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RESUMO

As galactomananas (GM), polissacarideos amplamente encontrados na natureza
desempenham a funcao de reserva em plantas. GM especialmente de sementes,
por possuirem a habilidade de modificar a viscosidade dos meios aquosos,
apresentam grande interesse biologico e comercial, todavia em sistema isolado
ndo tem a capacidade de formacdo de geéis. O alginato de sodio (AL), é um
polissacarideo anidnico de origem vegetal marinha, que em presenga de ions
célcio geleifica e por isso apresenta varias aplicagbes, entre as quais esta o
encapsulamento de drogas de liberagado controlada e a de algumas proteinas, tais
como a albumina e a insulina. Trés diferentes GM, previamente caracterizadas em
termos de razdo molar Man:Gal; homogeneidade e Mw, foram usadas nesse
trabalho. A GM de goma-guar (GMG) e a GM de alfarroba (GMA) foram obtidas
comercialmente, enquanto que a GM sementes de Leucaena leucocephala
(leucena) (GML) foi extraida em laboratorio. As GMs foram utilizadas em estudos
de interacdo com o AL a fim de se avaliar em termos de viscosidade, a
possibilidade de substituigdo parcial do alginato por GM. Os sistemas de GM-AL
foram analisados a 25°C através de ensaios reoldgicos em sistemas oscilatérios
ou ndo. Através das curvas de viscosidade observou-se em diferentes proporcoes
dos polissacarideos, a uma concentracao final de mistura a 15 mg.mL'1 que, em
qualquer um dos sistemas ocorre melhor interagdo entre ambos o0s
polissacarideos com a substituicdo de 50% em massa de alginato por
galactomanana, e essa % de substituicdo foi mantida para os demais ensaios. A
adicdo de ions calcio aos sistemas mostrou aumento do carater viscoso e
complexacao, definindo-se como melhor valor a concentracdo de 45 mMol. Em
medidas oscilatorias observou-se a formagao de gel para o sistema GM-AL. A
viscoelasticidade de todos os sistemas se manteve estavel numa faixa de
temperatura de 20-40°C. A mistura contendo GML-AL (50%, m.m™ de GML e 45
mMol de ions calcio) foi escolhida para ensaios reologicos para se avaliar a
capacidade de adsorgado de albumina (Alb), onde se observou interagdo, porém
com diminuigdo da viscoelasticidade. Essa diminuicdo de viscosidade ocorreu,
provavelmente, devido a competicdo entre a albumina e o alginato pelos ions
calcio. No aquecimento a partir de 35°C, ha também uma diminuicdo da
viscosidade, que pode ser proveniente de uma mudanca conformacional do
sistema. Particulas de GM-AL-Alb foram feitas com um atomizador borrifando a
solugdo ternaria através de um spray em uma solugao de calcio. Micrografias de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia de forga atémica (AFM)
demonstraram a formacao de esferas de diametro de escala micro e nanométrica
e, também, o encapsulamento da proteina. O encapsulamento da Alb nas esferas
também pode viabilizar possiveis aplicacbes do sistema ternario na liberagao
controlada de medicamentos e/ou na formacao de capsulas de proteinas.
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ABSTRACT

Galactomannans (GM), one of the polysaccharides found abundant in nature, are
mainly food reserve of the plants. GM especially from seeds are of great biological
and commercial interest in order to modify aqueous solution viscosities of
polysaccharide compositions, since they will not form gels in isolated systems.
Sodium alginate (AL), an anionic polysaccharide from seaweed, gelatinized in
presence of calcium ions, is also widely used in applications such as drug delivery
and albumin or insulin based proteins capsules. Three types of homogeneous GM
of known molecular compositions of Man:Gal with known molecular weight, were
utilized in the present work. GM from Guar (GMG) and Locust bean gum (GMA)
obtained from commercial sources and the one which was extracted from the
seeds of Leucaena leucocephala (leucena) (GML) were used in the present study.
The interaction of AL with GM was studied by monitoring the viscosities of the
blends for possible partial substitution of alginate by GM. Rheological
characterization of the GM-AL blends were carried out at 25°C using oscillatory
rheometer. The viscosity behavior of the blend indicated a better interaction
between GM and AL at 50% substitution by weight of alginate in the blend, and this
composition was used for further experiments. The addition of calcium ions at a
concentration of 45 mMol in to the blend showed an increase in the viscosity of
the system which may be due to the better complexation. Gel formation was also
observed for GM-AL system during the oscillatory measures. A stable visco-elastic
properties were observed at a temperature range of 20-40°C for all the systems
studied. Albumin (Alb) adsorption capacity of the system was studied by following
the rheology of the blend with a composition of GML:AL, 50:50 by weight ratio with
45 mMol of calcium ions in presence of Alb. The visco-elasticity of the system was
lower and this lowering observed may be attributed to the competition of Alb and
AL in complexation process with calcium ions. In heating process, when the
temperature achieved 35°C, it showed a lower behavior, probably due to a
conformational change. GM-AL-Alb Ca®* cross-linked particles were made by
spraying the ternary solution into a solution containing calcium ions using an
atomizer. The scanning electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy
(AFM) micrographs showed the formation of spherical particles with diameters in
the range of micro and nanometer scales. Moreover the encapsulation of albumin
over the micro spheres, we also suggest the possible applications of this ternary
system in drug delivery and/or as protein capsules.
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1. INTRODUGCAO

1.1 POLISSACARIDEOS

Entre os biopolimeros, os polissacarideos compreendem uma das mais
abundantes e diversificadas familias de polissacarideos. A sua estrutura primaria
varia em composi¢cdo, sequéncia, massa molecular, configuragdo anomeérica,
posicao de ligagdes e densidade de carga. Essas variagbes podem dar origem a
quase infinitas formas de estruturas quimicas e de conformacéo, as quais refletem
em diferentes propriedades, que direcionam muitas de suas aplicacdes. As de
interesse comercial, por exemplo, sdo bastante diversas e cobrem o espectro de
produtos quimicos corriqueiros até especialidades quimicas lucrativas para usos
médicos e de alta tecnologia (YALPANI, 1988). O interesse nessas moléculas
comecga pelos diferentes monossacarideos que podem constituir a cadeia
polimérica, entre os quais, como modelos, estdo as galactomananas e os

alginatos descritos a seguir.

1.2 GALACTOMANANAS

Galactomananas s&o polissacarideos extraidos de sementes de
leguminosas e de algumas fontes microbiolégicas, como fungos (DEA;
MORRINSON, 1975) e liquens (WORANOVICZ, 1997).

As que constituem polimeros de reserva estao presentes em endospermas
de algumas plantas onde, durante a germinagao, esse carboidrato € catabolisado
para fornecer produtos de metabolismo para o crescimento da planta (SINGHA;
OBERLY; TOWSEND, 1987). A degradacao da galactomanana no endosperma é
feita pela acdo combinada das enzimas a-galactosidase, B-mananase e [-
manosidase manohidrolase (McCLEARY et al., 1981).

Sao encontradas em maiores quantidades nas sementes da familia

Leguminosae (REID, 1985) e em menores quantidades nas espécies das familias



Palmae, Annonaceae, Convolvulaceae e Loganiaceae (DEA; MORRINSON, 1975;
DEY, 1978)

Estruturalmente, apresenta uma cadeia principal formada por unidades (3
(1—4) D-manose, as quais estao por D-galactose. A propor¢do de Man:Gal varia
entre 1,1 a 4:1 nas diferentes espécies (WHISTLER, 1973).

Além das diferentes propor¢cbes Man:Gal, podem apresentar diferentes
massas moleculares e estruturas finas (WHISTLER, 1973). A solubilidade em
agua depende do conteudo de galactose substituinte; assim mananas, por
exemplo, que ndo apresentam substituicdo, sdo insoluveis em agua (McCLEARY
et al., 1981).

FIGURA 1 — ESTRUTURA PARCIAL DA GALACTOMANANA DE ALFARROBA E
DE GOMA -TARA
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FONTE: SITTIKUYOTHIN; TORRES; GONCALVES (2005).

Duas galactomananas sado produzidas comercialmente em grandes
quantidades: a goma-guar, a partir de sementes de Cyamopsis tetragonolobus e a
alfaborra a partir de sementes de Ceratonia siliqua. Outras gomas como a tara e a
fenugreek obtidas de sementes de Caesalpinia spinosa e Trigorella Foenum-
graecum, respectivamente, também sdo comercializadas em menores
quantidades (GLICKSMAN, 1986; HERALD, 1986; MAIER, et al. 1993).

As galactomananas podem interagir sinergicamente com varios
polissacarideos, como goma-xantana, agar e carragenana, resultando na
formagao de gel (VIEBKE; PICULELL, 1992; ZHAN et al., 1993), ja que solugbes

em que sO ha a presenca da galactomananas, nao formam gel (DEA;



MORRINSON, 1975). A habilidade das galactomananas interagirem
sinergicamente com outros polimeros & geralmente influenciada pela menor
quantidade de unidades de galactose (MORRIS, 1990).

O comportamento sinérgico e as propriedades fisico-quimicas da
galactomanana s&o importantes para aplicagbes industriais. Esses polissacarideos
podem ser usados como agentes espessantes, estabilizantes, emulsificantes,
floculantes e inibidores sinérgicos (LUCYSZYN et al., 2006a; SORVARI et al.,
1997), o que os fazem um material de escolha em industrias alimenticias,
cosméticas, farmacéuticas e téxteis (SHOBHA et al., 2005).

Estudos com diferentes espécies de sementes foram realizados pelo Grupo
de Carboidratos Vegetais da Universidade Federal do Parana. Estruturas quimicas
de galactomananas de Mimosa scabrella, Stryphnodendron barbatiman e
Schizolobium parahybum foram estudadas por GANTER et al. (1993).
PETKOWICZ et al. (1998) estudaram as galactomananas obtidas de Schizolobium
amazonicum e de Schizolobium parahybum, respectivamente. GANTER et al.
(1995) estudaram a hidrélise enzimatica da galactomanana. VARGAS-RECHIA et
al. (1995) estudaram a galactomanana extraida de sementes de Senna multijuga.
Complexos de galactomananas com ions Cu®" extraidas de Cassia fastuosa e
Leucaena leucocephala foram analisados por MERCE et al. (1998). BRESOLIN et
al. (1997) observou o efeito sinérgico entre a galactomanana de M. scabrella e a
xantana, enquanto que as propriedades reolégicas de geleificacdo foram
estudadas por AMARAL (1998). LUCYSZYN (2004) testou uma parcial
substituicdo de agar por galactomananas extraidas de L. leucocephala e C.
fastuosa. Estudos de galactomananas modificadas foram realizados por LIMA et
al. (1996), que descreveram o comportamento de galactomananas de Caesalpinia
leiostachya sulfatadas e GERMANO (1996) analisou a atividade anticoagulante de
galactomananas sulfatadas (M. scabrella e C. fastuosa). Propriedades biolégicas
foram analisadas por PIRES et al. (2001), com a sulfatacdo da galactomanana
extraida de Senna macranthera a fim de se obter um ativo heparinéico. Derivados
oxidados e anfifilicos foram obtidos para galactomananas de sementes de L.

leucocephala (SIERAKOWSKI et al., 2000). Esses derivados juntamente com os



derivados oxidados da galactomanana de Cassia fastuosa foram aplicados para
obtencgao de filmes como suporte para adesao de albumina (SIERAKOWSKI et al.,
2000). ONO et al. (2003) verificaram possiveis propriedades antivirais da
galactomanana sulfatada de sementes de M. scabrella e L. leucocephala. Mais
recentemente LUCYSZYN et al. (2006a) aplicaram géis de misturas de
galactomananas e agar para cultivo de células vegetais.

Assim, pode-se perceber que o Brasil apresenta fontes de espécies
diversificadas para a extracdo de galactomananas a partir de sementes que
poderiam suprir a demanda de importacdo desses polissacarideos, além de incluir
a melhoria do valor agregado pela utilizacdo de sementes sem capacidade
germinativa. Destaca-se que, nos Uultimos cinco anos, a importagdo de
galactomanana correspondeu a um valor aproximado de U$ 52.100.000,00
(MINISTERIO DO DESENVOLVIMENTO INDUSTRIA E COMERCIO EXTERIOR,
2006). Particularmente, pela utilizagdo de sementes de L. leucochepaha como
fonte de uma das galactomananas nas atividades experimentais desse trabalho, a
seguir, sera descrito um pouco sobre a parte botanica dessa espécie vegetal que
€ popularmente conhecida no Brasil como leucena, acacia, tamarindo silvestre,
entre outros. Entre os sindnimos botanicos estdo descritos Leucaena glauca
(Willd) Benth, Mimosa leucocephala Lam, Acacia biceps Willd.

Na atual classificagdo, feita pelo o Grupo de Filogenia das Angiospermas

(APG, 2003), a galactomanana apresenta seguinte classificacado sistematica:

Divisdo: Angiospermae

Classe: Core eudicots

Sub-classe: Rosidace

Ordem: Fabales Bromhead (1838)

Famila: Fabaceae Lindl. (1863) nom. cons.
Género: Leucaena

Espécie: L. leucocephala (Lam) de Wit



Arvore de porte arbustivo a arbéreo de folhas bipinadas de 15-25 cm de
comprimento, com 4-8 pares de pinas de 5-10 cm de comprimento, contendo 5-20
pares de foliolos. A inflorescéncia é globosa, de 2,5-3,0 cm de didmetro, formada
de flores brancas e pequenas.

As vagens sao finas com 12-18 cm de comprimento, contendo de 15 a 25
sementes de cor marrom-brilhante. A coleta das vagens é realizada entre os
meses de novembro, dezembro e janeiro (CEPEN, 2006), das quais é extraida a
galactomanana (MITZI, 2002).

Arvore originaria da América Central e atualmente presente em toda regi&o
tropical, apresenta um valor nutritivo nas sementes que € usado na alimentagao
de ruminantes (SA, 1997). Na América Central, Indonésia e Tailandia, suas folhas
sdo utilizadas para alimentagdo humana (NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES,
1977). A sua madeira e galhos podem ainda ser usados na fabricacdo de papel

(SHELTON; BREWBAKER, 1994).

FIGURA 2 — IMAGEM DA LEGUMINOSA Leucaena leucocephala

FONTE: TROPICAL SEEDS (2006), HEAR (2006).



1.3 ALGINATO DE SODIO

Alginato € um biopolimero extraido de diferentes espécies de macroalgas,
principalmente algas marrons, tais como, Laminaria hyperborea, Ascophyllum
nodosum e Macrocystid pyrifer (GOMBOTZ, WEE, 1998).

Quimicamente é um polissacarideo aniénico com uma estrutura (fig. 3)
linear compreendida por ligagbes glicosidicas (1—4) de unidades de B-D-acido
manurénico e a-L-gulurbnico (ZHANG; CHENG; YING, 2006), as quais podem
variar em composi¢cao e sequéncia, arranjadas em blocos ao longo da cadeia. A
composicdo e tamanho desses blocos, juntamente com a massa molecular
determinam as propriedades fisico-quimicas do polissacarideo. A variabilidade
molecular depende da alga em que o alginato foi extraido (GOMBOTZ, WEE
1998). A sequéncia da composicdo dos monossacarideos e a massa molecular
sdo importantes fatores para determinar propriedades fisicas de um gel formado
pelo alginato (LIEW et al., 2006).

FIGURA 3 — ESTRUTURA DO ALGINATO
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FONTE: MACGREGOR; GREENWOOD, 1980

Algumas das fung¢des biolégicas desempenhadas pelo alginato na alga sao
as caracteristicas de prevenir a dessecag¢ao, manter a integridade celular e prover
forca mecanica a célula (McCLACHLAN,1985; KENNEDY; GRITHS; ATKINS, 1984).
Em presenca de ions divalentes, o alginato de sédio pode, através de um
processo de ligagao cruzada, trocar o ion sédio de sua estrutura por um ion

divalente, geleificando o meio em que se encontra. Os cations monovalentes e o



ion Mg?* ndo induzem a essa geleificacdo. fons como Pb?*, Cu?*, Cd**, Co?*, Ni** ,
Zn*" e Mn** possuem um uso limitado por apresentarem uma certa toxicidade
(GOMBOTZ; WEE, 1998). Devido a essa propriedade de geleificagéo, o alginato
pode ser usado como matriz e assim envolver moléculas de significancia biologica,
tais como, enzimas, plantas, células animais e medicamentos.

Na maioria das vezes, essa reticulacdo é feita ao se trocar o ion Na* dos
acidos gulurénico com cations divalentes formando uma estrutura do tipo caixa de
ovo. (fig. 4). Os cations divalentes se ligam aos blocos de acidos a-L-gulurdnico de
uma maneira cooperativa que pode ter mais de 20 mondbmeros associados. Cada
cadeia de alginato pode dimerizar para formar jungdes com muitas outras cadeias
resultando em cadeias de gel (GOMBOTZ; WEE 1998).

FIGURA 4 - REPRESENTAGCAO ESQU!EMATICA TIPO CAIXA DE OVO DA
ASSOCIAGAO ENTRE SEQUENCIAS POLI — L — GULURONATO DO
ALGINATO RETICULADA COM IONS CALCIO

FONTE: REES (1981).



Géis de alginato maiores de 1,0 mm podem ser formados ao se gotejar uma
solucdo de alginato de sédio em uma solugdo contendo cations divalentes
(OUWERX et al., 1988). O diametro das particulas formadas & dependente do
tamanho do didmetro da agulha usada para gotejar a solu¢do e da viscosidade da
solugdo de alginato. Maiores didmetros e viscosidades mais altas produzem
particulas maiores. Os géis de alginato sdo estaveis entre uma faixa de
temperatura de 0-100°C apesar do seu médulo de rigidez diminuir com o aumento
da temperatura (GACESA, 1988). Esses géis podem ser preparados tanto em
agua quente quanto em agua fria (CHAPMAN; CHAPMAN, 1980).

Ha, principalmente, trés métodos muito bem descritos para se preparar
particulas menores de 0,2 mm de diametro: atomizagéo, emulsificagao (agua/dleo)
e coacervacdo (GOMBOTZ; WEE, 1998). O mais comum €& atomizar, com um
orificio pequeno, a solugdo de alginato em uma solugdo de cations divalentes
(LEONARD et al., 2004). A emulsificacdo 6leo em agua € um método mais
utilizado para encapsular peptideos e proteinas ou drogas sintéticas de baixo peso
molecular ja que reagentes orgénicos sao usados para remover o 6leo no final do
processo (GOMBOTZ; WEE, 1998). A coacervagao entre polieletrolitos de cargas
opostas é feita usando condi¢cbes especificas de pH, for¢a ibnica e concentragao
do polianion. A separacgao das particulas é feita através de filtragao/centrifugacéo,
onde a fase densa contém as particulas (AGNIHOTRI; MALLIKARJUN;
AMINABHAVI, 2004).

Atualmente, industrias farmacéuticas e biomédicas tém apresentado muito
interesse no uso do alginato (SHILPA; AGRAWAL; RAY, 2003). Uma de suas
propriedades bem exploradas é a sua capacidade de agir como espessante,
geleificante e agente coloidal (LIEW et al, 2006). Como apresenta, também,
propriedades de imunogenicidade (GOMBOTZ; WEE, 1998), de
biocompatibilidade (EISELT et al., 2000), bioadesao (PEPPAS; BURI, 1985) e de
baixa toxicidade (SMIDSROD; SKJAOK-Br, 1990), pode ser muito utilizado em
industrias de biotecnologia.

Aplicagbes cirurgicas também podem ser feitas ao se utilizar o alginato em

reparacdes de tecidos celulares, em hemorragias capilares e tratamento de



queimaduras (BLAINE, 1947). Géis de alginato podem ser aplicados na superficie
ocular onde, o a-L-gulurbnico complexa com os ions calcio presentes na lagrima
atuando entdo como uma liberagao controlada de drogas oculares (COHEN, et al.
1997).

Em sistemas de liberagao controlada de medicamentos, ja foi descrito o uso
de sistemas que contenham alginato de sodio e doador de ion calcio (CaHPO3)
(GOMBOTZ; WEE, 1998). Apds a administragao, o fluido gastrintestinal dissolve o
complexo do alginato - ion calcio liberando a droga. Essa liberacdo depende da
dissolugdo do gel e da difusdo da droga no fluido gastrintestinal. Ha estudos
também em que utilizam o alginato para liberagdo controlada de medicamentos
por via oral, em que esse sistema apresenta uma resisténcia ao acido gastrico
(STOCKWELL; WALKER, 1986).

Atualmente é ampla a utilizagdo de micro e nanoesferas de alginato
associadas com proteinas. Interagdes entre a albumina e alginato foram descritos
por NEISER, DRAGET e SMIDSDORT (1999) e LEONARD et al. (2004). Estudos
recentes de particulas contendo insulina foram realizados por SILVA et al. (2006)
e SARMENTO et al. (2006), assim como interacdes em micro e nanoparticulas de
uma mistura de alginato/quitosana (PAN et al., 2002; AGNIHOTRI;
MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004) e alginato/agarose (SAKAI; HASHIMOTO;
KAWAKAMI, 2006).

Uma das técnicas para se avaliar a formagao de géis de alginato e a sua
estabilidade com relacdo a diferentes condigdes como pH, temperatura e

eletrélitos podem ser interpretadas através do comportamento reoldgico.

1.4 OBTENGCAO E CARACTERISTICAS REOLOGICAS DE GEIS

As facilidades com que um polissacarideo se dissolve, assim como se
comportamento em solugdo, dependem nao somente da estrutura quimica, mas
também da conformacdo (WHISTLER, 1973). Desse modo, os polissacarideos
apresentam a capacidade de alterar as propriedades fisicas da agua, como

originam elevagao da viscosidade das solugbes e, em algumas situagdes, criam



por interagao fisica coesivas redes intermoleculares, que originam a formagao de
géis (MORRIS et al., 1981).

Um gel é uma rede tridimensional obtida através de ligagbes das
macromoléculas envoltas por um solvente. Géis, como os solidos elasticos,
suportam a propria massa e mantém a sua forma.

A presenca de ligagdes cruzadas nao covalentes dificulta enormemente a
descricdo das propriedades fisicas dessas redes, devido ao numero e a posi¢cao
destas ligagdes poderem variar com a temperatura e com o tempo. A
reversibilidade dos géis fisicos deve-se a natureza das interagbes envolvidas;
entretanto, esta reversibilidade é freqluentemente associada a fendbmenos de
histerese (ROSS — MURPHY; MORRIS; MORRIS, 1983). Os géis, geralmente,
apresentam propriedades viscosas e elasticas, porém observa-se uma
preponderancia do modo elastico (G’) sobre o viscoso (G”). G’ e G” referem-se ao
modo dindmico de cisalhamento de um material.

As propriedades funcionais dos polissacarideos soluveis em agua sao
largamente utilizadas na industria. Para a otimizagdo desse emprego industrial,
tornou-se necessario desenvolver métodos que permitissem prever a estrutura e a
funcdo destes polimeros através do conhecimento das conformacdes adotadas
pelos mesmos. Entre os métodos fisicos-quimicos utilizados nessa avaliagao
estdo, por exemplo, as técnicas reoldgicas.

A reologia é a ciéncia que descreve as propriedades mecanicas dos varios
materiais, sob varias condicdes de deformacao, quando eles exibem a capacidade
de escoar e/ou acumular deformagdes reversiveis (NAVARRO, 1997). Envolve a
elasticidade, a viscosidade e a plasticidade. Os materiais, sequndo SCHRAMM
(2006), podem ser:

- Sdlidos ideais: os quais se deformam elasticamente. A energia requerida
para a deformagao € completamente recuperada quando a tensao é removida.

- Fluidos ideais: liquidos e gases, deformam-se irreversivelmente, fluem. A
energia requerida para a deformagao € dissipada sob forma de calor e ndo pode

ser recuperada pela remocao da tensao.
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Os corpos reais ndo sao nem sélidos ideais e nem fluidos ideais. A grande
maioria dos liquidos apresenta um comportamento reolégico que os classifica
entre solido e liquido: sédo elasticos e viscosos portanto, chamados de
viscoelasticos (SCHRAMM, 2006).

Com esse estudo, é possivel compreender os fendmenos que ocorrem com
polimeros em solugao.

A viscosidade € a grandeza que mede o atrito entre camadas consecutivas
de liquido, é a resisténcia de um fluido a qualquer mudanca do seu volume, sendo
funcdo da resisténcia denominada de cisalhamento (shearing), que é a forga
necessaria para causar o movimento das camadas, e ocorre quando o fluido se
move fisicamente ou € distribuido. Assim, fluidos viscosos necessitam de mais
forca para se mover que aqueles menos viscosos (MILAS; RINAUDO, 1991,
SCHOTT,1992; BERRIAUD; MILAS; RINAUDO, 1994).

A viscosidade depende de alguns parametros:

- natureza fisico-quimica de uma substancia;

- temperatura; a viscosidade geralmente diminui com o aumento da
temperatura;

- pressao; geralmente o aumento de pressao aumenta a viscosidade;

- c{( (taxa de cisalhamento); fator decisivo, o0 aumento dessa pode aumentar
ou diminuir a viscosidade;

- tempo; dependéncia da viscosidade de uma substéncia em relagdo a um
tempo de cisalhamento.

Isaac Newton foi o primeiro a descrever o comportamento de fluxo de um

o

liquido ideal ao relacionar T = 1] . Y, onde T € a tensao de cisalhamento; 1] € a

o
viscosidade e Y ¢é a taxa de cisalhamento.

A tensdo de cisalhamento € uma forga aplicada tangencialmente em uma
area, sendo a interface entre a placa superior e o liquido abaixo, gerando um fluxo
na camada liquida. A velocidade do fluxo pode ser mantida com uma forca
constante controlada pela resisténcia interna do liquido, a viscosidade
(SCHRAMM, 2006).

11



A tensdo de cisalhamento provoca um fluxo, cuja velocidade maxima se
encontra na camada superior do liquido e diminui atravessando o corpo, como
demonstra a fig. 5. No fluxo laminar, uma camada infinitamente fina de liquido
desliza sobre a outra e esse gradiente de velocidade € denominado taxa de

cisalhamento.

FIGURA 5 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UM FLUXO ENTRE DUAS
PLACAS PARALELAS. F — FORCA APLICADA. A — AREA EM QUE
E APLICADA A FORCA. H — ALTURA. X — DESLOCAMENTO DO
FLUXO

FONTE: SCHRAMM (2006).

A viscosidade, portanto, pode ser expressa matematicamente ao dividir a
tensao pela taxa de cisalhamento.

Com o aumento da taxa de cisalhamento (fig. 6), particulas rigidas se
orientam em diregdo ao fluxo. Nas moléculas poliméricas, os entrelagamentos
entre elas podem ser desfeitos e as moléculas se orientam em diregado ao fluxo.
Particulas esféricas podem ser deformadas para uma forma mais alongada e com

o cisalhamento agregados podem ser quebrados (SCRHAMM, 2006).
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FIGURA 6 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DE LIQUIDO EM REPOUSO
(EM CIMA) E APOS A APLICACAO DE UMA TAXA DE
CISALHAMENTO (A BAIXO)
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FONTE: SCHRAMM (2006).

Os fluidos podem ainda ser classificados como liquidos newtonianos e nao-
newtonianos. Os newtonianos sao aqueles em que a viscosidade nao é afetada
por mudangas da taxa de cisalhamento. Todos os outros fluidos que néo
apresentam esse comportamento sdo chamados de ndo-newtonianos. Os néo-
newtonianos podem ainda ser divididos em pseudoplastico, onde a viscosidade
diminui com o aumento da taxa de cisalhamento e sua estrutura é recuperada
quando a taxa de cisalhamento retorna a zero; e dilatante, em que a viscosidade

aumenta com o aumento da taxa de cisalhamento (fig. 7).
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FIGURA 7 - COMPORTAMENTO DE FLUXO DE UM FLUIDO. -
COMPORTAMENTO NEWTONIANO, o — COMPORTAMENTO
PSEUDOPLASTICO, V- COMPORTAMENTO DILATANTE
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FONTE: SCHRAMM (2006).

A maioria das dispersdes polissacaridicas tem sua viscosidade aumentada
com o grau de polimerizagao de suas cadeias e com a concentragao
polissacaridica, porém reduzida diante das temperaturas crescentes
(WALTER,1998).

Para dispersdes polissacaridicas diluidas o comportamento de fluxo chega
a ser de um fluido Newtoniano (WALTER, 1998). Para as dispersdes mais

concentradas, o comportamento freqientemente observado é o pseudoplastico.

Além de apenas aplicar uma tensdo constante a um fluido, levando a um
fluxo em estado estacionario, pode-se submeter amostras viscoelasticas a tensdes
ou deformacgdes oscilantes. Os testes dindmicos fornecem dados de viscosidade e
elasticidade relacionados a uma frequéncia aplicada, relacionando a freqtiéncia ou

velocidade angular com a deformagé&o ou tenséo.
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Em sistema oscilatério, as solugdes de polissacarideos possuem
comportamento entre sdlido ideal e liquido ideal e podem ser classificadas de
acordo com valores obtidos para os mddulos elasticos G’ ou viscoso G”.

Na reologia oscilatéria pode-se medir o carater solido da amostra através
do mddulo G'. Quanto maior for o valor de G’, maior é o carater solido do gel
(WALTER, 1998) e as deformacgdes serao elasticas ou recuperaveis (RAO, 1992).

Além disso, pode-se medir o médulo de cisalhamento dindmico viscoso ou

de perda, G”, que indica o carater liquido do material.

Através de analise em sistema oscilatério € possivel determinar a
viscosidade dindmica complexa (n*) da amostra, obtida pela razdo entre o médulo
de cisalhamento dindmico complexo (G*) e a frequéncia (o). G* representa a
resisténcia total de uma substancia contra uma deformacéao aplicada.

Quando a amostra polissacaridica apresenta o modulo de cisalhamento
elastico (G’) muito maior do que o modulo de cisalhamento viscoso (G”), ambos
independentes da frequéncia na regido de viscoelasticidade, tem-se um material
de carater predominantemente sélido. Tratando-se, portanto, de um gel forte
(OLIVEIRA, 2001).

Para as solugdes poliméricas viscosas o espectro revela, principalmente,
em baixas frequéncias, valores significativamente maiores de G” em relagéo a G’
(MORRIS, 1990).

Sendo os géis de alginato especialmente utilizados na liberagdo controlada
de medicamento, assunto em grande desenvolvimento e com grande aplicagao, o
trabalho aqui proposto visa avaliar a interagdo entre galactomananas e alginato,
uma vez que na literatura ndo se encontrou nenhum trabalho que trate desse
assunto. Para tal desenvolvimento utilizou-se como ferramentas analises das

caracteristicas reoldgicas e da morfologia.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de interagcdo de sistemas contendo galactomanana-

alginato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Extrair e purificar galactomanana de sementes de Leucaena leucocephala
(leucena);

¢ Analisar o teor de acucar e de proteinas, a composicdo monossacaridica e a
massa molecular, as quais s&o caracteristicas fisico-quimicas da
galactomanana de leucena;

e Analisar por métodos reoldgicos estaticos e dindmicos a possivel interagdo
entre a galactomanana de leucena, com o alginato de sddio, em presenga ou
nao de eletrdlito, em estudo comparativo com duas GM comerciais (guar e
alfarroba);

e Analisar o possivel encapsulamento de albumina em algum dos sistemas
formulados utilizando técnicas reoldgicas estaticas e dindmicas e técnicas
microscopicas, através da microscopia eletrbnica de varredura e da

microscopia de forgca atébmica.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

Uma das galactomananas aplicada nesse trabalho foi obtida a partir de
sementes de Leucaena leucocephala (leucena), coletadas no campus Centro
Politécnico da Universidade Federal do Parana, em Curitiba. Um “voucher”
(excicata) da espécie encontra-se no Herbarium UPCB (Departamento de
Botanica/UFPR) sob o numero 14028.

A galactomanana de goma-guar, GMG (Cyamopsis tetragonolobus)
comercializada pela Indian Gum Limited — B-5/7. M.l.A., Basni, Phase — Ist,
Jodhpur — 342005, india, foi fornecida pela empresa Herbarium S.A. — Produtos
Naturais — Curitiba/ Brasil. A massa molecular foi calculada como de
aproximadamente 610.000 g.mol’ e a razdo Man:Gal obtida foi de 1,9:1
(LUCYSZYN et al., 2006a).

A galactomanana de alfarroba, GMA (Ceratonia siliqua) foi adquirida
comercialmente da Sigma, com o cédigo G0753. Possui uma massa molecular de
aproximadamente 310.000 g.mol™" e uma relacdo Man:Gal de 4:1.

O alginato de sédio (AL) foi adquirido comercialmente da Proquimios, Rio
de Janeiro / Brasil, a massa molecular fornecida pelo fabricante é de
aproximadamente 300.000 g.mol™.

A ovoalbumina (Alb) foi adquirida comercialmente da Sigma, com o cédigo
004757, com uma massa molecular especificada de aproximadamente 45.000

g.mol™.
3.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DA GALACTOMANANA DE L. leucocephala

Para a extracdo da galactomanana, as vagens da arvore de L.
leucocephala foram colhidas e abertas para retirar as sementes, com
aproximadamente um tamanho de 2 cm cada semente, presentes no interior. Apds
serem lavadas, as sementes foram colocadas em um recipiente com agua e

aquecidas até a fervura por 15 minutos, a fim de que ocorresse a desnaturagao
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das enzimas. Em seguida, foram deixadas em estufa a 40°C por
aproximadamente 16 horas. Entdo, as sementes foram moidas e deslipidificadas
através do sistema “Soxlhet”, por 5 horas, usando como solvente o éter etilico sob
refluxo. Para enfim fazer a extragdo da galactomanana, essas sementes tratadas
foram colocadas em um agitador mecénico com agua destilada a 25°C. Essa
agitacédo faz com que o polissacarideo seja extraido da semente e permaneca na
fase aquosa. Aproximadamente 3 litros de agua sao adicionados ao sistema para
uma quantidade de 50 gramas de sementes bruta.

A solucdo de polissacarideo obtida foi acrescentado NaCl até que a
concentracdo fosse 0,1 mol.I". O material foi centrifugado por 20 minutos, a
13.000 rpm em temperatura ambiente, e o sobrenadante foi precipitado com 2
volumes de etanol e seco a temperatura ambiente.

O material foi ressolubilizado em uma concentracdo de 1 mg.ml™" e filtrado
por membrana de acetato celulose com poros de 3, 0,8 e 0,22 um,
respectivamente. A solugao resultante foi concentrada, precipitada com etanol,

seca com acetona a 25°C e denominada de GML.
3.3 ANALISES QUIMICAS E FiSICO — QUIMICAS
3.3.1 Determinacdo do acgucar total da GML

A dosagem foi realizada pelo método colorimétrico de fenol-acido sulfarico
(DUBOIS et al., 1956), pelo qual pode-se quantificar carboidratos em geral. Sobre
a solugao a qual desejava-se dosar, colocou-se fenol 5% seguido de acido sulfurio
puro para analise (P.A.). O produto dessa reacdo, o hicroximetilfurfural, foi um
composto colorido, que pode ser quantificado por espectrofotometria em um
comprimento de onda de 490 nm. O mesmo procedimento fez-se para a curva-
padrao (10-100 ug.ml'1), em que se utilizou a mistura Man:Gal na propor¢éo de

1,4:1 como padrao.
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3.3.2 Determinacéao de proteinas da GML

A quantificacédo de proteinas foi feita pelo método HARTREE (1972). Nesse
método, usaram-se trés solugdes; A, B e C. A solugdo A € uma mistura dos sais
tartarato de sddio e potassio e carbonato de calcio, em hidroxido de sddio 1N; a
solugdo B é outra mistura de sais, taratarato de sédio e potassio com sulfato de
cobre, também em presenga de hidroxido de sédio; e a solugdo C € o Reagente
de Folin diluido. As leituras foram feitas em comprimento de onda de 650 nm. Para

a curva - padr&o (20 — 100 pg.ml™) foi utilizada a albumina bovina.
3.3.3 Determinacdo da composicdo monossacaridica da GML

Para essa determinagéo foi feita a hidrolise da galactomanana com H,SO4 a

72%, durante 1h a 4°C. Em seguida, o acido foi diluido para 8% e o sistema
aquecido por 4h a 96°C. Foi adicionado, entdo, carbonato de bario para a
neutralizagdo do pH e filtrado para a remogao de sal (SAEMAN et al., 1954).
Em seguida, foi feita a redugdo com borohidreto de sédio por aproximadamente
16h. As amostras foram tratadas com resina LEWATIT — S — 100 (H), e
separadas por filtracdo. As solugdes foram, entdo, evaporadas e lavadas varias
vezes com metanol até a secura.

Os alditois foram acetilados com o sistema anidrido acético e piridina, por
12h. A reacéo foi interrompida pela adicdo de gelo moido, os acetatos de alditol
foram extraidos com cloroférmio, lavados varias vezes com solugao aquosa de
CuSO4 (5%), evaporados e redissolvidos em cloroférmio para a analise por
cromatografia gasosa, CG (SAWADEKER, SLONEKER, JEANES; 1965).

3.3.4 Determinagao da massa molecular média ponderal da GML
O dn/dc galactomanana de L. leucocephala foi determinado usando um

refratdmetro diferencial Waters, modelo 2410, com comprimento de onda de 546

nm, com 5 concentragdes entre 0,1 a 1,0 mg.ml™" (filtradas por filtro Millipore, 0,45
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um). O indice de refracdo de cada concentracdo forneceu a constante dn/dc
(0,146), que foi usada para calcular a massa molecular.
A amostra, com concentragdo de 0,1 mg.ml™, foi solubilizada em nitrito de sédio
0,1 mol.I"", contendo azida de sédio 200 ppm, foi filtrada por membrana Millipore
de 0,22 um e injetada no GPC, contendo colunas de ultrahidrogel 2000, 500, 250 e
120, conectados em série, com limite de exclusdo de 7.10°% 4.10°, 8.10* e 5.10°. A
deteccgao foi feita usando refratbmetro Waters e um detetor de espalhamento de
laser multidngulo a 632,8 nm, modelo DAWN DSP-F, Wyatt Technology. O
solvente foi a mesma solugcédo usada para solubilizar as amostras e o fluxo foi de
0,6 ml.min™ (WYATT, 1993).

O mesmo procedimento para a preparagao da amostra foi adotado para o
alginato de sodio, em que se pretendia observar se esse polissacarideo

apresentava-se sem contaminantes, ja que esse foi adquirido comercialmente.

3.3.5. Andlises Reoldgicas

Amostras de galactomanana e alginato de sédio foram quantificadas em
massa e misturadas. Esse p6 obtido foi adicionado ao solvente agua sob agitacao.
A amostra foi deixada solubilizando sob agitagao por 16 horas, a uma temperatura
ambiente.

O eletrdlito, Ca** (concentragdes de 20, 30 e 45 mMol.I'"), para analises de
reticulacao, foi adicionado apds a mistura dos polissacarideos estar solubilizada e
o sistema foi agitado por mais 30 minutos.

As misturas efetuadas em presenca de eletrdlito ou ndo foram analisadas
em rebmetro HAAKE modelo Rheostress 600, com sensor PP 35, acoplado a um
microcomputador com software “Haake rheometer” (fig. 8). A temperatura de 25°C
dos ensaios foi controlada através de um banho termo circulante Haake (DC30) e

um dispositivo de termostatizacdo Universal Thermo Controller (UTC).
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FIGURA 8 — APARELHO REOMETRO RHEOSTRESS 600 E SENSOR PLACA-
PLACA 35 mm UTILIZADOS PARA ANALISES REOLOGICAS

Modelos matematicos foram usados para a avaliagdo dos comportamentos
em fluxo e na regiao do comportamento viscoelastico linear. Também foram feitos
experimentos para as analises interpretadas usando o modelo de Cox-Merz [ (y)
~ |n*\(oo = y), onde n = viscosidade aparente, y = taxa de cisalhamento, |n*|=
modulo da viscosidade complexa, o = velocidade angular (rad.s)] (BARNES,
HUTTON, WALTER; 1989). Todos os experimentos foram efetuados em triplicatas

€ o0s desvios nao foram superiores a 3%.
3.4 ANALISES MICROSCOPICAS
3.4.1 Analises por microscopia eletrénica de varredura (MEV)
Para a Microscopia Eletronica da Varredura (MEV) foram analisadas
amostras contendo particulas das misturas formuladas por:

- Alginato de sodio + galactomanana + ions calcio (branco), com a

concentragao final dos polissacarideos de 15 mg.ml”" e 45 mMol do eletrolito;
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- Alginato de sédio + galactomanana + ions calcio + albumina, com a
concentragao final dos polissacarideos de 15 mg.ml”", 45 mMol do eletrélito e 5
mg.ml" de albumina.

O suporte de aluminio foi previamente lavado e submetido a sonificacéo
com uma solugao de alcool isopropilico com a finalidade de deixar a superficie
bem limpa para assim evitar contaminantes. Esse suporte foi colocado sobre uma
chapa aquecida e entado foram pipetados 20 ul da amostra contendo as particulas
das misturas. O calor é necessario para que o solvente da solugéo seja evaporado
e restem apenas as particulas sobre o suporte. Para garantir que n&o tivesse
agua, ja que essa interfere nas analises, esses suportes foram ainda deixados por
24h em uma estufa a vacuo, a 100°C.

Os suportes foram submetidos a metalizagdo com ouro e entdo, analisados
por microscopio eletrénico de varredura modelo Jeol JSM — 6360 LV, do Centro de
Microscopia Eletrénica da UFPR (fig. 9).

FIGURA 9 - MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA E
MICROANALISE, 6460 LV, JEOL, DO CENTRO DE MICROSCOPIA
ELETRONICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
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3.4.2 Andlises por microscopia de for¢a atdmica (AFM)

Em tal procedimento foram analisadas amostras contendo particulas das
misturas formuladas por:

- Alginato de sodio + galactomanana + ions calcio (branco), com a
concentragao final dos polissacarideos de 15 mg.ml”" e 45 mMol do eletrdlito;

- Alginato de sodio + galactomanana + ions calcio + albumina, com a
concentracdo final dos polissacarideos de 15 mg.ml”, 45 mMol do eletrdlito e 5
mg. mI” de albumina.

Aliquotas de 5 ul das amostras contendo as particulas foram pipetadas
sobre a superficie de mica muscovita (grau de pureza 4 e fabricante S2pi),
incubadas por 1 minuto e em seguida, lavadas com 90 pul de agua destilada. As
amostras foram deixadas para secagem em sala com umidade 45% e temperatura
controlada de 23°C durante 24h antes da analise por microscopio. As imagens em
modo dindmico e em fase foram feitas a 25°C, utilizando um microscopio
comercial Shimadszu SPM - 9500J3, com ponta constante de mola de 4.5 N.m""
(Fabricante micromash) e Raio de Scan de 1Hz, no Departamento de Fisica da
UFPR. As imagens foram tratadas pelo programa SPIP — Scanning Probe Image
Process, Metrology. A analise de gréo utilizou um indice de detec¢do e uma altura
de 35 nm e 70,39 nm para amostra com proteina e, 6 nm e 3,14 nm para a
amostra sem proteina. O filtro de ruido foi de 10% e o método de contorno foi o
Treshold.
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FIGURA 10 — MICROSCOPIO DE FORGCA ATQMICA SHIMADSZU SPM -
950043, DEPARTAMENTO DE FISICA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA
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3.5 PREPARACAO DAS PARTICULAS

Os po6s dos polissacarideos alginato de sodio e galactomanana e da
proteina albumina foram pesados, misturados na propor¢cdao de 50% de cada
polissacarideo e solubilizados por 16h, obtendo uma concentracédo final de 15
mg.ml”" da mistura polissacarideos e 5 mg.ml™ em proteina.

A bomba peristaltica do spray-drier (fig. 11), da Lab Mag modelo LM — MSD
1.0 foi utilizada para borrifar, através de um atomizador, a solugdo de
polissacarideo e albumina em uma solugao de cloreto de célcio 45 mMol. O fluxo
usado foi de 0,22 ml.min™', em uma temperatura de 25°C. A solugdo de cloreto de
calcio foi mantida sob agitagdo constante.

As particulas formadas foram separadas por filtracdo por membrana de 0,8
um e centrifugadas com uma velocidade de 8.000 rpm, a uma temperatura de
25°C.
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FIGURA 11 — SPRAY - DRIER LM - MSD 1.0, LAB MAQ.

3.6 DOSAGEM DE PROTEINAS NAO ENCAPSULADAS NAS PARTICULAS

A solugao contendo as particulas foi centrifugada por 15 minutos a 8.000
rom. No sobrenadante procedeu-se a dosagem de proteinas ndo encapsuladas,

utilizando pelo método de HARTREE (1972) para essa determinagéao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRACAO E PURIFICACAO

O processo da extracdo e puificagdo da galactomanana a partir das
sementes de L. leucocephala estdo demonstrados no fluxograma da fig.12. Uma
extragdo aquosa exaustiva da galactomanana a uma temperatura de 25°C,
obteve-se um rendimento de 31,4% (m/m) para a amostra bruta, que é
considerado bom para polissacarideos obtidos de sementes quando se compara
esse resultado com dados de LUCYSZYN (2006b) e ONO (2003). Os rendimentos
dos polissacarideos bruto e purificado por centrifugagdo e ultrafiltragdo estao

demonstrados na Tabela 1.

FIGURA 12 - FLUXOGRAMA DA EXTRACAO E PURIFICACAO DA
GALACTOMANANA OBTIDA DE SEMENTES DE L.
leucocephala

‘l Sementes ”

‘l Inativagdo Enzimatica H

u Deslipidificacdo H

‘l Extracdo Aquosa ”

‘l Centrifugacgéao H

“ Filtrag&o ”

‘l Precipitagcéao ”
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Apds a centrifugacédo e todas as filtragbes por membranas obteve-se um
rendimento de 19,3%. Apesar de ser mais baixo o rendimento, a filtracdo é
necessaria a fim de se obter amostra mais pura nas solu¢gdes aquosa para que o
polissacarideo possa ser utilizado no encapsulamento de proteinas. Esses
valores, com relagdo a sementes totais sdo semelhantes aos encontrados para as
galactomananas em estudo antes do processo de centrifugacao e filtragdo por
LUCYSZYN (2004) que obteve um valor de 31%, porém, sendo um valor mais alto
ao comparado com 17,5% de ONO (2003) e 9,7-15,7% de BUCKERIDGE,
DIETRICH, MALUF (1987).

4.2 ANALISES QUIMICAS E FiSICO - QUIMICAS

4.2.1 Determinagao de agucar total, proteinas e composicdo monossacaridica da
GML

A Tabela 1 mostra o conteudo de proteinas, carboidratos e composigao
monossacaridica da amostra de galactomanana de sementes de Leucaena

leucocephala purificada.

TABELA 1 - VALORES DE RENDIMENTO, DE ACUCAR TOTAL, PROTEINAS E
COMPOSICAO  MONOSSACARIDICA DA  GALACTOMANANA
PURIFICADA DE SEMENTES DE L. leucocephala

Espécie Rendimento Rendimento da Acucar Total  Proteinas Composigéo
da amostra amostra (%)? (%)° Monossacaridica®
bruta (%) purificada (%)

L.leucocephala 31,4 19,3 80% 8% Man:Gal 1,7:1

a- DUBOIS, 1956
b- HARTREE, 1972
c- SAEMAN et al., 1954 e SAWADEKER et al., 1965
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O valor de acgucar total e a composicdo monossacaridica estao
sememlhantes a valores obtidos em literatura por LUCYSZIN (2006a) e ONO
(2003). Durante o processo de extragdo aquosa, cloreto de sédio foi adicionado ao
extrato antes da centrifugagdo para que precipitasse possiveis proteinas
existentes. No entanto, um valor de 8% de proteinas ainda foi encontrado na
galactomanana purificada por centrifugagao e ultrafiltracdo, sugerindo ser mesmo
essa a quantidade de proteinas presentes na semente coletada no campus do

Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana.

4.2.2 Determinagdo da massa molecular média da GML

Pela analise do indice de refracdo da amostra em diferentes concentragoes
foi obtido um dn/dc de 0,146. A analise de HPSEC-MALLS mostra que o processo
de purificagao foi eficiente, como pode ser observado pelo perfil normal cirtico

apresentado na figura 13.

FIGURA 13 - PERFIL DE ELUICAO DO HPSEC-MALLS PARA A
GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala (GML).(A)
DETECTOR DE ESPALHAMENTO DE LUZ (B) DETECTOR DE
INDICE DE REFRACAO

1.5¢
14 A

1.3

Detector: 11

125

11—
0.16p

0.12F- B

0.08-

0.04F

Detector: AUX1

0.00— L L L | L L L L | L L L L | L L L L | L L L L
0 10 20 30 40 50

Tempo (minutos)
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A massa molecular obtida foi 713.600 g.mol™ (WYATT, 1993). O pico que
aparece aproximadamente no tempo de 23 minutos, nos detectores de
espalhamento de luz e no indice de refragédo, corresponde a galactomanana. No
tempo de 42 minutos aparece um outro pico de concentragado significativa que,
provavelmente deve ser a arabionose e a xilose, monossacarideos que estao
presentes na casca da semente da leucena. Observa-se um polissacarideo
polidisperso em uma solugdo sem contaminantes. Esses resultados s&o
semelhantes aos obtido por LUCYSZYN et al. (2006).

O perfil de eluigao do alginato de sddio pode se visto na fig. 14. Assim como
a GML, o alginato apresenta um perfil normal clrtico e polidesperso. Essa analise
foi feita apenas para verificar se esse polissacarideo adquirido comercialmente

apresentava-se realmente puro.

FIGURA 14 - PERFIL DE ELUICAO DO HPSEC-MALLS PARA O ALGINATO DE
SODIO. (A) DETECTOR DE ESPALHAMENTO DE LUZ (B)
DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO
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4.2. ANALISES REOLOGICAS

Analises reologicas foram realizadas para se verificar uma possivel
interagdo entre a galactomanana com o alginato de sédio. Para isso, analisaram-
se diferentes percentagens de cada polimero nas misturas, conforme
demonstrado na tabela 2. As misturas dos polissacarideos foram feitas enquanto
esses estavam sob a forma de p0, pois foi testada a mistura feita com as solucdes
(solugao de alginato, misturando com solu¢do da glactomanana); mas como eram
muito viscosas, pipeta-las causava um valor impreciso na concentragao final das
misturas.

As analises reologicas de misturas de polissacarideos foram feitas para a

GML e para duas outras adquiridas comercialmente, GMG e GMA.

TABELA 2 — VALORES DE CONCENTRAGAO DAS MISTURAS DE ALGINATO
DE SODIO E GALACTOMANANA PARA ANALISES REOLOGICAS

Concentragao de Alginato de Concentracao de galactomanana
Saodio (%) (%)
100 0
75 25
50 50
25 75
0 100

As curvas de viscosidade para as diferentes misturas de alginato de sodio
(AL) e GML estdo demonstradas na fig. 15. Observa-se, em baixas taxas de
cisalhamento (0,3 a 3 3'1), a presenca de um patamar newtoniano praticamente
para todas as amostras em sistema isolado ou em misturas, seguido de um
comportamento pseudoplastico similar ao encontrado para outras solugdes de
polissacarideos da literatura (IAGHER; REICHER; GANTER, 2002; SCHILLING, et
al., 2002). Pela inclinagdo da curva a pseudoplasticidade foi mais pronunciada

para a amostra de alginato, seguida para as misturas contendo 50 e 75% de
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galactomanana. Fixando-se uma taxa de cisalhamento de 4 s para todos os
sistemas observa-se a capacidade de interagcdo da GML com o alginato, em
funcdo da viscosidade aparente das misturas ser superior a do sistema contendo
somente alginato. Por outro lado, na mesma taxa de cisalhamento observa-se que
a viscosidade da galactomanana a 15 mg.mL™" em sistema isolado é cerca de

quatro vezes menor que a do alginato.

FIGURA 15 — CURVAS DE VISCOSIDADE PARA MISTURAS (15 mg.ml") DE
ALGINATO/GALACTOMANANA EXTRAIDA DE SEMENTES DE L.
leucocephala (GML), EM SOLUCAO AQUOSA, COM UMA TAXA DE
CISALHAMENTO DE 1. 10* A 3. 10? s'. LEITURAS FEITAS EM
REOMETRO RHEOSTRESS RS 600, SENSOR PLACA 35 mm, A

25°C
e AL 100%
® GML 100%
® GML75%
. GML 50%

10000 ® GML 25%

<

1E-4 1E-3 0,01 0,1 1 10 100 1000

viscosidade dinamica (mPa.s)

taxa de cisalhamento ( s’ )

As curvas de viscosidade para as misturas de AL com as galactomananas
comerciais também foram feitas a fim de se obter comparagdes de comportamento
com a galactomanana extraida no laboratorio de Biopolimeros, no Departamento
de Quimica da Universidade Federal do Parana. Os resultados estdo

demonstrados nas figs. 16 e 17.
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FIGURA 16 — CURVAS DE VISCOSIDADE PARA MISTURAS (15 mg.ml™") DE

viscosidade dinamica (mPa.s)

ALGINATO/GALACTOMANANA GOMA-GUAR (GMG), EM
SOLUCAO AQUOSA, COM UMA TAXA DE CISALHAMENTO DE
1.10% A 3. 102 s'. LEITURAS FEITAS EM REOMETRO
RHEOSTRESS RS 600, SENSOR PLACA 35 mm, A 25°C
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FIGURA 17 — CURVAS DE VISCOSIDADE PARA MISTURAS (15 mg.ml") DE
ALGINATO/GALACTOMANANA  ALFARROBA  (GMA), EM
SOLUCAO AQUOSA, COM UMA TAXA DE CISALHAMENTO DE 1.
10* A 3. 10° s'. LEITURAS FEITAS EM REOMETRO
RHEOSTRESS RS 600, SENSOR PLACA 35 mm, A 25°C
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As curvas de viscosidade da goma de alfarroba e da guar também
apresentam um patamar newtoniano seguido, em mais altas taxas de
cisalhamento, de um comportamento pseudoplastico. A uma taxa de cisalhamento
de 0,3 s a mistura contendo a GMG ou GMA apresenta um valor de viscosidade
aparente de 9.530 e 2.300 mPa.s respectivamente, o alginato de 8.160 mPa.s e a
GML de 181 mPa.s em uma taxa de cisalhamento de 4,8 s™'. Em qualquer um dos
dois sistemas observa-se que a mistura contendo 50% de galactomanana € a que
apresenta uma maior viscosidade, indicando também possibilidade de interacao
entre os dois polissacarideos.

Para a galactomanana extraida de sementes de L. leucocephala, as
misturas contendo de 50 e 75% de galactomanana (fig.15) apresentam os valores
de viscosidades proximos, sendo esses também os que apresentam os maiores

valores.
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O alginato de sédio € um polissacarideo que em presencga de alguns ions
divalentes geleifica, portanto, em fungao dos resultados acima foi escolhido o valor
de 50% de substituicdo nas misturas, para se testar o comportamento dos
polissacarideos frente ao eletrélito ion calcio.

As curvas de viscosidades com diferentes concentracdes de ions calcio
foram feitas para as misturas de AL — GML, AL — GMG e AL —- GMA (fig. 18-20).

FIGURA 18 — CURVAS DE VISCOSIDADE PARA AS MISTURAS (15 mg.mL™)
DE ALGINATO/GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L.
leucocephala (GML), EM SOLUCAO AQUOSA COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE |[ONS CALCIO, EM TAXA DE
CISALHAMENTO DE 1. 10* A 3. 10° s”'. LEITURAS FEITAS EM
REOMETRO RHEOSTRESS RS 600, SENSOR PLACA 35 mm, A
25°C
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FIGURA 19 — CURVAS DE VISCOSIDADE PARA MISTURAS (15 mg.mL™") DE
ALGINATO/GALACTOMANANA DE GOMA-GUAR (GMG), EM
SOLUCAO AQUOSA COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
[ONS CALCIO, EM TAXA DE CISALHAMENTO DE 1. 10 A 3. 10?
s”. LEITURAS FEITAS EM REOMETRO RHEOSTRESS RS 600,
SENSOR PLACA 35 mm, A 25°C
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FIGURA 20 — CURVAS DE VISCOSIDADE PARA MISTURAS (15 mg.mL™") DE
ALGINATO/GALACTOMANANA  ALFARROBA  (GMA), EM
SOLUCAO AQUOSA COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
[ONS CALCIO, EM TAXA DE CISALHAMENTO DE 1. 10* A 3. 10% s’
', LEITURAS FEITAS EM REOMETRO RHEOSTRESS RS 600,
SENSOR PLACA 35 mm, A 25°C
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Nas figuras 18-20, observa-se que para todas galactomananas que os ions
calcio na concentragcdo de 45 mMol contribuiu para que todos os sistemas
apresentassem valores mais altos para a curva de viscosidade dinamica. Também
foram testadas concentragdes maiores de ions, como 50 mMol e 100 mMol (dados
ndo apresentados), porém para essas o0 gel se tornava com um aspecto
quebradico e nado homogéneo, sendo descartada a utilizagdo dessas
concentracdes de ions.

A fim de se enfatizar o aumento de viscosidade do sistema provocado pela
adicdo dos ions calcio, nas figuras 18-20 ha também, a curva de viscosidade
referente a mistura dos dois polissacarideos na auséncia do eletrélito. Esses
polissacarideos estdo na concentracdo de 15 mg.ml”, numa proporcédo de 50%.
Observa-se como a presencga dos ions calcio acentua a formacao de solucdes
mais viscosas.

Fixada a propor¢édo AL — GM contendo 50% de cada polissacarideo numa
concentracdo final de mistura de 15 mg.ml™', e a concentragdo de 45 mMol de fons
calcio, fez-se entdo as analises reoldgicas oscilatérias com a finalidade de se
complementar a analise do comportamento das misturas em relacdo ao
comportamento viscoelastico.

As varreduras de tensao de 0,002-300 Pa foram efetuadas para frequéncias
fixas de 0,1, 1, 3 e 10 Hz. Os ensaios com diferentes frequéncias foram realizados
porque a faixa de viscoelasticidae linear é dependente da frequéncia. Dessa
forma, foram analisadas as regides de viscoelasticidade para as misturas de AL —
GML, AL- GMG e AL — GMA cujas respostas estao nas figuras 21, 22 e 23.
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FIGURA 21 — VARREDURA DE TENSAO PARA MISTURAS (15 mg.ml") DE
ALGINATO/GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala
(GML), EM SOLUCAO AQUOSA CONTENDO 45mMol DE IONS
CALCIO, EM FREQUENCIAS FIXAS DE 0,1, 1, 3 e 10 Hz, COM
TENSAO VARIANDO DE 0,002-300 Pa. LEITURAS REALIZADAS
EM REOMETRO RHEOSTRESS RS 600, SENSOR PLACA DE 35
mm, A 25 °C
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FIGURA 22 — VARREDURA DE TENSAO PARA MISTURAS (15 mg.ml") DE
ALGINATO/GALACTOMANANA  GOMA-GUAR  (GMG), EM
SOLUCAO AQUOSA CONTENDO 45mMol DE {ONS CALCIO, EM
FREQUENCIAS FIXAS DE 0,1, 1, 3 e 10 Hz, COM TENSAO
VARIANDO DE 0,002-300 Pa. LEITURAS REALIZADAS EM
REOMETRO RHEOSTRESS RS 600, SENSOR PLACA DE 35 mm,

A 25°C
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FIGURA 23 — VARREDURA DE TENSAO PARA MISTURAS (15mg.mlI') DE
ALGINATO/GALTOMANANA DE ALFARROBA (GMA), EM
SOLUCAO AQUOSA COM 45mMol DE fONS CALCIO E EM
FREQUENCIAS FIXAS DE 0,1, 1, 3 e 10 Hz, COM TENSAO
VARIANDO DE 0,002-300 Pa. LEITURAS FEITAS EM REOMETRO
RHEOSTRESS RS 600, SENSOR PLACA 35 mm, A 25°C
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Nos perfis das figuras 21-23, observa-se um comportamento de gel para
todas as faixas de frequéncia, ja que os valores de G’ sdo maiores do que 0s
valores do G”. Observa-se também, que a regiao de viscoelasticidade € constante
até uma tensdo de aproximadamente 100 Pa para a GML. Nas duas
galactomananas comerciais, essa faixa € um pouco menor, e a regido de
viscoelasticidade é constante até aproximadamente 100 Pa. A deformacao até
uma tensdo de 10 Pa apresenta valores inferiores a 10% de deformacdo para
qualquer um dos sistemas contendo as diferentes galactomananas.

O valor de tan 6 (G”/ G’) para a mistura contendo a GML a uma frequéncia
de 1 Hz e com uma tensao de 1 Pa foi de 0,32; enquanto que para a de goma-
guar foi 0,206 e para a de alfarroba foi de 0,230. A determinagdo do valor de tan 6

€ importante porque ao relacionar os dois modulos se pode caracterizar o
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comportamento da amostra, ou seja: apresenta um carater mais elastico ou de
mais viscoso. Quanto mais baixo o valor de tan 6 maior € a caracteristica de gel.
Portanto, nessa frequéncia, a mistura AL — GMG é que apresentou o carater mais
solido.

Para fazer a varredura de frequéncia é necessario que um valor de tensao
seja fixado. Esse valor tem que estar dentro da regido de viscoelasticidade. Assim,
observando nos graficos de varredura de tensao, fixou-se um valor de tensao de 3
Pa para as trés galactomananas. Experimentalmente, varrer uma freqiéncia
significa que a frequéncia de deformagdo € aumentada passo a passo
(SCHRAMM, 2006).

FIGURA 24 — CURVAS DE FREQUENCIA DA MISTURA (15 mg.ml™') ALGINATO/
GALACOTMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala (GML), EM
SOLUCAO AQUOSA COM 45 mMol DE iONS CALCIO, COM
TENSAO FIXA DE 3Pa. (m) G, (e) G". AS LEITURAS FORAM
REALIZADAS EM REOMETRO RHEOSTRESS RS600, COM
PLACA PARALELA DE 35 mm, A 25°C
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FIGURA 25 — CURVAS DE FREQUENCIA DA MISTURA (15 mg.ml") ALGINATO/
GALACOTMANANA DE GOMA-GUAR (GMC), EM SOLUCAO
AQUOSA COM 45 mMol DE IONS CALCIO, COM TENSAO FIXA
DE 3Pa. (m) G, () G”. AS LEITURAS FORAM REALIZADAS EM
REOMETRO RHEOSTRESS RS600, COM PLACA PARALELA DE

35 mm, A 25°C
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FIGURA 26 — CURVAS DE FREQUENCIA DA MISTURA (15 mg.ml"') ALGINATO/
GALACOTMANANA DE ALFARROBA (GMA),
AQUOSA COM 45 mMol DE IONS CALCIO, COM TENSAO FIXA
DE 3Pa. (m) G’, (¢) G". AS LEITURAS FORAM REALIZADAS EM
REOMETRO RHEOSTRESS RS600, COM PLACA PARALELA DE

35 mm, A 25°C
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Nas figuras 24-26 todas as misturas de AL — GMs exibiram um perfil na
varredura de frequéncia de um material com caracteristicas de gel. Os valores de
G’ foram superiores aos de G” desde as freqUéncias mais baixas até os valores
mais altos. A galactomanana goma-guar foi a que apresentou o comportamento de
gel mais rigido, em que os valores dos moddulos viscoso foi praticamente
independentes, enquanto os do elastico foram os menos dependentes da
frequéncia, comparada com os das outras duas GMs.

Empiricamente, Cox e Merz (1958) descobriram que a viscosidade medida
em fungdo da taxa de cisalhamento pode ser comparada diretamente com a
viscosidade dindmica complexa em fungdo da velocidade angular. Essa relagéao é
valida para diversos polimeros fundidos e solugdes poliméricas. Propriedades de
reologia dindmica podem ser comparadas com as propriedades de reologia
estatica para provar o comportamento da amostra (SILVA; OLIVERITA; RAO,
1998).

FIGURA 27 — GRAFICO DE COX-MERZ DA MISTURA (15 mg.mlI") ALGINATO/
GALACTOMANANA DE L. Leucocephala (GML) EM SOLUCJAO
AQUOSA COM 45mMol DE [ONS CALCIO. (e) VISCOSIDADE
APARENTE (1), (m) VISCOSIDADE DINAMICA COMPLEXA (n*).
TAXA DE CISALHAMENTO VARIANDO 0,1-50 s' E FREQUENCIA
DE 0,1-100 rad.s'. LEITURAS REALIZADAS EM REOMETRO
RHEOSTRESS RS600, COM PLACA PARALELA DE 35 mm, A
25°C
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Uma estrutura de gel existe quando a curva de viscosidade complexa vs
freqUéncia apresenta-se maior do que a curva de viscosidade aparente vs taxa de
cisalhamento, portanto, realizando-se as interpretagdes do carater de gel pelas
analises através do modelo de Cox-Merz (figs. 27 — 29), pode-se observar que 0s
sistemas AL — GML, de AL — GMA e AL — GMC formam uma estrutura de gel
(COX; MERZ, 1958; BOT et al., 2001; HAN et al., 2002; ROBERTS; CAMERON,
2002).

A correlacdo Cox-Merz tem sido estudada para um grande numero de
solugbes poliméricas, sendo geralmente aplicado para moléculas flexiveis.
Algumas derivacbes de Cox-Merz foram feitas para polimeros sintéticos,
suspensdes de sistemas de biopolimeros diluidos e concentrados e para alguns
alimentos (TIZIANI; VODOVOTZ, 2005).

FIGURA 28 — GRAFICO DE COX-MERZ DA MISTURA (15 mg.ml'1) ALGINATO/
GALACTOMANANA GOMA-GUAR (GMG), EM SOLUCAO AQUOSA
COM 45mMol DE iIONS CALCIO. (e) VISCOSIDADE APARENTE
(m), (m) VISCOSIDADE DINAMICA COMPLEXA (n*). TAXA DE
CISALHAMENTO VARIANDO 0,1-50 s’ E FREQUENCIA DE 0,1-
100 rad.s?. LEITURAS REALIZADAS EM REOMETRO
RHEOSTRESS RS600, COM PLACA PARALELA DE 35 mm, A
25°C
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FIGURA 29 — GRAFICO DE COX-MERZ DA MISTURA (15 mg.mI"") ALGINATO/
GALACTOMANANA ALFARROBA (GMA), EM SOLUCAO AQUOSA
COM 45mMol DE {ONS CALCIO. (e) VISCOSIDADE APARENTE
(n), (m) VISCOSIDADE DINAMICA COMPLEXA (n*). TAXA DE
CISALHAMENTO VARIANDO 0,1-50 s’ E FREQUENCIA DE 0,1-
100 rad.s’. LEITURAS REALIZADAS EM REOMETRO
RHEOSTRESS RS600, COM PLACA PARALELA DE 35 mm, A
25°C
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Por outro lado, o ensaio de Fluéncia (creep) e recuperagdo € um teste de
viscoelasticidade que permite diferenciar as respostas elasticas das respostas
viscosas. Diferente das medi¢cdes que mostram a dependéncia entre a taxa de
cisalhamento e a viscosidade ou elasticidade, o ensaio de creep introduz um
parametro adicional de tempo de resposta que é dependente da tensao, para o
comportamento elastico e viscoso.

Para se realizar essa analise com cada uma das trés misturas fixou-se uma
tensdo de 3 Pa, tensdo essa escolhida dentro da regiao de viscoelasticidade no
perfil do grafico da varredura de tenséo (figs. 21 — 23). Essa tensé&o foi aplicada
durante 120 segundos, e depois suspensa para avaliar a recuperagao.

Os resultados obtidos nessas analises dependem da resposta do fluido, a
saber:

Resposta elastica: a deformacéo elastica é completamente recuperavel.

Resposta viscosa: energia fornecida para o material fluir ndo é recuperada.
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Resposta viscoelastica: onde o comportamento varia entre as respostas de
tensao/deformacao.

Nos sistemas testados foi observado pelos resultados de comportamento
dos gréficos das figuras 30, 31 e 32 que os sistemas formulados apresentam,

portanto, uma resposta viscoelastica.

FIGURA 30 — ANALISE DA FLUENCIA (CREEP) E RECUPERAQAO PARA A
MISTURA (15 mg.mI"') DE ALGINATO/GALACTOMANANA DE
SEMENTES DE L. leucocephala (GML), 15 mg.ml'1, EM SOLU(;AO
AQUOSA COM 45 mMol DE IONS CALCIO. USANDO UMA
TENSAO FIXA DE 3Pa. AS LEITURAS FORAM REALIZADAS EM
REOMETRO RHEOSTRESS RS600, COM SENSOR PLACA DE 35
mm, A 25°C
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FIGURA 31 — ANALISE DA FLUENCIA (CREEP) E RECUPERACAO PARA A
MISTURA (15 mg.ml™) DE ALGINATO/GALACTOMANANA DE
GOMA-GUAR (GMG), EM SOLUCAO AQUOSA COM 45 mMol DE
IONS CALCIO. USANDO UMA TENSAO FIXA DE 3Pa. AS
LEITURAS FORAM REALIZADAS EM REOMETRO RHEOSTRESS
RS600, COM SENSOR PLACA DE 35 mm, A 25°C
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FIGURA 32 — ANALISE DA FLUENCIA (CREEP) E RECUPERACAO PARA A
MISTURA (15 mg.ml") DE ALGINATO/GALACTOMANANA DE
ALFARROBA (GMA), EM SOLUGAO AQUOSA COM 45 mMol DE
IONS CALCIO. USANDO UMA TENSAO FIXA DE 3Pa. AS
LEITURAS FORAM REALIZADAS EM REOMETRO RHEOSTRESS
RS600, COM SENSOR PLACA DE 35 mm, A 25°C
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Ao se plotar a resposta de deformagao como fungdo do tempo, as curvas
das figuras 30-32 mostraram inicialmente um rapido crescimento da deformacéao
seguido por um gradual decréscimo da inclinagéo até ficar paralela a abscissa. A
recuperacdo € dependente do tempo, para determinar com precisao,
teoricamente, seria necessario um tempo infinito. Mas nesses testes praticos,
pode-se observar que a recuperagao, nao total, ja acontece em torno de 3
minutos.

O sistema formulado o contendo a GML obteve uma recuperagao de 65%;
para a GMG houve um valor de 75% e a para a GMA 40%. Portanto, a mistura
contendo a goma de alfarroba apresenta um comportamento mais viscoso do que
elastico, e a goma-guar é a que apresenta a caracteristica mais elastica,
confirmando os resultados de todos os experimentos anteriores das curvas de
tensao e frequéncia.

Complementando as analises reoldgicas foram efetuados ensaios dentro da
regidao de comportamento viscoelastico linear para as misturas de alginato/
galactomananalions calcio, a fim de se avaliar o comportamento reolégico das

amostras frente as mudangas de temperatura.
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FIGURA 33 - CURVA DE TEMPERATURA DA MISTURA (15 mg.ml")
ALGINATO/ GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L.
leucocephala (GML), EM SOLUCAO AQUOSA COM 45 mMol DE
iONS CALCIO, COM TENSAO FIXA DE 3Pa E FREQUENCIA DE 1
Hz. AS LEITURAS FORAM REALIZADAS EM REOMETRO
RHEOSTRESS RS600, COM SENSOR PLACA DE 35 mm, COM
TEMPERATURA VARIANDO DE 20 — 40°C (taxa de 1° min™)
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FIGURA 34 — CURVA DE TEMPERATURA DA MISTURA (15 mg.miI"") ALGINATO/
GALACTOMANANA DE GOMA-GUAR (GMG), EM SOLUCAO
AQUOSA COM 45 mMol DE {ONS CALCIO, COM TENSAO FIXA
DE 3Pa E FREQUENCIA DE 1 Hz. AS LEITURAS FORAM
REALIZADAS EM REOMETRO RHEOSTRESS RS600, COM
SENSOR PLACA DE 35 mm, COM TEMPERATURA VARIANDO DE
20 — 40°C (taxa de 1° min™)
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FIGURA 35 — CURVA DE TEMPERATURA DA MISTURA (15 mg.ml"') ALGINATO/
GALACTOMANANA DE SEMENTES DE ALFARROBA (GMA), EM
SOLUCAO AQUOSA COM 45 mMol DE [ONS CALCIO, COM
TENSAO FIXA DE 3Pa E FREQUENCIA DE 1 Hz. AS LEITURAS
FORAM REALIZADAS EM REOMETRO RHEOSTRESS RS600,
COM SENSOR PLACA DE 35 mm, COM TEMPERATURA
VARIANDO DE 20 — 40°C (taxa de 1° min™")
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Nos trés graficos das figuras 33-35 se observa que os sistemas, quando
submetidos a uma tensdo de 3 Pa, freqiéncia de 1 Hz e a variacdo de
temperatura, apresentam comportamento relativamente estavel, ou seja nao
sofrem nenhuma fusdo frente a essa variagcdo da temperatura. Apresentam
valores de tan 6 (G”/G’) inferiores a 0,4, variando de 0,15 a 0,32, sendo o sistema
com a GMG o que apresentou um maior carater elastico.

Como um dos objetivos do presente trabalho foi o de tentar fazer particulas
de AL — GM para encapsulamento de proteinas, ensaios reoldgicos da mistura de
polissacarideos com a presencga de albumina também foram realizados.

Foi escolhida apenas a GML para a continuagcdo das analises, pois ha um
grande interesse na GM extraida e caracterizada no laboratério de Biopolimeros.
E, como foi visto nos resultados anteriores, a GML apresentou resultados tdo bons
quanto as outras GMs adquiridas comercialmente Inicialmente.

Uma curva de viscosidade foi feita para verificar as caracteristicas de

viscosidades da nova mistura frente as taxas de cisalhamento (fig. 36).

49



FIGURA 36 — CURVAS DE VISCOSIDADES PARA AS MISTURAS (15 mg.ml™)
MISTURAS DE ALGINATO/GALACTOMANANA DE SEMENTES DE
L. leucocephala (GML), EM SOLUCAO AQUOSA COM 45 mMol DE
[ONS CALCIO 5 mg.ml" DE ALBUMINALEM UMA TAXA DE
CISALHAMENTO DE 1. 10° a 1. 10? 1.s”'. LEITURAS FEITAS EM
REOMETRO RHEOSTRESS RS 600, COM SENSOR PLACA 35
mm, A 25°C
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Conforme demonstra a fig. 36 a curva de viscosidade da mistura contendo
albumina apresenta menores valores do que a da mistura sem a proteina. A
albumina e o acido alginico apresentam ponto isoelétrico em torno de 5,5
(CARTER; HO, 1994) e 5,0 (CORADIN; LIVAGE, 2003) respectivamente o que
Ihes conferem uma carga negativa ja que o sistema apresenta o pH em torno de
7,4. Portanto, a proteina e o alginato devem estar competindo pelos ions calcios,
vindo dai uma possivel explicagdo para a diminuigdo da viscoelasticidade desse
sistema.

Porém, essa quantidade de proteina ndo impede que a mistura ainda se
mantenha como uma solugao viscoelastica, como pode ser visto na figura 37, em
que na varredura de tensao com diferentes frequéncias, o valor de G’ é superior
aode G'.
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FIGURA 37 — VARREDURA DE TENSAO PARA AS MISTURAS (15 mg.mI"") DE
ALGINATO/GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala
(GML), EM SOLUCAO AQUOSA COM 45mMol DE {ONS CALCIO E
5 mg.ml”" DE ALBUMINA. FREQUENCIAS FIXAS DE 0,1, 1, 3 ¢ 8
Hz, COM TENSAO VARIANDO DE 0,002-200 Pa. LEITURAS
FEITAS EM REOMETRO RHEOSTRESS RS 600, SENSOR PLACA
DE 35 mm, A 25°C
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O tan 6 para a amostra AL — GML contendo albumina, a uma frequéncia de
1 Hz e tensdo de 3 Pa é de 0,76. Esse valor € mais alto do que comparado
aquele da mistura de polissacarideos sem a albumina (0,33), apresentando o
aumento do carater viscoso. Também, na curva de frequéncia (fig.38) se observou
que o modulo elastico foi superior ao do viscoso durante toda a faixa de
frequéncia, porém com uma maior dependéncia da frequéncia e com as curvas

dos médulos de G’ e de G” mais préximas uma da outra.
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FIGURA 38 — CURVAS DE FREQUENCIA DA MISTURA (15 mg.mI"") ALGINATO/
GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L.leucocephala (GML), EM
SOLUCAO AQUOSA CONTENDO 45 mMol DE {ONS CALCIO E 5
mg.mI"" DE ALBUMINA. TENSAO FIXA DE 3Pa. (m) G, (s) G”. AS
LEITURAS FORAM REALIZADAS EM REOMETRO RHEOSTRESS
RS600, COM SENSOR PLACA DE 35 mm, A 25°C
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Na analise de Cox — Merz (fig. 39) para a mistura contendo a proteina,

observou-se que a curva da viscosidade complexa se apresenta inferior a

viscosidade aparente, indicando que para essa amostra ha um comportamento de

solugcao viscoelastica. Comportamento esse, diferente daquele em que nido ha a

presenca da albumina, ja que sem a proteina, ha uma tipica formagao de gel.
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FIGURA 39 — GRAFICO DE COX-MERZ DA MISTURA (15 mg.ml"") ALGINATO/
GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala (GML), EM
SOLUCAO AQUOSA COM 45mMol DE iONS CALCIO E 5 mg.ml”
DE ALBUMINA. (e) VISCOSIDADE APARENTE (n), (m)
VISCOSIDADE DINAMICA COMPLEXA (n*). TAXA DE
CISALHAMENTO VARIANDO 0,1-50 s’ E FREQUENCIA DE 0,1-
100 rad.s' LEITURAS REALIZADAS EM REOMETRO
RHEOSTRESS RS600, COM PLACA PARALELA DE 35 mm, A
25°C
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Na analise da curva de creep e recuperagao para a mistura contendo
albumina, observou-se que a amostra apresentou um carater viscoso maior do
que o elastico. Essa caracteristica elastica € ainda menor quando comparada com
a mistura sem a albumina ja que a recuperagado apdés a suspensao da tensao

apresentou um valor em torno de 45% (fig. 40).
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FIGURA 40 — ANALISE DA FLUENCIA (CREEP) E RECUPERACAO PARA A
MISTURA (15 mgml') ALGINATO/GALACTOMANANA DE
SEMENTES DE L. leucocephala (GML), EM SOLUCAO AQUOSA
CONTENDO 45 mMol DE [ONS CALCIO E 5 mg.ml"' DE
ALBUMINA. USANDO UMA TENSAO FIXA DE 3Pa. AS LEITURAS
FORAM REALIZADAS EM REOMETRO RHEOSTRESS RS600
COM SENSOR PLACA DE 35 mm, A 25°C
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O comportamento da mistura contendo a albumina frente a variacdo de
temperatura pode ser visto na figura 41. A relagdo entre G”/G’ (tan &) no inicio é
constante, mas, a partir de 35°C os valores diminuem, indicando que a presenca
de albumina melhora o processo da sinergia, com interferéncia possivelmente da

mudanca de conformacédo desse biopolimero, para a formagao de um melhor

sistema viscoelastico.
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FIGURA 41 — CURVA DE TEMPERATURA DA MISTURA (15 mg.mI"")y ALGINATO/
GALACTOAMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala EM
SOLUCAO AQUOSA CONTENDO 45 mMol DE {ONS CALCIO E 5
mg.mlI" DE ALBUMINA. TENSAO FIXA DE 3Pa E FREQUENCIA
DE 1 Hz. LEITURAS FEITAS EM REOMETRO RHEOSTRESS
RS600, COM SENSOR PLACA DE 35 mm, COM TEMPERATURA
VARIANDO DE 20 - 40°C
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4.4. PREPARAGAO DAS PARTICULAS

As particulas foram preparadas conforme demonstra o fluxograma da fig.42,
com o qual obteve-se uma solucdo final de cloreto de calcio contendo as
particulas dos polissacarideos e albumina, que ndo eram Vvisiveis

macroscopicamente.
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FIGURA 42 — FLUXOGRAMA DA PREPARAGAO DAS PARTICULAS DE AL (7,5
mg.mI") — GML (7,5 mg.ml™") — ALB (5 mg.mI") — IONS CALCIO
(45 mMol).
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4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Particulas de alginato e galactomanana contendo albumina foram feitas.
Novamente, escolheu-se apenas a GML para continuar os estudos de
encapsulamento da proteina, j@ que essa galactomanana é extraida e muito
estudada proprio laboratério de Biopolimeros da UFPR.

As particulas foram feitas ao se borrifar a solugdo de polissacarideos em
uma concentracido de 15 mg.ml'1, numa proporgao de 50% de GML e 50% de AL
contendo 5 mg.mlI" de albumina, em uma solucdo de cloreto de calcio sob

agitacdo. As particulas formadas nao foram visiveis macroscopicamente. Sabe-se
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da formacéao delas porque a solugao de cloreto de calcio deixou de ser limpida
para se tornar turva com a presengca das mesmas, como tipica resposta da
presenca de um sistema coloidal.

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi realizada para verificar

como seria a superficie dessas particulas formadas (figs. 43 e 44).

FIGURA 43 - PARTICULAS DA MISTURA (15mg.ml'1) ALGINATO/
GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala (GML),
COM 45 mMol DE iONS CALCIO. IMAGEM REALIZADA PELO
MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA JEOL, COM
AUMENTO DE 3.000 x.

As particulas formadas apresentam uma forma esférica, lisas, tamanhos
variando de escala de micra a alguns nanémetros.

A MEV também foi usada para se avaliar a morfologia das particulas
contendo a albumina adsorvida (fig. 44). O aspecto visual € muito similar ao da
amostra sem a proteina: esférico, liso e também em escala de micro a
nandmetros. Portanto, a presenga da albumina nas particulas ndo alterou as

caracteristicas da aparéncia do sistema.
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Apenas com a MEV nao é possivel verificar se ha um encapsulamento da
proteina pois tanto as particulas sem a albumina como as que a contém, nao
apresentam nenhuma alteragdo em suas morfologias.

FIGURA 44 — PARTICULAS DA MISTURA (15mg.ml") ALGINATO/
GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala (GML),
COM 45 mMol DE IONS CALCIO E 5 mg.mI" DE ALBUMINA.
IMAGEM REALIZADA PELO MICROSCOPIO ELETRONICO DE
VARREDURA JEOL, COM AUMENTO DE 3.700 x.
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4.6 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Verificando-se pelos estudos acima a capacidade de interagao da albumina
com o sistema AL — GML - ions calcio tentou-se avaliar por microscopia de forga
atbmica o aprisionamento da proteina com o intuito de, futuramente, avaliar o
encapsulamento para uma possivel liberacdo controlada.

A microscopia de forga atdmica tem sido utilizada no estudo de polimeros
(HODGES, 2002), devido a sua capacidade de fornecer informagdes que nao se
tinham com o uso da microscopia eletrébnica de varredura. Por conseguir obter
imagens de superficie de materiais sob as mais variadas condigbes (ar, vacuo e
em meio liquido) se tornou um dos equipamentos mais completos para estudo de
materiais em micro e nano escalas (BERNARDES; MATTOSO, 2003).

Um AFM é composto basicamente por uma ponta ou sonda, que varre a

superficie da amostra em estudo. Mede-se a forga de interagdo entre os atomos

58



da ponta e os da superficie e, utilizando recursos computacionais, os resultados
sdo transformados em imagens da amostra. Investigar a superficie de uma
amostra resulta no conhecimento de propriedades chamadas tribolégicas como
rugosidade, dureza, rigidez, elasticidade e atrito.

Fixadas e caracterizadas por analises reolégicas as amostras partiu-se
entdo para a formacdo das particulas a partir de misturas de AL (7,5 mg.ml™") —
GML (7,5 mg.ml.™") — ions calcio (45 mMol) — Alb (5 mg.ml™"), as quais uma vez
obtidas ndo foram visiveis macroscopicamente. Sabe-se da formacido dessas
porque a solucio de cloreto de calcio deixou de ser limpida para se tornar turva,
como uma tipica resposta de sistema coloidal.

As micrografias em modo de fase e de topografia da mistura AL — GML —
ions calcio podem ser visualizadas na figura 45, na qual se observa a formagao
das particulas de tamanho micrométrico. Ja a figura 46 mostra micrografias da
mistura AL — GML - ions calcio — Alb. A micrografia de topografia mostra a
superficie da amostra, ja o modo de fase, o AFM pode demostrar diferentes
materiais que constituem a amostra, sem que haja diferenca na topografia. Isso é
feito porque na topografia em fase a dureza do material ocasionara alteragdo na
fase de detecgcdao do cantilever que vibra durante a varredura da amostra
(BERNARDES; MATTOSO, 2003).

Fixadas e caracterizadas por analises reoldgicas as amostras partiu-se
entdo para a formacgao das particulas a partir de misturas de AL (7,5 mg.ml'1) -
GML (7,5 mg.ml.™") — jons calcio (45 mMol) — Alb (5 mg.ml™"), as quais uma vez
obtidas nao foram visiveis macroscopicamente. Sabe-se da formagao dessas
porque a solucdo de cloreto de calcio deixou de ser limpida para se tornar turva,
como uma tipica resposta de sistema coloidal.

As micrografias em modo de fase e de topografia da mistura AL — GML —
ions calcio podem ser visualizadas na figura 45, na qual se observa a formagao
das particulas de tamanho micrométrico. Ja a figura 46 mostra micrografias da
mistura AL — GML - ions calcio — Alb. A micrografia de topografia mostra a
superficie da amostra, ja o0 modo de fase, o AFM pode demostrar diferentes

materiais que constituem a amostra, sem que haja diferenca na topografia. Isso é
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feito porque na topografia em fase a dureza do material ocasionara alteragdo na
fase de deteccdo do cantilever que vibra durante a varredura da amostra
(BERNARDES; MATTOSO, 2003).

FIGURA 45 — IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA EM MODO
DINAMICO (TAPPING MODE) DA MISTURA (15mg.ml") DE
ALGINATO/GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala
(GML), CONTENDO 45 mMol DE {ONS CALCIO. A — IMAGEM EM
MODO DE TOPOGRAFIA. B — IMAGEM EM MODO DE FASE.
IMAGENS FEITAS EM MICROSCOPIO SHIMADSZU, A 25°C
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Da analise comparativa, verifica-se que a principal diferenca entre o
sistema sem a proteina daquele que a contém €, principalmente, o tamanho das
esferas formadas.

Os diametros das particulas estdo demonstrados nas fig. 47 e 48. Para o
sistema AL/GML/ions célcio a distribuicdo dos tamanhos ocorre entre os valores
9,34 — 701 nm, apresentando um valor médio de 58,4 nm, enquanto que para o
sistema que contém a proteina, a variagéo é 28 — 2028 nm, com uma média de
518 nm. O sistema com albumina apresenta esferas de tamanho maiores,

provavelmente, porque a proteina deve estar adsorvida nas esferas. Também
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porque o grau de hidratacdo desse sistema deva ser maior em fungédo da
competi¢cdo na complexacao do alginato/albumina com os ions ali presentes.

FIGURA 46 — IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA EM MODO
DINAMICO (TAPPING MODE) DA MISTURA (15mg.ml") DE
ALGINATO/GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala
(GML), COM 5mg.mI"" DE ALBUMINA E CONTENDO 45 mMol DE
IONS CALCIO. A — IMAGEM EM MODO DE TOPOGRAFIA. B —
IMAGEM EM MODO DE FASE. IMAGENS FEITAS EM
MICROSCOPIO SHIMADSZU, A 25°C

:
e 4 LR
Wi 3

» ¥y

?.
-

P

4.00 x 4.00 um AR ; .00 x 4.00 um A

61



FIGURA 47 — HISTOGRAMA DA MISTURA DE ALGINATO/GALACTOMANANA
(15mg.mlI™") DE SEMENTES DE L. leucocephala (GML) CONTENDO
45 mMol DE IONS CALCIO ANALISADO PELO PROGRAMA
SCANNING PROBE IMAGE PROCESSOR
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FIGURA 48 — HISTOGRAMA DA MISTURA DE ALGINATO/GALACTOMANANA
(15mg.ml™) DE SEMENTES DE L. leucocephala (GML)
CONTENDO 45 mMol DE [ONS CALCIO E 5 mg.mI"" DE ALBUMINA
ANALISADO PELO PROGRAMA SCANNING PROBE IMAGE
PROCESSOR
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FIGURA 49 — IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA EM MODO
DINAMICO (TAPPING MODE) DA MISTURA (15mg.ml") DE
ALGINATO/GALACTOMANANA DE SEMENTES DE L. leucocephala
(GML) CONTENDO 45 mMol DE {ONS CALCIO E 5 mg.mlI" DE
ALBUMINA. A — IMAGEM EM MODO DE TOPOGRAFIA. B —
IMAGEM EM MODO DE FASE. IMAGEM FEITA EM MICROSCOPIO
SHIMADSZU, A 25°C
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Uma visualizagdo da formacao da camada superficial pode se vista na
figura 49. Nessa imagem foi escolhido um campo em que apareciam particulas de
tamanhos maiores e com uma disposicdo mais dispersa a fim de se poder ver
mais detalhadamente a superficie das esferas. Na imagem de modo em fase (B)
pode se ver perfeitamente certa rugosidade da esfera. Essa irregularidade é a
presenca dos polissacarideos que estdo formando a particula. A albumina nao
pode ser visualizada nas figuras, mas sabe-se da presencga da proteina no interior
das particulas porque as esferas adquirem um tamanho maior de quando

comparadas as esferas sem a presenca de albumina.
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4.7 DOSAGEM DE PROTEINAS DA SOLUGAO CONTENDO AS PARTICULAS

Como pode ser visto por AFM a presenca de albumina nas particulas de
polissacarideos e ions calcio, foi necessario dosar quanto dessa proteina nao se
ligou a mistura. Para isso, fez-se uma dosagem de proteinas na solugado contendo
as particulas e a albumina livre.

Um valor de 3% de proteinas ndo encapsuladas foi obtido. Isso quer dizer

que 97% da proteina se ligou a mistura de polissacarideos.
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5. CONCLUSOES

Analises quimicas e fisico-quimicas da GM extraida de sementes de
Leucaena leucocephala (GML) confirmaram a presenga de um biopolimero
homogéneo, porém polidisperso com uma razao molar Man:Gal de 1,7: 1, 8% de
proteinas e uma massa molar de aproximadamente 700.000 g.mol'1.

Na analise das curvas de viscosidade concluiu-se que, em misturas a 15
mg.mL’1, a melhor interagdo do sistema GM-AL continha 50% de substituicdo de
AL e 45 mMol de ions Ca**.

Entre as trés GM utilizadas nas misturas todas geraram produto com
comportamento viscoelastico, porém a que mostrou melhor sinergia para a
formagado de gel foi desenvolvida no sistema em que a goma-guar foi utilizada,
tanto no modelo de Cox-Merz como nos ensaios de creep, em experimentos a
25°C.

O comportamento viscoelastico de todos os sistemas permaneceu estavel
mesmo com aquecimento no intervalo de 20-40°C, a uma taxa de aquecimento de
1°C.min™".

O sistema de polissacarideos/ions calcio/proteina formulado em presenca
de GM de leucena analisado por reologia confirmou o encapsulamento da
proteina, porém, com uma formulacdo que apresenta uma maior dependéncia da
frequéncia o que indica diminui¢cao do carater viscoelastico, que é alterado apos a
temperatura atingir 35°C, possivelmente, pela mudanga conformacional do
sistema em presenga da proteina.

Através das microscopias eletrénica de varredura e de forga atdbmica foi
possivel observar o tamanho e a morfologia das capsulas formadas utilizando o
atomizador de um equipamento de spray cuja escala das particulas desenvolvidas
esta na grandeza micro e nanométrica e, também, confirmar o encapsulamento da

proteina.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

A GML, extraida de sementes de Leucaena leucocephala, e a GMG,
adquirida comercialmente, misturadas ao sistema alginato/ions calcio,
apresentaram um bom resultado na obtengcdo se sistemas viscoelasticos e no
encapsulamento da proteina. Assim, o processo encapsulamento devera ser
melhor estudado quanto a:

- estabilidade ou ndo ao pH e a temperatura;

- interferéncia da parte protéica ligada a GML quanto a interagdo com a albumina;
- interferéncia da concentragao de ions calcio para o melhor encapsulamento da
proteina e menor tamanho das particulas;

- medidas de a&ngulo de contato dos sistemas para se avaliar a capacidade de
formagao de filmes finos;

- adsorgao de outras drogas;

- microcalorimetria (DSC) que podera servir para avaliar possiveis mudancas de
conformacao;

Além disso, também sera interessante e necessario testar a liberagao

controlada dessa proteina em ensaios in vitro e in vivo.
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