2006).

Embora muitos estudos de espalhamento de luz tenham sido realizados no
intuito de eliminar os agregados de solucOes-teste, em algumas solugdes,
especialmente as muito concentradas ou pouco soliveis, o processo de agregacdo é
inevitdvel, o que dificulta ou impossibilita a caracterizacdo do polimero pelas técnicas
de espalhamento de luz (KANAO, 2003).

Sabendo-se que a intensidade de luz espalhada € proporcional a massa
molecular média, mesmo uma pequena quantidade de agregados pode levar a um
resultado discrepante na determinacdo da massa molecular do polimero (LI et al.,
2006). O segundo coeficiente virial (A,) traduz a interagdo entre polimero e solvente,
portanto, o valor negativo de A, confirma a presenca dos agregados (KOSTANSKI,
KELLER, HAMIELEC, 2004; YANG, ZHANG, 2009).

A agregacdo pode influenciar o valor da viscosidade intrinseca. H4 diferencas
entre os valores de viscosidade intrinseca obtida através do viscosimetro acoplado ao
HPSEC-MALLS e a obtida através de andlises reoldgicas a partir da equacdao 17
(pagina 45), de Mark-Houwink-Sakurada, que correspondem a [n], e [nl,
respectivamente. Tais diferencas podem ser devido a polidispersdao e ao volume de
exclusdo, que influenciam o raio de giro e o parametro ¢ de viscosidade (FREITAS et
al., 2005; GIDLEY et al., 1991; WANG et al., 2001).

A agregacdo pode ocorrer em uma solu¢cdo de concentracdo finita, onde o
agregado interage com nanoagregado; essa interacdo compde um obsticulo na
obtencdo do raio de giro do polimero. Embora a interac@o entre os agregados possa ser

eliminada extrapolando os dados para uma concentragdo zero, esse procedimento nao é



48

possivel se o grau de agregacdo for dependente da concentragdo. Além disso,
normalmente os agregados sdo polidispersos e a polidispersdo deve ser corrigida para a
obten¢do de R, e R, (KANAO, 2003).

A deteccao por MALLS/RI mostra-se sensivel para a deteccao de agregados
em solucdes de polimeros, como galactomananas. O detector MALLS pode evidenciar
agregados através da presenca de “ombros” no pico de espalhamento de luz, que
indicam massas muito polidispersas devido as populacdes diferentes (LANG,
BURCHARD, 1993; CHENG, BROWN, PRUD’ HOMME, 2002).

A fim de observar as caracteristicas fisico-quimicas das amostras de bracatinga
com processo de secagem, Vendruscolo et al. (2009) utilizaram HPSEC-MALLS. O
aumento abrupto de massa molecular observado através da relacdo entre a fracdo de
massa cumulativa e a massa molecular na secagem por spray-drier foi relacionado com
agregacdo, evidenciando processo menos vantajoso do que o que utilizou secagem a
vacuo. Agregados sdo inevitdveis em solucdes aquosas de galactomananas, pois
ocorrem pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxila, e sua quantidade e tamanho
foi dependente principalmente da metodologia de secagem (GANTER, SABBI,
REED, 2001; WANG et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A partir das sementes inteiras de bracatinga e barbatimdo e do endosperma das
sementes de guapuruvu, as galactomananas foram extraidas nos tempos 1, 2, 3, 4, 6, 24
e 48 horas direta e seqiiencialmente, conforme serd descrito no item 3.2 desta secao
(pagina 51).

As galactomananas extraidas foram identificadas de acordo com a espécie, o

tempo e o tipo de extracdo, de acordo com a apresentacdo da tabela 2:

TABELA 2 — IDENTIFICACAO DAS FRACOES DETIDAS NAS DIFERENTES
EXTRACOES

Tempo Bracatinga Barbatimao Guapuruvu
(horas) Direta Seqiiencial Direta Seqiiencial Direta Seqiiencial
1 GM1d GM1s GS1d GSl1s GGl1d GGls
2 GM2d GM2s GS2d GS2s GG2d GG2s
3 GM3d GM3s GS3d GS3s GG3d GG3s
4 GM4d GM4s GS4d GS4s GG4d GG4s
6 GM6d GM6s GS6d GS6s GG6d GGo6s
24 GM24d GM24s GS24d GS24s GG24d GG24s
48 GM48d GM48s GS48d GS48s GG48d GG438s

A galactomanana obtida de cada uma das diferentes extragdes foi avaliada
conforme demonstra o fluxograma da figura 9. Foi verificada a composicao
monossacaridica de todos os polissacarideos das trés espécies. Todas as amostras
foram submetidas as avaliacdes de homogeneidade, diferencas de concentracdo por
solubiliza¢do, centrifugacao e dupla filtracdo, viscosidade intrinseca e determinacdo do

dn/dc por indice de refracao.



Sementes de Bracatinga (M) ou
Barbatimao (S) moidas

Endosperma de
Guapuruvu (G) moido

Extracoes diretas

Galactomananas extraidas
diretamente: 1, 2, 3, 4, 6, 24

Extracoes seqiienciais

Galactomananas extraidas
seqiiencialmente: 1, 2, 3, 4,

e 48h 6,24 ¢ 48h
Hidroélise acida HPSEC-
total MALLS/IR/VIS
Composicao
monossacaridica

M., Rg, [n]

Analises de

FIGURA 9 - FLUXOGRAMA DOS EXPERIMENTOS

concentracao (colunas
desacopladas)

dn/dc (colunas
desacopladas)

50



51

3.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS

3.2.1 Extracdo de galactomananas de sementes de Bracatinga, Barbatimdo e

Guapuruvu

As sementes de bracatinga (Mimosa scabrella) e  barbatimdo
(Stryphnodendron adstringens) foram adquiridas do Instituto Ambiental do Parana,
com procedéncia de povoamentos naturais da regido de Bocaitiva do Sul e de Campo
Mourio, respectivamente. As sementes de guapuruvu (Schizolobium parahybae) foram
adquiridas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), com
procedéncia do Viveiro Florestal da Mata Atlantica.

Inicialmente, 200 g de sementes inteiras de bracatinga e barbatimio foram
processadas em moinho Standard Model NO.3 — Willey Mill — Arthur H. Thomas Co
usando peneiras com abertura 2 e 1 mm.

Para a inativacdo enzimdtica das referidas sementes da extracdo seqiiencial,
100 g de sementes moidas foram fervidas a 98°C em 800 mL de dgua destilada por 10
minutos e em seguida, resfriadas pela adi¢do de gelo. O volume foi completado até 2
litros com 4gua destilada a temperatura ambiente (25°C) para inicio da extracdo, sob
agitacdo de 750rpm. O mesmo procedimento foi realizado para extracdo direta, no
entanto foram utilizados 50 g de sementes moidas.

A inativagdo enzimadtica das sementes de guapuruvu ocorreu a partir de 300 g
de sementes inteiras, que foram fervidas em 750 mL de dgua destilada por 30 minutos.
Em seguida, parte do tegumento foi retirada manualmente e o material, resfriado por
18 h. Em todas as extragdes seqlienciais, o volume de 4gua foi gradativamente
diminuido, conforme a redu¢do da massa de material residual obtido a cada extracao.

Cada semente de guapuruvu foi cortada longitudinalmente, seguida da retirada
manual do embrido e separacdo do endosperma e tegumento. O endosperma foi
submetido a secagem a temperatura ambiente por 3 dias. Apds a secagem, O

endosperma foi moido em moinho Tecnal tipo Willey TE-650 e as extracoes direta e
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seqiiencial foram realizadas conforme descrito nas figuras 12 e 13, para as
galactomananas de bracatinga e barbatimdo. Nas extracOes diretas foram utilizados
11,5 g de endosperma moido para 1 litro de 4gua e o material de partida das extracdes
seqiienciais foi 60 g de endosperma moido, que foi extraido com volume inicial de 2
litros e volumes reduzidos a medida que o material centrifugado, proveniente da
extracdo anterior, diminuia.

As extracdes de bracatinga, barbatimdo e guapuruvu foram realizadas nos
tempos 1, 2, 3, 4, 6, 24 e 48 horas. Foram adicionadas gotas de tolueno a fim de evitar
a degradacdo dos polissacarideos.

No método seqiiencial, cada extracdo, ao término do tempo, foi centrifugada
em centrifuga Hitachi Himac CR21E por 30 minutos a 10.000 rpm (1680 g) a 10°C e o
residuo obtido re-suspenso em dgua, com volumes decrescentes devido a redugdo de
massa do material, para o préximo tempo de extracdo. A partir deste residuo de 1 h de
extragdo iniciou-se a proxima extragdo de mais 1 h (totalizando duas horas de
extracdo) e assim sucessivamente até a extracdo de 48 horas, sempre partindo do
residuo resultante do processo de extracdo imediatamente anterior. J4 no método
direto, ao final de cada tempo de extracdo o material foi centrifugado sob as mesmas
condi¢des do método seqiiencial e o residuo foi descartado.

O sobrenadante da centrifugacdo de ambos os métodos foi filtrado em tecido
de nylon, precipitado com etanol 96% (2 v), precedido da adi¢cdo de 10 g de NaCl por
litro de solugdo. O polissacarideo precipitado com etanol foi mantido sob refrigeracao
a 4°C por 24 h. A utilizacdo do NaCl ocorreu para a preven¢do da co-precipitacdo de
proteinas com a galactomanana.

O polissacarideo foi centrifugado por 30 minutos a 10.000rpm a 10°C. O
sobrenadante etanodlico foi descartado e o precipitado foi ressuspenso com etanol 70%
e centrifugado por 20 minutos a 10.000 rpm (1680g) a 10°C. O processo foi repetido
com etanol 90% e 96%, entdo o precipitado foi disposto em placas de petri para
secagem. Em seguida, foi realizada a secagem em estufa a vicuo modelo FDG Edgon
5P conectado a uma bomba JB DV-200N-250.

A obtencdo das galactomananas foi realizada de acordo com os fluxogramas

das figuras 10e 11.
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FIGURA 10 - FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DIRETA DAS

GALACTOMANANAS DE BRACATINGA, BARBATIMAO E GUAPURUVU
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FLUXOGRAMA DE EXTRACAO SEQUENCIAL DAS
GALACTOMANANAS DE BRACATINGA, BARBATIMAO E GUAPURUVU
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3.3 CARACTERIZACAO DOS POLISSACARIDEOS

A composi¢cdao monossacaridica das amostras foi realizada através de hidrolise
dcida total, reducdo e acetilagdo.

Cada amostra (2 mg) foi solubilizada em dgua destilada durante 16 horas. As
amostras foi adicionado 1 mL de 4&cido trifluoracético 4 mol/L e os tubos
permaneceram a 100°C por 8 horas. O contetido foi evaporado e ao residuo foi
adicionado dgua destilada. Para reducao, foi adicionado borohidreto de s6dio (NaBH,)
e mantido por, pelo menos, 2 horas. Na seqiiéncia foi adicionado resina catidnica
Lewatit S-100 para remoc¢do dos ions sédio, o material foi filtrado em algoddo com
adicdo de dgua e o filtrado, evaporado até a secura em rotaevaporador. Foi adicionado
metanol por 3 vezes e o material, evaporado até secura em rotaevaporador
(WOLFROM; THOMPSON, 1963). Os aldit6is foram acetilados pela adi¢ao de 0,5
mL de piridina e 0,5 mL de anidrido acético e permaneceram por 16 horas em tubos de
hidrdlise lacrados. Para interrup¢do da reacdo foi adicionado gelo e na seqiiéncia, 1
mL de cloroférmio.

A fase cloroférmica foi lavada alternadamente com sulfato de cobre (CuSQO,) e
dgua destilada e evaporada a fim de ser analisada por cromatografia liquido-gasosa
(GLC). O cromatografo gasoso marca Hewlett Packard 5890A Série II, possui um
detector de ionizacdo de chama (FID) e injetor a temperatura 250°C, coluna capilar
DB-210 (30 m x 0,25 mm de didmetro interno), com espessura de filme de 0,25 pm a
220°C, e nitrogénio como gés de arraste em fluxo de 2 mL/min (SLONEKER, 1972).
Os alditois acetatos foram identificados por seus tempos de reten¢ao, comparados com

padroes.
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3.4  ANALISES DE ESPALHAMENTO DE LUZ

34.1 Efeito da filtracdo sobre a eluicdo da amostra nas etapas de purificacdo e

agregados de galactomananas

As andlises, realizadas em triplicata, da eluicdo de massa de galactomananas
nas etapas de purificacdo indicaram se ocorria alguma alteracdo de concentracdo nas
diferentes etapas do preparo prévio as analises de espalhamento de luz. Os
experimentos foram realizados em tempo real utilizando o sistema de cromatografia
WATERS com diferentes detectores: multidngulo de espalhamento de luz laser
(MALLS) DSP-F Wyatt Technology, detector diferencial de indice de refracdo (IR)
WATERS 2410 e viscosimétrico Validyne P55 acoplado ao voltimetro Elenco
Precision XP-581.

Durante o experimento foi utilizado fluxo de 1 mL/min controlado por bomba
peristidltica WATERS 515 PUMP. A elui¢cdo foi monitorada por detector de indice de
refracdo e as solucdes foram analisadas usando como fase moével solu¢cao de NaNO,
0,1 mol/L contendo NaN3 (200 ppm). Foi utilizado o software ASTRA versao 450 para
a obtencao e interpretacao dos resultados.

O tempo total de analise foi de 80 minutos, com volume total de 50 mL, com
inicio imediato apds cada preparagdo. As amostras analisadas foram previamente
submetidas a 3 etapas de purificacdo, partindo de concentracdo inicial de 1mg/mL.:

1 — filtracdo com membrana de acetato de celulose de porosidade 1,2 um (amostra
solubilizada por 16 horas, centrifugada a 10.000 rpm, a 12°C, por 30 minutos e filtrada
em membrana de porosidade 1,2 um);

2 — filtracdo com membrana de acetato de celulose de porosidade 0,45 um (amostra
solubilizada por 16 horas, centrifugada a 10.000 rpm, a 12°C, por 30 minutos e filtrada

seqiiencialmente em membranas de porosidade 1,2 pm e 0,45 pm);
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3 — filtracdo com membrana de acetato de celulose de porosidade 0,22 um (amostra
solubilizada por 16 horas, centrifugada a 10.000 rpm, a 12°C, por 30 minutos e filtrada

seqliencialmente em membranas de porosidade 1,2 pm, 0,45 pm e 0,22 pm).

342 Anélises cromatograficas de exclusdo estérica de alta performance com

multidetecgdo (HPSEC-MALLS/IR/VIS)

As amostras foram solubilizados durante 16 horas na concentracdo de 1
mg/mL em solucdo de nitrito de s6dio (NaNO,) a 0,1 mol/L e azida de sédio (NaN3) a
200 ppm, centrifugadas por 30 minutos a 10.000 rpm a 12°C em microcentrifuga
Sigma 2K15 e filtradas sob ar comprimido com membranas de acetato de celulose de
porosidades 1,2 um e 0,45 um. Em seguida foram injetadas no cromatdgrafo, cuja fase
movel utilizada foi uma solu¢do de NaNO, 0,1 mol/L contendo NaN;3; 200 ppm, com
fluxo de 0,6 mL/min, controladas por bomba WATERS 515 (WYATT, 1993).

Foram realizadas andlises em triplicata de homogeneidade, determinacdo de
massas moleculares (M, M,, M,), distribuicdo das massas e determinacdo do raio de
giro (R,) em cromatégrafo de exclusdo estérica de alta performance (HPSEC)
WATERS com conjunto de colunas de gel permeacdo Ultrahydrogel 2000, 500, 250 e
120, conectadas em série com limites de exclusdo de 7.10°% 4.10°, 8.10" e 5.10° g/moL
respectivamente. O equipamento € acoplado em série a trés detectores: detector
multidngulo de espalhamento de luz cujo comprimento de onda € 632 nm (MALLYS)
DSP-F Wyatt Technology, detector diferencial de indice de refracdo (IR) WATERS
2410 e detector viscosimétrico Validyne P55 acoplado ao voltimetro Elenco Precision
XP-581 (WYATT, 1993). Foi utilizado o software ASTRA versao 450 para a obten¢do
e interpretacao dos resultados.

Para a realizacdo dos célculos de viscosidade intrinseca foram utilizados os
valores de viscosidade absoluta em cada angulo analisado exportados a partir do
grafico de Debye com formalizacdo de Zimm do software ASTRA para o programa de

analises matematicas e estatisticas ORIGIN, versao 5.0. Apenas os valores de
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viscosidade correspondentes aos pontos que compuseram o pico definido pelo
programa ASTRA foram utilizados.

No programa ORIGIN, a coluna de dados condizente a viscosidade obtida pelo
detector viscosimétrico foi adicionada ao valor 10 para que nenhum ponto
apresentasse valor negativo. Todos os valores desta coluna foram divididos pelo valor
de viscosidade encontrado no primeiro ponto do pico, correspondente a viscosidade do
solvente. A viscosidade relativa foi calculada dividindo-se a viscosidade absoluta
pela viscosidade do solvente #,, conforme a equagao 12 (pagina 43).

A coluna de dados contendo os valores de viscosidade relativa foi utilizada
para a obtencdo do incremento da viscosidade relativa #;, de acordo com a equagdo
13b, contida na pagina 43, onde a viscosidade relativa #,.; € subtraida de 1.

Para calcular a viscosidade intrinseca, foi realizada a média da coluna com os
valores do incremento da viscosidade relativa de cada ponto e a média dos valores
importados referentes a concentracdo, obtidos através do detector RI. Apesar de a
equagdo 19 ser utilizada para o calculo da viscosidade reduzida, em sistemas muito
diluidos como em andlises de HPSEC-MALLS, as viscosidades encontram-se muito
proximas a concentragdo zero (MICHEL, 1999; NISHIDA er al., 2002). Sendo ¢ a
concentracdo e #; o incremento da viscosidade relativa, a equagdo 23 foi utilizada para

o calculo da viscosidade intrinseca.

[n] =ni/c (19)

Foram também realizadas as andlises para determinacdo de dn/dc. Os
experimentos foram realizados nas concentracoes 1, 0,8, 0,6, 0,4 e 0,2 mg/mL,
centrifugadas e filtradas seqiiencialmente em membranas de acetato de celulose de
porosidade 1,2 um e 0,45 um. Para tanto, as colunas, o detector multidangulo DSP-F e
o viscosimetro foram desacoplados, de forma que as amostras passaram apenas pelo
detector diferencial de indice de refracdo. Os cdlculos foram realizados pelo software
ASTRA.

Eventuais diferencgas entre médias para os diversos tratamentos foram testadas

através do uso do “Student’s t-test” (p=0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRACAO DAS GALACTOMANANAS

H4 mais de 50 anos o estudo de polissacarideos de origem vegetal ¢é
direcionado a aplicacdo comercial, especialmente as galactomananas de guar e
alfarroba para o uso na industria alimenticia (MCCLEARY, MATHESON, 1976;
LUCYSZYN, 1994). Sao encontradas referéncias de estudos recentes dessas
galactomananas, pois apesar de ja apresentarem estrutura e propriedades fisico-
quimicas conhecidas, ainda sdo alvo de novas estratégias de extracdo e purificacdo
para otimizacdo de processos industriais, além de estudos em aplicacdes biolégicas
(DAKIA et al., 2007; CUNHA et al., 2007; POLLARD et al., 2010).

Neste trabalho foi realizada extracdo direta e seqiiencial de galactomanana de
sementes de bracatinga, barbatimio e guapuruvu, utilizando-se como varidvel o tempo
de extracdo e analisando-se o comportamento macromolecular dos polissacarideos
obtidos em solucdo. Estas espécies foram escolhidas por ja possuirem estruturas
quimicas estabelecidas, por apresentarem diferencgas nas relagdes Man:Gal e por serem
espécies nativas, de baixo custo por ndo implicarem em importacdo e de fécil acesso.

Durante o processo de extracdo, foi adicionado NaCl a fim de evitar a
precipitacao de proteinas e prevenir alteracdes nos rendimentos. Brummer, Cui, Wang
(2003) utilizaram enzima pronase como alternativa para reduzir a precipitacdo de
proteinas. De acordo com Rinaudo, Milas, Le Dung (1993), a eliminacao completa de
agua da matriz polimérica pode conduzir a formagao de agregados irreversiveis, como
ocorre em processos de liofilizacdo. Dessa forma, foi realizada a secagem em estufa a
Vvacuo.

A tabela 3 indica os rendimentos das extracdes de galactomananas com
relacio ao conteudo inicial de sementes moidas de bracatinga, barbatimido e

guapuruvu:
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TABELA 3 - RENDIMENTO DAS EXTRACOES DIRETAS DAS
GALACTOMANANAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE BRACATINGA,
BARBATIMAO E GUAPURUVU EM RELACAO A SEMENTE INTEIRA

Bracatinga Rend (%) Barbatimao Rend (%) Guapuruvu Rend (%)

GM1d 22,2 GS1d 12,3 GGl1d 6.3
GM2d 23,1 GS2d 10,8 GG2d 5,2
GM3d 24,5 GS3d 10,4 GG3d 5,6
GM4d 26 GS4d 12,0 GG4d 5,9
GM6d 23,5 GS6d 18,3 GG6d 6,1
GM24d 26 GS24d 18,2 GG24d 6,6
GM48d 20,1 GS48d 18,6 GG48d 7,1

Rend — rendimento

O rendimento de polissacarideos extraidos diretamente de bracatinga
apresentou média de 23,8%. O processo de extracdo utilizado para as sementes de
bracatinga mostrou-se eficiente quanto ao rendimento em comparacdo com dados da
literatura. Sementes de 14 espécies da subfamilia Mimosoideae foram investigadas, em
que 4 destas renderam entre 10 e 20% de galactomanana (BUCKERIDGE et al.,
1995).

Para o barbatimdo, observou-se um rendimento crescente, com aumento de
48,8% de rendimento comparando-se a primeira e a sexta extracoes. O aumento do
rendimento até 6 horas garante a viabilidade do processo de extracdo direta em um
tempo relativamente curto.

Os rendimentos de extracao para bracatinga, cuja média foi de 23,8%, estdo de
acordo com os resultados obtidos por Buckeridge et al. (1995) para espécies da
subfamilia Mimosoideae, na qual sdo esperados rendimentos em faixas de 25 a 30%.
No entanto, o rendimento médio das extracdes de barbatimao, de 14,4%, foi inferior ao
reportado para esta subfamilia.

E possivel observar, pelos resultados apresentados na tabela 5, que os
rendimentos das extragdes de bracatinga sdo superiores comparativamente aos mesmos
tempos de barbatimdo, fato justificado possivelmente pelo grau de substituicdo. A
galactomanana de bracatinga ¢ mais substituida que a de barbatimdo, portanto mais

soluvel, e € favorecida durante a extragdo por interagir mais facilmente no meio
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aquoso. A metodologia de extracdo de guapuruvu implica na moagem do endosperma
isolado, o que impede a comparagdo de rendimentos com as demais espécies.

Ap6s 1 hora de extracdo de galactomanana de guapuruvu, o rendimento foi
semelhante ao obtido por Vianna-Filho (2009), que encontrou 7,5% de galactomanana
para a extragdo aquosa de 1 hora, a temperatura ambiente, em relacdo a semente total.

As galactomananas extraidas do endosperma de guapuruvu, cujo rendimento
foi calculado em fun¢do da semente inteira, apresentaram rendimento que aumentou
pouco em funcdo do tempo de extracdo. Entretanto, a extracdo de 48 horas em
comparagdo com a primeira hora apresentou aumento de apenas 12,7% no rendimento,
o que ndo justifica um processo de extragcdo tdo prolongado.

Devido a pureza da galactomanana, os rendimentos calculados a partir do
endosperma isolado de guapuruvu conferiram a espécie rendimentos em torno de 30%,
como pode-se observar na tabela 6. Outros fatores influenciam o rendimento, como a
solubilidade dos polissacarideos e o tamanho das particulas extraidas. Quanto a
solubilidade, as galactomananas de guapuruvu sdo pouco soliveis por serem pouco
substituidas, conforme seré discutido na secdo 4.2.

Na tabela 4 estdao apresentados os rendimentos de extracdo direta e seqiiencial

de guapuruvu a partir do endosperma puro.

TABELA 4 — RENDIMENTO OBTIDO A PARTIR DO ENDOSPERMA DAS
EXTRACOES DIRETAS E SEQUENCIAIS DE GALACTOMANANAS DE
GUAPURUVU

Extracao direta Rendimento (%) Extracao seqiiencial Rendimento (%)
GGl1d 26,7 GGls 26,7
GG2d 249 GG2s 20
GG3d 26,7 GG3s 3,5
GG4d 28 GG4s 0,8
GG6d 29,2 GG6s 0,6
GG24d 31,7 GG24s 0,6
GG48d 33,7 GG48s 1,1

A proporcdo obtida de endosperma em relacdo as sementes inteiras de

guapuruvu foi de aproximadamente 32% em 24 horas de extracdo. Ganter et al. (1993)
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observaram rendimento de 50% de galactomanana comparativamente ao endosperma
em extracdo de 16 horas. Da mesma forma que a relacdo Man:Gal, o conteido de
galactomanana no endosperma varia de acordo com a o grau de maturacido da semente
de guapuruvu, época de colheita, tipo de solo, dentre outros fatores inerentes a origem
da semente (DEA, MORRISON, 1975).

A soma das extracOes seqilienciais de galactomananas de guapuruvu em
relacdo ao endosperma foi de 53,3%. Comparando este resultado com os valores
obtidos nos diferentes tempos das extragdes diretas e considerando que o material de
partida das extracOes seqiienciais € um s6 ao contrario das extracOes diretas, observou-
se vantagem das extracdes seqiienciais sobre as diretas.

Foi observado que nas extragdes diretas ha aumento de rendimento a partir de
2 horas, enquanto nas extragdes seqiienciais, hd diminui¢do. O procedimento utilizado
para extrair seqiiencialmente as galactomananas promove uma diminui¢do da
quantidade de polissacarideo extraido, pois se trata de um processo extrativo exaustivo
de contato das sementes com a dgua. Durante o processo de extracdo, a quantidade de
dgua utilizada variou de acordo com a massa de material nas extracdes seqiienciais.
Tal procedimento pode ter limitado o rendimento devido a saturacdo dos
polissacarideos no meio aquoso.

Dakia et al. (2008) realizaram extragdo 4cida e aquosa a 100°C, por 1 hora, de
galactomananas do endosperma de alfarroba para anélise de técnicas de extracdo e
purificacdo de polissacarideos. A galactomanana de alfarroba apresentou rendimento
de 56% na extracdo a 25°C por 1 hora, que foi justificado pela hidrélise dcida parcial
utilizada na remog¢do da casca. De maneira semelhante, a extragdo de galactomanana
de guapuruvu também implica na remog¢dao manual da casca da semente.

Na tabela 5 encontram-se os rendimentos das extragdes seqiienciais de
galactomananas, e os valores em porcentagem se referem a semente inteira de

bracatinga, barbatimdo e guapuruvu.
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TABELA 5 — RENDIMENTO DAS EXTRACOES SEQUENCIAIS DAS
GALACTOMANANAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE BRACATINGA,
BARBATIMAO E GUAPURUVU EM RELACAO A SEMENTE INTEIRA

Bracatinga Rend (%) Barbatimao Rend (%) Guapuruvu Rend (%)

GMl1s 22,2 GS1s 12,3 GGls 5,3
GM2s 3,2 GS2s 4,1 GG2s 4,0
GM3s 1,5 GS3s 0,9 GG3s 0,7
GM4s 0,6 GS4s 0,6 GG4s 0,2
GMb6s 0,9 GS6s 0,8 GGo6s 0,1
GM24s 0,6 GS24s 1,0 GG24s 0,1
GM438s 0,7 GS48s 04 GG48s 0,2

Rend — rendimento

A soma dos rendimentos das extracdes seqiienciais de bracatinga resultou em
29,7%, proporcao superior ao rendimento de 4 horas (26%), que foi o maior valor das
extracOes diretas. Considera-se, portanto, que ainda que a soma dos rendimentos das
extragcOes seqiienciais tenha sido superior ao rendimento de 4 horas, o processo até 48
horas € invidvel em longa escala pelo baixo rendimento e longo periodo de extracao.

Para as galactomananas de barbatimao a soma das extracdes seqiienciais foi de
20,1%. Semelhantemente as extragdes seqlienciais de galactomananas de bracatinga,
este valor foi superior ao rendimento maximo das extragdes diretas, 18,6%, de 48
horas. Embora a soma dos rendimentos das extra¢des seqiienciais tenham superado o
rendimento de 18,6%, o processo seqiiencial até 48 horas € invidvel em larga escala e
pode ser substituido até mesmo por 6 horas de extracdo direta, que apresentou
rendimento semelhante ao de 48 horas de extracao, 18,3%.

Nas extracdes seqiienciais de bracatinga e barbatimdo ocorreu uma redugdo de
86 e 67%, respectivamente, apOs a segunda hora de extragdo. Bento (2008) realizou
extracOes seqiienciais de espécies da subfamilia Mimosoideae, Adenanthera pavonina
e Leucaena leucocephala, de 16 horas cada, e obteve reducdes respectivamente de
56% e 74% entre a primeira e a segunda etapas, com variacdo de temperatura.
Observa-se que ocorrem reducdes superiores a 50% nas extragdes seqilienciais de
espécies da subfamilia Mimosoideae, evento que limita os rendimentos deste tipo de

extracdo e desfavorece o processo.
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Para a galactomanana de guapuruvu, a reducdo de rendimento do primeiro
para o segundo tempo de extracdo foi de aproximadamente 25%. Este resultado em
comparagdo com as extragdes seqiienciais das demais espécies corrobora com o perfil
das sementes da subfamilia Caesalpinoideae, na qual sdo observados altos rendimentos
(BAILEY, 1971 apud REID, EDWARDS, 1995).

Ramesh, Yamaki, Tsushida (2001) realizaram extracdes seqiienciais de
galactomanana de fenogrego. Na extracdo aquosa a temperatura de 27°C, apds dupla
extracdo de 1 hora com n-hexano, obtiveram 10,8% de rendimento, seguida da
extracdo com dgua fervente, que rendeu 18,8%. A galactomanana de fenogrego
apresenta relacdo Man:Gal 1,2:1, préxima a de bracatinga.

A fim de diferenciar quimicamente as galactomananas das espécies
Schizolobium amazonicum (pinho cuiabano) e Schizolobium parahybae (guapuruvu),
Petkowicz (1998) realizou extragdes seqilienciais aquosas, de 2 horas cada, do
endosperma de guapuruvu, com temperaturas variadas. O maior rendimento obtido
para as extracdes de galactomanana de guapuruvu foi de 34,8%, a 4°C, seguido de
reducdo do rendimento para 3,1% na segunda etapa de extracdo, a 25°C.
Comparativamente, o rendimento de 20% obtido a 25°C para GG2s apresentou-se
superior a extracdo obtida na literatura na mesma temperatura. Esse resultado traduz
vantagem da manutencdo da temperatura ambiente para o processo de extracao
seqiiencial, pois garante altos rendimentos em pouco tempo de extragdo.

Ap6s 3 horas de extracdo verificou-se uma reducdo de 93, 92 e 87% em
relacdo ao tempo de 1 hora para as galactomananas de bracatinga, barbatimdo e
guapuruvu, respectivamente. Tais resultados indicam redug¢do da viabilidade do
processo a partir desse tempo de extracdo para bracatinga e barbatimdo. Para a
galactomanana de guapuruvu, o primeiro tempo de extracdo apresentou rendimento
muito inferior as demais espécies. Nas extracdes de 2 e 3 horas os rendimentos foram
equivalentes aos das demais espécies, com queda a partir de 4 horas.

As comparacdes efetuadas entre as extragOes diretas e a soma dos rendimentos
das seqiienciais das 3 espécies indicaram favorecimento das diretas. Nao obstante a
quantidade de material utilizada para a obtencdo das extragcdes seqiienciais seja Unica

para todo o processo, as extracoes diretas apresentaram rendimentos superiores a cada
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tempo de extracdo e favoreceram o minimo tempo do processo. A soma dos
rendimentos das extragdes seqiienciais ultrapassou os valores maximos das extracdes
diretas das 3 espécies, entretanto, o tempo despendido para efetuar todas as extragdes
seqiienciais € de 48 horas, excessivo para a extrapolacao em escala industrial.

Ganter et al. (1993) realizaram extracdes a 4, 25 e 60°C, com melhores
rendimentos a 4°C. No presente trabalho as extragdes foram realizadas apenas com
controle a 25°C a fim de considerar os resultados de rendimento e andlises
macromoleculares apenas em funcdo dos tempos de extragao.

Comparando-se os tempos de 2 e 4 horas e 3 e 6 horas de extracdo, verificou-
se que a reducdo de rendimento foi superior a 50% para a extracdo de galactomanana
de guapuruvu em ambos os casos. Observou-se que de 3 para 6 horas houve reducido
de 83% para as extragdes de guapuruvu, diferentemente do que ocorreu para as
galactomananas de bracatinga, 40%, e barbatimao, 11%. A andlise entre os tempos de
extracdo de 24 e 48 horas apresentou alteragdes de rendimento que ndo representam

um rendimento dobrado, como poderia ser esperado.

42 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS

Através da hidrdlise 4cida total, reducdo e acetilagdo e posterior andlise por
cromatografia liquido-gasosa (GLC) foi determinada a relacdo Man:Gal dos extratos
aquosos obtidos das extracdes diretas de sementes de bracatinga, barbatimdo e

guapuruvu conforme indicado na tabela 6.
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TABELA 6 — RELACAO MANOSE:GALACTOSE DAS GALACTOMANANAS
EXTRAIDAS DIRETAMENTE DAS SEMENTES DE BRACATINGA,
BARBATIMAO E GUAPURUVU

Bracatinga Man:Gal Barbatimao Man:Gal Guapuruvu Man:Gal
GM1d 1,1:1 GS1d 2,2:1 GGl1d 2,5:1
GM2d 1,2:1 GS2d 2,0:1 GG2d 2,2:1
GM3d 1,2:1 GS3d 2,3:1 GG3d 2,4:1
GM4d 1,1:1 GS4d 2,4:1 GG4d 2,6:1
GMe6d 1,2:1 GS6d 2,4:1 GGo6d 2,6:1
GM24d 1,2:1 GS24d 2,4:1 GG24d 2,5:1
GM48d 1,1:1 GS48d 2,6:1 GG48d 2,6:1

Nas extracoes diretas de bracatinga, as relagcdes Man:Gal se mantiveram
aproximadamente em 1,2:1, conforme esperado para a espécie. Segundo Buckeridge et
al. (1995), a relacdo Man:Gal da maioria das espécies da subfamilia Mimosoideae
varia de 1,01:1: a 1,5:1. A manutencdo do elevado grau de substituicdo implica na
conservacdo da alta solubilidade em dgua em todas as extragdes das galactomananas
de bracatinga (GANTER, REICHER, 1999; UGHINI et al., 2004).

Com relacdo as extracdes de barbatimao, as relagdes Man:Gal oscilaram de 2:1
a 2,6:1, com aumento de manose a partir de 2 horas. Esta variacdo possivelmente
ocorreu devido a diferencgas de solubilidade, pois nas primeiras horas de extracdo sao
obtidas as fracdes mais hidrossoluveis (mais galactosiladas), com posterior extracao de
fracdes menos soldveis (menos galactosiladas).

As relacdoes Man:Gal das extracdes diretas de guapuruvu se mantiveram entre
2,2:1 e 2,6:1. A relacdo Man:Gal de 3:1, encontrada em outros estudos desta espécie
(GANTER et al., 1993; GANTER et al., 1995) é caracteristica das galactomananas da
subfamilia Caesalpinoideae, que abrange relacdes Man:Gal de 3:1 a 3,5:1. No entanto,
encontra-se na literatura resultados diferentes da faixa esperada para as
galactomananas da subfamilia Caesalpinoideae, como o obtido por Kapoor (1972), que
analisou a composi¢cao monossacaridica de Delonix regia e obteve a relacdo Man:Gal
2:1 ou conforme observado por Souza (2009) para Caesalpinia ferrea, que apresentou

relacdo Man:Gal de 2,3:1.
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Segundo Ganter et al. (1993), as relagdes Man:Gal sdao de 1,1:1 para
bracatinga, 1,5:1 para barbatimao e 3,0:1 para guapuruvu.

A relacdo Man:Gal das galactomananas obtidas pelas extragdes seqiienciais de
bracatinga, barbatimdo e guapuruvu proporcionou a andlise das relacdes Man:Gal das

trés espécies, conforme indicado na tabela 7:

TABELA 7 - RELACAO MANOSE:GALACTOSE DAS GALACTOMANANAS
EXTRAIDAS SEQUENCIALMENTE DAS SEMENTES DE BRACATINGA,
BARBATIMAO E GUAPURUVU

Bracatinga Man:Gal Barbatimao Man:Gal Guapuruvu Man:Gal
GM1s 1,1:1 GS1s 2,2:1 GGls 2,5:1
GM2s 1,2:1 GS2s 2,0:1 GG2s 2,5:1
GM3s 1,2:1 GS3s 2,0:1 GG3s 2,7:1
GM4s 1,1:1 GS4s 2,1:1 GG4s 2,8:1
GM6s 1,1:1 GS6s 2,3:1 GG6s 3,1:1
GM24s 1,1:1 GS24s 2,1:1 GG24s 3,8:1
GM48s NR GS48s 2,2:1 GG48s 4,2:1

NR: nao realizado

Assim como ocorreu nas extragdes diretas, as extracdes seqiienciais das
galactomananas de bracatinga ndo sofreram alteracao na relacdo Man:Gal. O alto grau
de substitui¢do da cadeia de manose previne agregacdes, estas que causam diminuicao
da solubilidade (REID, EDWARDS, 1995).

As relagdes Man:Gal de barbatimao apresentaram variagdo de 2:1 a 2,3:1 ao
longo do tempo, ligeiramente inferior a oscilac@o obtida nas extragdes diretas.

Bento (2008) efetuou extragdes seqiienciais, aquosa e alcalina, por 16 horas,
alterando a temperatura de galactomananas de sementes pertencentes a subfamilia
Mimosoideae. Para Adenanthera pavonina, cuja relacdio Man:Gal é de 1,4:1
(BUCKERIDGE, DIETRICH, LIMA, 2000), semelhante a do barbatimao, verificou-se
que as relacdes Man:Gal mantiveram-se em torno de 1,6:1.

As extracdes de guapuruvu resultaram em relagcdes Man:Gal crescentes. Ao
longo do tempo, as amostras mostraram-se cada vez menos substituidas, passando de
2,1:1 na primeira hora até 4,2:1 no tempo de 48 horas. Assim como ocorreu com as

galactomananas de barbatimao, as extracdes de galactomananas de guapuruvu podem
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ter proporcionado fragdes mais hidrossoliveis e mais substituidas nas primeiras horas
de extragdo com posterior extracdo das menos substituidas.

Os resultados obtidos neste trabalho para a galactomanana de guapuruvu estao
de acordo com Petkowicz (1998), que verificou relacdes Man:Gal com propor¢des de
manose ascendentes (2,8:1 a 5,4:1) nas extragdes seqiienciais aquosas de
galactomananas de guapuruvu, conforme o aumento da temperatura. O mesmo ocorreu
nas extragdes de Gleditsia triacanthos em dagua fervente, com NaOH 2N e a
temperatura ambiente. As relagdes Man:Gal variaram de 2,5 a 3,1:1, conforme ocorre
nas demais espécies da subfamilia Caesalpinoideae (SCIARINI ez al., 2009).

Mesmo com variagdo de tempo e dos tipos de extragdo, a manutencdo das
relacdes Man:Gal das galactomananas de bracatinga e barbatimdo e o aumento dessas
relagdes nas extracoes de galactomananas de guapuruvu sugerem que os resultados
quanto a propor¢do de unidades de D-manose e D-galactose nas galactomananas das

sementes sdo caracteristicos das subfamilias as quais pertencem as espécies.

4.3 ANALISES DE HPSEC

4.3.1 Efeito da filtracdo sobre a concentragdo e agregados de galactomananas

Existem varios métodos para a purificacdo de polissacarideos. As
metodologias incluem deslipidificacdo, formagcdo de complexos i0nicos, precipitacdo
alcodlica, tratamentos enzimdticos e mecanicos, como centrifugacdo e filtracdo
(KAPOOR, 1972; NOBLE, TURQUOIS, TARAVEL, 1990; BRUMMER, CUI,
WANG, 2003; BOUZOUITA et al., 2007). O protocolo de andlises por espalhamento
de luz estatico foi modificado pela inclusdao de centrifugacio prévia a filtracdo,
filtragdo com membrana de porosidade 1,2 um, seguida de membrana 0,45 um.

Por ter sido realizada centrifugacdo e dupla filtracdo das amostras, houve a

suspeita de que a concentracao inicial de 1 mg/mL das solugdes tivesse sido alterada
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durante este procedimento, além da duvida sobre a influéncia da filtracdo sobre a
remocdo de agregados moleculares. Desta forma foram realizadas andlises de
determinag¢do da concentracdo e de reducdo de agregados pods-filtracdo, conforme
descrito no item 3.4.1 da pagina 56.

Foram utilizadas apenas 2 amostras de cada espécie, com tempos de extragdao
extremos de 2 e 48 horas, para verificar a alteracdo das concentragdes: GM2d e
GM48d de bracatinga, GS2d e GS48d de barbatimdo e GG2d e GG48d de guapuruvu.
Os detectores de espalhamento de luz e viscosimétrico também foram utilizados para a
avaliacdo de massa molecular e da viscosidade das amostras.

Em todos os experimentos, o volume total do ensaio foi dividido em 3 partes
para que houvesse a troca das amostras preparadas. Por volta dos primeiros 16 mL de
eluicdo, a amostra centrifugada e filtrada com membrana de porosidade 1,2 pum
(denominada amostra 1,2 pm) foi substituida pela amostra centrifugada, filtrada com
membrana de porosidade 1,2 pm e filtrada com membrana de abertura 0,45 pm
(denominada amostra 0,45 um). Esta foi analisada até aproximadamente 33 mL de
eluicdo, quando houve troca pela amostra centrifugada, filtrada com membrana de
porosidade 1,2 pm, filtrada com membrana de abertura 0,45um e filtrada pela
membrana de porosidade 0,22 pm (denominada amostra 0,22 um). O decaimento
seguido de recuperagdo observado mais significativamente no detector viscosimétrico
da figura 14 ocorreu no momento das trocas das amostras. A amostra inicial (1,2 pm)
foi bombeada a partir de um frasco e este contetdo foi substituido pelas amostras com
sucessivas filtragoes.

Embora o protocolo dos experimentos de espalhamento de luz fosse restrito a
filtracdo pelas membranas 1,2 um e 0,45 um de abertura, a porosidade 0,22 um foi
incluida nesse processo a fim de avaliar a perda de amostra em fungao da filtracao,
pois esta membrana € utilizada na maioria dos protocolos que envolvem anélises por
espalhamento de luz.

Cada resultado foi manipulado no software ASTRA para a interpretacdo dos
dados. O software permite a montagem do grafico de Debye, do qual foi selecionada
uma 4rea constante de voltagem de indice de refracdo, viscosidade e espalhamento de

luz em cada um dos trechos 1,2 um, 0,45 pm e 0,22 pm do experimento. A partir
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desses valores foi obtida a média de concentracdo, utilizando os experimentos em
triplicata de cada extracdo.

As médias de concentracdo das amostras 1,2 um, 0,45 pm e 0,22 um de cada
extracdo foram estatisticamente analisadas pelo teste ANOVA com fator Unico e
postest Tukey, p < 0,05. As figuras 12, 13 e 14 exemplificam o comportamento
caracteristico das andlises das extracoes GM2d e GM48d de bracatinga, GS2d e
GS48d de barbatimado e GG2d e GG48d de guapuvuru. Nas figuras estio mostrados os
perfis de espalhamento de luz laser com multidangulos (MALLS 90°) em preto, por
indice de refracdo (IR - Volts) em cinza e por viscosimetria (VIS - Volts), todos em
fun¢do do volume de elui¢do (mL), bem como o valor médio das concentracdes para
cada amostra em mg/mL.

Em todas as extracOes avaliadas n3o houve diferenca estatisticamente
significativa de concentracao entre as amostras purificadas em membrana de 1,2 pum e

0,45 um, 0,45 ume 0,22 ume 1,2 um e 0,22 pm.
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simbolo # corresponde a analise estatistica ANOV A com postest Tukey (p<0,05) relativo a filtragdo 0,45 pm

FIGURA 12 — PERFIS ESCOLHIDOS A PARTIR DAS TRIPLICATAS DE
ANALISES POR MALLS 90° (PRETO)Y IR (CINZA) VIS DE
GALACTOMANANAS DE BRACATINGA EXTRAIDAS A 2 E 48 HORAS E
PREPARADAS POR CENTRIFUGACAO E FILTRACAO A 1,2, 0,45 E 0,22 um
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FIGURA 13 — PERFIS ESCOLHIDOS A PARTIR DAS TRIPLICATAS DE
ANALISES POR MALLS 90° (PRETO)Y IR (CINZA) VIS DE
GALACTOMANANAS DE BARBATIMAO EXTRAIDAS A 2 E 48 HORAS E
PREPARADAS POR CENTRIFUGACAO E FILTRACAO A 1,2, 0,45 E 0,22 um
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Nota: o simbolo * corresponde a analise estatistica ANOVA com postest Tukey (p<0,053) relativo a filtragdo 1,2 pme o
simbolo # corresponde a andlise estatistica ANOVA com postest Tukey (p<0,05) relativo a filtragdo 0,45 um

FIGURA 14 — PERFIS ESCOLHIDOS A PARTIR DAS TRIPLICATAS DE
ANALISES POR MALLS 90° (PRETO) IR (CINZA)Y VIS DE
GALACTOMANANAS DE GUAPURUVU EXTRAIDAS A 2 E 48 HORAS E
PREPARADAS POR CENTRIFUGACAO E FILTRACAO A 1,2, 0,45 E 0,22 um
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Para melhor visualizacdo, as tabelas 8, 9 e 10 determinam como foram

realizados os cdlculos das triplicatas dos valores de concentragdo expostos na figura

15, respectivamente para galactomananas de bracatinga, barbatimio e guapuruvu. Trés

valores de concentracdo foram selecionados nas etapas denominadas 1,2, 0,45 e 0,22

pum de cada perfil de eluicdo. Os pontos deveriam ser distantes entre si,

preferencialmente em trechos estaveis, sem ascensdo ou declive. Tais valores foram

submetidos aos cdlculos de média e desvio padrdo e foram comparados entre si a fim

de verificar diferencas estatisticamente significativas entre as etapas de purificacdo das

amostras.

TABELA 8 — VALORES DE CONCENTRACAO E MEDIAS COM DESVIOS
PADRAO DAS ANALISES REALIZADAS EM TRIPLICATA DAS EXTRACOES
GM2d E GM48d NOS TRECHOS 1,2, 0,45 E 0,22 pm

GM2d GM48d

12 0,45 0,22 12 0,45 0,22
Valor 1 (x10°g/mol) | 0,942 0,918 0,872 0,96 0,962 0,968
Valor 2 (x10*g/mol) | 0,95 0,917 0,871 0,961 0,963 0,969
Valor 3 (x10*g/mol) | 0,954 0,916 0,87 0,961 0,963 0,97
Meédia (x10°g/mol) | 0,95+6 0,92+1 0,87+1 0,966 0,966 0,97+1

TABELA 9 - VALORES DE CONCENTRACAO E MEDIAS COM DESVIOS
PADRAO DAS ANALISES REALIZADAS EM TRIPLICATA DAS EXTRACOES

GS2d E GS48d NOS TRECHOS 1,2, 0,45 E 0,22 um

GS2d GS48d

12 0,45 0,22 12 0,45 0,22
Valor | (x10°g/mol) | 0,388 0,406 0,245 0,777 0,777 0,735
Valor 2 (x10%g/mol) | 0,392 0,409 0,242 0,779 0,762 0,733
Valor 3 (x10°g/mol) | 0,394 0,411 0,241 0,78 0,758 0,731
Média (x10°g/mol) | 0,39+3 0,41+2 0,24+2 | 0,78+1,5  0,77+1 0,73+2
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TABELA 10 — VALORES DE CONCENTRACAO E MEDIAS COM DESVIOS
PADRAO DAS ANALISES REALIZADAS EM TRIPLICATA DAS EXTRACOES
GG2d E GG48d NOS TRECHOS 1,2, 0,45 E 0,22 ym

GG2d GG48d

12 0,45 0,22 12 0,45 0,22
Valor 1 (x10°g/mol) | 0,935 0,899 0,8629 0,821 0,845 0,855
Valor 2 (x10°g/mol) |  0,9367 0,8973 0,8601 0,826 0,847 0,86
Valor 3 (x10°g/mol) |  0,9365 0,896 0,8576 0,831 0,849 0,862
Média (x10°g/mol) | 0,94+9,3  0,9+1,5  086+27 | 0,83+5 0,85+2  0,86+3,6

Foi observado que a extracdo de 2 horas de bracatinga (GM2d) apresentou
declinio no perfil de IR que representa concentragdio em fun¢do da filtragdo,
acompanhada pela redugdo proporcional da viscosidade. Tal fato confirma a perda de
massa pela solu¢do durante o processo de filtracao. Entretanto, ocorreu reducdo no
espalhamento de luz (EL) principalmente apds 0,22 wm, sugerindo uma diminui¢do de
agregados moleculares retidos nas membranas de progressiva porosidade.
Galactomananas altamente substituidas tendem a apresentar poucos agregados, porém
tal correlagdo depende do método de extracdo e preparo da solu¢do, como variacdo de
temperatura, tipo de solvente, entre outros (REID, EDWARDS, 1995; PICOUT et al.,
2002).

Na extracio GM48d houve diminui¢cdo nos valores de EL e manutencdo de
concentracdo e VIS até parte de 0,45 um. A partir da segunda metade de 0,45 um, o
perfil ascendente de VIS se assemelhou ao de IR. Este perfil sugere que os agregados
moleculares foram desfeitos com o uso do filtro de porosidade inferior e por esse
motivo causaram um ligeiro aumento da concentracdo, porém ndo significativo
estatisticamente. Poucos sdo os relatos em literatura de remoc¢do de agregados apenas
por processos de filtracio (FREITAS et al., 2010). Usualmente sdo utilizados
processos como autoclavagem, sonicagdo e outros. A utilizagdo do solvente cadoxen
em solucdes aquosas contendo polissacarideos pode ser bastante eficaz na remog¢ao de
agregados quando ajustadas as concentragdes de polissacarideos e do solvente

(WANG et al., 2001).
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Analisando a extracdo de 2 horas de barbatimao (GS2d), um discreto aumento
de VIS acompanhou o acréscimo nos valores de EL até o final do trecho 0,45 pm. Em
contrapartida, a inclinacdo ascendente do perfil correspondente a concentracao
mostrou-se mais intensa do que para os demais detectores. Com a filtragdao de 0,22 um,
houve reducdo de todos os parametros, especialmente de EL, chegando préximo de
zero. Novamente, a reducdo da concentracdo devido a filtracdo foi responsdvel pelo
decaimento de EL e viscosidade no trecho 0,22 um, sugerindo que parte da amostra
ficou retida na membrana. O ligeiro aumento da viscosidade até 0,45 um pode estar
relacionado ao processo de solubiliza¢do incompleto da amostra.

Ainda que ndo seja a espécie menos substituida, com relacio Man:Gal
proxima a 1,5:1, a galactomanana de barbatimio apresenta alta viscosidade e baixa
solubilidade em dgua, que justificam os resultados observados para GS2d (GANTER
etal., 1995).

A extracdo GS48d apresentou redugdo no perfil de concentragdo apenas do
trecho 0,45 pm para 0,22 um, com a obtenc¢ao do valor 0,73x107 mg/mL. Ocorreu
uma diminui¢do de EL entre 1,2 uym e 0,45 pm, com pouca influéncia sobre a
viscosidade e concentragdo a partir de 0,22 pm o que sugere reducao de agregados da
amostra.

A extracdo direta de 2 horas de guapuruvu (GG2d) apresentou reducdo do
espalhamento de luz, com perfil de VIS pouco influenciado. No perfil de concentracdo
houve reducdo, sem significincia estatistica, de 4,3 e 4,4% respectivamente entre o
trecho 1,2 ¢ 0,45 uym e 0,45 e 0,22 um. Estes resultados novamente sugerem que
agregados podem ter sido desfeitos ou terem sido retidos nas membranas de filtracao.

Para a extracdo GG48d houve reducdo de EL e ligeiro aumento no perfil de
concentracdo entre 1,2 a 0,22 um, porém sem alteragdo da viscosidade. Assim como
observado para GG2d, houve expressiva reducdo do espalhamento de luz, que indicou
remocao de agregados moleculares.

A elevacdo da concentracio e de VIS acompanhada do decréscimo da
intensidade de EL foi observada nas extracdes de 48 horas bracatinga e guapuruvu.
Tais resultados sugerem que o protocolo de centrifugacdo e filtragdo foi util na

remocao de agregados, pois, comparativamente as extracoes de 2 horas, as amostras de
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48 horas apresentam mais propensdo a formagao de moléculas agregadas e degradadas
pelo processo de extracdo (MICHEL, 1999; POLLARD et al., 2008).

Propor¢des inferiores a 30% de manose em relacio a galactose nas
galactomananas podem conduzir a associagdes intermoleculares em solu¢des aquosas
diluidas, com a forca de interacdo crescente pela diminuicdo das unidades de
galactose. Foi observado para extracoes diretas e seqiienciais de galactomananas de
barbatimdo e guapuruvu, propor¢des que variaram de 50 a 61,5% e 54,5 a 76,2%,
respectivamente, comparando as relagcdes Man:Gal mais distintas dentro de cada
processo de extracdo de cada espécie. Os segmentos ndo substituidos da cadeia
principal sdo responsdveis pelas associagdes intermoleculares do polissacarideo, como
agregacdes (GIDLEY, 1991; LARIZADOU, BILIADERIS, IZYDORCZYK, 2000).

Os agregados moleculares apresentam um significativo espalhamento de luz
em baixos vetores de onda [q = (4mn/A)/sen(0/2)] (eq.6, pagina 38). No grifico de
Zimm seriam observados como uma relacio de Kc/RO que aumenta de forma nao
linear em funcdo de q. Para um perfil isento de agregados, deve-se encontrar uma reta
paralela ao eixo X; no entanto, a disposi¢do de pontos com aspecto ascendente no
grafico de Debye com formalizacdo de Zimm sugere a presenca de moléculas esféricas
agregadas, que proporcionam alto grau de espalhamento de luz (LANDAU,
LIFSCHITZ, 1963 apud FREITAS et al., 2010).

A figura 16, adaptada do software ASTRA, confirma a presenca de agregados
no sistema em GG2d através do perfil ascendente do grifico de Debye com
formalizacdo de Zimm no trecho 1,2 um, além da reta no trecho 0,22 pum, que

evidencia a eficdcia do processo de filtragdo na reducdo de agregados moleculares.
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FIGURA 15 — PERFIL OBTIDO POR MALLS 90° DA EXTRACAO GG2d NO
TRECHO 1,2 (A) E NO TRECHO 0,22 (B) E FORMALIZACAO DO GRAFICO DE
ZIMM NO OBTIDO NO TRECHO 1,2 (A’) E NO TRECHO 0,22 (B’)

Com o objetivo de solucionar dificuldades relacionadas a estabilidade de
polimeros em solucdes e aos efeitos de agregacdo em protocolos experimentais, Freitas
et al. (2010) avaliaram a remocdo de agregados por filtracoes de N-
carboximetilquitosana (NCMC) com membranas de porosidade 0,8, 0,45 e 0,22 pum.
Foi verificado perda de concentracdao de 5% apenas apds a filtracdo a 0,22 pm. A
reducdo da intensidade de EL foi justificada pela presenca de macromoléculas isoladas
e agregados moleculares, enquanto a viscosidade manteve-se constante durante

praticamente todo o periodo do experimento. Tais resultados sdo semelhantes aos
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obtidos para GM2d e GG2d, comprovando a eficiéncia do processo de filtragcdo na
remogao de agregados.

Para a remoc¢ao completa de agregados de uma soluc¢do, esses nao devem estar
em equilibrio com os polimeros menores e a quantidade de moléculas agregadas nao
deve ser sensivel a concentracdo total da solucio (MICHEL, 1999), o que pode ter
ocorrido parcial ou totalmente durante o processo de filtragdo.

A partir dos resultados obtidos através das andlises de concentragdo das
amostras de galactomananas, observou-se que ndo houve perda significativa de
concentra¢do na filtracdo utilizando membrana com abertura de 0,22 um em nenhuma
das andlises, entretanto foram observadas alteracdes de concentragdo acompanhadas
ou ndo de alteracOes de valores de viscosidade e espalhamento de luz, que sugeriram
remogao de agregados. O protocolo que consiste em centrifugacdo seguida de filtragdao
com membrana de porosidade 1,2 um e de 0,45 um foi adotado para os experimentos

seguintes.

4.3.2 Analises cromatogrificas de exclusdo estérica de alta performance com

multideteccao (HPSEC-MALLS/RI/VIS)

Diferentes metodologias de extracdo e purificacdo de polissacarideos t€m sido
propostas na literatura com intuito de aumentar o rendimento dos produtos obtidos,
comparando a eficiéncia do processo a partir da determinacdo de parametros
moleculares tais como a massa molecular ponderal média (M,,), raio de giro (R,), entre
outros. Estes parametros sdo geralmente obtidos a partir da técnica de espalhamento de
luz estatico e detectores correlacionados (CERQUEIRA et al., 2009).

As galactomananas obtidas nos diferentes tempos de extracdes diretas e
seqiienciais de bracatinga, barbatimdo e guapuruvu foram submetidas a andalises por
cromatografia de exclusdao por tamanho (HPSEC - high performance size exclusion
chromatography) acoplada aos detectores: espalhamento de luz laser em multiangulos
(MALLS), de indice de refracao (IR) e viscosimétrico (VIS), ou seja, HPSEC-

MALLS/IR/VIS. Foram obtidos os parametros de massa molecular ponderal média em
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peso e em niumero (M,, e M,), distribuicdo das massas, raio de giro (R,) e viscosidade
intrinseca ([n]y). Apenas com uma andlise de aproximadamente 80 minutos € possivel
determinar todos os parametros em conjunto. Para as andlises foram utilizadas
amostras purificadas, a partir da metodologia anteriormente estabelecida, que implica
em centrifugacdo e dupla filtracio com membranas de abertura 1,2 um e 0,45 um
(KOSTANSKI, KELLER, HAMIELEC, 2004).

Previamente as andlises, foi realizado o cédlculo de dn/dc para extracdes de 1
hora de cada espécie. Este experimento foi realizado utilizando apenas o detector IR,
com as colunas, o detector MALLS e o detector VIS desacoplados. Os valores de
dn/dc para bracatinga, barbatimdo e guapuruvu, respectivamente 0,1350, 0,1704 e
0,1595 mL/g, foram posteriormente utilizados no tratamento dos resultados das
andlises cromatograficas por HPSEC-MALLS/IR/VIS.

A figura 16 mostra o perfil de elui¢cao obtido para a extracdo GS6d. O gréfico
obtido exemplifica uma amostra unimodal, eluindo em torno de 22mL. O detector
laser (MALLS 90°) esta destacado em vermelho, o detector de indice de refracdo (IR -
Volts) em azul e o detector viscosimétrico (VIS - Volts) em verde estdo em funcio do

volume de elui¢ao (mL).
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r m VIS (Volts)
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FIGURA 16 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC-MALLS DA

GALACTOMANANA DE BARBATIMAO (GS6d) UTILIZANDO ELUENTE
NaNO, E DETECTORES MALLS 90°, IR E VIS
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A tabela 11 compara, respectivamente, os resultados de massas moleculares
M,, M,,, indice de polidispersao (M,,/M,), raio de giro em fun¢do da massa molecular:
Ry (w), taxa de recuperacdo e viscosidade intrinseca: [n], das extracOes diretas e
seqiienciais das galactomananas de bracatinga. Conforme exposto no item 3.4.2
(pagina 57), a viscosidade intrinseca foi obtida a partir de cdlculos matematicos
considerando a viscosidade absoluta e concentracao determinada por IR. Os valores
médios foram obtidos por triplicata e analisados estatisticamente juntamente com 0s

desvios padrao.

TABELA 11 - PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DETERMINADOS POR
HPSEC-MALLS/IR/VIS DAS GALACTOMANANAS EXTRAIDAS DIRETA

(GMd) E SEQUENCIALMENTE (GMs) DAS SEMENTES DE BRACATINGA

M, M

Amostra  (x10°g/mol) (x10°%/mol) M, /M, R, (W) (nm) % Recup ]y (mL/g)
GM1d  0,55+0,06® 1,08+0,36" 197+042" 8330+21,50" 98,12+587" 434,05 + 28,07
GM2d 0,54 +0,07" 0,80+0,02" 148+0,16° 43,67+2561° 76,81+ 11,43" 355,65+ 28,92
GM3d  0,55+0,13" 1,04+0,37" 1,87+032" 7647+2224" 8370+ 13,17 416,80 + 4,95
GM4d 0,54 +0,14" 1,03+0,39"° 191+028 7297 +24,11* 97,75+ 1291* 435,00 + 13,01
GM6d 0,47 +0,09° 0,89 +0.25" 1,88+0,23" 63,30+ 19,87 100,00 + 16,19° 431,70 + 50,77
GM24d  0,55+0,17° 1,12+0,44* 2,01+0,26° 83,58 +32,96° 86,19 +7,12" 466,10 + 185,95"
GM48d 1,14+ 046" 1,36 +0,36" 1,32+040° 41,33 +30,02° 54,42+61,17° 143,25 +53 81"
GM1s 0,55+0,06° 1,08+036° 197+042° 8330+21,50" 98,12+587" 434,05 +28,07*
GM2s 0,67+0,13° 0944010 1,42+0,12° 62,85+596" 81,46+ 12,93 413,30 + 10,61°
GM3s 1,30 £0.27° 1,67 +0,56° 127+0,15° 88,70 +22,33" 82,97 +24,64" 529,70 + 145,95"
GM4s  094+025° 1534048 1,67+045" 7427+3598 64,28+ 1121 32530+ 35,07*
GMé6s 145+0,19" 1,71 +045" 1,17 +£0,15* 81,03 +22,94" 72,76 + 10,96™ 527,45 + 258 45
GM24s  129+0,18° 157+031° 1,21+0,10° 75,57 +23,74" 5577 + 11,04% 473,90 + 154,86"
GM48s 096 +0,65° 1224055 1,71+0,98" 53,07+1792" 4139+ 1637 27425+ 3627

NOTA: % Recup: taxa de recuperagdo (%); Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade

A extracdo de 1 hora direta apresentou My, e viscosidade intrinseca elevadas.

De acordo com a equacdo de Mark-Houwink-Sakurada, esses pardmetros sao
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diretamente proporcionais, portanto devem permanecer elevados ou reduzirem de
maneira similar (PICOUT, ROSS-MURPHY, 2007).

Exceto no tempo de 2 horas em ambas as extracdes, os raios de giro resultaram
em valores proximos de 70 e 80nm, com destaque para uma reducdo em 48 horas,
onde também ocorreram taxas de recuperacdo e viscosidade menores. Embora o
resultado de M, tenha sido o mais elevado no tempo de 48 horas, a degradacdo do
polimero € indicada pela diminuicdo da viscosidade intrinseca em solucdes de
galactomananas (POLLARD et al., 2008).

As relacdes M, /M, mais proximas de 1 foram as das amostras GM48d do
grupo de extracdes diretas e GM6s das extracdes seqiienciais. Os resultados de
polidispersdo nao apresentaram relacdo com os tempos de extragdo para as amostras de
bracatinga.

Foi observado que ndo houve diferencga estatisticamente significativa entre as
médias quando comparados os valores obtidos nos diferentes tempos das varidveis My,
M,/M,, R, € [n],, para ambos os processos de extragdo, além de taxa de recuperacdo
nas extracOes diretas. Tal observacdo demonstra que o tempo ndo apresentou
influéncia sobre os resultados destes pardmetros.

As diferencas entre médias observadas para taxa de recuperacdo nas extracoes
seqlienciais e para M, em ambos os processos demonstraram que houve alteracio
estatisticamente significativa entre os tempos de extracao, entretanto ndo foi observada
uma tendéncia de aumento ou decréscimo nos valores das médias apenas em func¢do
dos tempos de extracao. Mais uma vez, através da visualizacdo de médias, observou-se
que o tempo de extracdo ndo influenciou os resultados das varidveis obtidas por
HPSEC-MALLS/IR/VIS.

Dentre as extragOes realizadas, a amostra que apresentou os melhores
resultados considerando rendimento, massa molecular, indice de polidispersao, raio de
giro, taxa de recuperacdo e viscosidade intrinseca foi GM1d, além de ser o menor
tempo despendido para realizar a extragdo. Estudos prévios de galactomanana de
bracatinga demonstraram a determinacdo de alguns parametros fisico-quimicos,
conforme indicado na tabela 12 (GANTER er al.,, 1993; GANTER et al., 1995;
BRESOLIN et al., 1997, GANTER, REICHER, 1999, NOLETO et al., 2009). Os
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valores obtidos na literatura correspondem a extracdes aquosas a 25°C, em tempos
variados, cujas sementes sofreram tratamento para inativacdo enzimdtica, exceto para

Ganter et al. (1993).

TABELA 12 - PARAMETROS FISICO-QUIMICOS COMPARATIVOS ENTRE A
EXTRACAO GMld E DADOS DE GALACTOMANANA DE BRACATINGA
ENCONTRADOS NA LITERATURA

M,
Rend (%) (x106g/mol) M.,/M, R,(W) (nm) %0 Recup [n]w (mL/g)
GM1d 24,5 1,08+0,36 1,97+0,42 83,30+21,5 98,12+5,87 434,05+ 28,07
Bracatinga* 30,0 1,4 1,1 73,0 ND 740,0

NOTAS: * fontes: GANTER et al., 1993; GANTER et al., 1995; BRESOLIN et al., 1997; GANTER,
REICHER, 1999, NOLETO et al., 2009; Rend (%): rendimento (%);% Recup: taxa de recuperacio
(%); ND: dado nao disponivel

O valor absoluto do resultado obtido pela amostra GM1d para R, foi superior
ao observado na literatura e o valor de My, apresentou-se equivalente, enquanto os
demais parametros ndo coincidiram com os da literatura. Apesar de o rendimento ter
sido comparativamente menor ao obtido por Ganter et al. (1995), que utilizaram
extracdo com benzeno/etanol anteriormente a extracdo aquosa de 16 horas, o valor de
24,5% ¢é vantajoso sobre o rendimento de 30% e a extracdo de 1 hora oferece a
conveniéncia do curto tempo de extragao.

As massas apresentadas nas tabelas 10 e 11 expressam a média de massa
molecular ponderal em peso (M,,) € nimero (M,). Porém, a distribuicdo dessas massas
pode ser observada pela técnica de espalhamento de luz pode, pois explana melhor a
abrangéncia logaritmica dessas massas.

A figura 17 compara a distribui¢do de massas moleculares em funcdo dos
valores maximos obtidos pelo detector MALLS 90° das massas moleculares (g/mol)

das extracOes diretas e seqiienciais de bracatinga.
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FIGURA 17 - DISTRIBUICAO DAS MASSAS MOLECULARES (g/mol) DAS
EXTRACOES DIRETAS (A) E SEQUENCIAIS (B) DE GALACTOMANANAS DE
BRACATINGA

Nas extracoes diretas, at¢ o tempo de 6 horas as massas moleculares
apresentaram distribui¢des semelhantes, que variam de 1x10° g/mol até 2,5x10° g/mol,
com destaque para o tempo de 1 hora, cujo indice de polidispersdo foi 1,96, e

viscosidade foi de 434,05 mL/g.
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A degradagcdo comecgou a ser observada a partir da extracdo de 6 horas, pela
formacdao de um “ombro” a esquerda. A extracdo GM24d apresentou uma larga
distribuicdo de massa variando de 1,5x10° g/mol até 8x10° g/mol, com pico de altura
menor ¢ um ‘“ombro”, demonstrando cadeia polimérica degradada pelo tempo de
extragdo prolongado (POLLARD et al., 2008).

Os perfis mais estreitos e mais altos indicam menor polidispersao
(NETOPILIK, PODZIMEK, KRATOCHVIL, 2004). Esse parametro foi visualizado
na extracao seqiiencial de GM6s, que apresentou a relacdo M,,/M, 1,17. Esta extracdo
apresentou também viscosidade intrinseca elevada de 527,45 mL/g e a maior massa
molecular (M,,) entre os diferentes tempos de extracdes seqiienciais, 1,71x10° g/mol.
Embora tenha apresentado tais resultados satisfatorios, o rendimento da extracdo
GM6s é menor do que o da extracdo escolhida como a melhor dentre as
galactomananas de bracatinga.

Ocorreu deslocamento a direita e alargamento da base no pico de 24 horas das
extragdes seqiienciais, com massas que variaram de 6x10° g/mol a 6,5x10° g/mol.
Extracdes em tempos muito longos favorecem o processo de degradagdo, entretanto
nas extracoes seqiienciais de bracatinga as galactomananas foram preservadas mesmo
nos ultimos tempos de extracdo (POLLARD et al., 2010).

Na tabela 13 encontram-se comparagdes entre os resultados obtidos por
HPSEC-MALLS/IR/VIS das extragdes diretas e seqiienciais, respectivamente, das

galactomananas de barbatimao.
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TABELA 13 - PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DETERMINADOS POR
HPSEC-MALLS/IR/VIS DAS GALACTOMANANAS EXTRAIDAS DIRETA (GSd)
E SEQUENCIALMENTE (GSs) DAS SEMENTES DE BARBATIMAO

M, M,

Amostra (xlO“g/mol) (x106g/mol) M.,/M,, Ry (W) (nm) 9% Recup [n]w (mL/g)

GS1d 1,29+033" 1,69+0,80° 1,27 +027™ 108 +54,26° 56,13 +4,85"  1206,95 + 6,15
GS2d 121 +021° 1,31 +0,18° 1,09+0,06° 83,90 + 16,94" 59,84+ 17,11* 1346,75 + 15,77°
GS3d 0,93 +0,05° 1,03+0,06® 1,11 +0,06° 73,05+20,95" 60,82 + 649" 1291,75 +32,74"
GS4d 0,90 +0,06® 1,08 +0,10° 1,20+ 0,08 80,64 + 18,44" 63,88 + 12,48" 1156,10 + 22,20
GS6d 1,09 +£0,19° 1,15+0,20" 1,05+0,03* 7545+24,40° 66,13 +14,33* 1317,80 + 1,27
GS24d  050+0,05* 0,87 +0,31° 1,73 +0,48™ 69,00 +36,04* 72,42 +4,02° 829,55 + 36,84
GS48d  044+0,19° 0,73+0,13° 1,75+0,38° 63,95+ 13,75° 71,49 +1830" 846,45 + 2581°
GS1s 1,29+033" 1,69+0,80° 127+027° 108 +54,26° 56,13 +4,85°  1206,95 + 6,15
GS2s 1,32+0,65° 2,16+ 1,88 1,46+0,56" 124,90 + 92,0 46,42 +8,40™  1140,90 + 58,97°
GS3s 0,99 +0,20° 1,07+0,19° 1,08+0,03" 77,60 +20,66" 57,95+532" 1157,55 +41,37°
GSds 1,13 +0,17° 1,17+0,16* 1,04+0,01* 77,98 + 18,01 62,99 +8,11°  1269,85 + 9,69
GS6s 1,46 +£0,56° 1,75+1,05° 1,15+0.21* 9540 +5846"° 37,80+ 10,08" 747,90 + 60,53
GS24s 1,11 +0,34" 1,35+0,51° 1,20+0,10° 66,00 +31,70" 42,87 + 0,88 618,60 + 66,47
GS48s 023 +0,07° 058+0,11*° 253+026" 34,60 +426" 44,63 +20,23" 220,60 + 175,79°

NOTA: % Recup: taxa de recuperacdo (%); Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade

Nas extracgdes de barbatimdo, os maiores valores de massa molecular (M,,) nos
tempos de 1 e 2 horas apresentaram também elevados valores de viscosidade
intrinseca, assim como ocorreu para os menores valores de My, no tempo de 48 horas
de extracgdo.

Foi observada uma reducdo dos valores de M, e raio de giro conforme
aumentaram os tempos de extracdo. Nas extragcdes diretas, o resultado de M, em 1
hora foi de 1,69x10° g/mol e de 48 horas foi 0,73x10° g/mol. Quanto ao Ry, nas
extracOes diretas, houve redugdo de 108 nm para 63,95 entre 1 e 48 horas, enquanto
nas extragdes seqiienciais a redugdo foi intensificada, alcangando 34,60 nm em GS48s.
Embora tenha sido observada uma relagao entre os valores de M, € R, € os tempos de
extra¢do, ndo houve diferenca entre médias para R, em ambos os tipos de extragdo e

para M,, nas extracoes seqiienciais. Nas extracOes diretas, a tendéncia de diminuicdo
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dos resultados de M,, conforme aumentaram os tempos de extracdo foi comprovada
estatisticamente pelas diferencas entre as médias.

As taxas de recuperacdo das extragOes diretas apresentaram valores crescentes
até o tempo de 24, com pequena reducdo de 1% no tempo de 48 horas. Entretanto, a
andlise estatistica comprovou que as médias ndo apresentam diferencas entre si, ou
seja, o tempo crescente de extragdo ndo influenciou tais resultados.

As variacdes visualizadas pela andlise estatistica nas extracdes seqiienciais
para os resultados de taxa de recuperacdo sao decorrentes de 3 fatores: o teor de
polimero presente na amostra e sua pureza; solubilizacdo insuficiente; perda de
amostra por adsor¢ao na coluna percentual de concentracdao perdido pelas colunas e €,
portanto, a concentracdo real da andlise (POLLARD et al., 2010). A reducdo desse
parametro em fungdo do tempo sugere que a quantidade de polissacarideo presente nas
amostras reduziu paralelamente ao tempo.

Com relagdo ao indice de polidispersdo, foi observado diferencas estatisticas
nos diferentes tempos de extracdo direta, porém nao houve tendéncia de amostras mais
ou menos polidispersas em funcdo do tempo. A amostra GS6d apresentou indice de
polidispersdao mais proximo a 1, além de rendimento de 18,3%, conforme descrito na
tabela 3 (pagina 60). Devido a estes e outros resultados mencionados na tabela 12,
sugere-se que o tempo de 6 horas de extracdo direta apresentou os melhores resultados
para obtencdo de galactomanana de barbatimdo. As amostras GS4s e GS2d
apresentaram resultados elevados de M,,, R, € [n]y, além de pouca polidispersdo, no
entanto apresentam baixos rendimentos de extracdo, respectivamente 0,6% e 10,8%.

A tabela 14 descreve a comparagdo entre resultados obtidos para a extragdo
GS6d e a literatura (REICHER et al., 1991; REICHER et al., 1992; GANTER et al.,
1995). Os valores obtidos na literatura correspondem a extragdes aquosas a 25°C, em

tempos variados.
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TABELA 14 - PARAMETROS FISICO-QUIMICOS COMPARATIVOS ENTRE A
EXTRACAO GS6d E DADOS DE GALACTOMANANAS DE BARBATIMAO
ENCONTRADOS NA LITERATURA

Rend M,,

(%) (x106g/mol) M.,/M, Ry(W) (nm) % Recup [n]w (mL/g)
GSe6d 18,3 1,15+ 0,20 1,05+0,03 7545+244 66,13+14,33 1317,80 + 1,27
Barbatimao* 25,0 1,8 ND ND ND 1400,0

NOTAS: * fontes: (REICHER et al., 1991; REICHER et al., 1992; GANTER et al., 1995); Rend (%):
rendimento (%);% Recup: taxa de recuperacdo (%); ND: dado ndo disponivel

A partir das andlises comparativas da tabela acima, é possivel observar que os
resultados obtidos para a amostra GS6d, exceto rendimento, foram semelhantes as
informacdes de barbatimdo, fato que comprova a eficidcia do processo direto de
extracdo até o tempo de 6 horas.

Ganter et al. (1995) obtiveram 25% de rendimento para a galactomanana de
barbatimao, extraida a 25°C apds pré tratamento com benzeno:etanol 2:1 (v/v) por 16
horas e metanol:dgua 4:1 (v/v). O rendimento de 18,3% obtido para GS6d apresentou
vantagem sobre a metodologia citada, pois foi extraida em um tempo menor, numa
mesma temperatura e sem pré tratamento com solventes organicos.

A extracdo direta de galactomanana de barbatimdo por 24 horas a 25°C foi
realizada por Reicher er al. (1991). O valor de M,, obtido foi de 1,8x10° g/mol foi
semelhante ao obtido para GS6d, de 1,15x10° g/mol.

Reicher et al. (1992) realizaram extracdo aquosa de galactomanana de
barbatimdo por 3 horas a 25°C utilizando metanol:dgua a 3:1 e 2:1 (v/v) e etanol:dgua
4:1 (v/v) como pré tratamento. Os autores obtiveram 1400 mL/g de viscosidade
intrinseca, enquanto a extracdo GS6d resultou em 1317,8 mL/g mesmo com tempo
mais estendido e sem a realizacdo de pré tratamento.

Na figura 18 encontram-se as distribuicdes de massa molecular

correspondentes as extracoes diretas e seqiienciais de galactomananas de barbatimao.
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FIGURA 18 - DISTRIBUICAO DAS MASSAS MOLECULARES (g/mol) DAS
EXTRACOES DIRETAS (A) E SEQUENCIAIS (B) DE GALACTOMANANAS DE
BARBATIMAO

Em concordancia com os resultados apresentados na tabela 13 (pdgina 84), que
comparam as extracoes da galactomanana de barbatimdo, a extracao direta no tempo

de 6 horas apresentou-se como menos polidisperso devido ao valor proximo a 1 e ao
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pico estreito e elevado, com amplitude de massa de 7x10° a 1,8x10° g/mol. Esta
amostra apresentou elevada [n]y, 1317,80 mL/g, € Ry(w), 75,45 nm, andlogo ao
descrito na literatura para a galactomanana comercial de guar, de razdo Man:Gal
semelhante, cujos resultados foram 1050,0 mL/g e 76,64 nm, respectivamente
(BRUMMER, CUI, WANG, 2003).

Apesar de apresentar discreto “ombro” a esquerda, que sinaliza degradacao, o
pico correspondente a extracdo GS3d apresentou-se pouco polidisperso. O valor obtido
para M,, dessa extragao, 1,03x10° g/mol, reduzido de 21,4% em comparacdo com o
tempo de 2 horas, corrobora com o processo de degradagdo visualizado na distribuicao
das massas (POLLARD et al., 2008). Observou-se no pico da extracio GS4d um
aumento da dispersdo das massas, comprovado pelo indice de polidispersdo, que
aumentou de 1,11 para 1,20 de 3 para 4 horas de extracao.

Os picos dos tempos de 24 e 48 horas das extragOes diretas sofreram
ampliacdo das bases e reducdo da altura. Houve variacdo de massas entre 3x10* e
3,5x10° g/mol no tempo de 48 horas. Ja a amostra GS24d variou de 9x10* a 5,5x10°
g/mol os valores das massas e apresentou um deslocamento da base do pico para a
direita, de forma similar ao demonstrado na literatura para extra¢ao direta de 48 horas
de xiloglucana de Hymenaea courbaril, possivelmente por conseqiiéncia do aumento
do tamanho das particulas em solucdo (KAI, PETKOWICZ, 2010). Essas 2 extragcdes
mostraram-se degradadas, como evidenciam os “ombro” presentes em cada perfil.

As extragdes seqiienciais de barbatimado apresentaram perfis diferentes entre si.
Assim como ocorreu nas extracoes diretas, o tempo de 6 horas apresentou pico alto e
estreito, caracterizando a menor polidispersdao das massas. A variagdo de massas foi de
9x10° g/mol a 1,8x10° g/mol, expressivamente menor que nos demais tempos de
extracdo, fato visualizado pelo menor M,, das extracdes seqiienciais, 1,15.

De maneira semelhante a GS6s, a extracdo GS4s mostrou-se igualmente pouco
polidispersa, pois a largura do pico estendeu-se de 9x10° a 2x10° g/mol. Apesar do
pico menor, a extracdo de 4 horas apresentou viscosidade 41% superior a de 6 horas,
possivelmente devido ao tempo de extracao.

O tempo de 48 horas de extracdo revelou pico de grande extensao lateral, com

massas de 1,5x10" a 3x10° g/mol, e mais baixo que as demais extragdes, possivelmente
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pela degradacdo devido ao tempo de extracao (PICOUT et al., 2002; POLLARD et al.,
2008).

Pollard et al. (2010) realizaram 3 métodos de extracdo, modificando tempo e
temperatura, de sementes das subfamilias Faboideae e Caesalpinoideae. A extracio de
galactomanana de guar apresentou M, variando de 1,99 a 2,56x10° g/mol apés
solubilizacdo de 24h a temperatura ambiente. O maior valor obtido para massa
molecular média foi aquele no qual ocorreu extragdo manual do endosperma. As
extragcOes seqiienciais de barbatimao apresentaram variagao de My, de 5,8x10° g/mol a
2,16x10° g/mol e foram solubilizadas por 16 horas, fato que justifica a sutil diferenca
em comparacao ao resultado obtido para guar.

A tabela 15 s3o comparados resultados obtidos HPSEC-

0s por

MALLS/RI/VIS das extracdes diretas e seqiienciais das galactomananas de guapuruvu.

TABELA 15 — PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DETERMINADOS POR

HPSEC-MALLS/IR/VIS DAS GALACTOMANANAS
(GGd) E SEQUENCIALMENTE (GGs) DAS SEMENTES DE GUAPURUVU

EXTRAIDAS DIRETA

M, M,,
Amostra (x106g/mol) (x106g/mol) M,/M,, Ry(w) (nm) % Recup [n]w (mL/g)

GG1d 0,44 + 0,065 0,70 + 0,06™ 1,59 +0,26° 75,60 + 3,92 98,59 + 7.83" 669,85 + 18,31°
GG2d 0,65+0,12° 0,94 +0,37*° 141+031° 9830+2921* 9931 +3,81* 983,20 + 12,59
GG3d 0,63 +0,09° 0,89 +0,04° 1,44 +025 91,30+ 10,05* 93,50+ 0,62° 826,00 + 21,78"
GG4d 0,46 +0,01™ 0,58 +0,04™ 1,26 + 0,09 65,55+ 11,16 88,70 + 20,33 868,65 + 54,80"
GG6d 0,44 +0,08° 0,58 + 0,06  1,32+0,17° 62,42 + 14,98 84,06 + 18,59 908,65 + 20,44*
GG24d 0,41 +0,02° 0,51 +0,02 127+0,09° 52,88+ 14,19° 84,16 + 18,47 493,30 + 234,76"
GG48d 0,23 +0,02¢  032+0,04% 1,37 +0,07° 44,37 +8,15° 94,17 + 11,77* 380,55 + 137,39"
GGls 0,44 + 0,06 0,70 +0,06° 1,59 + 026 75,60 + 3,92 98,59 + 7,83" 669,85 + 18,31°
GG2s 0,66 +0,11° 0,91 +0,26° 1,36+0,20° 89,15+ 18,53* 83,01 +22,73" 505,95 + 68,94
GG3s 0,51 +0,04™ 0,67 +0,06° 1,31 +0,01° 73,87 +3,59° 83,30 +3,19° 591,65 + 199,76
GGds 0,56 +0,11°° 0,88 +0,28"  1,55+0,19° 90,77 + 20,69° 83,12 + 19,68" 924,30 + 36,06
GG6s 0,60 + 0,05 0,90 +0,22° 1,50 + 0,26° 87,00 + 19,62* 85,28 + 16,08 921,60 + 50,77°
GG24s 0,32 + 0,06 0,67 +0,23" 2,10+0,62®° 73,33 +17,32° 82,23 +7,24* 552,10 + 173,38"
GG48s 0,19+ 0,03 048 +0,03* 250+0,26° 52,70 +2,09° 81,24+ 1,67* 268,05 + 25,95

NOTA: % Recup: taxa de recuperacdo (%); Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade
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Todas as extragdes apresentaram taxa de recuperacdo elevada, principalmente
as extracdes diretas. A extragcdo GG2d apresentou taxa de recuperagdo proxima a
100% e também os maiores valores encontrados para Ry, 98,3 nm, e para [n], de
983,2 mL/g. O tempo de 3 horas de extragcdo direta apresentou resultados semelhantes
de rendimento, raio de giro, viscosidade intrinseca e recuperacdo, porém necessita de
tempo maior de extragdo, fato que favorece a extracao de 2 horas.

Nas extragdes diretas, foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas nos parametros M,, M,, e R, e, exceto no tempo de 1 hora, houve
tendéncia de diminuicio em funcdo do tempo de extracdo. Para as extragdes
seqlienciais, foi observada esta tendéncia na varidvel M,/M,,.

Foi observado reducdo de massa molecular (M) e viscosidade intrinseca nos
tempos de 24 e 48 horas de ambos os tipos de extra¢do, assim como de R, nas
extracoes de 48 horas e em GG24d. As amostras GG24s e GG48s mostraram-se mais
polidispersas que as demais e tal resultado foi comprovado pelas anélises estatisticas.
Apesar de os valores M, ndo representarem determinagdes absolutas nas andlises de
HPSEC-MALLS, o aumento do indice de polidispersdo nos tempos mais estendidos
sugere degradagdo da cadeia polimérica (POLLARD et al., 2010).

A degradacdo de uma cadeia polimérica € o processo de reducao de sua massa
molecular, devido a quebras de ligacdes covalentes na cadeia principal, nas
ramificacdes ou na separacdo das ramificacoes da cadeia principal. As quebras podem
ocorrer aleatoriamente ou seqiiencialmente (MICHEL, 1999).

Na andlise das sementes do género Cassia, pertencentes a subfamilia
Caesalpinoideae, Pollard er al. (2010) desenvolveram um protocolo para retirar o
tegumento que impedia a entrada de 4dgua no endosperma durante a imersao das
sementes previamente a moagem. Esse procedimento pode ter afetado a taxa de
recuperacdo das extracdes, cujo valor maximo foi de 67%. As taxas de recuperacdo de
guapuruvu foram superiores a 80% em todas as andlises, resultado possivelmente
favorecido pela técnica de extragcdo utilizada para a espécie, que determina a fervura
das sementes inteiras para inativacdao enzimatica e a moagem do endosperma puro.

Os resultados obtidos por HPSEC-MALLS/IR/VIS da extragdo GG2d foram
comparados com dados provenientes da literatura (GANTER et al., 1995; BRESOLIN
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et al., 1997, PETKOWICZ et al., 1999; VIANNA-FILHO, 2009) na tabela 16. Exceto
em Petkowicz et al. (1999), em que a extracdo foi realizada a 4°C, os valores obtidos

na literatura correspondem a extracoes aquosas a 25°C, em tempos variados.

TABELA 16 — PARAMETROS FISICO-QUIMICOS COMPARATIVOS ENTRE A
EXTRACAO GG2d E DADOS DE GALACTOMANANAS DE GUAPURUVU E
ENCONTRADOS NA LITERATURA

Rend M,
(%) (x106g/mol) M.,/M, R, (W) (nm) % Recup [n]w (mL/g)
GG2d 24,9 0,94 +0,37 1,41+0,31 98,30+29,21 99,31 +3,81 983,20 + 12,59
Guapuruvu* 25,0 1,35 ND 108,6 ND 850,0

NOTAS: * fontes: GANTER et al., 1995; BRESOLIN et al., 1997, PETKOWICZ et al., 1999;
VIANNA-FILHO, 2009; Rend (%): rendimento (%); % Recup: taxa de recuperacdo (%); ND: dado
nao disponivel

E possivel notar, a partir da andlise comparativa da tabela 18, que apenas o
resultado de M, obtido para GG2d foi ligeiramente inferior ao verificado na literatura.
Os resultados de obtidos por Pollard ef al. (2008) no processo de melhoramento da
extracdo de 2 horas de alfarroba, esta que apresenta relacdo Man:Gal semelhante a da
galactomanana de guapuruvu, foram inferiores aos obtidos para GG2d exceto para M,
(0,99x10° g/mol). Para taxa de recuperagdo os autores obtiveram 78,5% e o valor de
indice de polidispersdo variou entre 1,5 a 1,8. Tais evidéncias garantem a viabilidade
do processo de extracdo direta até 2 horas para a galactomanana de guapuruvu.

Nas extracOes diretas das 3 espécies analisadas (bracatinga, barbatimdo e
guapuruvu), foi observado que nas amostras que apresentaram os maiores valores de
M,, também foram encontrados os maiores valores de R,. Esses resultados estdo de
acordo com a teoria de Flory, cuja equacdo indica a proporcionalidade entre raio de
giro e massa molecular (PATEL et al., 2006).

A figura 19 correlaciona a distribuicdo de massas moleculares em fungdo das

massas moleculares (g/mol) das extragdes diretas e seqiienciais de guapuruvu:
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FIGURA 19 - DISTRIBUICAO DAS MASSAS MOLECULARES (g/mol) DAS
EXTRACOES DIRETAS (A) E SEQUENCIAIS (B) DE GALACTOMANANAS DE
GUAPURUVU

Nas extracoes diretas, o perfil menos polidisperso foi o de 2 horas, cuja

amplitude de massas partiu de 2x10° g/mol atingindo 2x10° g/mol. Conforme ji
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mencionado, esta amostra foi apontada como a melhor extracdo pelos valores elevados
de rendimento: 24,9%, taxa de recuperacio: 99,31%, M, 9,4x10° g/mol, R,: 98,3 nm
e [n]: 983,20 mL/g.

A partir de 24 horas, foi observado alargamento das bases e formacao de um
“ombro” em GG24d. Além dessa indicagdo, o processo de degradacdo da cadeia
polimérica foi evidenciado pela reducdo de M, e da viscosidade neste tempo de
extracao.

Foi verificado nas extragdes seqiienciais que a amostra que proporcionaram
pico mais elevado e mais estreito foi a de 3 horas, seguida pela extracdo de 1 hora.
Com o passar do tempo, as amostras apresentaram deslocamento para maiores massas
moleculares, chegando a 4x10° g/mol no tempo de 24 horas.

A extracdo GG48s apresentou base bastante estendida, variando as massas de
9x10° g/mol a 2x10° g/mol, e um ombro a esquerda, que evidenciou degradacdo.
Assim como ocorreu com o resultado de 0,48x10° g/mol para M, a extracdo de 48
horas apresentou valores diminuidos de raio de giro, 52,7 nm, e de viscosidade, 268,05
mlL/g.

Avaliando a distribuicdo das massas moleculares das extracdes de bracatinga,
barbatimdo e guapuruvu, observou-se que os ultimos tempos de extragdo, usualmente a
partir de 24 horas, demonstraram a presenca de agregados pela expansdo das bases dos
picos e, de maneira contrdria, sinalizaram processos evidentes de degradacdo, pela
deformacdo dos picos e diminui¢do dos valores de M,,. Este fenomeno também foi
evidenciado em processos de extracdo de galactomananas comercias € em xiloglucanas
(PICOUT et al., 2002; POLLARD et al., 2008).

Foi observado para todas as espécies que no parametro de viscosidade
intrinseca ndo houve diferencgas estatisticamente significativas em ambos os processos
de extracdo ao longo do tempo. Tal resultado pode ser justificado, neste aspecto, pela
baixa amostragem do experimento.

Sinais de desagregacdo foram observados nas extragdes das 3 espécies, como
nas comparacoes entre 4 e 6 horas da extracao direta de bracatinga e entre 2 e 3 horas
das extracOes seqiienciais tanto de barbatimao quanto de guapuruvu. Esse fendmeno é

caracterizado quando praticamente nao ha alteracdo de [n], mas ocorre reducdo de M.
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Ao contrario da viscosidade intrinseca, a massa molecular é fortemente afetada pela
presenca de agregados, e a dimensdo dos agregados contribui amplamente com a
intensidade de espalhamento de luz (PICOUT et al., 2002).

A fim de se verificar a presenca de agregados no sistema, foram comparados o
raio de giro — Ry(z) — proveniente das andlises por HPSEC-MALLS/IR ¢ o raio de giro
como parametro reoldgico, R,(n), obtido matematicamente pela equagdo de Flory-Fox
(equacdo 14, pagina 44). Assim como ocorre com as médias das massas moleculares,
os raios de giro provenientes de HPSEC-MALLS sao obtidos em fun¢ao do numero de
moléculas, do peso e do fator z. O Ry(z) determina a fracdo “z” em determinado
intervalo de tempo.

Em solventes 0, tendo viscosidade intrinseca [n],, € massa molecular média
(M,,) conhecidas, o pardmetro de viscosidade (Qg) pode ser calculado (equagdes 15 e
16, pagina 45) a partir do fator de expansio da cadeia (¢) e de a, que corresponde a
relacdo logaritmica dupla visualizada no grafico [n] versus M,, (FLORY, 1953;
GIDLEY et al., 1991; FREITAS et al., 2005; FREITAS et al., 2010). Para todos os
célculos, foi selecionado apenas 1 valor de o para cada tempo de extracdo, obtido
através do programa ASTRA. Dessa forma, cada extracao obteve apenas um resultado
de Ry(n).

A comparagdo entre Ry(z) (nm) e Ry(m) (nm) das extracdes diretas e

seqlienciais de bracatinga, barbatimdo e guapuruvu encontra-se na tabela 17:

TABELA 17 — COMPARACAO ENTRE Ry(z) E R,(r) DAS EXTRACOES
DIRETAS E SEQUENCIAIS DE BRACATINGA, BARBATIMAO E
GUAPURUVU

continua
Bracatinga
Ry(z) (nm) R,(n) (nm) Ry(z) (nm) R,(n) (nm)
GM1d 110,37 + 43,39° 121° GMl1s 110,37 + 43,39° 121°
GM2d 56,70 + 22,86" 116° GM2s 65,65 + 11,35* 111°
GMa3d 100,10 + 39,97° 115° GM3s 98,97 + 30,83 133°
GM4d 94,63 + 40,33* 131° GMds 86,67 + 47,47° 124°
GMeéd 82,76 + 31,70° 116 GMeés 87,80 + 28,62° 124°
GM24d 97,07 + 49,05° 129* GM24s 84,53 + 31,04° 114°

GM48d 45,50 +7,31° 97" GM48s 63,93 +12,33° 96°
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TABELA 17 — COMPARACAO ENTRE Ry(z) E R,(r) DAS EXTRACOES
DIRETAS E SEQUENCIAIS DE BRACATINGA, BARBATIMAO E
GUAPURUVU

conclusdo
Barbatimao
Ry(z) (nm) R,(m) (nm) R,(z) (nm) R,(m) (nm)
GS1d 125,50 + 76,43 169° GS1s 125,50 + 76,43 169°
GS2d 87,70 + 19,17° 133° GS2s 154,10 + 136,94* 185°
GS3d 76,00 + 23,46" 124° GS3s 80,50 + 22,39° 145°
GS4d 87,38 +22,13° 141° GSds 79,55 + 18,63* 132°
GSed 85,30 + 38,67° 139° GS6s 106,43 + 75,90° 137°
GS24d 85,10 + 57,57° 109° GS24s 71,80 + 38,69* 112°
GS48d 74,88 + 17,17* 116° GS48s 48,07 + 5,59° 66°
Guapuruvu
R,(z) (nm) R,(m) (nm) R,(2) (nm) R,(m) (nm)
GGl1d 89,00 + 8,35 112 GGls 89,00 + 8,35° 112°
GG2d 112,57 + 42,26" 146" GG2s 105,65 + 39,35° 124°
GG3d 103,97 + 15,91* 128% GG3s 82,40 + 3,45° 123*
GG4d 72,50 + 11,87® 120 GGds 111,93 + 38,52° 138°
GG6d 69,94 + 16,60 110*® GG6s 107,83 + 38,82° 121°
GG24d 59,93 + 14,35" 117° GG24s 98,13 + 40,17* 111°
GG48d 52,27 +27,06° 95° GG48s 73,53 + 3,90° 77

Conforme demonstrado na tabela 17, houve diminui¢do dos valores de R,y(n)
para as galactomananas das 3 espécies ao longo dos tempos de extracdo. Observou-se
que tais valores, obtidos a partir de calculos matematicos, foram superiores aos valores
de Ry(z) para todas as galactomananas. Embora essa diminui¢io tenha sido observada
pelos valores da tabela, a andlise estatistica comprovou que nao houve diferengas
significativas para as extracdes de bracatinga e barbatimdo ou mesmo para as
extragOes seqiienciais de guapuruvu. Exceto no tempo de 1 hora, foi verificada uma
tendéncia de diminui¢do dos valores ao longo do tempo, tanto para R,(n) quanto para
R,(z), nas extracdes diretas de guapuruvu.

O detector de espalhamento de luz (MALLS) € sensivel a agregados, enquanto
o parametro de viscosidade sofre pouca influéncia dessas moléculas (GIDLEY, 1991).

A anélise por HPSEC-MALLS inclui a passagem das solucdes de galactomananas por
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4 colunas acopladas em série, com limite de exclusdao de 7.106, 4.105, 8.10% e 5.10°
g/moL. Ao percorrer as colunas, os polissacarideos sofreram cisalhamento e houve
desagregacdo. A diferenca visualizada entre os valores de Ry(n) € Ry(z) € minima,
considerando o erro das médias de Ry(z), e confirma que os resultados obtidos por
HPSEC-MALLS/IR/VIS, nas tabelas 13,15 e 17 referem-se a amostras desagregadas.

De acordo com Freitas ef al. (2005), pode-se utilizar 0 aquecimento para
reduzir agregados é com isso ocorre uma boa aproximacao entre os valores dos raios
de giro obtidos por espalhamento de luz e o calculado por viscosimetria. Segundo
Gidley et al. (1991), a diferenca de resultados encontrados para viscosidade intrinseca
proveniente dos célculos matematicos ([n];) e a viscosidade obtida pelo detector
viscosimétrico ([n],) sdo conseqiiéncias da polidispersao molecular e do volume de
exclusdo, que influencia R,(n).

O raio de giro Ry(z) também € empregado em cdlculos comparativos
relacionados as propriedades moleculares. Os valores de Ry(z) sdo utilizados em
conjunto com os valores de Rh na obtencdo do fator rho (p) , na auséncia de
agregados, para definicdo da arquitetura molecular (WITTGREN, PORSCH, 2002;
FREITAS et al., 2005).

O parametro segundo coeficiente virial (A,) estd presente na equagdo de
Rayleigh/Debye/Gans (eq. 3, pagina 37), que relaciona a intensidade de luz espalhada
com propriedades fisico-quimicas da molécula. O parametro A, classifica a qualidade
do solvente. Quanto menor for o valor de A,, melhor serd o solvente (KOSTANSKI,
KELLER, HAMIELEC, 2004).

Foram calculados os valores de A, para as extracdes de 1 hora de bracatinga,
barbatimdo e guapuruvu, que resultaram respectivamente em 9,1x10°, 8,7x10” e
4,7x107 cm3mol/g2. Esses resultados indicam que NaNO, € um bom solvente para as
galactomananas das 3 espécies e causa expansio das cadeias, conseqiientemente nos
valores de Rh, visto que este parametro € obtido pela interacdao polimero-solvente.

Conforme observado nos resultados das andlises de concentracao por filtracoes
os agregados foram removidos, preferencialmente, pela filtracdo a 0,22 um.
Entretanto, nos resultados obtidos por HPSEC-MALLS/IR/VIS, tais moléculas foram

desagregadas pelo cisalhamento das colunas de gel permeacao. Foi observado pelos



97

resultados de A, que o solvente NaNO, proporciona pequena expansdo da cadeia, o
que pode alterar os valores de R, € Ry,.

Para a obtencdo dos valores de Rh, as solucdes de galactomananas foram
tratadas com centrifugacao seguida de filtracdo com membranas de porosidade 1,2 e
0,45 pm e dessa forma, os agregados ndo foram completamente removidos e
impossibilitaram a obtenc¢ao do fator rho (p) com a utilizacao dos resultados de Rh.

Segundo a classificacdo de Kanao (2003), geralmente o valor de p diminui
com ramificacdo do polissacarideo. Para estruturas globulares, o fator rho resulta entre
1,5 e 1,8, para cadeias lineares flexiveis, gira em torno de 0,774 (que € o valor
estipulado para esferas rigidas) e para valores acima de 2,0, a flexibilidade da cadeia
tende a aumentar.

Kai, Petkowicz (2010) analisaram que os resultados obtidos para p nas
extracOes diretas de xiloglucanas de Hymenaea courbaril, filtradas em membranas de
porosidade 0,22 um, que decresceram de 1,3 a 0,9 conforme aumentou o tempo de
extracdo. Segundo os autores, os resultados caracterizaram cadeias ramificadas e
apresentaram um direcionamento a forma globular das cadeias.

As técnicas adotadas neste trabalho para andlises de polimeros envolvendo
tipos e tempos de extracdo, purificacdo por filtracdo e centrifugacdo, andlise de
concentra¢do, espalhamento de luz com multideteccdo (HPSEC-MALLS) acoplada a
detectores IR e VIS proporcionaram uma avaliacdo realizada pela 1* vez para as
galactomananas de fontes nativas brasileiras como bracatinga, barbatimdo e
guapuruvu. Tais metodologias podem servir de modelo para andlise de polissacarideos
de outras espécies.

A importancia da avaliacdo individual das 3 espécies foi confirmada pelos
resultados, pois mesmo as galactomananas extraidas de sementes pertencentes a
mesma subfamilia apresentam diferentes comportamentos quanto aos rendimentos,

composi¢do monossacaridica e propriedades fisico-quimicas em solugdo.
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5. CONCLUSAO

As galactomananas obtidas a partir de extragdes aquosas, direta e seqiiencial,
de sementes de bracatinga, barbatimdo e guapuruvu foram avaliadas quanto aos
rendimentos. Foi observado que para a bracatinga, o tempo de extracdo direta €
indiferente, pois em todos os tempos o rendimento é semelhante. Para barbatimdo
ocorreu aumento de rendimento a partir de 6 horas, enquanto nas extracdoes de
guapuruvu a porcentagem de rendimento, considerando a moagem de endosperma
puro, apresentou elevagdo conforme o tempo, mantendo-se acima de 25%.

As extragdes seqiienciais apresentaram rendimento elevado apenas na primeira
hora de extragdo, exceto guapuruvu, que em 2 horas ainda manteve rendimento de
20%, em relagdo ao endosperma isolado. Ainda que o processo de extracao seqiiencial
aparente vantagem econdmica pelo uso apenas da quantidade inicial de sementes
moidas, este método ndo traduz beneficios em relacdo a rendimento e pardmetros
obtidos por HPSEC-MALLS/IR/VIS.

Ao longo dos tempos de extracdo, as galactomananas de bracatinga e
barbatimdo ndo apresentaram modificacdes expressivas nas relacdes Man:Gal, com
variagOes de 1,1:1 a 1,2:1 para bracatinga e de 2,0:1 a 2,6:1 para barbatimao. Para as
galactomananas de guapuruvu, as razdoes Man:Gal das extracdes seqilienciais foram
crescentes, partindo de 2,5:1 em 1 hora até 4,2:1 em 48 horas. A origem botanica de
cada espécie apresentou influéncia sobre tais resultados, pois bracatinga e barbatimao
pertencem a subfamilia Mimosoideae e guapuruvu, a Caesalpinoideae, j4 conhecida
por abranger sementes que apresentam relacdes Man:Gal elevadas e passiveis de
alteracao por diferentes processos de extracao.

Através das andlises de concentracdo foi verificado que ndao houve diferengas
estatisticamente significativas nas filtracdes de 1,2 um para 0,45 pm e de 0,45 um para
0,22 um para os tempos de 2 e 48 horas das extragdes seqiienciais e diretas das 3
espécies. A perda de concentracio caracterizou a elui¢do de material na membrana de
filtracdo, efeito visualizado nas amostras de GM2d, GS48d e GG2d e na filtracdo de

0,22 um de GS2d. Assim, em experimentos realizados sem o auxilio de colunas de gel
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permeacdo as amostras devem, necessariamente, sofrer filtragcdes para remocgao de
agregados moleculares.

A presenca e remocdo de agregados moleculares foram observados pela
diminui¢do do perfil de espalhamento de luz (MALLS 90°), acompanhada de elevacao
de concentracdo (IR) e viscosidade (VIS) ou manutencdo desta na filtracdo com
membrana de porosidade 0,45 um, na extracdo direta de 2 horas de barbatimao
(GS2d), e ao longo de todo processo para extracdes diretas de 48 horas de bracatinga
(GM48d) e guapuruvu (GG48d). A viscosidade mostrou-se mais sensivel a
concentracdo do que aos agregados em todas as andlises, exceto para GG48d.

Sinais de degradacao foram verificados através dos resultados obtidos por
HPSEC-MALLS/IR/VIS especialmente nos tempos de 24 e 48 horas de barbatimao e
guapuruvu. De acordo com as andlises estatisticas, ficou claro que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados de M,, M,/M,, R, e taxa de
recuperagdo considerando os processos direto e seqiiencial de extracdo. Entretanto foi
observada influéncia do tempo de extracdo sobre a distribuicdo das massas, que
confirmou a presenca de moléculas degradadas. Foram selecionados os tempos de
extragdo que apresentaram os melhores resultados para cada espécie, considerando o
minimo tempo de extracdo e resultados obtidos por HPSEC-MALLS/IR/VIS, sendo 1
hora (GM1d), 6 horas (GS6d) e 2 horas (GG2d) das extracdes diretas, respectivamente
para bracatinga, barbatimao e guapuruvu.

Foi observado que em todos os tempos de ambos os tipos de extracdo, os
valores de Ry(n) foram superiores aos valores de Ry(z), porém essas diferengas sdo
minimas quando o erro das médias € considerado. Tais resultados comprovaram que os
polimeros sofreram cisalhamento durante a passagem pelas colunas do HPSEC-
MALLS, eliminando agregados, e que os demais resultados obtidos por este método
sdo confidveis.

Os resultados aqui apresentados favorecem a aplicacdo industrial desses
polissacarideos como potenciais fontes de galactomananas, pois dispensam importagcao

e favorecem o custo-beneficio de producao.
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